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RESUMEN

Salmonella spp, Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes son patdgenos,
frecuentemente encontrados en los sistemas productivos de alimentos, que presentan una
gran diversidad genética y ecoldgica. En este estudio se determind por PCR vy
microbiologia la presencia de estos tres patdgenos en muestras carnicas y en muestras
obtenidas de los sistemas productivos de melon y chile Bell y posterior caracterizacion
molecular de los aislados recuperados mediante PCR, PCR-multiplex, PCR-RFLP y
PFGE. Por PCR se determiné la presencia de Salmonella en un 23.8% (71/298) de las
muestras provenientes de los sistemas productivos agricolas de melon (19.12%) y chile
(4.69%), y en un 37.28 % (22/59) de las muestras carnicas. Se determin6, por PCR-RFLP
del gen fliC y con la endonucleasa Sau3A I, que S. Typhimurium fue el principal serotipo
aislado en las muestras carnicas y en las muestras de ambos sistemas productivos
agricolas, y S. Enteritidis en aislados provenientes de aves y del sistema productivo de
chile Bell. EI mayor nimero de muestras positivas a Salmonella eran muestras de agua.
Mediante PFGE se encontraron diferencias adicionales dentro de un mismo serotipo, con
lo que se determind que un mismo serotipo puede tener diferentes pulsotipos y estar
presente en diferentes tipos de muestras. En relacion con E. coli O157:H7, ésta se aislo
Unicamente a partir de canales de res y cerdo. Los aislados recuperados fueron
caracterizados por PCR y PCR-multiplex con base a la presencia de los genes rfbE y fliC,
stx1, stx2 y eaeA los cuales determinan que una cepa sea considerada enterohemorragica.
No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) en el nimero de canales positivas
de res y cerdo a éste patdgeno, lo que sugiere la posibilidad de encontrar a E. coli
0157:H7 enterohemorrégica indistintamente en ambos tipos de canal. Respecto a Listeria
monocytogenes, se encontro solamente en un 1.64% (3/182) de las muestras obtenidas del
sistema productivo de meldn, siendo dos de muestras lavados de frutos de melon en la
huerta y una de agua del canal de riego de la huerta de melon. En las muestras carnicas,
se encontrd en un 35.71% (5/14) de los casos.
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ABSTRACT
Salmonella spp, Escherichia coli O157H:7 and Listeria monocytogenes are pathogens
commonly found in the productive food systems and present a great genetic and ecologic
diversity. In this study was determined by PCR and microbiologic methods the presence
of these three pathogens in meat samples and in samples obtained from the cantaloupe
and chile Bell systems and later molecular characterization of the isolates recovered by
PCR, PCR-multiplex, PCR-RFLP and PFGE. By PCR was determined the presence of
Salmonella in a 23.8% (71/298) of the samples from the agricultural productive system of
cantaloupe (19.12%) and chile (4.69%), and in a 37.28% (22/59) of the meat samples.
Was determined by PCR-RFLP of the fliC gene and with Sau3A | endonuclease, that S.
Typhimurium was the main serotype isolated in the meat samples and in the samples of
both agricultural productive systems, and S. Enteritidis in samples from poultry and from
chile Bell productive system. The higher number of positive samples to Salmonella were
from water samples. By PFGE additional differences were found into a same serotype,
which determined that a same serotype could have different pulsotypes and be present in
different type of samples. In relation with E. coli O157:H7 this was isolated only from
bovine and pig carcasses. The isolates were characterized by PCR and PCR-multiplex
based on the presence of the rfbE and fliC, stx1, stx2 and eaeA genes which determine
that a strain is considered enterohemorragic. No significant differences were found
(P>0.05) in the number of positive carcasses of bovine and pig, which suggests the
possibility of find enterohemorragic E. coli O157:H7 indistinctly in both types of
carcasses. Respect to L. monocytogenes it was found only in a 1.64% (3/182) of the
samples obtained from the cantaloupe productive system, being two of the samples rinses
of cantaloupes fruits in the farm and one of water from the irrigation channel of

cantaloupe farm. In the meat samples was found in a 35.71% (5/14) of the cases.
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1. INTRODUCCION

Las organizaciones mundiales relacionadas con los alimentos como es el caso de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO por sus
siglas en inglés) y la Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés),
estiman que aun cuando la inocuidad de los alimentos siempre habia sido un tema
importante, actualmente ocupa un lugar preponderante en el programa politico de muchos
paises, esto debido al mayor conocimiento de los consumidores sobre el tema, asi como a
los riesgos y desafios emergentes en el ambito de la inocuidad de los alimentos, uno de

los cuales son los peligros microbiologicos que presentan los alimentos (FAO, 2000).

Un factor importante para que un alimento no sea apto para el consumo humano, es la
presencia de peligros biologicos, causantes de enfermedades al consumidor y
representados principalmente por bacterias de la familia Enterobacteriaceae (Salmonella
spp, Escherichia coli y shiguella), ademas de otras como Clostridium botulinum, Listeria
monocytogenes, Vibro cholerae, Brucella spp., Staphylococcus, Bacillus, etc., (Beuchat,

1998).

Existen estudios que indican una gran diversidad genética y ecologica, asi como una

alta recombinacion e intercambio genético en los microorganismos. Estos fendmenos



permiten generar gran cantidad de genotipos a pesar de no suceder en cada generacion.
No so6lo se mueven genes, sino que recombinan pldsmidos y fragmentos de genes.
Algunas de estas combinaciones resultan exitosas e invaden nuevos nichos ambientales o
nuevos hospederos y asi continuamente estdn surgiendo nuevas variantes como las de E.
coli que pueden llegar a ser muy competitivas, como el serotipo O157:H7. Lo anterior
genera una estructura poblacional con ecotipos y al mismo tiempo cepas que pueden vivir
en gran cantidad de ambientes que antes se creian secundarios o atipicos para la especie

(Souzaet al., 2001).

Fratamico P. (comunicacion personal, 2003), sefiala que tanto en México como en
E.U.A., los cientificos realizan esfuerzos para identificar patdogenos, asi como para
solucionar los problemas de seguridad alimenticia en dos amplias categorias: seguridad
alimenticia en pre-cosecha y seguridad alimenticia en post-cosecha, pero no obstante
estos esfuerzos, poco se conoce de la fuente primaria de los organismos patégenos en el
medio ambiente de la granja (establo o campo agricola). Por lo tanto, estos esfuerzos
deben llevar a seguir el rastro de la fuente de los patdogenos en forma mas precisa, asi
como a su deteccion con técnicas moleculares mas sensitivas y especificas. Un resultado
de los anteriores esfuerzos debe ser el identificar las relaciones entre los organismos que
se presentan en el medio ambiente de la granja y aquellos que se presentan en el medio
ambiente del procesamiento de los productos alimenticios para identificar la fuente de

contaminacion.



1.1. Justificacion

La deteccion rapida de patdgenos en alimentos es un aspecto critico, principalmente
en aquellos que entran en transformacion, maduracion y descomposicion muy pronto,
como los productos carnicos y hortofruticolas. La busqueda de métodos rapidos y seguros
para la deteccion de grupos especificos de organismos en alimentos se ha vuelto una
necesidad urgente en la adopcion de programas para el aseguramiento de la calidad y la
inocuidad de los alimentos. Estos métodos rapidos son herramientas necesarias para
identificar y monitorear puntos criticos susceptibles de contaminacion microbioldgica en
los sistemas primarios de la produccion de alimentos como lo son los sistemas
productivos agricolas. El detectar la presencia de organismos patogenos de forma rapida
a lo largo de la cadena de produccidon, ayudaria a que se llevaran a cabo acciones
encaminadas a la solucién de los problemas de contaminacién, y al productor a tener
mayor facilidad de acceso a la distribucion de sus productos a nivel nacional e
internacional, pero, ;es el mismo patdgeno especie, serotipo, el que esta presente en todas
las etapas del sistema productivo?, En caso afirmativo, cudl es la fuente de contaminacioén
comun, y en caso negativo, cual es la fuente especifica de contaminaciéon. De las
anteriores preguntas surge la importancia de caracterizar y/o tipificar genotipicamente a
los patogenos en los diferentes ambientes (etapas) del sistema productivo para tratar de
asociarlos a una fuente comun o diferente de contaminacion, y asi poder estar en

posibilidad de tomar medidas preventivas y/o correctivas.



1.2. Importancia

La mayoria de los estudios en México sobre patdgenos en alimentos solamente
tienden a corroborar la presencia o ausencia de los mismos y solo en algunos se ha
determinado el serotipo mediante la serologia tradicional, la cual tiene sus
inconvenientes. En nuestro pais el diagnostico microbioldgico es la técnica oficial, sin
embargo puede tomar hasta 7 dias, lo cual se constituye en una desventaja en productos
que deben ser comercializados en el menor tiempo posible. Teniendo México como
principal socio comercial a Estados Unidos y con la apertura del TLCAN en materia
agricola, las exigencias en materia de inocuidad son totales, dentro de lo cual, el
diagndstico oportuno y la tipificacion molecular permitirdn crear una base de datos de los
serotipos y cepas presentes en un ambiente determinado, la cual sirva como referencia en
la busqueda del origen de brotes epidemioldgicos, como el reciente de S. Saintpaul
asociado a chiles jalapefios de origen mexicano. Lo anterior plantea la necesidad de
adoptar otras tecnologias para el diagndstico y tipificacion de patdgenos, que sean rapidas
y sensibles, como la PCR, la PCR-multiplex, PCR-RFLP y la electroforesis de campo
pulsado (PFGE). Las primeras dos utilizadas en la identificacion de patdégenos en forma
aislada o en grupos con base en la presencia o ausencia de genes que codifican para
factores de virulencia. Las dos ultimas son técnicas empleadas en la caracterizacion
molecular. PCR-RFLP tiene el potencial de identificar bacterias a nivel de serotipo y
PFGE tiene un poder de discriminacion mayor a nivel de cepa dentro de un mismo
serotipo. Estas dos ultimas técnicas son de particular importancia cuando se trata de
asociar brotes epidemioldgicos a posibles fuentes de contaminacion. Por lo anterior, el
presente trabajo se propuso establecer metodologias moleculares apropiadas para la
caracterizacion de patogenos asociados con productos carnicos y hortofruticolas e
identificar las variantes genotipicas presentes de los patdogenos que permita establecer

medidas mas adecuadas de control al identificar las fuentes de infeccion.



2. HIPOTESIS

Mediante técnicas moleculares se puede determinar la variabilidad genética de aislados

de Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 y Listeria monocytogenes.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Caracterizar molecularmente aislados de Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7
y Listeria monocytogenes obtenidos de los procesos de produccion de carne de res, melon

y chile tipo Bell.

3.2 Objetivos particulares

1. Aislar e identificar bacterias del tipo Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 y
Listeria monocytogenes, a partir de productos carnicos, melon y chile tipo Bell.

2. Caracterizar genotipicamente las variantes de Salmonella spp., Escherichia coli
O157:H7 y Listeria monocytogenes mediante las técnicas moleculares de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), PCR-multiplex, polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion de productos de PCR (PCR-RFLP) y electroforesis de

campo pulsado (PFGE).



4. ANTECEDENTES

Las enfermedades, producidas por alimentos contaminados, son problemas de salud
ampliamente distribuidos a nivel mundial, declaracion hecha en 1983 por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) y la Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO). Las diferentes formas de producir, transportar, procesar y preparar los alimentos,
hacen que esta conclusion sigua siendo atin verdad. La carne y los productos carnicos son
susceptibles a contaminacion de patdogenos como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp y Escherichia coli enterohemorragica (ECEH), haciendo
a estos alimentos peligrosos. Los dos ultimos microorganismos han sido reportados como

de los mas importantes patdogenos transmitidos por alimentos (WHO, 2000).

Existen dos categorias de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA): las
intoxicaciones alimentarias, causadas por las toxinas que producen los microorganismos;
y las infecciones alimentarias, causadas por el crecimiento de los microorganismos en el

cuerpo humano, después de haber ingerido alimentos contaminados.

Segtin la FDA (2001a) los siguientes son los 10 patégenos menos apreciados ya que el

Servicio de Salud Publica de los E.U.A los ha identificado como los mayores



microorganismos causantes de enfermedades trasmitidas por alimentos, ya sea por la

severidad de la enfermedad o por el nimero de casos que ella produce.

Campylobacter jejuni, que es la causa mas comun de diarrea, teniendo como posibles
fuentes las carnes y pollos crudos o mal cocinados, leche cruda y agua sin tratamiento.
Clostridium botulinum, este organismo produce la toxina que causa el botulismo, una
enfermedad caracterizada por paralisis muscular. Posibles fuentes son alimentos
preparados en el hogar y aceite de hierbas. E. coli O157: H7, es una bacteria que puede
producir una toxina mortal. Se puede encontrar en carnes mal cocidas, especialmente
hamburguesas, leche cruda y productos agricolas. Listeria monocytogenes, causa
listeriosis, una enfermedad grave en mujeres embarazadas, recién nacidos y adultos con
un sistema inmune débil. Fuentes: suelo y agua y también se ha encontrado en productos
lacteos incluyendo quesos blandos asi como también en carne cruda y mal cocida, en
pollos y productos del mar frescos o en conserva. Salmonella spp., es considerada la
segunda causa mas comun de enfermedades transmitidas por alimentos. Es responsable
de millones de casos al ano de enfermedades transmitidas por alimentos. Fuentes: huevos
crudos y mal cocidos, pollos y carnes mal cocidas, productos lacteos, mariscos, frutas y
vegetales. Staphylococcus aureus, esta bacteria produce una toxina que causa vomitos al
poco tiempo de ser ingerida. Fuentes: alimentos cocinados con alto contenido en
proteinas (ejemplos: jamoén cocido, ensaladas, productos de pasteleria, productos lacteos).
Shigella, produce aproximadamente 300,000 casos de enfermedades diarreicas. La falta
de higiene hace que Shigella sea facilmente transmitida de persona en persona. Fuentes:

ensaladas, leche, productos lacteos y agua sucia. Toxoplasma gondii, es un parasito que



causa toxoplasmosis, una enfermedad muy severa que puede producir desordenes del
sistema nervioso central, particularmente retardo mental y deterioro visual en nifios.
Fuentes: carnes, principalmente de cerdo. Vibrio vulnificus, causa gastroenteritis o un
sindrome conocido como septicemia primaria. Las personas con enfermedades del higado
son especialmente de alto riesgo. Fuentes: mariscos crudos o mal cocidos. Yersinia
enterocolitica, causa yersiniosis, una enfermedad caracterizada por diarrea y/o vomitos.

Fuentes: cerdo, productos lacteos y agricolas.

4.1. Generalidades de las Bacterias Transmitidas por Alimentos

Las bacterias patogenas transmitidas al hombre por alimentos son un aspecto
importante en la seguridad alimenticia a nivel mundial y la identificacion répida y
adecuada de éstas en los alimentos es importante tanto para asegurar la calidad
alimenticia como para la rastreabilidad de brotes en el proceso de distribucion de
alimentos. Entre las mas comunes se pueden encontrar a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum, Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes (Odumeru et al.,

1999; FDA, 2001a).

4.1.1. Salmonella spp.

Es una bacteria movil en forma de bacilo y excepciones no moéviles son S.

Gallinarum y S. Pullorum, no forman esporas y son Gram negativas. Se encuentran



ampliamente distribuidas en animales, especialmente en aves de corral y cerdos. También
se le encuentra en el agua, suelo, insectos, superficies de cocinas, excremento animal,
carnes crudas de res, aves y alimentos del mar, por nombrar algunos pocos. S. Typhi y la
bacteria paratifoidea normalmente causan septicemias y producen fiebre tifoidea en los
humanos. Los sintomas agudos incluyen nausea, vomito, calambres abdominales, diarrea
minima, fiebre y dolor de cabeza. Consecuencias cronicas como sintomas artriticos
pueden aparecer después de 3 o 4 semanas que ocurrieron los sintomas agudos. La dosis
infecciosa se ha estimado de 15 a 20 células, dependiendo de la edad y salud del
hospedero, y diferencias genéticas entre los miembros del género. La duracion de los
sintomas agudos es 1 a 2 dias o pueden prolongarse, dependiendo de las condiciones del
hospedero, dosis ingerida, y caracteristicas genéticas. La causa de la enfermedad se debe
a la penetracion y paso del organismo Salmonella del intestino hacia el interior del
epitelio del intestino delgado donde ocurre la inflamacion; la identificacion seroldgica del
microorganismo es el método de diagndstico de la enfermedad en humanos. Salmonella
se ha asociado a alimentos como carnes crudas, de aves de corral, huevos, leche y
productos del diario, pescado, camardn ancas de rana, levaduras, coco, salsas y aderezos,
postres con crema, gelatinas secas, cacahuates mantequilla, cocoa, y chocolate. Se estima
que de 2 a 4 millones de casos de salmonelosis ocurren anualmente en E.U.A. La
incidencia de salmonelosis parece ser que se esta incrementando tanto en E.U.A como en
otros paises industrializados. Todos los grupos son susceptibles, pero los sintomas son
mas severos en los ancianos e infantes. Pacientes con SIDA sufren salmonelosis mas
frecuentemente (aproximadamente 20 veces mas que la poblacion en general). Para el

analisis de alimentos se han desarrollado métodos para la deteccion de la contaminacion
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por Salmonella, entre los cuales los métodos de cultivo tradicionales requieren de 5 dias
para obtener resultados presuntivos, mientras que otros métodos rapidos que requieren

solo 2 dias (FDA, 2003a).

4.1.1.1 Especies y Serotipos de Salmonella

Una gran polémica se ha vertido sobre el nimero de especies existentes en el
género Salmonella lo cual ha creado una gran confusion entre los microbidlogos sobre la
nomenclatura de Salmonella (Ezaki et al., 2000). De acuerdo al Centro para el Control y
la Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de Atlanta, GA, EU. Ay
al sistema de nomenclatura usado por recomendacion del centro colaborador de la
Organizacion Mundial de Salud con el Instituto Pasteur, Paris, Francia, existen solamente
dos especies de Salmonella (Salmonella enterica y S. bongori) y 2541 serotipos
(serovariedades) en base al esquema de serotipificacion propuesto por Kauffman-White
(CDC, 2004a; Brenner et al., 2000), mientras que el FDA (2001b) menciona la existencia

de mas de 2700 serotipos.

El Laboratorio Nacional de Salud Publica de la Secretaria de Salud en México, en el
periodo comprendido entre 1990 y 1997, identifico 861 cepas de Salmonella spp aisladas
de alimentos donde los serotipos mdas frecuentes fueron S. Newport, S. Agona y S.
Enteritidis. Para 1999 el mismo laboratorio de Salud Publica reportdé que de 9518
muestras analizadas, 284 resultaron positivas a Salmonella, encontrando al serotipo

Enteritidis en un 9.5 % y al serotipo Typhimurium en un 8.8%, siendo el serotipo
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Enteritidis aislado con mayor frecuencia en aves mientras que Typhimurium en aves,
moluscos y productos carnicos (SSA, 2000). Segtiin la OMS los serotipos que afectan con
mayor frecuencia a nivel mundial son Typhimurium y Enteritidis, los cuales cada vez se

hacen mas resistente a los antibidticos comunes (WHO, 2000).

4.1.2. Escherichia coli 0157:H7

Actualmente hay cuatro clases de E. coli enterovirulentas (colectivamente referidas
como el grupo EEC) que causan gastroenteritis en humanos. Entre éstas, estd la
enterohemorragica (EHEC) designada E. coli O157: H7. E. coli es un organismo normal
de los intestinos de todos los animales, incluyendo el humano. Normalmente E. coli tiene
una funcioén util en el cuerpo suprimiendo el crecimiento de especies de bacterias dafiinas
y sintetizando cantidades apreciables de vitaminas. Una minoria de cepas de E. coli son
capaces de causar enfermedades en el humano por diferentes mecanismos. El serotipo E.
coli O157: H7 es una variedad rara de E. coli que produce grandes cantidades de una o
mas potentes toxinas que causan severos dafios al intestino. Estas toxinas, 1lamadas
verotoxinas (VT) o shiga-like toxinas, estan estrechamente relacionadas con las toxinas
producidas por Shigella dysenteriae. La naturaleza aguda de la enfermedad se llama
colitis hemorragica por E. coli O157: H7. La enfermedad es caracterizada por severos
calambres (dolor abdominal) y diarrea, la cual inicialmente es acuosa pero luego se torna
a sangre. Ocasionalmente ocurren vomitos. Puede presentarse algo de fiebre o no. La
enfermedad es usualmente auto-limitada y dura un promedio de 8 dias. Algunos

individuos presentan diarrea acuosa solamente. La dosis infecciosa se desconoce, pero
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por la habilidad que tiene de pasar de persona a persona, la dosis puede ser muy similar a
aquella de Shigella spp., (aproximadamente 10 organismos). El diagnostico de la
enfermedad en humanos es por aislamiento del serotipo E. coli O157: H7 u otra
verotoxina producida por E. coli a partir de muestras con diarrea. La confirmacion puede
ser obtenida por el aislamiento de E. coli del mismo serotipo a partir del alimento
incriminado. E. coli O157:H7 se ha asociado a alimentos como hamburguesas mal
cocidas, sin embargo, brotes de E. coli O157: H7 también han sido implicados en
germinados de alfalfa, jugos de frutas no pasteurizados, salami curados en seco, lechugas,
y cuajadas de queso. En relacion al curso de la enfermedad y complicaciones, algunas
victimas particularmente las mas jovenes, han desarrollado el sindrome urémico
hemolitico (SUH) caracterizado por la falla renal y anemia hemolitica. Hasta un 15% de
las victimas con colitis hemorragica pueden desarrollar SUH. La enfermedad puede
conducir a una perdida permanente de la funcién del rifion. En los ancianos, SUH, mas
fiebre y sintomas neuroldgicos constituye la pirpura trombocitopénica trombotica (TTP).
Esta enfermedad tiene una tasa de mortalidad en los ancianos del 50%. Se cree que toda
poblacion es susceptible a la colitis hemorrdgica, pero los nifios y los ancianos parecen
ser los mas afectados. El andlisis de alimentos incluye varios métodos microbiologicos
que pueden ser usados para aislar E. coli O157: H7. A diferencia de la E. coli tipica, los
aislados de E. coli O157: H7 no fermentan sorbitol y son negativos con el ensayo MUG;
por lo tanto, estos criterios son comunmente usados para el aislamiento selectivo. El agar
Sorbitol-MacConkey ha sido extensivamente usado para aislar este organismo de
especimenes clinicos. Otro procedimiento usa un medio Sorbitol-MacConkey

conteniendo telurito de potasio y cefixima. Este incluye un paso de enriquecimiento y es
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un nuevo método desarrollado como resultado de brotes recientes a partir de alimentos.
Se han desarrollado métodos rapidos usando una variedad de tecnologias, que incluyen

métodos recombinantes de ADN (FDA, 2003Db).

