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RESUMEN

Algunos animales productores de alimentos pueden representar importantes reservorios
de Salmonella. En México, este patégeno ha sido aislado de heces de ganado y canales
de bovino en rastro, sin embargo la informacién disponible no es suficiente para estimar
su prevalencia en las canales de bovino. Durante el procesamiento de la carne
Salmonella puede adherirse a las superficies y formar biopeliculas dificiles de remover,
a partir de las cuales puede transferirse a la carne por mecanismos de contaminacién
cruzada. El objetivo del presente trabajo fue investigar la presencia de Salmonella spp.
en canales de bovino, caracterizar sus propiedades de resistencia antimicrobiana y de
adhesion, y compararlas con organismos sustitutos no patégenos. Se aislé Salmonella a
partir de 78 (15.4%) canales de bovino (n=505) en cuatro rastros municipales de Jalisco.
Los serotipos mas prevalentes fueron Salmonella enterica Give (24.4%), Salmonella
Typhimurium (17.9%) y Salmonella Grupo B (14.1%). El mayor porcentaje de los
aislamientos (46.2%) fueron resistentes a tetraciclina. La resistencia antimicrobiana fue
mas comun en Salmonella Typhimurium, el 93% de los aislamientos de este serotipo
fueron resistentes al menos a cinco antimicrobianos. Con respecto a las propiedades de
adhesion, en las tres superficies estudiadas (acero inoxidable, latex y poliestireno) se
observaron diferencias (P<0.05) en la cantidad de biopelicula formada por Salmonella y
E. coli después de 24 horas y 7 dias. Los valores de biopeliculas de E. coli quedaron
comprendidos en los rangos observados para Salmonella. Los serotipos de Salmonella
con mayor capacidad para producir biopeliculas en las tres superficies fueron S.
Bovismorbificans y S. Give. Se investigé la influencia de la topografia y composicion
superficial de la canal en el grado de adhesion de Salmonella y E. coli inoculadas en
musculo, fascia, tendén, grasa y hueso almacenados a temperatura ambiente (TA) y
temperatura alternada (TA-R-TA). No se observaron diferencias (P>0.05) entre la fuerza
de adhesion (Sr) de Salmonella y E. coli en todos los tejidos y temperaturas por lo que
la topografia y composicion superficial de los tejidos no influyé en la adhesion de las
bacterias. Se comparoé la capacidad de agentes surfactantes para remover Salmonella y
E. coli adheridas a la superficie de musculo, fascia y hueso después de almacenar los
tejidos inoculados a TA y TA-R-TA. La fascia fue el tejido con el menor porcentaje

(P<0.05) de bacterias fuertemente adheridas. No hubo diferencias (P>0.05) entre los

XVii



valores de SR de Salmonella y E. coli después de los tratamientos con surfactantes. Es
necesario adoptar medidas para reducir la prevalencia de Salmonella en canales de
bovino en rastros municipales y estrategias para controlar la propagaciéon de patégenos
resistentes a los antibidticos. El grupo de cepas de E. coli biotipo I mostraron
propiedades de adhesién similares a Salmonella, por lo que tienen potencial para ser
utilizadas como sustitutos del patégeno en la validacién de tratamientos de

descontaminacion de canales de bovino.
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ABSTRACT