Vinas et al., (2000) mencionan que si bien en general E. coli no causa enfermedades,
en algunas ocasiones actula como una bacteria patogena de mucha importancia en
bacteriologia médica y veterinaria. Un caso importante de esta situacion es E. coli
verotoxigénica (VTEC, acrénimo de Vero Toxigenic Escherichia coli). Las VTEC
pertenecen a un amplio abanico de serotipos O: K: H, habiéndose detectado la produccion
de verocitotoxinas en cepas pertenecientes a unos 50 serogrupos O y mas de 150
serotipos H diferentes. No obstante, los brotes o casos esporadicos de SUH solamente
han involucrado a algunos de ellos, como O157:H7, O111:H-, O26:H11, O103:H2,

O113:H21, O145:H-, OX3:H21.

La diseminacion de bacterias contaminantes durante el sacrificio de animales es
considerada como la ruta iniciadora por la cual VTEC se incorpora a los alimentos. La
colitis hemorragica ha sido transmitida ademés por embutidos fermentados, leche cruda,
yogures artesanales, sidra de manzana y mayonesa. Estos microorganismos también han
sido aislados de productos vegetales, la contaminacion de vegetales puede ser
consecuencia del uso de abonos organicos de origen bovino. También el agua ha sido
considerada vehiculo de transmision, habiéndose informado de brotes asociados a la
ingestion de agua de bebida no clorada, o del contacto con piletas de natacién y también

de un lago contaminado. Entre los animales que actian como reservorios, ademas del
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bovino, se ha mencionado a los ovino y porcino. Otros animales que comparten su habitat
con el del hombre, tales como el perro y el gato, han sido descriptos por varios autores
como reservorios de VTEC (Hutchison et al., 2000; Heuvelink et al., 1998; Nataro y

Kapper, 1998).

4.1.3. Listeria monocytogenes

Es una bacteria Gram positiva, mévil por medio de flagelos. Del 1-10% de los
humanos pueden portar L. monocytogenes en el intestino. Se ha encontrado en al menos
37 especies de mamiferos domésticos y salvajes, asi como en al menos 17 especies de
aves y posiblemente algunas especies de peces y crustaceos. Puede ser aislada del suelo,
ensilajes y otras fuentes ambientales. Resiste bien los efectos deletéreos del
congelamiento, secado y calor para ser una bacteria que no forma esporas. La enfermedad
aguda recibe el nombre de listeriosis y es clinicamente definida cuando el organismo es
aislado de la sangre, fluido cerebroespinal, o de otro sitio normalmente estéril (por
ejemplo la placenta, el feto). Las manifestaciones de la listeriosis incluyen septicemia,
meningitis (o meningoencefalitis), encefalitis, infecciones intrauterino o cervicales en
mujeres embarazadas, lo cual puede resultar en abortos espontdneos (segundo y tercer
trimestres) o bebes que nacen muertos. El inicio de los desérdenes ya mencionados se
precede generalmente de sintomas tipo influenza incluyendo fiebre persistente. A sido
reportado que sintomas gastrointestinales como nauseas, vomito y diarrea pueden
preceder las formas mas serias de listeriosis o ser los Unicos sintomas expresados. El

tiempo del inicio a las formas serias de listeriosis es desconocido pero puede extenderse a
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partir de algunos dias a tres semanas, asi como el tiempo de inicio de los sintomas
gastrointestinales ser mayor de 12 horas. La dosis infectiva es desconocida pero se cree
varia con la cepa y la susceptibilidad de la victima. L. monocytogenes puede invadir el
epitelio gastrointestinal. Una vez que la bacteria entra a los monocitos del huésped, los
macrofagos, o los leucocitos polimorfos nucleares, puede crecer en el torrente sanguineo
(septicemia). Su presencia intracelular en células fagocitarias también permite el acceso
al cerebro y la migracién probablemente transplacental al feto en mujeres embarazadas.
La patogénesis se centra en su capacidad de sobrevivir y de multiplicarse en células
fagociticas del hospedero. La enfermedad en humanos soélo puede ser positivamente
diagnosticada por cultivo del organismo a partir de la sangre y fluido cerebroespinal. L.
monocytogenes se ha asociado a alimentos tales como la leche cruda, fluidos lacteos
supuestamente pasterizados, los quesos (particularmente variedades suave-maduradas),
helado, vegetales crudos, salsas fermentadas para carne cruda, aves de corral crudas y
cocinadas, carnes crudas (todos los tipos), y pescados crudos y ahumados. Su capacidad
de crecer en temperaturas tan bajas como 3 °C permite la multiplicacion en alimentos
refrigerados. Las principales poblaciones blanco para listeriosis son: mujeres
embarazadas, personas inmunocomprometidas, pacientes con céncer (particularmente
leucemia), con menor frecuencia diabéticos, con cirrosis, asmaticos y pacientes con
colitis ulcerativa; ancianos y gente normalmente sana consumiendo antidcidos o

cimetidina.
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Segun informacion publicada por el CDC de 2,423 brotes causados por alimentos en
el periodo 1988-1992, el 36 % fue debido a malas practicas de higiene en la manipulacion

de los alimentos y el resto a la temperatura de conservacion (WHO, 2000).

En México, en el ano de 1993, se estimo una incidencia de 2.2 nifios menores de 5
afios con casos de enfermedades diarreicas agudas en el hogar, asi como 694,316
consultas por enfermedades diarreicas agudas para nifios menores de 5 afios y 24°007,000
casos de enfermedades diarreicas agudas por afio de nifios menores de 5 afios (Hernandez
et al., 2000), mientras que el Instituto Nacional de Estadistica Geografia ¢ Informatica
reporta la ocurrencia de 9,585 muertes por enfermedades infecciosas intestinales por cada

100,000 habitantes durante el afio 1995 (Cisneros, 1999).

4.2. Las Herramientas Moleculares en la Inocuidad

El no tener éxito en el cultivo microbioldgico de algunas bacterias no es sindbnimo de
garantia de la no presencia de bacterias, ya que lo anterior puede deberse a un estado de
sobrevivencia programada o a dafio subletal lo cual proporciona informacion engafiosa

sobre el estatus de viabilidad de bacterias estresadas (Lahtinen et al., 2006).

Gonzélez y Rojas (2005) sefialan que un alto porcentaje de los casos de ETA no puede
asociarse con algin alimento en particular o no es factible identificar al patégeno
responsable, debido, fundamentalmente, a que los resultados de los andlisis

bacteriologicos demoran y posiblemente el vehiculo alimentario implicado ya no se
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encuentra disponible para su analisis, lo que sugiere la necesidad de establecer métodos
rapidos y eficientes de deteccion del agente causal. Uno de ellos es la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés). El éxito en la implementacion de
la PCR para la identificacion de microorganismos causantes de ETA depende, entre otros
factores, de la eleccion correcta de la secuencia blanco. Las regiones gendmicas mas
comunmente empleadas en el disefio de iniciadores para la identificacion de
microorganismos patogenos son las relacionadas con los genes que codifican para toxinas

y proteinas antigénicas especificas.

Fera et al., (2004) evaluaron los métodos clasicos y las técnicas moleculares para
determinar la presencia de formas no viables y viables pero no cultivables de Arcobacter
spp. Mencionan que esta ultima forma es una sofisticada estrategia desarrollada por
muchas bacterias Gram-negativas para sobrevivir bajo condiciones ambientales adversas,
senalando que la pérdida de la capacidad de ser cultivada no puede garantizar una pérdida
de patogenicidad, por lo que deben emplearse métodos mds creibles para la correcta
identificacion de estos organismos, que no consuman mucho tiempo y no produzcan
resultados dudosos o pobres como las técnicas microbioldgicas, y que sean rapidos y

confiables como las técnicas basadas en la amplificacion del ADN.

Callicott et al., (2005) describen un método simple para la preparacion de ADN a
partir de aislados no cultivables de Campylobacter jejuni mantenidos en un medio

especial para transportar muestras microbiologicas, y mencionan que con este método
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aislados no recuperables por métodos microbioldgicos pueden ser usados para

proporcionar informacion filogenética para estudios epidemiologicos.

4.3. Técnicas de Tipificacion Molecular para Identificar Patdgenos

Dado que esta demostrado que existe una gran diversidad genética y recombinacion
intragénica en los microorganismos, lo cual los hace que se adapten a diversos ambientes,
hay quienes proponen que la mejor forma de caracterizar y entender la presencia de los
microorganismos en uno o varios ambientes es a través del uso de técnicas genéticas

moleculares (Souza et al., 2001).

Donde una vez los cientificos buscaron anticuerpos relacionados con la enfermedad en
un paciente, ahora pueden identificar el organismo mismo causante de la enfermedad por
métodos nunca antes imaginados. Algo comuln, a estas técnicas, lo es la molécula de
ADN. Ahora es posible reproducir el ADN en un tubo de ensayo, fragmentar éste,
determinar su composicion, cambiar su estructura, y mapear sus genes. Los principios
aprendidos de estas técnicas han sido aplicados en el diagndstico de enfermedades
infecciosas, detectar individuos con cancer y enfermedades genéticas, y asegurar la salud
publica identificando patogenos. Muchas de estas técnicas han sido posibles gracias a una

tecnologia de la PCR (Alcano, 2001).

Los métodos de tipificacion molecular pueden ser clasificados en tres amplios grupos

basdndose en el tipo de macromolécula a ser tipificada: métodos basados en
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lipopolisacaridos y 4cidos grasos, métodos basados en proteinas, y métodos basados en
acidos nucleicos. Dentro de estos ultimos, se puede mencionar el andlisis de restriccion
de ADN cromosomal, el andlisis de plasmidos, las técnicas de hibridacion, electroforesis
de gel en campo pulsado, y la tipificacion basada en PCR (Swaminathan y Matar, 1993).
Las técnicas de tipificacion basadas en la amplificacion de 4cidos nucleicos mediante
PCR, se fundamentan en el mismo principio general comun a todas ellas: la amplificacion
de genes o secuencias de ADN polimorficas y la separacion electroforética de los
productos de amplificacion. Las técnicas de PCR se pueden utilizar conjuntamente con
otros métodos moleculares, como la restriccion enzimatica, la hibridacion con sondas
especificas o la secuenciacion de acidos nucleicos. Por lo general, las técnicas de
tipificacion basadas en la amplificacion de 4cidos nucleicos mediante PCR poseen un
elevado poder de discriminacion, son menos laboriosas, mas rapidas y mas flexibles que
la PFGE, y permiten trabajar con un mayor nimero de muestras (Cockerill, 1999;

Fernandez, 2004).

4.3.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Este es un método in vitro para amplificar secuencias especificas de ADN. Es uno
de los métodos moleculares de mayor eficiencia en el diagndstico de enfermedades, sobre
todo de aquellas provocadas por patdgenos dificiles de cultivar (Gonzales y Rojas, 2005).
Iniciando con cantidades traza de una secuencia particular de 4cido nucleico de cualquier
fuente, la PCR enzimaticamente genera millones o billones de copias exactas, por lo

tanto, haciendo de los andlisis genéticos un proceso relativamente simple, con
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aplicaciones directas en los campos de investigacion genética, diagnodsticos médicos y la

ciencia forense (Bernard y Pasternak, 1998).

La PCR es una sintesis de polimerizacion enzimatica que se lleva acabo en ciclos
térmicos. La enzima participante es una polimerasa termoestable y en la reaccion,
secuencias de ADN son copiadas muchas veces. El producto de la polimerizacion del
primer ciclo de la reaccion, sirve de molde para el siguiente, de tal modo que el nimero
de copias del ADN blanco se duplica exponencialmente en cada ciclo de polimerizacion.
Asi, 30 ciclos de sintesis a partir de una molécula de ADN, producira la sorprendente
cantidad teodrica de un billon de moléculas nuevas de ADN. El segmento amplificado
puede visualizarse en un gel de agarosa o poliacrilamida. Un ciclo térmico de PCR
implica tres pasos fundamentales: 1) Desnaturalizacion, separa el ADN en dos cadenas
sencillas. 2) Alineacion del iniciador a la molécula molde. 3) Extension del iniciador
mediante una polimerizacion, en direccion 5' a 3' por medio de una ADN polimerasa y
desoxiribonucleodsidos trifosfatados (ANTPs). Esta extension de los iniciadores resultara
en la sintesis de una copia del ADN. Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo y dan
por resultado que la molécula de ADN de doble cadena sea copiada para producir 2

cadenas de ADN "hijas" (Silva et al., 1999).

Oliveira et al., (2002) reportaron que encontraron 100% de especificidad para detectar
la presencia de Salmonella spp y para identificar el serotipo S. Typhimurium con la PCR
en muestras colectadas en el ambiente de granjas avicolas, mencionando ademas 128%

mas de muestras positivas al conjugar la PCR con el paso de enriquecimiento en caldo
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selectivo Rappaport-Vassiliadis, reduciendo el tiempo de deteccion de siete dias a 48 h.
Ohtsuka et al., (2005) por su parte, al comparar los métodos LAMP, PCR vy
microbioldgico para detector la presencia de Salmonella en huevo liquido, encontraron
que la PCR fall6 en un 10% para detectar muestras que fueron positivas por los otros dos
métodos no obstante que LAMP y PCR se hicieron a partir del medio de
preenriquecimiento agua peptonada tamponada. Ellos consideraron la posibilidad de

falsos positivos, como explicacion de la superioridad de LAMP sobre PCR.

Maurer et al., (1999) disefiaron un par de iniciadores para amplificar un fragmento de
420 pares de bases (pb) del gen rfb en serotipos de E. coli O157 y encontraron que la
PCR fue especifica, detectando desde 10 células en muestras de leche y estiércol bovino.
Ademdas mencionan que conjuntamente con protocolos de enriquecimiento, la PCR

constituye un método rapido, especifico y sensitivo para la identificacion de E. coli O157.

Lofstrom et al., (2004) mencionan varios obstaculos presentes en las muestras de
alimento para animal analizadas para la presencia de Salmonella por PCR, entre ellos
bajas concentraciones y distribucion desigual del organismo blanco, el medio de
enriquecimiento o sus componentes y altos niveles de la flora acompanante en la muestra,

siendo este ultimo un factor que limita la eficiencia de la PCR.

Burtscher et al., (1999) sefialan que el problema con la PCR, es el hecho de que la Taq
DNA polimerasa es facilmente inhibida por un niimero de sustancias presentes en

desechos orgénicos, tales como los acidos humicos y fulvicos, grasas, proteinas, y iones
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metalicos, siendo también inhibida por quimicos requeridos para el enriquecimiento
selectivo de células o la extraccion del ADN, remarcando que una extraccion eficiente y

purificacion del ADN son cruciales para amplificacion exitosa.

Weinstein del Lawrence Livermore National Laboratory (S&TR, 2000) sefiala algunas
de las caracteristicas de un marcador ideal para la identificacion de organismos patdgenos
o con potencial de usarse en bioterrorismo por medio de técnicas moleculares como la
PCR: pocas regiones cortas (<0.1% total), que ocurra solamente en el patégeno (no se
generen falsos positivos), que ocurra en todas las variantes (no produce falsos negativos),

que sea un gen necesario para la virulencia.

4.3.2. PCR Multiplex

En PCR multiplex, dos o mas secuencias Unicas de ADN blanco en la misma
reaccion son amplificadas simultdneamente. Esta técnica es usada para amplificar el
ADN de varios organismos en una sola prueba. Esta demandante técnica es usada para
tamizaje genético, deteccion de patdogenos, andlisis de microsatélites y otras aplicaciones
donde es necesario amplificar varias regiones de ADN en una sola reaccion (Tang et al.,

1997).

Soumet et al., (1999) estandarizaron condiciones de PCR multiplex para detectar
simultineamente en muestras de ambientes de granjas avicolas la presencia de

Salmonella spp, S. Enteritidis y S. Typhimurium, evaluando tres métodos de preparacion
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de la muestra para la PCR-multiplex. Encontraron que la combinacion Rappaport
Vassiliadis Semisolido Modificado (MSRV, por sus siglas en inglés)-PCR multiplex
detectd las mismas muestras positivas que el método microbiologico, pero no asi los otros
dos métodos, explicando que estos ultimos detectaron menos muestras positivas debido
probablemente a inhibidores presentes en las mismas y que no pudieron ser removidos
después de la preparacion de la muestra. Mencionan también que debido a que uno de los
pares de iniciadores fue disefiado para amplificar un gen de un plasmido virulento
presente solamente en el 30% de las cepas de S. Enteritidis aisladas en ambientes de
granjas avicolas, nuevos pares de iniciadores deben ser evaluados para identificar por

igual a todos los aislados de este serotipo.

Lim et al., (2003) disenaron iniciadores y estandarizaron condiciones para una prueba
de PCR multiplex para identificar a Salmonella enterica serovar Typhimurium mediante
la deteccion simultaneamente los genes rfbJ, fliC y fljB que codifican para los antigenos
O4, H:1 y H:1,2 respectivamente. Encontraron que los productos amplificados fueron
suficientemente especificos para la deteccion del serovar Typhimurium, ya que el juego
de iniciadores utilizado permiti6 la identificacion especifica de la combinacion antigénica

mencionada exclusiva del serovar Typhimurium.

Bubert et al., (1999) desarrollaron un juego de iniciadores a partir del gen iap que
codifica para la proteina p60 en todas las especies de Listeria y el cual tiene regiones
conservadas, asi como regiones especificas por especie, los cuales en una reaccion de

PCR-multiplex les permitié la deteccion especifica y diferenciacion de especies de
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Listeria, pudiendo identificar a Listeria monocytogenes, L. innocua, L. grayi, L. ivanovii,

L. seeligeri, y L. welshimeri en la misma reaccion.

Escherichia coli O157: H7 puede causar enfermedades fatales como el sindrome
urémico hemolitico y purpura trombocitopénica tromboética, con sintomas iniciales
similares a los de otras bacterias gastrointestinales, por lo tanto la disponibilidad de un
método rapido y preciso es importante para el reconocimiento inicial. Pan et al., (2002),
reportan que trabajaron PCR multiplex con iniciadores para detectar la presencia de los
genes hlyA, el cual produce enterohemolisina, eaeA (intimina), stx1 (Shiga-like toxin I),
stx2 (Shiga-like toxin II), fliC (antigeno H flagelar), y rfb (antigeno O de superficie) de E.
coli O157:H7. Ellos encontraron que esta técnica mejor6 la especificidad comparada con
la PCR general cuando se usan con > 10° UFC. Especificamente se examinaron 32
serotipos de E. coli O157:H7 provenientes de USA, Japon, Canada y Taiwan, todas las
cuales fueron positivas para hlyA, eaeA, fliC, rfb, y stx1 y/o stx2. 35 serotipos diferentes a
0157 no virulentos de E. coli, dos serotipos de Shigella sp, y dos Salmonella sp, fueron
también examinados y ninguno dio resultados positivos de la expresion de genes
mencionados atras. Esta PCR multiplex fue altamente especifica para identificar y fue

mas util que la PCR general en detecciones clinicas iniciales de este patdgeno.

4.3.3. Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (PCR-RFLP)

La técnica de PCR-RFLP se basa en la digestion con enzimas de restriccion de

productos de amplificacion de genes o secuencias de ADN polimorficas. Con esta técnica
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se estudia una region muy limitada del genoma (p. ej., gen fliC que codifica para la
proteina flagelina la cual forma el flagelo en Salmonella y otras bacterias). Por lo que su
poder de discriminacion y reproducibilidad suelen ser algo inferiores al de otros métodos
de tipificacion. En general, el poder de discriminacion de esta técnica depende de una
serie de factores como la especie del microorganismo, el gen analizado y el tipo de
enzima de restriccion. El poder de discriminacion de la técnica de PCR-RFLP es inferior
al de la PFGE aunque puede incrementarse utilizando varias enzimas de restriccion. La
principal ventaja de la PCR-RFLP radica en la rapidez y simplicidad de la técnica, que
permite la obtencion de resultados en una sola jornada, y la reproducibilidad de los

patrones de restriccion (Fernandez, 2004).

Hidaka et al., (2000) emplearon la técnica de PCR-RFLP para tratar de distinguir
especies del género Mycobacterium, para ello amplificaron por PCR un fragmento de 368
pb del gen que codifica para un antigeno de 65 kD el cual es comun a las especies de
Mycobacterium, y luego digerido con la enzima de restriccion Haelll. El analisis les
permitio identificar a M. tuberculosis y a siete especies de micobacterias diferentes de M.
tuberculosis en base a los diferentes patrones de restriccion, concluyendo que PCR-RFLP
es una forma muy util de distinguir especies de micobacterias incluyendo a M.

tuberculosis.

Wau et al., (2003) mencionan que en la caracterizacion de Cryptosporidium parvum
con la técnica PCR-RFLP se han usado varios genes, pero que debido a las pocas

diferencias en la secuencia nucleotidica de éstos no se ha detectado variabilidad intra
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genotipica, recomendando la busqueda y uso de otros genes con mayor variabilidad,
como el gene Cpgp40/15 que codifica para una glicoprotéina. Ellos usaron este gen con
la técnica PCR-RFLP realizando doble digestion con las enzimas Rsal y Alul con lo que

pudieron diferenciar exitosamente aislados de C. parvum.

Kilger y Grimont (1993) sefalan que no obstante la serotipificaciéon es un método
preciso y confiable para diferenciar serotipos de Salmonella, esta técnica emplea mucho
tiempo, asi como de un juego de 167 muestras de sueros especificos, mientras que la
técnica PCR-RFLP en base al gen fliC utilizada por ellos, prob6 ser un método qtil en la
identificacion de serotipos de Salmonella que han perdido su flagelo pero que poseen el

gen fliC en estado reprimido.

Winstanley et al., (2001) describen la aplicacion de la técnica PCR-RFLP en base al
gen fliC de Burkholderia cepacia para determinar la correlacion entre el genotipo del gen
para la proteina flagelina y la designacion del genomovar. Encontraron que las cepas que
comparten el mismo patréon de restriccion son consistentes en cuanto a la designacion de
su genomovar, concluyendo que este método de genotipificacion en base al gen fliC de B.
cepacia puede ser usada como herramienta epidemioldgica para la identificacion de cepas

similares pero de diferente origen.

Smith y Selander (1990), mencionan que se ha sugerido que la diversidad antigénica
en la proteina flagelina de los serotipos de Salmonella es generada por una rapida deriva

aleatoria en la secuencia aminoacidica de la regioén central, apoyando esta hipotesis el
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hecho de que los péptidos tripticos solubles a partir de las proteinas de la flagelina fase 1
de dos aislados de S. Typhimurium LT2 diferian en al menos cinco aminoacidos. Si las
flagelinas de células clonales de la misma cepa pueden exhibir este nivel de divergencia,
se puede esperar encontrar que los genes para la flagelina contengan las secuencias mas
variables del genoma de Salmonella, proporcionando un poderoso sistema para la
determinacion de relaciones filogenéticas entre cepas estrechamente relacionadas y una

rica fuente de marcadores para investigacion epidemioldgica.

4.3.4. Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE)

Esta técnica permite la generacion de fragmentos de restriccion simplificados de
cromosomas sin tener que recurrir a los métodos de hibridaciéon de sondas. En este
método, las endonucleasas de restriccion que cortan el ADN infrecuentemente son usadas
para generar largos fragmentos de ADN cromosomal, los cuales luego son separados por
procedimientos especiales de electroforesis. Como los fragmentos muy largos (mas de 40
Kb) no pueden migrar por los poros de la matriz convencional de gel de agarosa, éstos
son resueltos alterando ciclicamente la orientacion del campo eléctrico durante la
electroforesis. El procedimiento para aislar el ADN incluye el atrapamiento de bacterias
en insertos de agarosa. Las células son lisadas por el tratamiento de los insertos de
agarosa con enzimas y detergentes. Mientras el largo fragmento de ADN cromosomal
permanece atrapado en la matriz de gel de agarosa, otros contaminantes son removidos
por didlisis o lavado excesivo. Las enzimas utilizadas cortan el ADN en un ntimero

pequeiio de fragmentos largos de restriccion. Los insertos de agarosa conteniendo los
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fragmentos de ADN son utilizados en la electroforesis de campo pulsado. Dependiendo
del nimero de bases a separar sera el tipo de PFGE a utilizar: para separar fragmentos
con menos de 106 pb, se puede utilizar la técnica de gel electroforesis de inversion de
campo, o bien la de gel electroforesis de alternacion ortogonal de campo. Para
fragmentos mas grandes se requerird la electroforesis de campo con alternacion del
angulo, que tiene dos modalidades, la electroforesis transversa de campo alternante y la
electroforesis de campo eléctrico homogéneo de contorno sujeto. Estas dos ultimas
modificaciones se utilizan para separar fragmentos en un rango de 200 Kpb a 12 Mpb.
PFGE ha sido utilizado para tipificar bacterias Gram positivas y Gram negativas, como L.
monocytogenes, N. meningitidis, pseudomanas, staphylococcus, C. jejuni, etc. Para
algunas bacterias como L. monocytogenes PFGE ha tenido gran capacidad

discriminatoria, mejor que ribotipificacion y RFLP (Swaminathan y Matar, 1993).

Fitzgerald et al., (2001), en un trabajo para diferenciar asilados de C. jejuni obtenidos
en un brote epidemioldgico, probaron varios métodos de tipificacion y encontraron que
PFGE tuvo el mas alto poder de discriminacion, pero que también fue el mas laborioso
(3-4 dias). Mencionan, no obstante, que para ellos es el método estandar de excelencia ya

que examina polimorfismos a lo largo de todo el genoma.

Davis et al., (2003), mediante PFGE determinaron la funcion que el alimento para
ganado pueda tener como posible vehiculo transmisor de E. coli O157:H7 y Salmonella
spp hacia el ganado. Encontraron en algunas granjas que hubo patrones de PFGE

indistinguibles para Salmonella Typhimurium DT104 y E. coli O157:H7 entre los
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aislados obtenidos en el alimento y aquellos obtenidos de muestras fecales dentro de una
misma granja, concluyendo que existe evidencia que demuestra que el alimento es un
factor de riesgo en la transmision de E. coli O157:H7 y Salmonella enterica hacia el

ganado.

Moore et al., (2003a), compararon las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de
Salmonella enterica serovar Bredeney con las de aislados obtenidos en un brote de
gastroenteritis relacionado con pollos en Irlanda del Norte. Encontraron que todas las
muestras de pollo cocido asi como las ambientales de las carnicerias donde se cocinaron
los pollos, fueron negativas para S. Bredeney, y s6lo una muestra tomada de una carcasa
cruda fue positiva para S. Bredeney. También encontraron una buena correlacion entre
los resultados del antibiograma y los de PFGE y RAPD, y que los potenciales problemas
de reproducibilidad de la técnica RAPD hacen que PFGE pueda ser un esquema de
tipificacion mas estable, reproducible y facil de estandarizar entre laboratorios.
Concluyen que la fuente y ruta de transmision mas probable de S. Bredeney en este brote
fueron carcasas contaminadas de pollo desde un proveedor local hacia una carniceria,

donde hubo un rompimiento del esquema HACCP.
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5. METODOS

5.1. Localizacion del Sitio Experimental

Los analisis de caracterizacion molecular se realizaron en el Laboratorio Central
Regional de Monterrey (LCRM) del Comité para el Fomento y Proteccion Pecuaria de
Nuevo Leon (CFPPNL), localizado en las instalaciones de la Exposicion Ganadera en la
ciudad de Guadalupe, N. L, en la Unidad de Investigacion en Biologia Molecular y
Celular del INIFAP, convenio UANL-INIFAP, ubicado en la Facultad de Ciencias
Biologicas de la UANL, asi como en la Unidad de Investigacion Microbioldgica en

Seguridad Alimentaria del USDA-ARS en Wyndmoor, PA, E.U.A.

5.2. Controles Positivos

Se utilizaron como controles positivos cepas de referencia de Salmonella enterica
serotipos Typhimurium (ATCC 13311), Paratyphi A (ATCC 9150), Enteritidis (ATCC
13076), Escherichia coli O157:H7 (Donada por el Centro Nacional de Servicios de

Constatacion en Salud Animal. (CENAPA) vy Listeria monocytogenes (ATCC 7644).
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5.3. Muestras Carnicas

El método diagnoéstico utilizado en el muestreo bacterioldgico de las plantas Tipo
Inspeccion Federal (TIF) de las canales de bovino y porcino fue el método no destructivo,
que se explica en el punto 5.3.1. Para las especies bovinas y porcinas se utilizo la
metodologia de arrastre por esponja. Por otra parte se analizaron muestras de carne de

res, cerdo y/o pollo remitidas al LCRM para su analisis microbioldgico.

5.3.1. Muestras a Partir de Canales de Res y Cerdo

La toma y manejo de las muestras con esponja se realizdo conforme a lo
especificado por la Norma Oficial Mexicana NOM-109 SSA1-1994 y la NOM 030 ZOO-
1995. Los muestreos se realizaron en dos plantas procesadoras de productos carnicos, una
de cerdo (I) y una de bovino (II) localizadas en la Comarca Lagunera, México, en dos
fechas para cada planta, 20/02/2004 y 15/03/2004 para la planta I y 02/03/2004 y
24/03/2004 para la planta II. Las canales se muestrearon inmediatamente a su arribo al
area de inspeccion y sellado (15 y 10 minutos en promedio después del inicio del
sacrificio del animal hasta la toma de las muestras, respectivamente para canal de bovino
y cerdo). En cada planta procesadora se procedidé a muestrear 15 canales al azar para el
analisis de superficies, a las cuales se les muestreo con esponja estéril (Nasco, Modesto,
CA USA) embebida en 10 ml de agua peptonada tamponada (APB por sus siglas en
inglés) estéril 0.1%, en tres sitios diferentes (una esponja por sitio): falda (sitio A),

costado (sitio B) y cuello (sitio C), para un total de 45 muestras por planta. El area que se
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muestreo fue de 100 cm®. Después de frotar la superficie, la esponja se depositd en la
bolsa Whirl-Pak estéril (Nasco, Modesto, CA USA) con el resto del diluyente y fue
transportada en refrigeracion para ser procesada en el laboratorio. De las 15 muestras de
cada sitio de la canal (A, B, C) se formaron tres grupos de cinco muestras cada uno, para
tener nueve muestras compuestas por planta, lo que dio un tamafio final de 18 muestras

compuestas en las dos plantas.

5.4. Muestras de los Sistemas Productivos de Melon y Chile Tipo Bell

Las muestras a partir del sistema productivo de melon, procedian de los municipios
Santiago Ixcuintla y Rosamorada en el estado de Nayarit, México y fueron obtenidas por
personal del INIFAP-Nayarit, asi como de los municipios de Matamoros y Parras de la
Fuente (Comarca Lagunera), Coahuila, México, obtenidas en colaboracién con personal
del INIFAP-Matamoros, Coah. Las muestras se obtuvieron de huertas manejadas bajo
dos esquemas de produccion, con buenas practicas agricolas (BPA) y sin éstas. Las
muestras que procedian del estado de Nayarit se obtuvieron de cuatro huertas (tres sin
BPA y una con BPA) en cuatro diferentes fechas (25/02/05, 04/03/05, 16/03/05 y
11/04/05) respectivamente. Las muestras obtenidas en el estado de Coahuila se
obtuvieron de 12 huertas (nueve con BPA y tres sin BPA) en siete fechas diferentes
12/07/05, 30/08/05, 26/09/05, 11/10/05, 18/10/05, 26/10/05, 28/06/06, siendo la ultima
fecha de muestreo para las huertas sin BPA. También se obtuvieron muestras a partir de
lavados de frutos de melon y de manos de trabajadores en dos bodegas del mercado de

abastos estrella de la ciudad de Monterrey, N. L., México, en dos fechas 13/10/05 y
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01/11/05. Las muestras obtenidas a partir del sistema productivo de chile tipo Bell
procedian del estado de Sinaloa, México, se obtuvieron durante el mes de Abril del 2005
de una huerta sin BPA y fueron obtenidas por personal del INIFAP-Sinaloa. Las muestras
consistieron en lavados de frutos en huerta, frutos en empaque, frutos en bodega, agua del
canal de riego, agua dentro de la huerta, cosechadores, trabajadores en bodega, carretillas,

caja de vehiculo de transporte y suelo.

5.4.1. Muestras a Partir de Frutos

En cada huerta (de melon o chile) el area se dividio en cinco cuadrantes (I, II, III,
IV, y V) representativos de la superficie de muestreo y en cada cuadrante (punto de
muestreo) se colectaron 5 frutos. Los frutos se tomaron al azar en el campo en un radio de
tres metros y no se les elimind ninguna particula adherida de suelo ni de otro tipo. El
lavado de los frutos se realizd en el campo y consistidé en el lavado de la superficie
externa del fruto. Para el lavado, cada fruto se colocd en una bolsa de plastico con
capacidad de 3 | tomdndose cada fruto con guantes (por cada muestra se uso un par de
guantes) con la finalidad de evitar contaminacion cruzada. A cada bolsa con el fruto se le
adicion6 200 ml de APB estéril 0.1%. Posteriormente se lavo el fruto dentro de la bolsa y
se homogenizé muy bien por lo menos 2 min. Los lavados de cada uno de los cinco frutos
que corresponden a un punto de muestreo se juntaron en un frasco estéril para constituir
una muestra. Las muestras se colocaron en una hielera y se transportaron al laboratorio,
para proseguir con el procesamiento microbioldgico dentro de las 24 h de haber sido

colectadas. En el empaque se tomaron cinco frutos al azar de la banda de seleccion y se



34

procedi6 al lavado y manejo igual que para los frutos procedentes del campo. Se procedio

de igual manera para el lavado de frutos en bodega.

5.4.2. Muestras a Partir de Manos de Cosechadores y/o Trabajadores en Bodega

Para realizar el muestreo se usaron guantes estériles (un par por trabajador). Las
manos de los trabajadores se frotaron con esponja estéril (Nasco) embebida en 10 ml de
APB al 0.1%. Posteriormente la esponja se guardo en bolsa Whirl-Pak estéril (Nasco,

Modesto, CA USA) y se mantuvo en frio hasta su procesamiento dentro de las 24 h.

5.4.3. Muestras a Partir de Carretillas y Vehiculo de Transporte

La superficie de las carretillas fue muestreada de igual forma que para las manos de
los trabajadores, pero en este caso se talld toda la superficie de carga de la carretilla. Para
el muestreo de la caja del vehiculo de transporte se paso la esponja al azar por cinco

partes de la caja del vehiculo.

5.4.4. Muestras a Partir de Agua de Riego

Se tomaron directamente 100 ml del agua del canal de riego y ademas, se tomd
agua que se encontrd dentro de la huerta. Las muestras se tomaron en frascos estériles de
vidrio, los cuales se colocaron en hielo para ser trasladados al laboratorio para su andlisis

dentro de las 24 h.
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5.4.5. Muestras de Suelo

Las muestras de tierra (aproximadamente 500 g) se tomaron con barrena a una
profundidad de 25 cm en puntos al azar dentro de la huerta y con cucharas estériles se
vaciaron en bolsas estériles de polipropileno. Las muestras se colocaron en hielo para su

traslado al laboratorio y posterior andlisis dentro de las 24 h.

5.5. Analisis Microbioldgico de las Muestras

Las muestras se analizaron segln las siguientes metodologias:

5.5.1. Aislamiento de Salmonella spp

Para las muestras carnicas tomadas con esponja se adicionaron a la muestra 50 ml
de APB, se homogenizé y se incub6 por 20-24 h a 35 + 2°C. En el caso de las muestras
carnicas remitidas al LCRM, se pesaron 25 + 0.5 g de carne en bolsa estéril Whirl-Pak y
se adicionaron 225 ml de APB. Para las muestras a partir de los sistemas productivos de
melén y chile, como casi todas eran muestras liquidas (lavados o muestras de agua) a
cada muestra se adicionaron 50 ml de APB. Para las muestras de suelo se tom6 1 g de la
muestra y se adiciond a 9 ml de APB. Las muestras se homogenizaron manualmente por
2 min y se pusieron a incubar a 35 £+ 2°C por 20-24 h. Después de este tiempo se
transfirieron 0.5 + 0.05 ml en 10 ml de caldo Tetrationato (TT) y 0.1 + 0.02 ml en 10 ml

de caldo Rappaport Vassiliadis modificado (mRV por sus siglas en inglés). Se incubaron
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a 42 + 0.5°C por 18-24 h en bafio con agitacion. A partir de estos medios de cultivo se
efectud una siembra en 4 cuadrantes en medios de cultivos selectivos de agar lisina
doblemente modificado (DMLIA por sus siglas en inglés) y agar Verde Brillante con
Sulfadiazina (BGS por sus siglas en inglés). Se us6 una sola asa y placa por muestra. Las
placas se pusieron a incubar a 35 £ 2°C por 24 h. Después de este tiempo se examind el
crecimiento en las placas. Las placas sin crecimiento se volvieron a incubar otras 18-24 h
y se volvieron a examinar. Para la determinacion de la morfologia colonial en agar BGS,
se seleccionaron las colonias de color rosa y opacas con apariencia tersa y rodeadas por
un halo de color rojo. Estas caracteristicas corresponden a colonias lactosa y sacarosa
negativas tipicas en Salmonella spp. En la determinacion de la morfologia colonial en
agar DMLIA, se seleccionaron las colonias de color purpura con o sin centro negro, con
base en que las cepas de Salmonella tipicamente en medio DMLIA utilizan la lisina y no
metabolizan la lactosa. Para la identificacién bioquimica preliminar se seleccionaron 3
colonias probables de ser Salmonella de cada medio selectivo y cada una de ellas se
inoculd en medios para la identificacion preliminar de los microorganismos: en agar tres
azucares y hierro (TSI por sus siglas en inglés) y el agar hierro-lisina (LIA por sus siglas
en inglés), se inocularon por puncion y estria en la superficie y se incubaron a 35°C por
24 h. También se utilizé el medio de Motilidad-Indol-Ornitina (MIO) el cual se inoculd

por puncién y se incubd el mismo tiempo y temperatura que los medios TSIy LIA.

Fueron consideradas como Salmonella aquellos organismos con una reaccion K/A

(base sobre 4cido) con o sin produccion de gas y H,S en TSI, una reaccion K/K (base
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sobre base) en LIA con o sin produccién de H,S y una descarboxilaciéon de ornitina

positiva sin produccion de indol.

5.5.1.1. Sistema bioquimico y antisueros.

Las colonias cuya clona resultd6 con morfologia bacilar y que reaccionaron
negativamente a la tincion de Gram (datos no mostrados), se identificaron mediante el
sistema API 20 E (bioMérieux Marcy I'Etoile France) segin especificaciones técnicas
del fabricante y se aglutinaron con el antisuero para Salmonella O poly A-1 & Vi (Difco)

segun metodologia del fabricante.

5.5.2. Aislamiento de Escherichia coli

En condiciones de esterilizacion, se agregaron 15 ml de APB estéril a la esponja en
la bolsa. Se realizé el muestreo de las canales, como se menciond anteriormente. Esta
suspension se consideré como muestra directa y representa la dilucion 10°. A partir de
ella se realizan las diluciones necesarias para obtener las cuentas reales del muestreo.
Después, las diluciones fueron colocadas en una placa petrifilm ™ (3M) sobre una
superficie de trabajo totalmente plana, se levanto la lamina superior y se depositd con
cuidado 1 ml de las diluciones realizadas y se depositaron en el centro de la lamina, se
cubri6 delicadamente y se incubd a 35 °C por 48 h. Después de este tiempo se contaron
las colonias. Con el resto de la solucidon que contenia la esponja se procedid a realizar el

aislamiento de E. coli O157:H7.



38

5.5.2.1. Aislamiento de E. coli O157:H7 por el Método Reveal.

Para las muestras de esponjas y lavado de frutos, se agregaron 90 ml del
medio cultivo Reveal previamente preparado con agua estéril con un pH de 7 + 2; para
muestras de carne, se pesaron 25 g de carne la cual se coloco en una bolsa (Nasco estéril)
y se adicionaron 225 ml del caldo Reveal, las muestras fueron colocadas en un
homogenizador peristaltico (Modelo 3081L Type BA7020) durante 1 min, seguido de

una incubacién de 42 °C por 8 h.

5.5.2.1.1. Método Répido Test Reveal. Se llevo acabo un método rapido para la
deteccion de E. coli O157:H7, por medio del dispositivo Reveal (Inmunoprecipitacion en
capa fina). Esta prueba permite la deteccion de E. coli 0157:H7 después de 8 a 20 h de
incubacion en un medio de enriquecimiento en el pozo del dispositivo, con el fin de que
la muestra sea difundida en la membrana de nitrocelulosa al llegar a la zona de reaccion
donde se encuentran los anticuerpos monoclonales especificos marcados con oro coloidal
y en presencia de los antigenos correspondientes, formando un complejo antigeno-
anticuerpo. Estos complejos migran a través de la membrana que actia como una capa
fina, hasta una zona de reaccion que contiene una segunda linea de anticuerpos

especificos.

5.5.2.1.2. Aislamiento Selectivo. Del enriquecimiento (Reveal) se tomo una alicuota
de 0.1 ml, y se depositdo en la superficie de agar MacConkey sorbitol (Difco)

suplementado con 0.05 mg/ml de cefixima (Denvar) y 2.5 mg/l de telurito de potasio
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(Sigma) (MCS+CT); el in6culo se disperso en cuatro cuadrantes en el cual se aseguro la
distribucién y aislamiento de las colonias. Las placas se incubaron a 37 °C por 18-24 h.
Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se seleccionaron cinco colonias tipicas de
E. coli O157:H7 (colonias no fermentadoras de sorbitol; incoloras con centro oscuro) y se
sembraron en agar soya tripticasa (AST) (Difco) adicionada con extracto de levadura
(Bioxon) por medio de estria en 4 cuadrantes, las placas se incubaron a 37 °C y a las 24 h,
se seleccionaron las colonias caracteristicas con las cuales se llevaron a cabo las pruebas

de indol y MUG.

55.2.1.3. Aislamiento y Sistema Bioquimico. Colonias que presentaron
caracteristicas bioquimicas se sembraron en AST (Difco) y se incubaron durante 24 h a
35 °C para después realizar la aglutinacion con antisueros O157:H7 (Difco) y H7 (Difco),
ademas del Sistema API 20E (BioMérieux Marcy I'Etoile France), siguiendo las

instrucciones del fabricante para cada uno de ellos.

Para las muestras a partir de los sistemas productivos de melon o chile. Se siguio el

mismo procedimiento anteriormente descrito, solamente que en este caso se partid de los

lavados de chile y melon.

5.5.3. Aislamiento de Listeria monocytogenes

En el caso de las muestras carnicas remitidas al LCRM, se pesaron 25 + 1.0 g de

carne en bolsa estéril Whirl-Pak y se adicionaron 225 ml de UVM. Para las muestras a
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partir de los sistemas productivos de melon y chile, como casi todas eran muestras
liquidas (lavados o muestras de agua) de cada muestra se tomaron 25 ml de agua y fueron
adicionados a 225 ml de caldo UVM, para las muestras de suelo se tom6 1 g de la
muestra y se adicioné a 9 ml de UVM. Cada muestra se homogenizé manualmente por 2
min y se incubod a 35 £ 2 °C por 22-24 h. Después de este tiempo se transfirié 0.1 ml +
0.02 ml del medio UVM a 10 + 0.5 ml de caldo Fraser en tubo Falcon de 15 ml.
Enseguida se pusieron los tubos a incubar 35 °C por 24 h. A partir de las muestras que
mostraron ennegrecimiento por la hidrolisis de la esculina, se efectué una siembra en
placa en 4 cuadrantes en el medio selectivo agar Oxford modificado (MOX). Se us6 una
sola asa y placa por muestra. La placa se puso a incubar a 35 + 2°C por 24 h. Después de

este tiempo las colonias presuntivas se confirmaron con el sistema API Listeria.