Some food producing animals may represent important Salmonella reservoirs. In
Mexico, this pathogen has been isolated from cattle feces and beef carcasses at abattoir;
however the information available is not enough to estimate its prevalence on beef
carcasses. During the processing of the meat Salmonella can adhere to the surfaces
forming biofilms difficult to remove, from which it can be transferred to the meat
through cross contamination mechanisms. The purpose of this study was to investigate
the prevalence of Salmonella spp. on beef carcasses, to characterize its antimicrobial
resistance and adhesion properties, and to compare them to nonpathogenic surrogate
organisms. Salmonella was isolated form 78 (15.4%) beef carcasses (n=505) at four
municipal abattoirs from Jalisco. The most prevalent serotypes were Salmonella enterica
Give (24.4%), Salmonella Typhimurium (17.9%) y Salmonella Grupo B (14.1%). The
highest percentage (46.2%) of isolates was resistant to tetracyclin. Antimicrobial
resistance was more common in Salmonella Typhimurium, and 93% (13 of 14) of the
isolates of this serotype were resistant to at least five antimicrobials. Regarding to the
adhesion properties, there were observed differences (P<0.05) on the three inert studied
surfaces (stainless steel, latex and poliestirene) on the quantity of formed biofilm by
Salmonella and E. coli after 24 h and 7 days. The E. coli biofilm values were included
within the ranges for Salmonella. The Salmonella serotypes with better ability to
produce biofilms on the three surfaces were S. Bovismorbificans y S. Give. It was
studied the influence of the topography and superficial composition on the degree of
adhesion of Salmonella and E. coli inoculated on muscle, fascia, tendon, fat and bone
stored to environment temperature (TA) and on alternate temperature (TA-R-TA). There
were no observed differences (P>0.05) between the strength of adhesion (SrR) of
Salmonella and E. coli in all tissues and temperatures so that the topography and
superficial composition of the tissues did not influence the adhesion of bacteria. The
ability of surfactants agents was compared to remove Salmonella and E. coli adhered to
the surface of muscle, fascia and bone after the storage of the inoculated tissues to TA
and TA-R-TA. Fascia was the tissue with less percentage (P<0.05) of strongly attached
bacteria. There were no differences between the SR values of Salmonella and E. coli

after the treatments with surfactants. Action is needed to reduce the prevalence of
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Salmonella on beef carcasses in municipal abattoirs and strategies to control the spread
of resistant pathogens to antimicrobials. The group of strains of E. coli biotype I showed
similar adhesion properties to Salmonella, so they have the potential to be used as

surrogates of the pathogen on the validation of decontamination treatments of beef

carcasses.
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1. INTRODUCCION

Salmonella es una de las bacterias patégenas mds importantes en todo el mundo.
En Estados Unidos de América (EUA), los Centros para el Control y Prevencién de
Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) recientemente estimaron que Salmonella
no tifoidea es responsable de aproximadamente un millén de enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) cada ano (11% del total reportado) y es la principal causa de
hospitalizaciones (35% del total) y de muertes (28% del total) (Scallan et al., 2011). En
Meéxico, Salmonella es el patdgeno bacteriano mds cominmente citado como causa de
infecciones gastrointestinales y un total de 120,414 casos de salmonelosis fueron
reportados en 2010 al Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y Control del

Enfermedades (Secretaria de Salud, 2010).

El principal reservorio de Salmonella son los animales productores de alimentos
(Callaway et al., 2008), el patdgeno puede ser transmitido del contenido intestinal y piel
de los bovinos a las canales durante el proceso de sacrificio y faenado (Barkocy-
Gallagher et al., 2003). La prevalencia de Salmonella en canales de bovino en EUA ha
sido reportada que va del 1.4 al 58.0% en la etapa de pre-evisceracién y antes de la
aplicacion de intervenciones antimicrobianas en EUA (Beach et al., 2002; Bosilevac et
al., 2009; Sofos et al., 1999a). En otros estudios realizados en el mismo pais, se estimo
que las canales de bovino que recibieron tratamientos antimicrobianos pre- o post-
evisceracion, tuvieron una prevalencia de Salmonella entre 0.0 y 3.0% (Bacon et al.,
2002; Rivera-Betancourt et al., 2004; Sofos et al., 1999b). En un estudio previo
realizado en un rastro municipal en nuestro pais (Estado de Hidalgo), Salmonella fue
encontrada en el 14% de las canales de bovino que no habian recibido tratamientos
antimicrobianos (Herndndez-San Juan et al., 2007). Sin embargo, no existe suficiente
informacion disponible para estimar la prevalencia de Salmonella en canales de bovino

en México, de ahi el presente trabajo.



La serotipificacion ofrece una oportunidad para poder establecer una probable
asociacion entre las cepas de Salmonella presentes en alimentos de origen animal y en
casos humanos de salmonelosis (USDA, 2011b; van Duijkeren et al., 2002). En Estados
Unidos durante el 2009, los serotipos de Salmonella mds comunmente aislados de
canales de bovino fueron S. Montevideo, S. Give y S. Newport (USDA, 2011b). En
contraste, S. Enteritidis, S. Typhimurium y S. Newport fueron los serotipos mads
frecuentemente aislados de infecciones humanas durante el mismo afio (CDC, 2010). En
Meéxico, S. Anatum, S. Meleagridis, S. Agona y S. Typhimurium fueron los serotipos
mas comunmente encontrados en el ganado bovino y carne de res al menudeo del 2000
al 2005 (Zaidi et al., 2006, 2008) y S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi, y S. Agona
fueron los serotipos mds comunmente aislados de infecciones humanas de 1972 a 1999

(Gutierrez-Cogco et al., 2000).