5.6. Extraccion del ADN

La extraccion se hizo a partir de cada medio de enriquecimiento especifico para cada
patogeno. Primero se inactivaron los microorganismos poniendo los tubos a hervir en
agua durante 5 minutos y dejandolos enfriar a temperatura ambiente. De cada tubo
marcado se tom6 1 ml del medio de enriquecimiento, se depositd en tubo Eppendorf de
1.5 ml y se centrifug6 a 10000 rpm por 5 minutos (Centrifuga Sigma 1-15K, Alemania),
repitiendo lo anterior dos veces mds para formar una pastilla y hacer la extraccion de
ADN con el método CTAB (Doyle y Doyle, 1987) pero omitiendo el uso de
polivinilpirrolidona y mercaptoethanol. La pastilla se resuspendié en 400 pl de buffer

amortiguador TE 1X pH=8 (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM). Se adicionaron 50 pl de
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lisosima (10 mg/ml), se mezcld por inversion y se incubd a 37 °C durante 1 h.
Posteriormente se adicionaron 75 pl de SDS al 10% mas 5 pl de proteinasa K (10
mg/ml), se agitd por inversion e incubo a 65 °C durante 10 min en bafio seco. Enseguida
se agregaron 100 pl de NaCl 5M y nuevamente se mezcl6. Después se adicionaron 100 pl
de una solucidon precalentada a 65 °C de CTAB/NaCl (2% CTAB; 10mM Tris-HCI
pH=8; 20mM EDTA pH=8; 1.4M NaCl) se agit6 hasta que la solucion tomd una
consistencia lechosa y se incub6 a 65 °C durante 10 min en bafio seco. Enseguida la
mezcla anterior se calentd en agua hirviendo por 5 min para inactivar las enzimas. Se
adicionaron 750 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se agitd por inversion para
hacer una solucion homogénea y se centrifugd a 13000 rpm por 15 minutos. El
sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo de 1.5 ml (aproximadamente 300 pl) y se
adicionaron 0.6 volumenes de isopropanol (180 pl aproximadamente) para precipitar los
acidos nucleicos, se dejo incubando a —20 °C durante 30 min. Después se centrifugo6 a
13000 rpm por 15 minutos y se descarto el sobrenadante. Se agregd 1 ml de etanol frio,
se centrifugd a 13000 rpm por 10 minutos y se descartd cuidadosamente el sobrenadante.
El alcohol se dejé evaporar al aire con el tubo destapado por aproximadamente 20 min.
Finalmente el ADN obtenido se resuspendié en 20 pl de buffer TE 1X estéril y se

almacend a —20 °C hasta su uso.

5.7. Busqueda de Iniciadores y Secuencias Reportadas en Bancos de Genes para
Cada uno de los Patégenos en Estudio

En el Banco de Genes (GenBank) del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica (NCBI) de la Biblioteca Nacional de Medicina/Instituto Nacional de
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Salud de los Estados Unidos de Norteamérica, se realiz6 una busqueda de iniciadores y
secuencias reportados para amplificar los genomas de Salmonella spp, E. coli O157:H7 y

L. monocytogenes.

5.8. Simulaciones de PCR Mediante el Programa Amplify 1.2

Después de analizar iniciadores y secuencias reportadas para Salmonella spp, E. coli
O157:H7 y L. monocytogenes, se realizaron simulaciones de PCR con el programa
Amplify 1.2, (Amplify, 1992), para seleccionar los iniciadores que tuvieran un mejor

alineamiento (tablas XIII, IX, y X, apéndices A, B y C respectivamente).

5.9. Reacciones de PCR

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador PCR Express
(ThermoHybaid, USA) y los volimenes utilizados y las condiciones de cada reaccion se

describen a continuacion.

5.9.1. Reacciones de PCR para Salmonella spp

Se hicieron reacciones de PCR separadas en base a los genes invA (invasion), fliC
(proteina flagelina) y sdfl (region diferencial 1) de S. Enteritidis. Las reacciones de PCR
en base al gen INVA se realizaron en volimenes de 25 ul, utilizando de 25 a 50 pmoles de

los iniciadores descritos por Rahn et al (1992) (tabla XIII, apéndice A), 200 uM de una
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mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCO-BRL), 1-3 mM de MgCl,, 1X de Buffer
para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.0 500 mM KCIl), 1.0 U de la enzima Tag-DNA
polimerasa (Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua miliQ estéril para completar el
volumen final. Las condiciones del termociclador fueron un ciclo de 1 min a 95 °C,
seguido de 35 ciclos de tres pasos: desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, alineamiento a
58 °C por 30 seg y una extension a 72 °C por 30 seg, con una extension final a 72 °C por

10 min.

Para el gen fliC la mezcla de PCR contenia 25 pmoles de cada uno de los iniciadores
(tabla XIII, apéndice A), 250 uM de una mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCO-
BRL), 1 mM de MgCl,, 1X de Buffer para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM
KCI), 2.5 U de Tag-DNA polimerasa (Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua
miliQ estéril para un volumen final de 25 pl. Las condiciones de corrida del PCR fueron:
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min y luego 35 ciclos adicionales con desnaturalizacion a
94 °C por 30 seg, alineado de iniciadores a 60 °C por 30 seg, y extension a 72 °C por 30
seg. Después del ultimo ciclo las muestras se mantuvieron a 72 °C por 10 min para

completar la sintesis del ADN.

Puesto que algunos de los aislados provenian de aves, para descartar que pertenecieran
al serotipo S. Enteritidis, se estandarizo una reaccion de PCR para amplificar el gen sdfl.
El volumen de la reaccion fue de 25 pl, utilizando de 25 pmoles de los iniciadores para
este gen (tabla XIII, apéndice A), 250 uM de una mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos

(GIBCO-BRL), 1.0 mM de MgCl,, 1X de Buffer para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.0
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500 mM KCI), 1.0 U de la enzima Tagq-DNA polimerasa (Bioline), 10-200 ng de ADN
templado y agua miliQ estéril para completar el volumen final. Las condiciones del

termociclador fueron las mismas utilizadas para el gen invA de Salmonella spp.

5.9.2. Reacciones de PCR para E. coli O157:H7

Primero se realiz6 una reaccion de PCR-multiplex para amplificar simultaneamente
dos fragmentos correspondientes a los genes rfbE y fliC (lipopolisacarido O157 y
proteina flagelina, respectivamente). En los aislados que resultaron positivos para los
genes anteriores, se realizaron reacciones de PCR por separado para amplificar un
fragmento de cada uno de los siguientes genes: stxl, Stx2 y eaeA (respectivamente
codifican para la verotoxina 1, verotoxina 2 e intimina). Las reacciones de PCR se
realizaron utilizando de 25 a 50 pmoles de cada uno de los iniciadores para los genes
mencionados anteriormente (tabla IX, apéndice B), 200 puM de una mezcla de
deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCO-BRL), 1-1.5 mM de MgCl,, 1X de Buffer para PCR
(200 mM Tris-HCI pH 8.0 500 mM KCI), 2.5 U de la enzima Tag-DNA polimerasa
(Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua miliQ estéril para un volumen final de 25
ul. Las condiciones de corrida para los genes rfbE y fliC fueron: un ciclo de 1 min a 95
°C, seguido de 35 ciclos de tres pasos: desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, alineamiento
a 66 °C por 30 seg y una extension a 72 °C por 75 seg, con una extension final de 10 min
a 72 °C. Para los genes stx1 y stx2 se modifico el paso de alineamiento a 58 °C por 30
seg. Para el gen eaeA se modifico el paso de alineamiento a 64 °C por 30 seg. Las demas

temperaturas y tiempos fueron iguales.
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5.9.3. Reacciones de PCR para Listeria monocytogenes

Se hicieron en base al gen hlyA que codifica para la listeriolisina O (LLO). Las
reacciones se realizaron utilizando de 25 a 50 pmoles de los iniciadores descritos por
Fitter et al (1992) (tabla X, apéndice C) 200 uM de una mezcla de deoxinucleotidos
trifosfatos (GIBCOBRL), 1-3 mM de MgCl,, 1X de Buffer para PCR (200 mM Tris-HCI
pH 8.0 500 mM KCl), 1.0 U de la enzima Taq-DNA polimerasa (Bioline), 10-200 ng de
ADN templado y agua miliQ estéril para un volumen final de 25 pl. Las condiciones del
termociclador fueron un ciclo de 1 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de tres pasos:
desnaturalizaciéon a 95 °C por 30 seg, alineamiento a 58 °C por 30 seg y una extension a

72 °C por 30 seg, con una extension final a 72 °C por 10 min.

5.10. Electroforesis

Los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1.5% a 100 Volts durante
1 h, utilizando 5 pl de cada reaccion de PCR. Para el gen fliC de Salmonella se utilizo un
marcador de peso molecular Ladder de 250 pb (Invitrogen, USA) y para el resto de los
genes se utilizd6 un marcador de peso molecular hyperladder 100 pb (Bioline) para
determinar el tamafio de los productos de PCR. Los geles fueron tefiidos con bromuro de
etidio (10 mg/ml) y visualizados con transiluminador de luz UV (Spectroline
Transilluminator, Model 7C-254R. Electronics Corporation, Westbury, New York,
U.S.A.) y analizados mediante fotografia tomada con cdmara polaroid y pelicula A667

adaptada con filtro para luz ultravioleta.
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5.11. Caracterizacién Molecular

Se evalud6 la técnica de PCR-RFLP y electroforesis de campo pulsado (PFGE por

sus siglas en inglés).

5.11.1. Simulacion de Restricciéon con DNA Strider

Previo a la realizacion de las digestiones del andlisis de PCR-RFLP, se realiz6 una
simulacion del analisis de restriccion con el software DNA Strider 1.2 (Marck, 1988),
sobre secuencias del gen fliC de serotipos conocidos y bajadas del GenBank con la
finalidad de conocer el tamafio y numero de los fragmentos esperados después de la
restriccion y con los cuales se compararon los patrones obtenidos en los aislados

utilizados del presente estudio.

5.11.2. Condiciones del Anélisis de PCR-RFLP

Con la intension de encontrar diferencias de sitios de restriccion entre los
productos de PCR del gen fliC de los diferentes aislados de Salmonella spp, se realizo el
analisis de PCR-RFLP. Los productos de PCR del gen fliC sin purificar se usaron
directamente en el andlisis de restriccion con la endonucleasa Sau3A I (Promega). La
enzima Sau3A 1 reconoce y corta la secuencia 5°... Y GATC... 3". Cada reaccion de
digestion contenia lo siguiente: 7.3 ul de agua miliQ estéril, 2 pl de buffer 10X (60mM

Tris-HCI pH 7.5, 500mM NaCl, 60 mM MgCl, y 10 mM DTT), 0.2 ul de BSA (10
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pg/ul), 5 U de la enzima Sau3A Iy 10 pl de producto de PCR sin purificar. Los
ingredientes de la reaccidn se mezclaron suavemente por pipeteo, se centrifugaron
durante 5 segundos y se puso la reaccion a incubar durante 1 h a 37 °C. Los productos de
la digestion se observaron en geles de acrilamida al 10%, corridos a 100 Volts durante
2:30 h, utilizando 6 pl de cada reaccion de digestion. Un marcador de peso molecular
hyper ladder 100 pb (Bioline) se uso para determinar el tamafio de los fragmentos de

restriccion. Los geles fueron tefiidos y visualizados como anteriormente se menciond.

5.11.3. Condiciones para la Electroforesis de Campo Pulsado

El analisis de Electroforesis de Campo Pulsado se realiz6 de acuerdo a la metodologia

utilizada por el CDC (2004b) la cual se describe a continuacion.

5.11.3.1. Suspensién de Bacterias

Para la obtencion del ADN cromosomico se partié de cultivos de Salmonella
spp de crecimiento reciente en un medio de AST. Las colonias fueron tomadas con un
cotonete de algodon embebido en buffer para suspension celular (CBS por sus siglas en
inglés) (100 mM Tris:100 mM EDTA, pH 8.0) y transferidas suavemente a tubos Falcon
(12 mm x 75 mm) los cuales contenian 2 ml de buffer CBS. La concentracion final de
células se ajustd a una densidad Optica (absorbancia) de 1.35 a una longitud de onda de

610 nm.
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5.11.3.2. Formacion de los Moldes de Agarosa

De cada suspension ajustada y a temperatura ambiente, se tomaron 400 pl y
se depositaron en tubo Eppendorf de 1.5 ml. Enseguida se adicionaron 20 ul de
proteinasa K (20 mg/ml) a cada tubo y se agitaron suavemente con micropipeta. Después
se adicionaron 400 pl de agarosa de bajo punto de fusion al 1% (SeaKem Gold 1%: SDS
1%), se mezcld suavemente con micropipeta y se mantuvieron los tubos en agua a 55-60
°C. Inmediatamente se dispensd parte de estd mezcla en los moldes reutilizables de

agarosa, dejandolos solidificar en el refrigerador a 4 °C durante cinco minutos.

5.11.3.3. Lisis Celular en los Moldes de Agarosa

Primero se marcaron tubos de 50 ml con tapon de rosca para igual nimero de
muestras. Después se adicionaron 5 ml de una solucidon proteinasa K (20 mg/ml)/buffer
de lisis celular (50 mM Tris: 50 mM EDTA, pH 8.0 + 1% Sarcosyl) (concentracion final
de proteinasa K/buffer de lisis de 0.1 mg/ml) en cada tubo marcado. En seguida se
elimind el exceso de agarosa de la parte superior de los bloques con bisturi. Se abri6 el
molde reutilizable y se transfirid el bloque de agarosa con una espatula adecuada de 6
mm de ancho al tubo respectivo teniendo cuidado de asegurarse que el bloque quedara
dentro del buffer. Una vez hecho lo anterior los tubos se colocaron en una gradilla y se
pusieron a incubar en bafio de agitacion (150-175 rpm) a 54 °C durante 1.5 a 2 h,
teniendo el cuidado de asegurarse que el nivel del agua del baio de agitacion estuviera

por arriba del nivel del buffer de lisis.
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5.11.3.4. Lavado de Bloques de Agarosa Después de la Lisis Celular

Una vez que termind el paso anterior, los tubos fueron retirados del bafio de
agitacion y el buffer de lisis se decantd. En seguida se adicionaron 15 ml de agua estéril
ultrapura (tipo grado 1) previamente calentada a 50 °C a cada tubo y se volvieron a
colocar en bafio de agitaciéon a 50 °C por 10 a 15 minutos, tiempo después del cual se
decanto el agua y se volvid a repetir este paso una vez mas. Se continud con la adicion de
15 ml de buffer TE estéril precalentado a 50 °C y se volvié a incubar los tubos en bafio de
agitacion a 50 °C durante 10 a 15 minutos, se decant6 el buffer TE y se volvi6 a repetir el
lavado con TE tres veces mas. Después se adicion6 10 ml de buffer TE estéril, quedando

listos los bloques para pasar a la restriccion enzimética.

5.11.3.5. Restriccion Enzimatica del ADN en los Bloques de Agarosa con Xbal

Primero se etiquetaron tubos Eppendorf de 1.5 ml para identificar a cada una
de las muestras mas tres tubos para Salmonella ser. Braenderup H9812 que se us6 como
control para la técnica. Después se cortaron rebanadas de 2.0 mm de ancho de cada
bloque de agarosa, se colocaron en el tubo respectivo y se les adicion6 200 ul de buffer H
1X (Roche grado bioquimico) teniendo la precauciéon de que el buffer cubriera la
rebanada. Para el caso del bloque del serotipo control se cortaron tres rebanadas. En
seguida se pusieron a incubar los tubos en bafio de agua a 37 °C por 5 a 10 minutos.
Después de este tiempo se retir6 el buffer H con micropipeta. En seguida a cada tubo se

le adicion6 200 pl de una mezcla hecha con 5 pl de la enzima de restriccion Xbal (10
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U/pl) mas 20 pl de buffer H 1X mas 175 pl de agua estéril ultrapura (grado tipo 1) y se

pusieron a incubar en bafio de agua a 37 °C durante 1.5 a 2.0 horas.

5.11.3.6. Carga de las Muestras en el Gel de Agarosa

Una hora antes de que terminara la digestion se preparo el gel de agarosa al
1.0 % disolviendo 1.5 g de agarosa en 150 ml de buffer TBE al 0.5 X, teniendo cuidado
de que el gel quedara nivelado y que los dientes del peine quedaran 2 mm por arriba de la
plataforma del gel. Después de haber dejado solidificar el gel por 30 minutos, se colocd
en la camara de electroforesis y se adicionaron 2.0 1 de buffer TBE 0.5 X, fijando el
bombeo del buffer a un flujo de 1.0 I/min durante 30 minutos. Hecho lo anterior se
retiraron las muestras del bano de agua, se decantd la mezcla buffer/enzima, se
adicionaron 200 pl de buffer TBE 0.5 X y se dejaron incubando por cinco minutos a

temperatura ambiente. Después de esto se cargaron las muestras en el gel.

5.11.3.7. Electroforesis

La electroforesis se llevd a cabo en el sistema CHEF Mapper (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, Calif.) y las condiciones fueron las siguientes: programa auto
algoritmo, valor bajo y alto de migracion de ADN respectivamente 30 kb y 600 kb,
tiempo de corrida 19 h con una distribucion lineal entre pulsos de 2.16 y 63.8 s, un

angulo de 120° a 6.0 V/cm y una temperatura de 14 °C.
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5.11.3.8. Tincién del Gel

Una vez que terminaron los ciclos, el gel se tifio con bromuro de etidio (10
mg/ml) durante 20 a 30 minutos. Después se lavo el gel con agua destilada durante 60 a

90 minutos, cambiando el agua cada 20 minutos.

5.12. Andlisis de Resultados

Las siguientes pruebas estadisticas fueron utilizadas: Chi cuadrada (X%
(Christensen, 1989) para probar si las diferencias observadas en el nimero de canales
positivas al patégeno de cerdo y de bovino eran estadisticamente significativas; La
prueba de diferencia entre dos proporciones binomiales (Christensen, 1989) se realiz6
para determinar la existencia de diferencias significativas entre las proporciones de
muestras positivas de los sistemas productivos de melén y chile. El grado de variabilidad
entre dos aislados se determiné en base al coeficiente de Dice, en el que se define la
similitud entre dos cepas como:

S=2nz / N+ Ny
Donde Ny, es el nimero de bandas en comun en las cepas a'y b, nay np respectivamente
numero total de bandas de la cepa a y b. Para ello se form6 una matriz con 0 y 1, en
donde 0 correspondi6 a ausencia de la banda y 1 fue presencia de ésta, generdndose un
dendrograma con el método UPGMA, analizados ambos con el paquete estadistico SPSS
(10.0). Para PFGE la imagen del gel fue capturada con un fotodocumentador Gel Doc

1000 y analizada con el programa BioNumerics y el grado de variabilidad entre dos
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aislados se determind en base al coeficiente de Dice. El poder de discriminacion de los
métodos que se define como la probabilidad de que dos cepas escogidas al azar de una
poblacion de cepas no relacionadas sean distinguidas por el método de tipificacion se

determino en base al indice de diversidad de Simpson:

s
D=1-[1/N (N-D] [X Xj (Xj-1)]
=1

Donde S es el nimero de tipos reconocidos por una técnica particular, Xj es nimero de

aislados idénticos a la j-ésima cepa o serotipo, y N es el nimero total de cepas evaluadas.
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6. RESULTADOS

6.1. Extraccion del ADN con el Método CTAB

La extraccion del ADN se hizo a partir de los medios de enriquecimiento especificos
para cada especie de interés, TT para Salmonella spp, EC modificado para E. coli
O157:H7 y UVM para L. monocytogenes. La técnica utilizada mostro ser eficiente, ya
que se obtuvo ADN en cantidad y calidad adecuada (figura 1) para utilizarlo en las
reacciones de PCR, PCR-multiplex y PCR-RFLP.

] 2 3 4 5 6.7 8 9 10 1112 1314 15 16 17 18 19 20 21

Figura 1. Extraccion de ADN con el método CTAB. Todos los carriles corresponden a
extracciones de ADN para Salmonella spp.

6.2. Simulaciones de PCR con Amplify 1.2

A partir de los iniciadores originales utilizados por los diferentes autores y de las
secuencias de ADN para cada gen en estudio obtenidas del Genbank, se procedi6 a
realizar una simulaciéon de PCR con el programa Amplify 1.2 para ver si alineaban

perfectamente bien y en caso contrario hacer las modificaciones necesarias. Hecho lo
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anterior se obtuvieron los iniciadores adecuados que se utilizaron en el presente estudio
(tablas XIII, IX, y X, apéndices A, B y C respectivamente). Las figuras 2 a 10 muestran

los resultados de la simulacién de PCR, asi como las secuencias de los iniciadores.

] | ] ] 8
- . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | Pl
N
3

‘ } =5"GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 3’
‘ =5"TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 3’

= producto de PCR

Figura 2. Simulacion de PCR del gen invA de S. Typhimirium LT2 (Genbank accession
NC _003197).

1518

1517 } =5 GCACAAGTCATTAATACAAACAGCC 3’ ducto de PCR
— = producto de

{ -5 TTAACGCAGTAAAGAGAGGACG 3

Figura 3. Simulacion de PCR del gen fliC de S. Enteritidis (Genbank accession
AY649709).
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- oy
T T T T T T T T T T T T T

6907

’ =5 GTGTTTTATCTGATGCAAGAGG 3’ ‘
‘ =5"GTTCTTCTGGTACTTACGATGA 3’

= producto de PCR

Figura 4. Simulacion de PCR del gen sdfl de S. Enteritidis (Genbank accession
AF370716).

(2]
- MWWWW g
} =5"GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 3’
—
627 ‘ =5"CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC 3’

= producto de PCR

Figura 5. Simulacién de PCR del gen fliC de E. coli O157:H7 (Genbank accession
AE005174.2).
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-— . . . . ] . . . . | . . . . ]
T I T

1559

P =5" AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 3’ ‘

m— = producto de PCR

Figura 6. Simulacion de PCR del gen rfbE de E. coli O157:H7 (Genbank accession
S83460).

1
12002

’ =5"CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC 3’
‘ =5" CGTGGTATAGCTACTGTCACC 3’

= = producto de PCR

Figura 7. Simulacion de PCR del gen stx1 de E. coli O157:H7 (Genbank accession
AE005174.2).
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- . . . . 1 . . . . | . . . . 1
T T T

1772

‘ } =5"CTTCGGTATCCTATTCCC 3’

I ‘ =5" CTGCTGTGACAGTGACAAAACG 3’
518

== = producto de PCR

Figura 8. Simulaciéon de PCR del gen stx2 de E. coli O157:H7 (Genbank accession
AY143337).

4 -
- 3
‘ -
} =5"CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA 3’
|

‘ =5"TCAGCGTGGTTGGATCAACCT 3’

= producto de PCR

Figura 9. Simulacion de PCR del gen eaeA de E. coli (Genbank accession AE005174.2).
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-— . . . . ] . . . . | . . . . ] . . . . |
! | ! |

2048

’ =5"CATCGACGGCAACCTCGGAGA 3’ ‘
‘ =5"ATCAATTACCGTTCTCCACCATTC 3’ I

= = producto de PCR

Figura 10. Simulacion de PCR del gen hlyA de Listeria monocytogenes (Genbank
accession M24199).

6.3 Estandarizacion de la PCR

A partir del ADN extraido de cada cepa de referencia se corrieron reacciones de PCR
simples y multiplex empleando gradientes de temperatura para el alineamiento de
iniciadores (Tm) y de MgCL, para determinar las mejores condiciones de amplificacion
de el (los) producto(s) de PCR de interés. Como resultado, las mejores condiciones para
la PCR tanto de los ingredientes del coctel de PCR como del termociclador, son las que
se mencionan a continuacion en la identificacion y caracterizacion de cada patogeno y

gen.

6.4. Identificacion y Caracterizacion Molecular de Salmoella spp

Salmonella spp., se identificé y caracteriz6 en base a los genes invA, fliC y sdfl. Para

el caso de los genes inVA y fliC se estandarizaron condiciones de PCR por separado para

cada uno de ellos. Las reacciones de PCR en base al gen invA se realizaron en volumenes
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de 25 pl, utilizando 25 pmoles de los iniciadores (tabla XIII, apéndice A), 200 uM de una
mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCO-BRL), 1.0 mM de MgCl,, 1X de Buffer
para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.0 500 mM KCl), 1.0 U de la enzima Tag-DNA
polimerasa (Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua miliQ estéril para completar el
volumen final. Las condiciones del termociclador fueron: un ciclo de 1 min a 95 °C,
seguido de 35 ciclos de tres pasos: desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, alineamiento a
58 °C por 30 seg y una extension a 72 °C por 30 seg, con una extension final a 72 °C por
10 min. La figura 11 muestra los productos de PCR a partir del gene invA en las cepas de

referencia de Salmonella. El producto de PCR esperado fue de 287 pares de bases (pb).

invA 287 pb

Figura 11. Productos de PCR para el gen invA de Salmonella spp después de
estandarizada la técnica. Carril 1: control negativo; carril 2: control positivo S.
Typhimurium (ATCC 13311); carril 3: control positivo S. Enteritidis (ATCC 13076);
carril 4: control positivo S. Paratyphi A (ATCC 9150); carril 5: aislado de Salmonella
spp; M: marcador de peso molecular (100 pb).
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Para el gen fliC el cocktail de PCR contenia 25 pmoles de cada uno de los iniciadores
(tabla XIII, apéndice A), 250 uM de una mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCO-
BRL), 1.0 mM de MgCl,, 1X de Buffer para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.0, 500 mM
KCl), 2.5 U de Tag-DNA polimerasa (Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua
miliQ estéril para un volumen final de 25 pl. Las condiciones de corrida del PCR fueron:
desnaturalizacion a 95 °C por 1 min seguido 35 ciclos adicionales con desnaturalizacion a
94 °C por 30 seg, alineado de iniciadores a 60 °C por 30 seg, y extension a 72 °C por 30
seg. Después del ultimo ciclo las muestras se mantuvieron a 72 °C por 10 min para
completar la sintesis del ADN. La figura 12 muestra los productos de PCR de
aproximadamente 1500 pb a partir del gene fliC en las cepa de referencia de S.

Typhimurium (ATCC 13311).

1 23456789 M

fliC 1500 pb

Figura 12. Productos de PCR para el gen fliC de S. Typhimurium (ATCC 13311)
probando varias temperaturas de alineamiento (Tm) en °C. Carril 1: 48 °C; carril 2: 50
°C; carril 3: 52 °C; carril 4: 54 °C; carril 5: 56 °C; carril 6: 58 °C; carril 7: 60 °C; carril 8:
62 °C; carril 9: control negativo (54 °C); M: marcador de peso molecular (250 pb).

En el caso del gen sdfl (region diferencial 1) de S. Enteritidis se estandarizé una

reaccion de PCR en la cual se amplificé exitosamente el gen. Las reacciones de PCR en
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base a este gen se realizaron en volumenes de 25 pl, utilizando 25 pmoles de los
iniciadores para este gen (tabla XIII, apéndice A), 250 uM de una mezcla de
deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCO-BRL), 1.0 mM de MgCl,, 1X de Buffer para PCR
(200 mM Tris-HCI pH 8.0 500 mM KCI), 1.0 U de la enzima Tag-DNA polimerasa
(Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua miliQ estéril para completar el volumen
final. Las condiciones del termociclador fueron las mismas utilizadas para el gen invA de

Salmonella spp. La figura 13 muestra el producto de PCR para este gen el cual fue de 293

pb.

sdfl 293 pb

Figura 13. PCR del gen sdfl de S. Enteritidis, después de estandarizada la técnica. Carril
1: control positivo S. Enteritidis (ATCC 13076); carril 2: control negativo; M: marcador
de peso molecular (100 pb).
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6.4.1. Deteccion de Salmonella spp Mediante PCR del gen invA en Muestras de
Campo

Un total de 329 muestras de diversas fuentes, melon (255 muestras), chile (43
muestras) y productos carnicos (31) fueron analizadas por PCR para determinar la
presencia de Salmonella spp (tablas I y II). De acuerdo a la tabla I, de 298 muestras
obtenidas de los sistemas productivos de melon y chile, en 71 de éstas (23.8%) se
amplifico el producto de PCR a partir del gen invA con lo que se confirmd que eran
positivas para la presencia de Salmonella spp. De éstas, el 19.12% (57/298) eran muestras
del sistema productivo de melon y el 4.69% (14/298) del sistema productivo de chile. Del
total de muestras de cada sistema productivo, el 22.35% (57/255) en melon y el 32.55%
(14/43) en chile, fueron positivas para Salmonella spp., y la diferencia entre ambas
proporciones no fue significativa (P>0.05). Segun el tipo y el nimero de muestras
analizadas, se encontraron los siguientes resultados de muestras positivas a Salmonella
spp: 17. 7% (24/135) de las muestras a partir de lavados de frutos en el campo y de éstas
el 12.6% (17/135) correspondi6 a las muestras de lavados de frutos de melon, mientras
que el 5.1% (7/135) a muestras de lavados de frutos de chile. De los lavados de frutos en
empaque el 12.5 % (1/8) fueron positivas y eran frutos de chile. 38.7 % (12/31) de las
muestras a partir de agua del canal de riego, siendo seis de las muestras a partir del
sistema productivo de melon y seis a partir del de chile. Un 42.1 % (8/19) de las muestras
de agua tomadas de la huerta resultaron positivas y fueron tomadas de dos huertas de
melén de la Comarca Lagunera y en las cuales no se aplicaron Buenas Practicas
Agricolas (BPA). 27.0 % (10/37) de las muestras tomadas de las manos de los

cosechadores fueron positivas, siendo el 24.3 % (9/37) de cosechadores del sistema
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Resultados del analisis de PCR para Salmonella spp., en muestras de melén y chile

tipo Bell.
T 1 t1t a b Cc d e f g h 1 J Total
Nayarit 1 M 22 4/5 172 5/5 5/5 5/5 - - 20/22
Nayarit 2 M 5 5/5 - - 5/5
Nayarit 3 M 15 3/5 - 4/4 5/5 1/1 - - 13/15
Nayarit 4 BPA M 21 0/5 - 0/1 - 0/5 0/5 0/5 0/21
Mat. Coah. M 19 1/4 2/2 5/13 - - - - 8/19
Mat. Coah. BPA M 21 0/21 - - - - 0/21
Mat. Coah. BPA M 19 117 0/2 - - - - 1/19
Mat. Coah. BPA M 19 0/16 0/3 - - - - 0/19
Paila Coah. BPA M 8 0/6 0/2 - - - 0/8
Mat. Coah. Suelo BPA M 8 - - - 0/8 - 0/8
Merc. Aba. Mty M 13 - 0/13 - - - - 0/13
Merc. Aba. Mty M 16 - 0/10 - - 0/6 0/16
Sinaloa Ch 43 7/21 1/8 6/11 0/3 - - - - 14/43
Nayarit 5 BPA M 22 0/5 0/2 0/15 - - - 0/22
Nayarit 6 BPA M 14 0/10 1/4 - - - - 1/14
Mat. Coabh, riego con
agua de rio M 33 3/15 - - 2/4 3/3 1/6 0/3 0/1 0/1 - 9/33
TOTAL 298 24/135 1/8 0/23 12/31 8/19 10/37 10/18 6/12 0/9 0/6 71/298

1= lugar de muestreo, 1= fuente, 1§1= No. de muestras analizadas, M= melon, Ch=

chile, a=Fruto en huerta, b= fruto en empaque, c= fruto en bodega, d= agua del canal, e=
agua dentro de la huerta, f= cosechador, g= carretilla, h= caja de camioneta, i= suelo, j=

trabajador en bodega

productivo de melon en el estado de Nayarit y el 2.7 % (1/37) de cosechadores de melon

en la Comarca Lagunera, en ambos casos no se aplicaron BPA en la huerta. Un 55.5%

(10/18) de las muestras a partir de las carretillas de traslado de frutos fueron positivas y

provenian del sistema productivo de melén del estado de Nayarit. El1 50 % (6/12) de las

muestras tomadas de la caja de la camioneta para el transporte resultaron positivas y
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provenian del sistema productivo de meldn del estado de Nayarit. Solamente el 1.5%
(2/132) de las muestras provenientes de huertas en las cuales se aplicaron BPA fueron
positivas a Salmonella spp. No se encontraron muestras positivas en las muestras a partir
de lavados de frutos en bodegas del mercado de abastos, manos de los trabajadores de
esas bodegas y muestras de suelo de las huertas localizadas en la Comarca Lagunera y

con aplicacion de BPA.

En relacion con las muestras a partir de productos carnicos, Salmonella spp se
encontro en el 37.28 % (22/59) de las muestras analizadas, siendo éstas 17 de canales de

res y 5 de otras fuentes carnicas (tabla II).

TABLA I

Relacion de muestras de carnes, canales y otras fuentes animales y resultados del
andlisis de PCR para Salmonella spp.

No. de Positivas por PCR a
Origen muestras Fuente Salmonella spp
Com. Lagunera 45 Canales de res 17/45
LCRM 14 Muestras varias de carne 5/14
59 Total 22/59

De las muestras anteriores que resultaron positivas por PCR para Salmonella spp, se
logrd recuperar 12 y 13 aislados de los sistemas de meldon y chile respectivamente, 17 de
las muestras obtenidas de canales de res, mientras que en las muestras remitidas al

LCRM se obtuvieron cinco aislados de 14 muestras. Estos 47 aislados mas 51 que se
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mencionan en la tabla XI (apéndice D) se utilizaron para los analisis por PCR-RFLP y

PFGE.

6.4.2. Caracterizacion Mediante PCR-RFLP

Para este estudio se utilizaron 81 aislados (tabla XII, apéndice E) y se amplificé en
cada uno de ellos un producto de PCR con los iniciadores ABMS1 y ABMS2. El
producto de PCR en las cepas de referencia (figura 14 A) y en los aislados de serotipo
conocido (figura 14 B) fue del tamafno esperado de acuerdo con el producto de PCR
simulado con el software Amplify 1.2. Los tamanos fueron de 1487 pb en S. Paratyphi A
y S. Typhimurium, de 1517 pb en S. Enteritidis y de 1520 pb en S. Typhi y S. Stanley. La

figura 14 B muestra productos de PCR de diferente tamafio entre serotipos diferentes de

Figura 14. Productos de PCR amplificados con los iniciadores ABMS1 y ABMS2 en
aislados de serotipo conocido. (A) Carril 1: S. Paratyphi A (ATCC 9150); carril 2: S.
Enteritidis (ATCC 13076); carril 3: S. Typhimurium (ATCC 13311); carril 4: control
negativo. (B) Carril 1: S. Kentucky; carril 2: S. Typhi; carril 3: S. Wortingthon; carril 4:
S. Stanley; carril 5: S. Typhimurium; carril 6: control negativo; M: marcador de peso
molecular (250 pb).
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Salmonella como evidencia de la variabilidad genética del gen fliC. El tamafio promedio
del producto de PCR fue de aproximadamente 1.5 kb. El andlisis de PCR-RFLP con
Sau3A I en los aislados de serotipo conocido genero siete distintos patrones de restriccion
del gen fliC (figura 15). El hecho de haber encontrado siete patrones de restriccion, uno
por serotipo conocido, es otra evidencia de la variabilidad genética del gen fliC y por lo
tanto sugiere que es un buen gen blanco para la identificacion a nivel de serotipo, sino de

todos, de muchos aislados de Salmonella usando PCR-RFLP.

Figura 15. Perfiles de restriccion del gen fliC de Salmonella obtenidos con la
endonucleasa Sau3A I en aislados de serotipo conocido. Carril 1: S. Kentucky; carril 2:
S. Typhi; carril 3: S. Wortingthon; carril 4: S. Stanley; carril 5: S. Paratyphi A (ATCC
9150); carril 6: S. Typhimurium (ATCC 13311); carril 7: S. Enteritidis (ATCC 13076);
M: marcador de peso molecular (100 pb).

El producto de PCR a partir del gen fliC de los 81 aislados fue sometido a digestion
con la endonucleasa Sau3A I generandose los respectivos patrones de restriccion, algunos

de ellos observados en la figura 16, y posteriormente el dendrograma de la figura 17.

El coeficiente de similitud varié de 100 a 75 y el indice de diversidad (D) fue de 0.68.
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Figura 16. Perfiles de restriccion del gen fliC de Salmonella obtenidos con la
endonucleasa Sau3A I en muestras de campo. (A). Carril 1-2: aislados de Salmonella a
partir de melon; Carril 3-7 y 9-13: aislados de Salmonella a partir de canales de res;
Carril 14: S. Typhimurium (ATCC 13311). (B). Carril 1, 3-7 y 8-12: aislados de
Salmonella a partir de ave; carril 2: aislado de Salmonella a partir de carne de cerdo;
carril 13: S. Enteritidis (ATCC 13076). (C). Carriles 1-6 y 7-10: aislados de Salmonella
obtenidos de chile var Bell; carril 11: S. Enteritidis (ATCC 13076); M: marcador 100 pb.
Los perfiles de restriccion se agruparon basicamente en cuatro grupos, siendo uno de
ellos (I) donde quedd S. Typhimurium, el cual agrupé a 38 aislados. De éstos, 12
(31.57%) fueron obtenidos de una huerta de meldén en la cual no se aplicaron BPA
localizada en Matamoros Coahuila, México. Ocho de los aislados (21.05%) provenian de
la huerta de chile Bell (sin BPA) localizada en Sinaloa, México. 13 (34.21%) se
obtuvieron de productos carnicos derivados de canales de bovino de diferente
procedencia. También hubo una que se obtuvo de ave (2.63%), otra de humano (2.63%) y
tres (7.89%) eran aislados confirmados de S. Typhimurium. El otro grupo es donde quedé
S. Enteritidis (IIT), dentro del cual quedaron 25 aislados, siendo 17 (68%) obtenidos a

partir de aves (pollo o gallina), 5 (20%) obtenidos de humanos, 2 (8%) de la huerta de

chile Bell y uno (4%) que era un aislado confirmado de S. Enteritidis.
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Figura 17. Dendrograma PCR-RFLP.
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Debido a que la enzima Sau3A I no tiene la capacidad para diferenciar entre el serotipo
de S. Enteritidis y los de S. Pullorum y S. Gallinarum ya que presentan un patrén de
restriccion similar, para saber si los aislados provenientes de aves eran del serotipo S.
Enteritidis, éstos fueron analizados por PCR para descartar esta situacion, siendo el
resultado de PCR negativo con lo que se confirmé que no eran del serotipo de S.

Enteritidis.

El resto de los aislados quedaron en otros dos grupos (I y IV) con mayores distancias
génicas entre ellos y en el cual quedaron incluidos los serotipos S. Paratyphi A, S.

Wortingthon, S. Kentucky, S. Typhi, S. Choleraseuis y S. Stanley.

6.4.3. Caracterizacién Mediante PFGE

Un total de 54 aislados (tabla XIII, apéndice F) se sometieron al andlisis de PFGE
obtenidos de las siguientes fuentes: 29 de aves (pollo y/o gallina), 14 del sistema
productivo de chile tipo Bell, cuatro a partir de carne y/o carcasas de bovino, cinco de
origen desconocido donados por IBT-Cuernavaca, uno a partir de cerdo y uno a partir de
pasta de pollo. Los aislados se obtuvieron de diferentes sitios geograficos en México y en
diferentes tiempos. Los aislados a partir de aves procedian de Cerro brujo Villa flores
Chiapas (CBVFC), AVIMEX casos clinicos en México (Avimex), Tehuacan Puebla
(TP), Sanidad Animal (SA) y UAEM. Los aislados de chile procedian de una misma
huerta en el estado de Sinaloa (Sin), los de bovino de la Comarca Lagunera (CL), el de

origen porcino de la ciudad de México (Mex.) y el resto desconocido (Desc.)
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El analisis de restriccion con la enzima Xbal generd nueve patrones de restriccion
diferentes, con un rango de fragmentos de ADN entre 6 y 17, siendo 11 el namero de
bandas mas frecuente presente en 15 aislados. Se observaron 28 principales pulsotipos.
En los aislados a partir de aves se observaron 16 pulsotipos (1, 2, 3,4, 5,6, 8, 11, 12, 13,
14, 16, 19, 21, 22, 23) siendo el pulsotipo 4 el mas frecuente (11/29) representando el
38%. Los aislados obtenidos de CBVFC se agruparon en siete pulsotipos (1, 2, 3, 4, 11,
16, 21), mientras que los de SA se agruparon en seis pulsotipos (4, 5, 13, 14, 22, 23), los
de Avimex en tres (4, 8, 12), los de TP en dos (4, 6) y el de la UAEM en uno (19). El
pulsotipo 4 fue comun entre los aislados de CBVFC, SA, Avimex y TP. El aislado a
partir de porcino se agrupo en un solo pulsotipo (24), al igual que el de carne seca (9) y

pasta de pollo (15).

En el sistema productivo de chile los aislados se agruparon en cuatro pulsotipos (6, 7,
17, 20), proviniendo los pulsotipos 6, 17 y 20 de frutos en campo, 7 y 17 de muestras de
agua de canal, y el pulsotipo 20 de frutos en empaque. El pulsotipo 17 fue comun en los
aislados provenientes de frutos y de campo, mientras que el 20 lo fue a los aislados
obtenidos de frutos en campo y empaque. El pulsotipo 6 agrup6 tres aislados y el 7
agrupo a uno, los cuales no obstante ser del serotipo S. Enteritidis, mostraron diferencias
en el patron de bandas. Por otro lado los pulsotipos 17 y 20 y que pertenecen al serotipo
S. Typhimurium, agruparon respectivamente a seis y tres aislados. Lo anterior demuestra
la presencia de varias cepas estrechamente relacionadas dentro de un mismo serotipo en

el sistema productivo de chile. Los aislados de bovino obtenidos en la Comarca Lag., se
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agruparon en tres pulsotipos (10, 18, 26) y el resto de origen desconocido se agrup6 en

tres pulsotipos (25, 27, 28).

El coeficiente de similitud vari6 de 1.0 a 0.35 y el indice de diversidad (D) fue de
0.94. En la figura 18 se puede ver que a una distancia de 0.35 se separan los aislamientos
en tres grupos claramente distinguibles. En el grupo I se encuentran los aislamientos que
pertenecen al serotipo S. Enteritidis y/o S.Gallinarum o S. Pullorum. En el grupo II los
aislados del serotipo S. Typhimurium y en el grupo III los aislados que pertenecen a los

serotipos S. Choleraseuis, S. Typhi y otros que no fueron serotipificados.