La emergencia de aislamientos de Salmonella multirresistentes, entre los animales
y humanos ha sido documentada y representa un problema de salud publica. Algunos
reportes han indicado que el uso de antimicrobianos en la produccién animal para el
tratamiento enfermedades, la profilaxis y para la mejora del crecimiento promueven la
seleccidn de bacterias resistentes, aunque el impacto de estos usos en la salud humana no
estd claramente entendido (Mathew et al., 2007, WHO, 2008). La resistencia de
bacterias patdgenas a los antimicrobianos utilizados en la terapia humana puede resultar
en una disminucién de la eficacia de esos farmacos contra infecciones y puede
subsecuentemente amenazar la salud publica. De acuerdo con la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (WHO, 2008), los programas de vigilancia son necesarios para
monitorear la prevalencia y resistencia antimicrobiana de aislamientos de Salmonella de
animales, humanos y alimentos. Estos programas pueden ser utiles para desarrollar
politicas de salud publica para la regulacion de los medicamentos utilizados en animales
productores de alimentos y diseflar medidas de control para evitar la propagacién de

bacterias multirresistentes (Whichard et al., 2010; WHO, 2008).



Por otra parte, durante el procesamiento de los alimentos, las bacterias patégenas
se pueden adherir a las superficies con la subsecuente formacién de biopeliculas,
representando un problema ya que son dificiles de remover y pueden reducir la eficacia
de los tratamientos de sanitizacion. (Young, 2006). Las biopeliculas pueden influir en la
persistencia de las bacterias durante el procesamiento de alimentos y servir como fuentes
potenciales de contaminacién, con ello provocar el deterioro de los alimentos o
transmision de enfermedades (Poulsen, 1999). En el proceso de adhesion entre los
microorganismos y las superficies vivas o inertes interactian fuerzas de atraccion,
interacciones hidrofébicas y adhesivos de la superficie bacteriana como flagelos,
fimbrias y adhesinas no fimbriales. La carga eléctrica y la hidrofobicidad de la superficie
bacteriana se han relacionado con su capacidad de adherirse a las superficies (Liu et al.,
2004).

También se ha encontrado que la topografia superficial del alimento juega un
papel importante en la adhesion. La superficie irregular, topografia y composicion de las
canales de bovino varia segin el tejido que compone las diferentes dreas de la canal;
algunas facilitan grandemente esta adhesion tales como el tejido muscular (Bouttier et
al., 1997; Dickson and Koohmaraie, 1989; Medina, 2004). Debido a lo anterior resulta
muy importante encontrar métodos para reducir la adhesion, remover y destruir las
bacterias patégenas adheridas a la superficie de las canales y con ello mejorar la calidad
microbioldgica e inocuidad de la carne de bovino. Realizar estos estudios utilizando
organismos sustitutos de patégenos (Busta et al., 2003) permitird su aplicacion para
validar la eficacia de tratamientos para el control de patégenos en los rastros, ya que
pueden representar su reduccion bajo condiciones de operacion comercial y en donde no
se pueden introducir patégenos por cuestiones de bioseguridad. La utilizacién de cepas
de E. coli biotipo I como sustitutos de Salmonella y E. coli O157:H7 fue propuesta en la
validacion de tratamientos con agua caliente y 4cido lactico en canales de bovino
(Cabrera-Diaz et al., 2009; Marshall et al., 2005) ya que mostraron propiedades de
resistencia térmica y al acido l4ctico similares a las bacterias patégenas. Por ello se
consideré que podrian ser utilizadas también en la aplicaciéon de tratamientos con
agentes surfactantes para facilitar la remocion de Salmonella en la superficie de canales

y en un futuro validar estos tratamientos en instalaciones comerciales.