Los aislados cbl, cb2, cb3, cb5 y cb6 provenientes de muestras tomadas del agua del
canal y el aislado cb25 obtenido de lavado de fruto en campo, fueron agrupados dentro
del pulsotipo 17 y asociadas al serotipo S. Typhimurium. El aislado cb10 proveniente del
agua del canal agrupado como el pulsotipo 7 y los aislados cbl7, cb 26 y cb 32
provenientes de lavados de frutos en campo agrupados como el pulsotipo 6 fueron
asociados al serotipo S. Enteritidis. Los aislados cb19, cb22 a partir de lavados de frutos
en campo y el aislado c¢b39 a partir de lavado de fruto en el empaque fueron agrupados en
el pulsotipo 20 y asociados a S. Typhimurium. Lo anterior muestra que ambos serotipos
S. Enteritidis y S. Typhimurium estdn presentes en un mismo tipo de muestras, asi como
un mismo serotipo puede estar presente en diferentes tipos de muestras y tener diferentes

pulsotipos.
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6.5. Identificacion y Caracterizacion Molecular de E. coli O157:H7

Para saber si los aislados de E. coli spp recuperados pertenecian al serotipo O157:H7
se identificaron y caracterizaron en base a los genes rfbE y fliC, y posteriormente se
caracterizaron en base a los genes Stxl, stx2 y eaeA para determinar si eran
enterohemorragicos. Para los genes rfbE y fliC se estandarizd una reaccion de PCR-
multiplex y para los otros tres genes fueron reacciones individuales. El coctel de la
reaccion de PCR en cada caso incluy6 lo siguiente: 25 pmoles de cada uno de los
iniciadores para los genes mencionados anteriormente (tabla IX, apéndice B), 250 uM de
una mezcla de deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCO-BRL), 1.0 mM de MgCl,, 1X de
Buffer para PCR (200 mM Tris-HCI pH 8.0 500 mM KCl), 2.5 U de la enzima Taq-DNA
polimerasa (Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua miliQ estéril para un volumen
final de 25 pl. En el caso de los genes rfbE y fliC las condiciones del termociclador
fueron las siguientes: un ciclo de 1 min a 95 °C, seguido de 35 ciclos de tres pasos:
desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, alineamiento de iniciadores a 66 °C por 30 seg y
una extension a 72 °C por 75 seg, con una extension final de 10 min a 72 °C. La figura 19
muestra los productos de PCR de ambos genes después del gradiente de Tm. El tamafio
de los productos de PCR fue de 497 pb para el gen rfbE y de 625 para el gen fliC. Un
total de 18 aislados sospechosos de ser E. coli O157:H7 fueron obtenidos de canales de
cerdo y bovino en dos plantas procesadoras de productos carnicos en la
Comarca Lagunera, una por cada tipo de canal. De éstas, el 66.66% (12/18) dieron
positivas para los genes que codifican para el antigeno O157 y H7 (figura 20) siendo seis

de cada tipo de canal.
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fliC 625 pb
rfbE 497 pb

Figura 19. Productos de PCR de los genes rfbE y fliC de E. coli O157:H7 probando
diferentes Tm. Carriles 1-4: aislado de E. coli O157:H7 bajo diferentes Tm (62, 64, 66 y
68 °C, respectivamente); carril 5: cepa de referencia E. coli O157:H7 (CENAPA); carril
6: control negativo; M: marcador de peso molecular (100 pb).

Posteriormente en los aislados que dieron positivos para los genes fliC y rfbE, se les

realizd la prueba de PCR para determinar si eran portadores de los genes de virulencia

stx1, stx2 y eaeA y su posterior clasificacion como enterohemorragicas.

] 23 45 M6 78 9 10111213 M 14 1516 17

fliC 625 pb
rfbE 497 pb

Figura 20. Productos de PCR de los genes rfbE y fliC en aislados obtenidos de canales de
cerdo y bovino. Carriles del 1-5 y 6-8: aislados de canales de cerdo; carriles 9, 11-13, 14
y 15: canales de bovino; carriles 10 y 16: control positivo E. coli O157:H7 (CENAPA);
carril 17: control negativo; M: marcador de peso molecular (100 pb).
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Para lo anterior y en relacion a los genes Stx1 y stx2 en las condiciones del
termociclador se modificé el paso de alineamiento a 58 °C por 30 segundos y para el gen
eaeA se modifico el paso de alineamiento a 64 °C por 30 seg. Las demas temperaturas y
tiempos fueron igual que para los genes rfbE y fliC. La figura 21 muestra los productos
de PCR del gen stx1 de un tamafio de 302 pb en los aislados que salieron positivos a los
genes IfbE y fliC. De los 12 aislados que fueron positivos por PCR para los genes rfbE y
fliC, el 58.33% (7/12) fue portador del gen que codifica para la verotoxina 1 (stx1), de los

cuales cuatro fueron obtenidos de canales de bovino y tres de canales de cerdo.

A los aislados clasificados como portadores de los genes rfbE, fliC y stx1, se les
realiz6 la prueba de PCR para determinar si eran portadores del gen que codifica para la

verotoxina 2 (Stx2), resultando el 57.14% (4/7) de éstos positivos, correspondiendo tres a

1 2 3 45 6 M 7 8 9 1011 12

stx1 302 pb

Figura 21. Productos de PCR del gen stx1 en los aislados que dieron positivos para los
genes IfbE y fliC. Carriles 1 y 2 y 7-10: aislados de canales de cerdo; carriles 3-6:
aislados de canales de bovino; carril 11: control positivo E. coli O157:H7 (CENAPA);
carril 12: control negativo; M: marcador de peso molecular (100 pb).
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aislados obtenidos de canales de cerdo y uno de canal de bovino. Los productos de PCR

amplificados tuvieron un tamano de 518 pb y son mostrados en la figura 22.

1 2 3 4 5 M 6 7 8 9

stx2 518 pb

Figura 22. Productos de PCR del gen stx2 en los aislados que dieron positivo para los
genes IfbE, fliC y stx1. Carriles 1-4: aislados de canales de bovino; carriles 5, 6 y 7:
aislados de canales de cerdo; carril 8: control positivo E. coli O157:H7 (CENAPA); carril
9: control negativo; M: marcador de peso molecular (100 pb).

Finalmente para determinar si los aislados anteriores eran portadores del gen eaeA que
codifica para la proteina intimina se realizé la PCR, resultando que los cuatro aislados
positivos para el gen Stx2 también lo fueron para el gen eaeA, correspondiendo esto a un

57.14% (4/7). El tamaio del producto de PCR fue de 1087 pb y la figura 23 muestra los

productos de este gen en los cuatro aislados.
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eaeA 1087 pb

Figura 23. Productos de PCR del gen eaeA en los aislados que dieron positivo para los
genes rfbE, fliC, stx1y stx2. Carril 1: aislado de canal de bovino; carriles 2-4: aislados de
canales de cerdo; carril 5: control positivo E. coli O157:H7 (CENAPA); carril 6: control
negativo; M: marcador de peso molecular (100 pb).

Mediante PCR-RFLP del gen stx2 se tratdé de encontrar alguna diferencia entre los
aislados que fueron positivos para los cinco genes (rfbE, fliC, stx1, stx2 y eaeA). Para ello
el producto de PCR del gen stx2 se digiri6 con la enzima Hae III, generandose el patrén

de restriccion observado en la figura 24. El patron de restriccion obtenido consistié de

una sola banda de aproximadamente 250 pb.
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300 pb

200 pb

Figura 24. PCR- RFLP del stx2 con Hae III en los aislados que fueron positivos para los
genes rfbE, fliC, stxl, stx2 y eaeA de E. coli O157:H7. Carril 1: aislado de canal de
bovino; carriles 2-4: aislados de canales de cerdo; carril 5: control positivo E. coli
O157:H7 (CENAPA); M: marcador de peso molecular (100 pb).

Como resultado de caracterizacion molecular de los aislados de E. coli obtenidos de
canales de cerdo y bovino, en la tabla III se tiene lo siguiente: de un total de 18 muestras,
el 66.66% (6/9) en ambos tipos de canal fueron positivas por PCR para la presencia de E.

coli serotipo O157:H7, demostrandose de esta manera que el patogeno puede estar

presente en ambos tipos de canal.

En relacion con la planta I se encontré que de los seis aislados que resultaron positivos
para los genes que codifican para los antigenos O157 y H7, tres eran portadores de los
genes de virulencia Stx1, stx2 y eaeA por lo que fueron considerados como cepas
enterohemorragicas, y fueron obtenidos cada uno en un sitio diferente de la canal. Los
otros tres no eran portadores de ninguno de los dos genes que codifican para las
verotoxinas ni el gen de la intimina. Respecto a los seis aislados que fueron encontrados

en la planta II y que amplificaron por PCR para los genes que codifican para los
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TABLA Il

Resumen de la caracterizaciéon molecular de los aislados de E. coli obtenidos de
canales de cerdo y bovino.

Canal Planta  Sitio de Genotipo
muestreo rfbE fliC stx1 stx2 eaeA

Cerdo I A - - - - -
Cerdo 1 B - - - - -
Cerdo I B - - - - -
Cerdo I C + + - - -
Cerdo 1 C + + - - -
Cerdo I A + + + + +
Cerdo I B + + + + +
Cerdo I C + + - - -
Cerdo I C + + + + +
Bovino 11 B + + + - -
Bovino 11 C + + + + +
Bovino 11 A + + + - -
Bovino 11 B + + + - -
Bovino 11 B + + - - -
Bovino 11 C + + - - -
Bovino 11 A - - - - -
Bovino 1I C - - - - -
Bovino 1I A - - - - -

A = falda, B = costado, C = cuello

antigenos O157 y H7, cuatro fueron portadores del gen de la verotoxina 1, y de estos sélo
uno fue portador del gen de verotoxina 2 y el de intimina, fue obtenido del cuello del
animal y también clasificado como enterohemorragico. Las diferencias observadas entre
el nimero de canales positivas de cerdo y bovino para cualquiera de los genes no fueron
significativas (P>0.05) (tabla IV), lo que sugiere la posibilidad de encontrar a E. coli
O157:H7 enterohemorragica indistintamente en ambos tipos de canal, sin embargo, estos
datos deben considerarse con reserva, dado el tamafio pequefio de muestras analizadas.
Respecto a los muestreos que se hicieron en los sistemas productivos de melén y chile

(tabla V), solamente una muestra resultd positiva por PCR para los genes que codifican
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TABLA IV

Proporcién de aislados portadores de cada uno de los genes rfbE, fliC, stx1, stx2,
eaeA, y de los cinco genes por tipo de canal

Gen Portador de
Canal rfbE fliC stx1 stx2 eaeA los cinco
genes
Bovino 6/9=0.6666 6/9=0.6666 4/9=04444 1/9=0.1111 1/9=0.1111 1/9=0.1111
Cerdo 6/9=0.6666 6/9=0.6666 3/9=0.3333 3/9=0.3333 3/9=0.3333 3/9=0.3333
Significancia NS NS NS NS NS NS

para los antigenos O157 y H7, pero fue negativa para los genes de virulencia Stx1, stx2 y
eaeA, por lo que no fue considerada enterohemorragica. La muestra era agua negra y fue
tomada en la compuerta que separa el canal de aguas negras del canal de agua de rio con

el que se riega las huertas de meldn en el Municipio de Matamoros Coahuila.

6.6. Identificacion y Caracterizacion Molecular de Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes se identificd y caracterizo en base al gen hly que codifica
para la listeriolisina O (LLO). Las reacciones de PCR en base a este gen se realizaron
utilizando 25 pmoles de los iniciadores (tabla X, apéndice C), 250 uM de una mezcla de
deoxinucleotidos trifosfatos (GIBCOBRL), 1.5 mM de MgCl,, 1X de Buffer para PCR
(200 mM Tris-HCI pH 8.0 500 mM KClI), 1.0 unidad de la enzima Tagq-DNA polimerasa
(Bioline), 10-200 ng de ADN templado y agua miliQ estéril para un volumen final de 25
ul. Las condiciones del termociclador fueron un ciclo de 1 min a 95 °C, seguido de 35
ciclos de tres pasos: desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, alineamiento de iniciadores a

58 °C por 30 seg y una extension a 72 °C por 30 seg, con una extension final a 72 °C por
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TABLA YV

Resultados del andlisis de PCR para E. coli O157:H7 en muestras de meldn y chile
tipo Bell.

il 1 Tt a b c d e f g h i j Total
Nayarit 1 M 22 0/5 - - 0/2 - 0/5 0/5 0/5 - - 0/22
Nayarit 2 M 5 0/5 - - - - - - - - - 0/5
Nayarit 3 M 15 0/5 - - - - 0/4 0/5 0/1 - - 0/15
Nayarit 4 BPA M 21 0/5 - - 0/1 - 0/5 0/5 0/5 - - 0/21
Com. Lagunera M 50  0/50 - - - - - - - - - 0/50
Mat. Coah. M 19 0/4 - - 02 013 - - - - - 0/19
Mat. Coah. BPA M 19  0/17 - - 0/2 - - - - - - 0/19
Paila Coah. BPA M 0/6 - - - - 0/2 - - - - 0/8
Mat. Coah. Suelo M 8 - - - - - - - - 0/8 - 0/8
Merc. Aba. Mty M 13 - - 013 - - - - - - - 0/13
Merc. Aba. Mty M 16 - - 010 - - - - - - 0/6  0/16
Sinaloa Ch 43 021 0/8 - 011 073 - - - - - 0/43
Nayarit 5 BPA M 22 0/5 - - 0/2 - 015 - - - - 0/22
Nayarit 6 BPA M 14 0/10 - - 0/4 - - - - - - 0/14
Mat. Coah, riego
con agua de rio M 33 0/15 - - 1/4 0/3 0/6 03 0/1 0/1 - 1/33

TOTAL 308 0/148 0/8 0/23 128 0/19 0/37 0/18 0/12 0/9 0/6 1/308

t= lugar de muestreo, {= fuente, = No. de muestras analizadas, M= mel6n, Ch=
chile, a=Fruto en huerta, b= fruto en empaque, c= fruto en bodega, d= agua del canal, e=
agua dentro de la huerta, f= cosechador, g= carretilla, h= caja de camioneta, i= suelo, j=
trabajador en bodega.

10 min. El producto de PCR esperado fue de 420 pares de bases (pb). La figura 25

muestra el producto de PCR después de ser estandarizada la técnica.
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hlyA 420 pb

Figura 25. Producto de PCR para el gen hlyA de Listeria monocytogenes después de
estandarizada la técnica. Carril 1: control negativo; carril 2: control positivo Listeria
monocytogenes (ATCC 7644); M: marcador de peso molecular (100 pb).

Listeria monocytogenes se encontr6 solamente en 1.64% (3/182) de las muestras
obtenidas del sistema productivo de meldn (tabla VI), siendo dos de las muestras lavados

de frutos de meldn en la huerta y una de agua del canal de riego de la huerta de melon.

Respecto a las muestras carnicas se encontrdé en un 35.71% (5/14) de las muestras

(tabla VII). El producto de PCR obtenido fue de 420 pb (figura 26)
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Resultados del analisis de PCR para L. monocytogenes en muestras de meldn y chile

tipo Bell
1l 1ttt a b c d e f g h i Total
Nayarit 1 M 22 0/5 - 1/2 - 05 0/5 0/5 - - 0/22
Nayarit 2 M 5 0/5 - - - - - - - - 0/5
Nayarit 3 M 15 2/5 - - - 04 0/5 0/1 - - 2/15
Nayarit 4 BPA M 21 0/5 - 0/1 - 05 0/5 0/5 - - 0/21
Mat. Coah. BPA M 19 017 - 0/2 - - - - - - 0/19
Paila Coah. BPA M 8 0/6 - - - 0/2 - - - - 0/8
Mat. Coah. Suelo M 8 - - - - - - - 0/8 - 0/8
Merc. Aba. Mty M 13 - 0/13 - - - - - - - 0/13
Merc. Aba. Mty M 16 - 0/10 - - - - - - 0/6  0/16
Nayarit 5 BPA M 22 0/5 - 0/2 - 0/15 - - - - 0/22
Mat. Coah, riego
con agua de rio M 33 0/15 - 04 03 06 03 01 0/1 - 0/33
TOTAL 182 2/63 0/23 1/11 0/3 0/37 0/18 0/12 0/9 0/6 3/182

1= lugar de muestreo, 1= fuente, 1= No. de muestras analizadas, M= mel6n, a=Fruto
en huerta, b= fruto en bodega, c= agua del canal, d= agua dentro de la huerta, e=
cosechador, f= carretilla, g= caja de camioneta, h= suelo, i= trabajador en bodega

TABLA VII

Relacion de muestras de carnes, canales y otras fuentes animales y resultados del

analisis de PCR para L. monocytogenes.

No. de Positivas por PCR a
Lugar de Muestreo  muestras Fuente L. monocytogenes
LCRM 14 Muestras varias de 5/14
carne (bovino)
14 Total 5/14
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M1 2 3 456 78 9101112

_ H hlyA 420 pb

Figura 26. Productos de PCR para el gen hlyA de Listeria monocytogenes de muestras
enviadas al LCRM. Carriles 1-11: muestras carnicas de origen bovino; carril 12: control
positivo L. monocytogenes (ATCC 7644); M: marcador de peso molecular (100 pb).

El producto de PCR del gen hly fue sometido a digestion con al enzima Mbo I,

generando el patron de restriccion observado en la figura 27. Los ocho aislados generaron

el mismo patron de restriccion.

1 M

190
171

59

Figura 27. PCR- RFLP del gen hly con la enzima de restriccion Mbo 1. Carril 1: aislado
de canal de bovino; M: marcador de peso molecular (100 pb).
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7. DISCUSION

La inocuidad de los alimentos ocupa un lugar preponderante en muchos paises, debido
a los riesgos y desafios emergentes como los peligros microbiologicos que presentan los
alimentos (FAO 2000), representados principalmente por bacterias de la familia
Enterobacteriaceae (Salmonella spp, Escherichia coli y Shiguella). Los incrementos en la
incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), la emergencia y
reemergencia de algunas de esas ETA, aparicion de nuevos escenarios epidemioldgicos y
formas de transmision, el incremento de la resistencia antimicrobiana asi como los costos
socioecondmicos que lo anterior genera, ha conllevado al desarrollo de métodos de
deteccion de patdgenos basados en técnicas moleculares que ofrecen mayor sensibilidad
y especificidad y que a la vez son menos laboriosas y consumen menos tiempo en el
diagnodstico comparadas contra las microbiologicas tradicionales. Tales técnicas resultan
de gran ayuda cuando se analizan alimentos perecederos como carne fresca y/o de

consumo en fresco como frutas y vegetales (Rojas y Gonzélez, 2006).

Esta discusion se realizard en tres partes, correspondiendo la primera a los resultados
relativos a Salmonella spp, la segunda a los resultados de E. coli O157:H7 y la tltima a

los resultados sobre Listeria monocytogenes.
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7.1. Discusion Sobre Salmonella spp

La salmonelosis es causada por especies del género Salmonella y fue descrita en
1984 como una nueva y significante amenaza para la salud publica por la Organizacién
Mundial de la Salud (FAO 1984). En este trabajo Salmonella spp., fue identificada
utilizando la técnica de PCR en base al gen invA que codifica para una proteina esencial
involucrada en el proceso de invasion a las células epiteliales y presente en la mayoria de
(sino es que en todos) los serotipos de Salmonella (Galan et al., 1992). La secuencia
nucleotidica especifica del gen InvA en el género Salmonella y la ausencia de esta
secuencia en otras bacterias invasivas como Yersinia spp., Shigella spp., y E. coli
enteroinvasiva que también tienen la capacidad de invadir células epiteliales demuestra la
particular especificidad y utilidad de este gen para la deteccion de Salmonella spp (Galan
y Curtiss 1991). El gen IinvA ha sido usado principalmente como blanco en ensayos de
PCR para detectar Salmonella en muestras alimenticias obtenidas de aves, carnes, lacteos,

frutas y vegetales (Guo et al. 2000).

Los iniciadores utilizados en este estudio para amplificar un fragmento del gen invA
ya han sido previamente evaluados (Rahn, et al. 1992) y en este caso junto con las
condiciones que se estandarizaron de la reaccion de PCR, se amplifico exitosamente este
fragmento en las cepas de referencia asi como en las muestras de campo que estaban
contaminadas con Salmonella spp. La diferencia observada entre la proporcion de
muestras positivas a Salmonella en ambos sistemas productivos no fue significativa

(P>0.05), lo que sugiere que Salmonella puede ser encontrada con igual frecuencia en
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ambos sistemas productivos. Sin embargo, es importante sefialar que en el caso de las
muestras obtenidas a partir del sistema productivo de meldn, las que provenian de huertas
manejadas bajo el esquema de buenas practicas agricolas (BPA) resultaron con un menor
porcentaje (2/132 = 1.5%) de muestras positivas a Salmonella, que en aquellas que
provenian de huertas que no fueron manejadas bajo el esquema de BPA ya que en éstas
se observé un mayor porcentaje de muestras contaminadas (55/94 = 58.51%). Las BPA
incluyen entre otras el uso de acolchado pléstico, fertirrigacion, agua de riego sin
evidencia de contaminacién microbioldgica, banos portatiles en el campo, entrenamiento
de los trabajadores de campo sobre BPA, el uso de pesticidas autorizados, designacion de
areas donde los trabajadores pueden comer y descansar, y disponibilidad de agua potable,
las cuales son herramientas bésicas para reducir la contaminacién microbioldgica en la

produccion agricola (FDA, 1998).

De acuerdo a la proporcion de muestras positivas a Salmonella por tipo de muestra, la
mayor proporcidon se presentd, en el siguiente orden, en muestras tomadas de las
superficies de carretillas para acarrear los melones, caja de la camioneta donde
transportan los melones, muestras de agua dentro de la huerta, muestras de agua del
canal, cosechadores, lavados de frutos en huerta y lavados de frutos en el empaque. La
presencia de Salmonella en las carretillas, caja de la camioneta y cosechadores pueden ser
explicada por el hecho de que pudo haber contaminacion cruzada, ya que tanto las
carretillas como la caja de la camioneta por ser los medios de acarreo y transporte
respectivamente y ser cargados y descargados por los cosechadores, reciben el total de

frutos cosechados los cuales hasta ese momento estaban en contacto con el suelo y llevan
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consigo residuos de suelo donde puede estar presente el patdgeno. En relacion con las
muestras positivas de agua dentro de la huerta y muestras de agua del canal, existe
literatura que menciona que el agua es una importante fuente de contaminacion,
particularmente aquella que pueda contener estiércol, heces fecales de fauna silvestre o
contaminada con aguas negras (Reilly et al., 1981; Islam et al., 2004). Una probable
razon por la cual se encontré Salmonella en muestras de agua de huertas donde no se
aplicaron BPA, es que el agua utilizada para el riego de las explotaciones tanto de melon
como de chile, procedian de canales abiertos sin ninglin tipo de proteccién contra el
contacto con los animales. Ademas, las explotaciones de melon en la Comarca Lagunera
donde no se aplicaron BPA fueron regadas con los mismos canales utilizados para regar
los cultivos forrajeros con aguas residuales. Esto ultimo puede explicar la presencia de
Salmonella en los lavados de frutos de meldon, ya que el fruto esta en contacto con el
suelo humedo y eventualmente con el agua cuando es aplicado el riego. Los frutos de
chile dependiendo del habito de crecimiento de la variedad, pueden tener contacto con el
suelo aunque la mayoria crece en la parte aérea de la planta, por lo que la presencia de
Salmonella en los frutos de chile puede atribuirse a la posibilidad de que insectos o aves
sean los vectores. Moore et al., (2003) mencionan la posibilidad de que los insectos que
pertenecen al género Chironomus sean, directa o indirectamente los vectores de bacterias
entéricas para el agua y los alimentos. Por otra parte, Sela et al., (2005) probaron que el
contacto directo con el suelo contaminado con estiércol o el polvo podria ser una fuente
de contaminacion pre-cosecha, y que fuentes indirectas de contaminacién también puede
ser debido a las interacciones troficas entre los frutos y la fauna que se alimenta de

vegetales como aves, mamiferos e insectos. Aunque en menor proporcion, la presencia de
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Salmonella en lavados de frutos en el empaque puede deberse a una mala calidad de agua
utilizada para lavar los frutos o a una inadecuada limpieza y sanitizacion del equipo que

entra en contacto con los frutos (CDC, 2002).

De los tipos de muestras analizadas del sistema productivo de melon, Salmonella no
se encontrd en frutos en las bodegas del mercado de abastos de Monterrey ni en los
trabajadores de esas bodegas, lo cual puede reflejar un efecto positivo del tratamiento de
sanitizacion usado en el empaque asi como el buen nivel de higiene de los trabajadores.
Tampoco se observaron muestras de suelo positivas en las huertas de melon con BPA en
la Comarca Lagunera, pudiendo esto deberse al efecto de las BPA, las cuales tienen por
objetivo, entre otros, eliminar o reducir las condiciones ambientales necesarias para el
crecimiento y desarrollo de malezas, plagas y microorganismos (SENASICA, 2002). En
las muestras de carne analizadas también se detect6 la presencia de Salmonella, lo cual ya
ha sido documentado por otros autores quienes mencionan que entre las principales
fuentes donde se puede encontrar a Salmonella, destacan los productos carnicos de

diverso origen como bovino, aves, cerdo, pescado, mariscos, etc. (Botteldoorn et al,

2004; Ohtsuka et al, 2005; Van et al, 2007)

No en todas las muestras que resultaron positivas por PCR para la presencia de
Salmonella se pudo obtener el aislado por la técnica microbioldgica, siendo una posible
explicacion que el microorganismo no estaba viable o se encontraba estresado lo cual
pudo inhibir el crecimiento en estas muestras (Way et al, 1993; Maalej, et al, 2004; Fera

et al, 2004). Esto demuestra la ventaja de la técnica de PCR sobre la microbiologica ya
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que no es necesario que el microorganismo este viable para poder detectar su presencia,
siendo suficiente con que la secuencia nucleotidica del gen de interés este intacta en la

muestra a analizar (Strachan y Read, 1999; Graham y Qureshi, 2001).

Los aislados recuperados de Salmonella fueron caracterizados en base a la técnica
PCR-RFLP. Este estudio se realizé en base a la amplificacion del gen fliC por PCR y
posterior digestion con la enzima de restriccion Sau3Al. El par de iniciadores utilizados
permitio la amplificacion del gen fliC, tanto en las cepas de referencia como en los
aislados recuperados, el cual fue de tres tamafios basicamente de acuerdo a la simulacién
de PCR y los cuales estuvieron dentro del rango en tamafio que ya ha sido mencionado
por McQuiston et al., (2004). Estos resultados sefialan un primer indicio de la
variabilidad en la secuencia nucleotidica de este gen y que es responsable de la
variabilidad antigénica observada en la proteina flagelina fase 1 (Kilger y Grimont, 1993;

Herrera-Leo6n et al., 2004).

Los patrones de restriccion que se generaron con la endonucleasa Sau3Al en los
aislados de serotipo conocido, coincidieron con los encontrados por Hong et al., (2003)
quienes sefalan que mediante el analisis del gen fliC y fljB y doble digestion con la
enzimas Sau3Al y Hhal, lograron diferenciar 24 genes flagelares fase 1 y ocho genes
flagelares fase 2, los que contienen los mayores determinantes antigénicos de 52
serotipos de las especies de Salmonella, e incluyen los serotipos comunes encontrados en
avicultura y en otras especies animales importantes destinadas al consumo alimenticio.

En este trabajo se empleo s6lo la enzima Sau3Al y fue capaz de diferenciar a los
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serotipos S. Kentucky, S. Typhi, S. Wortingthon, S. Stanley, S. Paratyphi A (ATCC
9150), S. Typhimurium (ATCC 13311) y S. Enteritidis (ATCC 13076) ya que cada uno
produjo un patron de restriccion diferente. Sin embargo no pudo diferenciar al serotipo S.
Enteritidis de los que provenian de origen de ave, ya que los patrones de restriccion
fueron similares. Al respecto Hong et al., (2003) mencionan que ni aun con la doble
digestion ellos pudieron diferenciar a S. Enteritidis de S. Gallinarum y S. Pullorum, que
son los serotipos mas comunes de origen avicola, explicando que esto es debido a la alta
homologia en el gen fliC entre estos serotipos. En lo que respecta a los aislados obtenidos
de los diferentes tipos de muestras analizadas en este estudio, esta técnica fue capaz de
separar los aislados por el serotipo al que pertenecen, por el origen de las muestras y por
diferencias nucleotidicas en el gen fliC expresadas éstas como diferencias en el ntimero
de bandas y tamafio de las mismas, lo que contribuy6 a que los aislados se agruparan en
cuatro grupos. El serotipo mas frecuente fue S. Typhimurium el cual se encontr6 en las
muestras carnicas de origen bovino, una muestra de ave, una muestra de origen humano y
en las muestras de los sistemas productivos de melén y chile, lo cual coincide con
Gutiérrez-Cogco et al., (2000) quienes mencionan que S. Typhimurium es el serotipo mas
frecuentemente aislado tanto en muestras de origen humano como ambientales. De los
aislados que se agruparon con S. Enteritidis, 17 de ellos se obtuvieron de aves, a los que
fue necesario analizarlos por PCR para descartar si eran del serotipo S. Enteritidis y como
no hubo amplificacion del producto de PCR esperado a partir del gen sdfl especifico de S.
Enteritidis, se confirmd que no eran de este serotipo. EI motivo por el que agruparon
juntos S. Enteritidis, S. Gallinarum y S. Pullorum puede ser explicado por el hecho de que

la region central del gen fliC que codifica para los factores antigénicos en estos serotipos
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es idéntica (Mortimer et al., 2004), y siendo S. Gallinarum y S. Pullorum serovariedades
no moviles, se considera al gen fliC en estos serotipos un gen criptico (Kilger y Grimont,
1993; Hong et al., 2003; Imre et al., 2005). También en este grupo quedaron cinco
aislados obtenidos de humano y dos del sistema productivo de chile Bell. El resto de los
aislados quedaron en dos grupos con menor similitud entre ellos con serotipos como S.
Kentucky, S. Typhi, S. Wortingthon, S. Stanley y S. Paratyphi A. Respecto al software
DNA Strider 1.2, es importante sefialar que fue de gran ayuda ya que gracias a suusoy a
las secuencias reportadas del gen fliC en el GeneBank, pudimos conocer antes de la
digestion con Sau3Al, el numero y tamafio de los fragmentos esperados a partir del gen
fliC de cada serotipo conocido con lo cual corroboramos los patrones de restriccion
obtenidos , ademds nos permitid saber que entre los aislados obtenidos del sistema
productivo de meldn tanto de Nayarit como de la Comarca Lagunera, el serotipo S. Poona
que fue motivo de brotes de salmonelosis en el periodo 2000-2002 en Estados Unidos por
consumo de melon mexicano (CDC, 2002), no estaba presente, ya que el patron de
restriccion esperado para el gen fliC de este serotipo (en base a la secuencia del gen fliC
de S. Poona obtenida del GeneBank: accesion No. AY353467) no fue observado entre los
aislados obtenidos de melon. Dauga et al., (1998) mencionan que si bien el gen fliC no
fue suficiente para distinguir algunos factores antigénicos, si tiene el potencial para
distinguir otros antigénos flagelares e incluso algunos serotipos, lo cual coincide esto
ultimo con lo encontrado en este trabajo. Fitzgerald et al., (2001) senalan que PCR-RFLP
puede ser util por su rapidez en la caracterizacion preliminar de cepas cuando el objetivo
es establecer una relacion epidemiologica. Se menciona también (Dauga et al., 1998;

McQuiston et al., 2004) que la técnica de serotipificacion tradicional tiene entre otros
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inconvenientes que es cara, laboriosa y tardada (hasta tres dias para determinar un
serotipo) y que la técnica de PCR-RFLP puede ser una buena opcion para distinguir a los
serotipos mas comunes, dejando la serotipificacion para serotipos menos frecuentes. Si
bien no se tiene un aproximado del costo que representd en este trabajo la identificacion
por aislado con esta técnica, el tiempo empleado para identificar varios aislados al mismo
tiempo desde la puesta en marcha del PCR hasta la visualizacion de los fragmentos de

restriccion en el gel fue de aproximadamente 5 horas lo cual representa una ventaja.

Electroforesis de campo pulsado (PFGE) ha sido catalogada como la técnica estandar
en estudios de genotipificacion debido a su alta capacidad para distinguir entre cepas no
relacionadas (Fitzgerald et al., 2001; Gebreyes, 2003; Fernandez, 2004). En este estudio
PFGE tuvo capacidad adicional para distinguir entre cepas no relacionadas de un mismo
serotipo, ya que aislados que agruparon juntos con la técnica de PCR-RFLP, en este caso
fueron separados en grupos diferentes, demostrando la existencia de diferencias
nucleotidicas adicionales entre estos aislados. Tales resultados eran de esperarse, dado
que el tamafio del material genético base fue diferente en una y otra técnica, siendo en el
caso de PCR-RFLP una secuencia que puede representar un gen completo (gen fliC) o
una fraccion de éste, estando limitado a esa region nucleotidica y a la existencia de sitios
de restriccion para la endonucleasa empleada el potencial de diferenciacion de la técnica
de PCR-RFLP (Fitzgerald et al., 2001), mientras que en PFGE al emplearse el genoma
completo, se tiene material genético extra (mas genes) (Foxman et al., 2005, Singh et al.,

2006) sobre el cual actud la endonucleasa de corte poco frecuente, lo cual determind las



94

diferencias principalmente en el tamafio de los fragmentos generados y en el niimero de

éstos en una y otra técnica.

De acuerdo a la interpretacion de resultados de PFGE los aislados que agrupan dentro
de un mismo pulsotipo son indistinguibles y se considera que son clones por derivarse de
un progenitor comtn (Tenover et al., 1995; Amavisit et al., 2005). Dentro de los aislados
provenientes de aves, el pulsotipo 4 fue comun entre los aislados de CBVFC, SA,
Avimex y TP, lo que puede sugerir la presencia de una cepa endémica en esos lugares
(Tenover et al., 1995) o bien que la presencia en esos lugares obedece al movimiento de
esa cepa via la movilizacion y transporte de aves. La posibilidad anterior es sefialada por
Thong et al., (1995) quienes encontraron un pulsotipo comtn de S. Typhi entre aislados
de Malasia, Tailandia e Indonesia atribuyendo esto al excesivo movimiento de

trabajadores migrantes y visitantes entre esos paises.

Si bien la técnica de PCR-RFLP del gen fliC no fue capas de separar entre aislados
pertenecientes al serotipo de S. Enteritidis y de aquellos obtenidos de aves con posible
serotipo S. Gallinarum y/o S. Pullorum, la técnica de PFGE si fue capas de hacerlo, ya
que varios de los aislados obtenidos de muestras del sistema productivo de chile y que
fueron caracterizados por PCR-RFLP del gen fliC como pertenecientes al serotipo S.
Enteritidis, fueron agrupados en el pulsotipo 6 de S. Enteritidis, el cual incluso incluy6 un
aislado obtenido de aves, lo cual coincide con lo sefialado por Mancera et al., (2005)
quienes reportan que ademas de la presencia de S. Gallinarum y S. Pullorum en aves,

también puede estar presente S. Enteritidis, serotipos que estdn estrechamente
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relacionados (Porwollik et al, 2005). En los aislados provenientes del sistema productivo
de chile, se encontraron los serotipos S. Enteritidis y S. Typhimurium cada uno con dos
pulsotipos. En el caso de los aislados pertenecientes a S. Enteritidis los dos pulsotipos
diferian por una banda y fueron encontrados, uno en muestras de lavados de frutos en
campo y el otro en una muestra de agua del canal, mientras que los dos pulsotipos que
pertenecian a S. Typhimurium diferian por tres bandas, siendo uno de los pulsotipos
encontrado en una muestra de lavados de frutos en campo y en muestras de agua del
canal, y el otro en muestras de lavados de frutos en campo y en un lavado de frutos en
empaque, y lo cual de acuerdo a Tenover et al., (1995) se trata de cepas estrechamente
relacionadas. Lo anterior muestra que ambos serotipos S. Enteritidis y S. Typhimurium
estan presentes en un mismo tipo de muestras, asi como un mismo serotipo puede estar
presente en diferentes tipos de muestras y tener diferentes pulsotipos. Existen estudios
que indican que existe una gran diversidad genética y ecoldgica, asi como una alta
recombinacion e intercambio genético en los microorganismos y que estos fendmenos
permiten generar gran cantidad de genotipos a pesar de no suceder en cada generacion.
No s6lo se mueven genes, sino que se recombinan plasmidos y fragmentos de genes.
Algunas de estas combinaciones resultan exitosas e invaden nuevos nichos ambientales o
nuevos hospederos, y asi continuamente estan surgiendo nuevas variantes como las de E.
coli que pueden llegar a ser muy competitivas, como por ejemplo, la patdgena O157:H7.
Esto genera una estructura poblacional con ecotipos y al mismo tiempo cepas que pueden
vivir en gran cantidad de ambientes que antes se creian secundarios o atipicos para la

especie, Souza et al., (2001).
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Los coeficientes de similitud y el indice de diversidad, fueron diferentes en ambas
técnicas, siendo mayores los valores de ambos pardmetros en PFGE (EI coeficiente de
similitud varié de 1.0 a 0.35 y el indice de diversidad (D) fue de 0.94) que en PCR-RFLP
(EI coeficiente de similitud vari6 de 100 a 75 y el indice de diversidad (D) fue de 0.68),
lo cual sefiala que PFGE tuvo un poder de discriminacion mayor que PCR-RFLP. Estos
resultados pueden explicarse considerando la variabilidad genética base utilizada en una
y otra técnica, siendo mayor en PFGE, ya que examina los polimorfismos en el genoma
completo mientras que en PCR-RFLP es en base a un solo locus genético el cual puede

no ser representativo del genoma entero (Fitzgerald et al, 2001).

7.2. Discusién Sobre Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O157:H7 es un patégeno transmitido por alimentos y es importante
en salud publica, implicado en brotes de colitis hemorragica y posible aparicion posterior
del sindrome urémico hemolitico (SUH) (Mead y Griffin, 1998). Una caracteristica de E.
coli O157:H7 es el bajo nimero de células requeridas para desarrollar la enfermedad, de
10 a 100 células (Feng y Weagant, 2002) por lo que la no deteccion por los métodos
tradicionales microbioldgicos no es sinéonimo de seguridad del alimento. E. coli O157:H7
puede estar presente en una gran variedad de animales silvestres y domésticos entre los
cuales se encuentran bovinos, porcinos y ovinos (Hutchison et al., 2000), siendo
principalmente los rumiantes y sus heces fecales un reservorio natural de este patdgeno
(Heuvelink et al., 1998; Nataro y Kaper, 1998). La transmision de E. coli O157:H7 a los

humanos en forma directa o indirecta puede ser por contaminacion de los alimentos a
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partir de material fecal, agua contaminada, y contacto con personas o animales enfermos
(Cornick y Helgerson, 2004). Por otro lado, microorganismos patégenos al humano como
E. coli O157:H7, que habita naturalmente en el tracto digestivo del ganado bovino, puede
eventualmente contaminar la canal durante el proceso de evisceraciéon o en el manejo
posterior (Schroeder et al., 2003). Aunque el serotipo de E. coli, O157:H7 es determinado
por los genes rfbE y fliC que codifican respectivamente para la biosintesis del
lipopolisacarido O157 y la proteina flagelina, lo que a su vez determina respectivamente
los antigenos O y H, la patogenicidad se debe a la expresion de varios genes que
codifican para factores de virulencia, entre estos se encuentran los genes Stx1 y Stx2 que
codifican para las verotoxinas 1 y 2 respectivamente, los cuales se encuentran en un
bacteriofago integrado al cromosoma bacteriano y que han sido asociados al desarrollo
del SUH, particularmente stx2 (Paton y Paton, 1998). Otro de los genes de virulencia
localizado en el locus de efusion en entericitos (LEE) es el gen eaeA que codifica para la
intimina y que es necesario para el proceso de la adherencia intima a las células
epiteliales del intestino humano (Fratamico et al., 1995; Nataro y Kaper, 1998; Rogerie et

al., 2001).

Solamente una muestra proveniente del sistema productivo de melon fue positiva para
los antigenos O157 y H7 pero negativa para los genes de virulencia stx1, stx2 y eaeA, por
lo que no fue considerada enterohemorrégica, sin embargo, el potencial de contaminacién
por E. coli O157:H7 en estos tipos de frutos es alto, dado que es comun en algunas
regiones agricolas del pais el riego de los cultivos forrajeros con aguas negras y posterior

rotacion en el mismo terreno a cultivos horto-fruticolas de habito rastrero como el melon,
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asi como el uso de los mismos canales por donde se condujo aguas negras para conducir
el agua de rio, lo cual representa uno de los factores de riesgo microbioldgico

(INFOSAN, 2007).

En relacion con las muestras obtenidas de canales de cerdo (planta I) y bovino (planta
II), en ambos tipos de muestras se determind por PCR la presencia de E. coli serotipo
O157:H7, comprobandose asi que ademads de las canales de bovino, este patdgeno puede
estar presente en canales de cerdo. E. coli O157:H7 se ha encontrado en una gran
variedad de alimentos tanto de origen vegetal como animal, pero se ha asociado
particularmente a la carne del ganado bovino, ya que esta especie se ha considerado como
un reservorio natural de este patdogeno. Sin embargo existen reportes que mencionan su
presencia en otras especies animales como cerdos, ovejas, caballos, venados, perros y
aves (Doyle, 1991; Heuvelink et al., 1999; Bouvet et al., 2001). De las muestras
obtenidas de canales de cerdo, tres fueron consideradas enterohemorragicas. Es
importante mencionar que cada una de estas tres cepas fue obtenida de un sitio diferente
en la canal, una en la cadera, una en el costado y otra en el cuello, lo que plantea la
posibilidad de que se tratara de un mismo animal, o bien que se tratara de animales
diferentes pero procedentes de una misma granja o lugar y en la cual existe la presencia
de E. coli O157:H7 enterohemorragica. Respecto a las seis cepas que fueron encontradas
en las canales de bovino y que amplificaron por PCR para los genes que codifican para
los antigenos O157 y H7, cuatro fueron portadores del gen de la verotoxina 1, y de éstos
solo uno fue portador del gen de verotoxina 2 y el de intimina, y fue obtenido del cuello

del animal. Si bien lo anterior senala el riesgo de encontrar a este patdgeno en ambos
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tipos de canal y representa un riesgo para la salud, pone de manifiesto la ineficiencia de
las buenas practicas higiénicas en el manejo de la canal, puesto que un animal sano puede
portar el patdégeno en su pelo, piel y tracto intestinal (Bouvet et al., 2001); o bien la canal
contaminada en el proceso de sacrificio contamine a otras canales debido a un deficiente
proceso de evisceracion. Las diferencias entre el nimero de canales positivas de cerdo y
bovino no fueron significativas (P>0.05), lo que sugiere la posibilidad de encontrar a E.
coli O157:H7 enterohemorragica indistintamente en ambos tipos de canal, habiendo
concordancia con otros autores (Nakazawa et al., 1999) quienes encontraron la cepa E.
coli O157:H7 en cerdos de varias edades en granjas de Japon, apoyando los presentes
resultados lo planteado por Cornick y Helgerson (2004) quienes mencionan la posibilidad
de que los cerdos sean hospederos biologicamente competentes para E. coli O157:H7 y
otras cepas de E. coli verotoxigénicas. Sin embargo, estos datos deben considerarse con

reserva, dado el tamafio de muestras analizadas.

En algunos paises como Estados Unidos la presencia del serotipo O157:H7 en los
alimentos, no importa si es 0 no verotoxigénica, es motivo de preocupacion por el riesgo
que ello implica en la salud de los consumidores. Por lo tanto, ademas de determinar la
presencia de E. coli O157:H7 en los alimentos es muy importante caracterizarlos en
relacion con otros factores de patogenicidad. La importancia clinica que tiene E. coli
O157:H7 como patdgeno radica en el hecho de que puede ser portadora de uno o ambos
genes que codifican para las verotoxinas asi como el gen de la intimina lo que determina
que la cepa sea considerada enterohemorragica (Nataro y Kaper, 1998). Las diferencias

encontradas en la proporcion de cepas portadoras de cada uno de los genes
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independientemente del tipo de canal, fueron altamente significativas (p< 0.01). De las
cepas que fueron positivas para los genes rfbE y fliC, sdlo siete de éstas eran portadoras
del gen stx1, y de estas siete, cuatro eran portadoras del gen stx2. Los genes Stx1 y stx2 se
encuentran cada uno en un bacteridofago temperado lisogénico, los cuales integran su
ADN al cromosoma de E. coli O157:H7 (Shaikh y Tarr, 2003). Esto puede explicar que
las cepas de E. coli O157:H7 expresen una o ambas verotoxinas, lo cual ya ha sido
documentado (Rogerie et al., 2001). Feder et al., (2003) encontraron en cerdos, ademas
de E. coli O157:H7 portadora de los genes stx1, stx2 y eaeA, la presencia del genotipo
portador de stxl y los genes de virulencia eaeA y hly, o bien, genotipos portadores de
eaeA, stxl y stx2, pero no con los cuatro genes Stx1, stx2, eaeA y hly. Asi mismo, otros
autores reportaron en canales de bovino, un aislado de E. coli O157:H7 que fue negativa
por PCR para los genes StX pero positiva para los genes de virulencia ehx y eaeA (Elder et
al., 2000). No obstante se ha reportado una mayor proporcion de cepas portadoras del gen
stx2 que del gen stx1 (Elder et al., 2000), en el presente trabajo no se encontrd la misma
proporcion, pero si hubo coincidencia con otro reporte (Heuvelink et al., 1998) donde se
menciona que la mayoria de las cepas portadoras del gen Stx2, también lo son para el gen
eaeA, ya que las cuatro cepas portadoras del gen Stx2 también fueron portadoras del gen

eacA.