2. HIPOTESIS

Diversos serotipos de Salmonella resistentes a antimicrobianos contaminan las
canales de bovino que se producen en Jalisco; estos serotipos poseen propiedades de
adhesion similares a las de aislamientos de Escherichia coli biotipo I propuestos como
sustitutos del patégeno y pueden ser removidos de la superficie de la canal utilizando

agentes surfactantes.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Investigar la presencia de Salmonella spp. en canales de bovino y caracterizar sus
propiedades de resistencia antimicrobiana, asi como de adhesion compardndolas con las

de organismos sustitutos no patégenos.

3.2 Objetivos particulares

1. Determinar la presencia y patrones de resistencia antimicrobiana de serotipos de
Salmonella aislados de canales de bovino.

2. Determinar la concentracién de bacterias indicadoras de calidad sanitaria en
canales de bovino en rastros.

3. Comparar las propiedades de adhesion entre serotipos de Salmonella aislados de
canales de bovino y cepas de Escherichia coli biotipo I previamente propuestas
€cOmMo organismos sustitutos.

4. Estudiar la influencia de la topografia y composicién superficial de la canal de
bovino en el grado de adhesion de serotipos de Salmonella y de E. coli biotipo 1.

5. Comparar la capacidad de agentes surfactantes para remover Salmonella y E. coli

biotipo I de la superficie de canales de bovino.



4. JUSTIFICACION

Jalisco es uno de los principales estados ganaderos del pais. En 2010 conté con un
inventario de 2°620,863 cabezas de bovino para carne representando el tercer lugar
nacional después de Veracruz y Chiapas (SIAP, 2010). En produccién de carne de
bovino, la entidad ocup6 el segundo lugar nacional en 2008 con el 10.81% (180,292 ton)
de la produccion nacional (SAGARPA, 2010). Por lo anterior, resulta muy importante
desarrollar un estudio que aporte informacion sobre la presencia y caracteristicas de
patégenos zoondticos como Salmonella en una de las principales zonas ganaderas del
pais, ya que la informacién disponible en la actualidad es escasa (Herndandez-San Juan et
al., 2007; Zaidi et al., 2008; Zaidi et al., 2006). Al realizar el estudio sobre la
contaminacion por Salmonella en canales de bovino producidas en la entidad es posible
identificar los serotipos de Salmonella mds frecuentes en este punto de la cadena de
produccién y determinar sus patrones de resistencia antimicrobiana, asi como conocer la
magnitud de la presencia de cepas multirresistentes que pueden llegar al consumidor a
través de la carne de res con un impacto en la salud publica. Todo ello permitird

contribuir al estudio de la epidemiologia del patégeno en nuestro medio.

La presencia de Salmonella en las canales de bovino representa uno de los
mayores retos para la industria de la carne en lo que a inocuidad se refiere. Resulta util
estudiar algunas de las propiedades de adhesion de los serotipos de Salmonella mas
prevalentes en este alimento y compararlas con las de cepas de E. coli biotipo I que ya
han sido previamente propuestas como sustitutos del patégeno para la validaciéon de
tratamientos antimicrobianos. Es importante determinar si estas cepas también pueden
ser utilizadas para la validacion de tratamientos que tengan por objeto facilitar la
remocion del patégeno en superficies de la canal de bovino, al responder de manera
similar ante estos tratamientos. Resulta también importante estudiar la influencia que

ejercen la topografia y la composicién superficial de la canal de bovino en la adhesién y



remocion del patégeno y de los organismos propuestos como sustitutos, ademads
describir aspectos significativos de la interaccion superficial patégeno-alimento que
deban ser tomados en consideracion para el desarrollo de tratamientos eficaces para su
remocion o inactivacion, asi como para el desarrollo de procedimientos que validen la

eficacia de dichos tratamientos.



S. ANTECEDENTES

5.1 Salmonella: caracteristicas generales

Salmonella es un bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae que es
generalmente movil, aerobio o anaerobio facultativo. Tipicamente las salmonelas
catabolizan D-glucosa y otros carbohidratos con produccién de dcido y gas, son oxidasa
y catalasa negativas, generalmente producen sulfuro de hidrégeno, descarboxilan la
lisina y ornitina, y no hidrolizan la urea. Se reconocen biotipos o biovares, esto debido a
que existen diferencias en las reacciones bioquimicas de algunas cepas, pertenecientes
incluso al mismo serotipo (cepas ornitina negativa o lactosa positiva). Contiene una gran
cantidad de antigenos, los cuales son somdticos (O), de naturaleza polisacdrida y
flagelares (H), de origen proteico (Ferndndez-Escartin, 2008) y Vi (capsular), este
ultimo contenido solamente en S. Typhi, S. Dublin y algunas cepas de S. Paratyphi C.
Los miembros de este género son mdviles por flagelos peritricos, pero existen serotipos
inmodviles que carecen de flagelos, tales como Salmonella enterica serotipo Pullorum y
S. enterica serotipo Gallinarum y cepas no moviles como resultado de flagelos
disfuncionales (D'Aoust et al., 2001). También se observan en algunos serotipos
diferencias en la susceptibilidad a las lisis por fagos. Todos los anteriores son empleados
como base para su identificacién en serotipos, biotipos y fagotipos respectivamente.
Ademas para estos fines también son utiles para refinar la identificacion, la produccién
de bacteriocinas y el perfil de plasmidos, asi como las pruebas moleculares (Ferndndez-

Escartin, 2008).

La nomenclatura del género Salmonella ha progresado a través de esquemas
taxondmicos basados en pruebas bioquimicas y caracteristicas serolégicas propuestas
originalmente por Kauffmann-White y en principios de taxonomia numérica y
homologia del DNA (CDC, 2008; D'Aoust et al., 2001). El CDC adopté como oficial el

esquema propuesto por la OMS para la nomenclatura del género Salmonella, el cual

8



contiene dos especies con una variedad de serotipos cada una: S. enterica y S. bongori,
que anteriormente era subespecie V. Salmonella enterica se subdivide en seis
subespecies, referidas con nimeros romanos y un nombre (I, S. enterica subsp. enterica;
IT S. enterica subsp. salamae; Illa S. enterica subsp. arizonae; IlIb, S. enterica subsp.
diarizonae; IV, S. enterica subsp. houtenae y VI, S. enterica subsp. indica) (Brenner et
al., 2000; CDC, 2004). Las subespecies de S. enterica se diferencian bioquimicamente y
por relaciones gendmicas. En la subespecie I, el CDC usa los nombres para serotipos y
las formulas antigénicas para serotipos no nombrados descritos después de 1966 en las
subespecies II, IV y VI (Brenner et al., 2000; CDC, 2008). En la subespecie 1 se
encuentran los serotipos que causan enfermedad en humanos y animales de sangre
caliente como S. enterica serotipos Enteritidis, Typhimurium, Typhi, Parathyphi,
Choleraesuis, Sendai y Abortosovis. En las subespecies Il a VI se ubican los serotipos
aislados de animales de sangre fria y del ambiente. S. bongori se sitia en la subespecie

V (Brenner et al., 2000; Fernandez-Escartin, 2008).

Con respecto a las condiciones para su desarrollo, la temperatura Optima es de
37°C, algunas cepas muestran capacidad para crecer en alimentos almacenados a 2-4°C,
otras pueden crecer a temperaturas elevadas (< 54°C). Valores cercanos a la neutralidad
son mds favorables para su multiplicacion activa, sin embargo se ha demostrado su
adaptabilidad fisiologica para proliferar a valores de pH de 4-5 y hasta 9.5 (D'Aoust et
al., 2001). El pH minimo para desarrollarse es afectado por la naturaleza del 4cido,
serotipo, temperatura de incubacion, entre otras condiciones. La actividad de agua (Aa)
Optima para su desarrollo es alrededor de 0.99, siendo 0.93 su limite minimo para
desarrollar, aunque el microorganismo es inhibido generalmente en presencia de 3-4%

de NaCl (D'Aoust et al., 2001).