Mediante PCR-RFLP del gen stx2 y con el uso de la enzima de restriccion Hae III se
buscd alguna diferencia entre los cuatro aislados que fueron caracterizados como
enterohemorragicos, no observandose diferencias en el patron de restriccion, lo que

puede sugerir que se trata de una misma cepa enterohemorragica la que puede ser
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encontrada en ambos tipos de canal, pero debido a que el producto de PCR que fue
sometido a digestion es muy pequefio, es mejor tomar las reservas del caso, aunque se ha
mencionado (De Baets et al., 2004) que existe variacion nucleotidica en el gen stx2 la

cual puede ser determinada a través de PCR-RFLP.

7.3. Discusion sobre Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es un patogeno intracelular del humano y animales
transmitido por alimentos (Schlech, 1998), puede provocar meningitis, encefalitis,
abortos espontaneos y septicemia, considerandose que la mayoria de la infecciones (99%)
se deben a alimentos contaminados (crudos y listos para comer) con este patdgeno (Mead
et al., 1999; Gombas et al., 2003; Wiedmann, 2003). L. monocytogenes se ha asociado
con infecciones invasivas de mas de 40 especies de mamiferos y aves, y es capas de
sobrevivir y multiplicarse fuera de los hospederos por largos periodos de tiempo y
soportar las condiciones estresantes del medio ambiente que matarian a otras bacterias
patogenas transmitidas por alimentos, consecuentemente ha sido aislada de una gran
variedad de fuentes ambientales como superficies de agua abiertas, suelo, aguas negras,

vegetacion y plantas procesadoras de alimentos (Fenlon, 1999).

En este estudio se determind la presencia de L. monocytogenes en muestras obtenidas
del sistema productivo de meldn de huertas en el estado de Nayarit y en las cuales no se
aplicaron BPA. Asimismo en muestras carnicas de origen bovino. El par de iniciadores

utilizado asi como las condiciones de PCR fueron adecuados ya que se pudo amplificar
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un fragmento del gen hly, el cual codifica para una hemolisina conocida como
listeriolisina O, la cual participa como factor de virulencia en la patogenia de esta
bacteria, ya que una vez que es fagocitada por el macrofago, la listeriolisina es liberada y
tiene actividad litica en el fagosoma y el microorganismo es liberado a el citoplasma del
macrofago. Este gen ha sido usado por Gray et al., (2004) como gen blanco para
identificar a L. monocytogenes. La presencia en ambos tipos de alimentos representa un
factor de riesgo sobretodo en alimentos como el melén que son consumidos en forma
directa. La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2001) sefiala que L. monocytogenes
frecuentemente puede estar presente en alimentos crudos tanto de origen animal como
vegetal, asi como en alimentos cocidos debido a contaminacion post-procesamiento. Las
muestras obtenidas del sistema productivo de meldn correspondian a dos lavados de
frutos en la huerta y una de agua obtenida del canal de riego, esto sefiala que L.
monocytogenes esta presente en el agua de riego asi como en el terreno de siembra,
siendo un flujo logico de transmision del patdégeno del agua de riego hacia la huerta,
donde los frutos de melon estan en contacto directo con el suelo (recordemos que era una

huerta donde no se aplicaron BPA como el acolchado plastico).

Mediante PCR-RFLP del gen hly y con el uso de la enzima de restriccion Mbo I se
buscd alguna diferencia entre los ocho aislados de L. monocytogenes, pero no se
observaron diferencias en el patrén de restriccion, lo cual puede sugerir que los aislados
obtenidos tanto de las muestras del sistema productivo de melon como de los productos
carnicos pertenezcan a un mismo subtipo comun entre aislados obtenidos de alimentos y

no relacionados con casos clinicos en humanos (Gray et al., 2004).
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8. CONCLUSIONES

Mediante PCR se determind de manera rdpida y confiable la presencia de
Salmonella spp., E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes tanto en muestras
de alimentos de origen carnico como de frutas y hortalizas.

Mediante PCR-RFLP del gen fliC se logré diferenciar varios serotipos de
Salmonella spp., entre ellos algunos de importancia como S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Typhi y S. Paratyphi A.

Este estudio demostr6 la utilidad de PCR-RFLP para determinar el serotipo de
aislados de Salmonella por comparacion de perfiles de restriccion de sepas de
referencia conocidas.

PCR-RFLP es una técnica rapida, simple, y reproducible y puede
potencialmente ser aplicada en la identificacion de aislados de Salmonella
obtenidos de otros sistemas agricolas y pecuarios.

Debido a que PCR-RFLP no pudo diferenciar el serotipo S. Enteritidis de los
de S. Gallinarum y S. Pullorum, la serotipificacion tradicional continta siendo
una opcion viable.

Mediante PFGE se demostréo la presencia de diferencias nucleotidicas
adicionales en aislados de Salmonella pertenecientes al mismo serotipo, lo

cual permitio separarlos en pulsotipos diferentes.
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Se determin6 mediante PFGE que los serotipos S. Enteritidis y S.
Typhimurium fueron los tnicos encontrados en los sistemas productivos de
melon y chile tipo Bell.

Se determind mediante PFGE que ambos serotipos S. Enteritidis y S.
Typhimurium estdn presentes en un mismo tipo de muestras, asi como
también pueden estar presentes en diferentes tipos de muestras y tener
diferentes pulsotipos.

La aplicacion de Buenas Practicas Agricolas en el sistema productivo de
melon demostraron que contribuyen a disminuir o evitar la presencia de
patdgenos como los estudiados en el presente trabajo.

Los resultados de esta investigacion sefialan que en los sistemas agricolas en
los cuales no se aplican BPA, puede ocurrir contaminacion por Salmonella,
representando un riesgo de salud para los agricultores y consumidores finales
de productos agricolas como el melén y chile.

Se demostrd que el agua que se usa para irrigar los cultivos hortofruticolas
puede ser una importante fuente de contaminacion por S. Enteritidis y S.
Typhimurium.

Se demostré que Salmonella puede ser transmitida por contacto directo del
agua hacia los melones y de éstos o del agua a otras partes del sistema
productivo, incluyendo a los trabajadores agricolas.

Se determind mediante PCR y PCR-multiplex la presencia de cepas de E. coli

O157:H7 enterohemorragicas tanto en canales de res como de cerdo.
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Se logr6 caracterizar mediante PCR y PCR-multiplex aislados de E. coli
O157:H7, diferenciando aquellos que son considerados cepas
enterohemorragicas de los que no son.

Las canales de bovino y las de cerdo pueden ser portadoras de E. coli
O157:H7, lo que refleja la capacidad de este patdgeno para colonizar también
a la especie porcina.

Los resultados obtenidos en este trabajo a través de la PCR constituyen un
aporte valioso en materia de inocuidad alimentaria y salud publica al
demostrar la presencia de E. coli O157:H7 enterohemorragica en estos tipos
de alimentos.

De gran utilidad result6 la PCR para determinar el grado de virulencia de los
aislados ya que permitid identificar los que fueron portadores de los genes de
virulencia verotoxinas 1 y 2 y del gen de la intimina, siendo ademéas muy
importante desde el punto de vista epidemioldgico el hecho de haber
encontrado cepas portadoras de los factores de virulencia por ser consideradas
patogenas al humano.

Si bien el gen hly de L. monocytogenes es un buen candidato para la
identificacion de este patdgeno por PCR a partir de muestras de alimentos,
otras alternativas para caracterizar patdgenos deben probarse y descartar que

se trate de cepas pertenecientes al mismo subtipo o diferente.
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RECOMENDACIONES

En relacion con el trabajo sobre E. coli O157:H7 y debido a que no se
obtuvieron muestras ambientales, ni de los trabajadores dentro de los
mataderos, asi como de las herramientas de corte que ellos utilizan, seran
necesarios estudios posteriores para descartar la existencia de fuentes externas
de contaminacion, asi como la posibilidad de contaminaciéon cruzada al
momento de la evisceracion.

De acuerdo con los resultados encontrados, se abre la posibilidad para realizar
estudios mas a fondo del destino que tendrian el tipo de cepas de E. coli
O157:H7 sobre la incidencia de enfermedades transmitidas por los alimentos,
o si bien, el proceso de coccion es suficiente para eliminar el riesgo de
contaminacion al momento del consumo de la carne contaminada con dicha

bacteria.
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APENDICES

APENDICE A

TABLA VIII

Relacidén de iniciadores usados en las reacciones de PCR para la identificacion y
caracterizacion molecular de Salmonella spp.

Gen Secuencia Tamaifo Fuente
5 —> 3’ (pb)
invA GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 287 Rahn et al (1992)

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
flic GCACAAGTCATTAATACAAACAGCC®  Aprox. Dauga etal (1998)
TTAACGCAGTAAAGAGAGGACG " 1500
sdff  GTGTTTTATCTGATGCAAGAGG © 293 Agron etal (2001)

GTTCTTCTGGTACTTACGATGA ¢

* Se adiciond la secuencia GCA en el extremo 5, ® se elimind una guanina en el extremo
3’; ¢ se elimind una timina en el extremo 5’, 4 se elimind una citosina en ambos extremos
Sy 3.
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TABLA IX
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Relacidén de iniciadores usados en las reacciones de PCR para la identificacion y
caracterizacion molecular de E. coli O157:H7

Gen Secuencia Tamafio Fuente

5 — 3 (pb)

rfbE AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 497 Desmarchelier et al
CATTGGCATCGTGTGGACAG (199

fliC GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC 625 Gannon et al (1997)
CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

stx1 CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC 302 Blanco et al (2003)
CGTGGTATAGCTACTGTCACC

stx2 CTTCGGTATCCTATTCCC * 518 Blanco et al (2003)
CTGCTGTGACAGTGACAAAACG

eaeA CAGGTCGTCGTGTCTGCTAAA 1087  Gannon et al (1993)

TCAGCGTGGTTGGATCAACCT

* se eliminaron dos guaninas en el extremo 3, ° se eliminé una citosina en el extremo 3
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APENDICE C

TABLA X

Relacidén de iniciadores usados en las reacciones de PCR para la identificacion y
caracterizacion molecular de Listeria monocytogenes

Gen Secuencia Tamafo Fuente
5 —> 3’ (pb)
hlyA.  CATCGACGGCAACCTCGGAGA 420 Fitter et al (1992)

ATCAATTACCGTTCTCCACCATTC




Relacion de aislados utilizados para los analisis de PCR-RFLP y PFGE

APENDICE D

TABLA XI

Origen Fuente Nu.mero de
aislados
Comarca
Lagunera y/o Sistema productivo de melon 12
Nayarit
Sinaloa Sistema productivo Chile Bell 13
Comarca Canales de res 17
Lagunera
Chiapas, Edo. Aves (pollo o gallina) 32
México, Puebla  (erdo 1
México humano 7
IBT-UNAM Desconocido 7
ATCC USA 3
CFPPNL Desconocido 6
Total 98

122



APENDICE E

TABLA Xl

Relacién de aislados analizados por PCR-RFLP
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Aislado Fuente Procedencia Serotipo
Frhuert3 Lavado de fruto meldn en huerta 3 CL S. Typhimurium
Cosech3 Manos cosechador en huerta 3 CL S. Typhimurium
Frmelonl Lavado de fruto melon CL S. Typhimurium
Frhuertl Lavado de fruto melon en huerta 1 CL S. Typhimurium
Frhuert2 Lavado de fruto meldn en huerta 2 CL S. Typhimurium
Aguahuert2 Agua en huerta 2 CL S. Typhimurium
Aguahuert3 Agua en huerta 3 CL S. Typhimurium
Riodrena Agua de rio en unién canal-drenaje CL S. Typhimurium
Aguahuertl Agua en huerta 1 CL S. Typhimurium
Cb39 Lavado fruto chile Bell en empaque Sinaloa S. Typhimurium
Aguario Agua de rio tomada del canal CL S. Typhimurium
Cb19 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Typhimurium
Cb22 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Typhimurium
Cb5 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium
Cb6 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium
Cb2 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium
Cb3 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium
Sa92179 Ave (pollo o gallina) SA S. Typhimurium
Cbl Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium
Carbov18 Canal de res CL S. Typhimurium
Styuaem Ave (pollo o gallina) UAEM S. Typhimurium
Carbovl16 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbovl7 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbovl14 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbovl5 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbov12 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbov13 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbov10 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbovl11 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbov8 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbov9 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbov5 Canal de res CL S. Typhimurium
Carbov7 Canal de res CL S. Typhimurium
Frmelon2 Lavado de fruto melon CL S. Typhimurium
Frmelon3 Lavado de fruto melén CL S. Typhimurium
Styphim atcc13311 | ATCC 13311 USA S. Typhimurium
Styphim1 Desconocido CFPPNL S. Typhimurium
Humanol Humano México S. Typhimurium
Sparaty atcc9150 ATCC 9150 USA S. Paratyphi A




Tabla XI1 (continuacion)
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Aislado Fuente Procedencia Serotipo
Sworting Desconocido IBT-UNAM S. Wortingthon
Carbov4 Carne de res CFPPNL Desconocido

Carbov6 Canal de res CL Desconocido

Skentuck Desconocido IBT-UNAM S. Kentucky

Styphi Desconocido IBT-UNAM S. Typhi

Carbovl Canal de res CL Desconocido

Scholera Porcino Meéxico S. Choleraesuis

SA15 Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum
SA92185 Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum
Humano?2 Humano México Desconocido

522541 Carne seca de res CFPPNL Desconocido

Carbov2 Canal de res CL Desconocido

Al4 Ave (pollo o gallina) Avimex S. Gallinarum/Pollorum
SA92181 Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum
Cb10 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Enteritidis

Cb17 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Enteritidis

Senteri atcc13076 ATCC 13076 USA S. Enteritidis

94549 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
SA3160196 Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum
T26F4 Ave (pollo o gallina) TP S. Gallinarum/Pollorum
T26F4A Ave (pollo o gallina) TP S. Gallinarum/Pollorum
A6160196 Ave (pollo o gallina) Avimex S. Gallinarum/Pollorum
T16F4 Ave (pollo o gallina) TP S. Gallinarum/Pollorum
94517 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
AL11F8 Ave (pollo o gallina) Avimex S. Gallinarum/Pollorum
92177A Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
92160P Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
931034H Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
92177 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
95755 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
92277 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
92719 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
95773 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
Humano6 Humano México S. Enteritidis

Humano?7 Humano México S. Enteritidis

Humano4 Humano México S. Enteritidis

Humano5 Humano México S. Enteritidis

Humano3 Humano México S. Enteritidis

95773A Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum
Carbov3 Canal de res CL Desconocido

SA011B Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum
S. Stanley Desconocido IBT-UNAM S. Stanley
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TABLA X111

Relacién de aislados analizados por PFGE
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Aislado Fuente Procedencia Serotipo Pulsotipo
931034H Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 1
92177 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 1
92277 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 1
92160P Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 2
92177A Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 3
95529 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
94517 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
T26F4 Ave (pollo o gallina) TP S. Gallinarum/Pollorum 4
A6160196 Ave (pollo o gallina) Avimex S. Gallinarum/Pollorum 4
95580 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
95321 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
92178HBC Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
95568 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
94549 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
SAT125A Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
95773 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 4
SA3160196 Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum 5
T26F4A Ave (pollo o gallina) TP S. Gallinarum/Pollorum 6
Cbl17 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Enteritidis 6
Cb26 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Enteritidis 6
Cb32 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Enteritidis 6
Cb10 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Enteritidis 7
A11F8 Ave (pollo o gallina) Avimex S. Gallinarum/Pollorum 8
522541 Carne seca de bovino CFPPNL S. Enteritidis 9
2AST Carne de bovino CFPPNL S. Enteritidis 10
95773A Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 11
92719 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 11
Al4 Ave (pollo o gallina) Avimex S. Gallinarum/Pollorum 12
SA92185 Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum 13
SA15 Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum 14
521862 Pasta de pollo CFPPNL S. Gallinarum/Pollorum 15
94601 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Gallinarum/Pollorum 16
Cbl Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium 17
Cb6 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium 17
Cb3 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium 17
Cb25 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Typhimurium 17
Cb2 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium 17
Cb5 Agua de canal, Sist. Prod. Chile Bell Sinaloa S. Typhimurium 17
519504 Carne de bovino CFPPNL S. Typhimurium 18




TABLA XIII (continuacion)

126

Aislado Fuente Procedencia Serotipo Pulsotipo
S.tyuaem Ave (pollo o gallina) UAEM S. Typhimurium 19
Cb19 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Typhimurium 20
Cb22 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa S. Typhimurium 20
Cb39 Lavado fruto chile Bell en empaque Sinaloa S. Typhimurium 20
95736 Ave (pollo o gallina) CBVF S. Typhimurium 21
SA92179 Ave (pollo o gallina) SA S. Typhimurium 22
C17 Desconocido IBT-UNAM | No es Salmonella

Cb35 Lavado fruto chile Bell en campo Sinaloa No es Salmonella

SAO011B Ave (pollo o gallina) SA S. Gallinarum/Pollorum 23
S. Cholera Porcino México S. Choleraesuis 24
C20 Humano IBT-UNAM S. Typhi 25
Carbov4 Carne de bovino CFPPNL No determinado 26
C39 Desconocido IBT-UNAM | Desconocido 27
C2 Desconocido IBT-UNAM S. Arizonae 28
CI15 Desconocido IBT-UNAM S. Arizonae 28
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ABSTRACT

A study was conducted in 2006 to determine the prevalence of Salmonella spp. on three cantaloupe farms in
Matamoros, Coahuila, Mexico, and on one farm that cultivates chile peppers var. Bell in Culiaca’n, Sinaloa, Mexico.
Samples from cantaloupe farms consisted of cantaloupe rinses, irrigation water, water from furrows in the field, and
workers’ hands. Samples from the chile pepper farm consisted of rinses of chile peppers obtained at the field, pepper
rinses obtained at the packing house, and irrigation water from the field. A total of 55 samples were obtained from both
production systems. Twelve and 10 samples from the cantaloupe and chile pepper production systems, respectively,
tested positive for Salmonella according to a traditional culture method. The difference between the proportion of
Salmonella-positive samples from the cantaloupe production system (12 of 28 = 0.43) and the chile pepper production
system (10 of 27 = 0.37) was not statistically significant (P > 0.05). Results from a PCR-restriction fragment length
polymorphism (RFLP) method based on the fliC gene to determine the serotype of the isolates showed that Salmonella
Typhimurium was the only serotype found associated with the cantaloupe production system, whereas both Salmonella
Typhimurium and Enteritidis serotypes were found associated with the chile pepper production system. Results showed
that 91 (20 of 22) and 9% (2 of 22) of the isolates from both agricultural systems matched with the Salmonella
Typhimurium and Salmonella Enteritidis reference strain restriction profiles, respectively. This study demonstrates the
utility of the PCR-RFLP technique for determining the serotypes of Salmonella isolates obtained from cantaloupe and
chile pepper production systems.
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RESUMEN

Muchos de los brotes causados por Escherichia coli O157:H7 se han asociado al
consumo de carne bovina mal cocida, pero también se ha reportado su presencia en la
carne de otros animales domésticos. En México existe poca informacién sobre la
presencia de este patégeno en canales de res y de cerdo. El objetivo de este estudio fue
determinar la presencia de E. coli O157:H7 en canales de res y cerdo y su caracterizacion
mediante PCR. De un total de 18 aislados, 12 fueron positivas por PCR para los genes
rfbE y fliC que determinan el serotipo O157:H7. De estos 12, uno de canal de res y tres
de canales de cerdo fueron positivos por PCR para los genes Stx1, stx2 y eaeA, por lo que
fueron considerados como enterohemorragicos. Las diferencias encontradas en el nimero
de canales positivas para los genes caracterizados no fueron estadisticamente
significativas, y los resultados sefialan que E. coli O157:H7 puede ser encontrada en
ambos tipos de canal, representando un riesgo para la salud, por lo que se deben tomar
medidas mas estrictas de higiene y manejo para evitar que canales que no cumplan con el
carécter de inocuidad lleguen a los consumidores finales.

Palabras clave: Bovinos, cerdos, E. coli O157:H7, enterohemorragica, caracterizacion
molecular, PCR
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ABSTRACT

Species belonging to the genus Salmonella are an important cause of enteric fevers,
gastroenteritis, and septicemia, and the pathogens are commonly transmitted through
contaminated food. In this study, PCR amplification of a 287-bp region of the invA gene was
compared to a microbiological technique to determine the presence of Salmonella in retail beef
and in cantaloupe rinse samples. Both methods showed the same level of sensitivity, detecting 1
CFU/25 g of meat after enrichment for 24 h at 42°C. The presence of Salmonella was determined
in 50 commercial top sirloin beef samples that were not artificially inoculated. Three samples
were positive by the microbiological method, and these same three samples and an additional
sample were positive by the PCR. Both methods were also used to test surface rinses of
cantaloupes collected from 4 farms in Nayarit, Mexico. Salmonella was detected by the
microbiological method in nine of 20 samples (45%), whereas the pathogen was detected by the
PCR in 11 samples (55%). This study demonstrates the utility of the PCR targeting the invA gene
to determine the presence of Salmonella spp. in beef and cantaloupe samples.

Key words: Salmonella, detection, PCR, meat, cantaloupe
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