5.2. Importancia de Salmonella como causante de ETA

Las infecciones causadas por Salmonella en humanos y animales representan un
problema mayor de salud publica en todo el mundo. Algunos serotipos como S. Typhi y

S. Paratyphi estdn altamente adaptados a humanos, mientras que los serotipos no



tifoideos tienen una diversidad de reservorios animales (Chiu et al., 2004a, b). En EUA
se estima un millén de casos anuales de enfermedad por Salmonella no tifoidea (11% del
total reportado) y son la principal causa de hospitalizaciones (35% del total) y de
muertes (28% del total) (Scallan et al., 2011). Los vehiculos mas comunes fueron huevo,
carnes de pollo, bovino y cerdo, productos lacteos, frutas y hortalizas (CDC, 2006). Se
considera que el nimero de brotes y casos reportados representa solo una pequeia
proporcion de los que realmente ocurren debido a fallas en los sistemas de identificacién
y notificacién. De acuerdo con datos de la Secretaria de Salud de México, el nimero
total de casos de salmonelosis reportados al Centro Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica y Control de Enfermedades en 2010 fue de 120,414 (Secretaria de
Salud, 2010). Segtin Zaidi et al. (Zaidi et al., 2006), en México no se cuenta con
estadisticas nacionales certeras de infecciones por Salmonella, ya que con frecuencia el
diagndstico se basa solo en el cuadro clinico del paciente, sin estudios microbiolégicos

para la obtencion de un diagndstico completo.

5.3. Reservorios de Salmonella

El habitat de Salmonella es el tracto intestinal de humanos, animales de granja,
aves, reptiles e insectos. Las tasas de prevalencia de Salmonella en pollos varian mucho,
se ha reportado en EUA, Canadd y Japon valores que van del 4.3 al 30% (Arsenault et
al., 2007; Bailey et al., 2001; Siemon et al., 2007); mientras que en cerdos la prevalencia
ha sido reportada entre 3.4 y 54% (Duggan et al., 2010; Funk et al., 2001; Hurd et al.,
2004; Oliveira et al., 2005; Vieira-Pinto et al., 2006). En México, Salmonella ha sido
aislada del 17% de muestras de contenido intestinal de pollos (Zaidi et al., 2008); del 42
al 53% del contenido intestinal de cerdos (Rodriguez-Buentfil et al., 2006; Zaidi et al.,
2008) y del 27% de nddulos linfaticos de cerdos al momento del sacrificio (Talavera-
Rojas et al., 2007). En nuestro pais, se ha aislado también de muestras de materia fecal
de pollos (39.6%), vacas (32.5%) y borregos (25.0%) (Jimenez et al., 2010). La mayor
cantidad de estudios en nuestro pais, han sido enfocados al estudio en pollos y cerdos
como reservorios, pero es limitada la informacion que existe sobre la prevalencia del

patégeno en ganado bovino.
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En EUA se documenta constantemente la prevalencia de Salmonella en bovinos a
fin de medir el impacto de las medidas de control implementadas desde la crianza hasta
el sacrificio. En ese pais, el patdgeno ha sido recuperado del 4.4% de las muestras
fecales de bovinos en tres plantas de sacrificio ubicadas en el Medio Oeste (Barkocy-
Gallagher et al., 2003), del 6.3% de las muestras fecales recolectadas de bovinos en 73
ganaderias localizadas en 12 estados (Dargatz et al., 2003), del 18% de las muestras
fecales obtenidas en una granja de gran capacidad (>65,000 cabezas) y del 46% de las
heces de los bovinos procedentes de la misma granja cuando arribaron al rastro (Barham
et al., 2002). En un estudio realizado en ese pais en un tamafo pequefio de muestras
(n=50) se report6 Salmonella en el 70% de las muestras rectales (Bischoff et al., 2004).
En otros paises como Australia, Irlanda del Norte y Gran Bretaiia, Salmonella ha sido
aislada del 6.8%, del 3% y 5.3% de las muestras fecales de bovinos recolectadas en
rastros, respectivamente (Arthur et al., 2007; Davies et al., 2004; Fegan et al., 2004;
Madden et al., 2007).

Se ha establecido que la piel de los bovinos muestra una alta frecuencia de esta
bacteria y esto se puede deber a la contaminacion de los animales en los corrales y
durante el transporte debido a la falta de practicas higiénicas en la granja y durante el
transporte y el descanso de los animales en el rastro, que permiten la contaminacién de
la piel de los bovinos y ésta a su vez constituye una fuente de contaminacién a las
canales durante el proceso de sacrificio. Apoyando esta afirmacion se ha aislado a
Salmonella del 40% al 89.6% de la piel de bovinos presentados para sacrificio (Arthur et
al.,, 2007; Barkocy-Gallagher et al., 2003; Brichta-Harhay et al., 2008; Rivera-
Betancourt et al., 2004) y se ha demostrado que su presencia aumenta durante el
transporte de los animales (Barham et al., 2002). En México los pocos estudios
relacionados con bovinos han reportado la presencia de Salmonella en el 21% de las
muestras de contenido intestinal de los animales en el rastro (Zaidi et al., 2008). Aunque
esta frecuencia de aislamiento es mayor a la reportada en otros paises, es necesario
realizar més estudios para determinar la importancia de los bovinos como reservorios de

Salmonella, pero sobre todo, con un enfoque que permita estudiar los factores que
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influyen en su presencia y distribucién para poder proponer medidas de control acordes

a nuestra realidad.

5.4. Resistencia antimicrobiana de Salmonella

Ademads de la importancia que tiene la presencia de Salmonella en los alimentos,
existe preocupacion por el impacto a la salud publica que implica la capacidad de
resistencia a antibidticos presente en el microorganismo. Numerosos estudios han
revelado un rdpido aumento en la incidencia de la resistencia antimicrobiana e incluso la
emergencia de cepas multirresistentes de Salmonella proveniente de animales y
alimentos de origen animal (CDC-NARMS, 2012a; EFSA-ECDC, 2012; Hur et al.,
2012; |Institute of Medicine, 1998) y humanos (CDC-NARMS, 2012b; Molbak et al.,

1999). La OMS destaco el preocupante aumento en la incidencia de cepas resistentes de
Salmonella y publicé una estrategia mundial para contener la resistencia antimicrobiana

(WHO, 2001).

En EUA se estableci6 en 1996 el Sistema Nacional de Monitoreo de la
Resistencia Antimicrobiana para Bacterias Entéricas (NARMS, por sus siglas en inglés),
como un esfuerzo de colaboracién entre el CDC, FDA y USDA (CDC-NARMS, 2006).
El sistema de vigilancia inici6 para monitorear los cambios en las susceptibilidades de
patdgenos zoonodticos en animales, productos animales y humanos. En el 2003, en su
reporte anual, el CDC reporté una tendencia en la resistencia a antimicrobianos
clinicamente importantes (por ejemplo, fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera
generacion); 2% de los aislamientos de Salmonellas no Typhi en ese afio fueron
resistentes a la cefalosporina de tercera generacion y al ceftiofur (una droga animal)
comparados con el 0.2% en 1996. La resistencia a la ceftriaxona (cefalosporina de
tercera generacion), se incrementd de cero en 1996 a 0.4% en 2003 (IFT, 2006). En
2010, el NARMS reportd que el 2.0% de los aislamientos de Salmonella no tifoidea
fueron resistentes al acido nalidixico y el 2.8% a la ceftriaxona (CDC-NARMS, 2012b).
El serotipo de Salmonella més reconocido en enfermedades animales y de humanos es S.
Typhimurium y de particular preocupacién es el incremento de aislamientos de S.

Typhimurium multirresistente a firmacos (denominados MDR) incluyendo el fagotipo
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definitivo 104 (denominado DT104). Esta cepa es normalmente resistente a por lo
menos cinco agentes antimicrobianos: ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfonamidas y tetraciclina, perfil de resistencia denominado ACSSuT y su prevalencia
en S. Typhimurium se increment6 de 0.6% en 1979-1980 a 34% en 1996 en EUA (IFT,
2006).

Este aumento en la resistencia ha sido atribuido en parte al uso de antibidticos en
la cria intensiva de ganado para promover el crecimiento y mejorar la conversion
alimenticia. Se ha establecido que la administracion de antibidticos a los animales a
través de los piensos, se realiza con un doble fin: como terapia antibidtica donde se
administra el farmaco en concentraciones relativamente elevadas, lo cual no se hace en
forma adecuada; o bien, como aditivo para promover el crecimiento animal en
concentraciones subterapéuticas, para favorecer el control de la microbiota bacteriana y
con ello lograr una mayor aprovechamiento de los nutrientes y aumento considerable del
peso (APUA, 2010; Cancho Grande, 2000; WHO, 1997). Desafortunadamente la
mayoria de los antibidticos usados en alimentos para animales también son usados para
tratar enfermedades humanas, ejemplos de ellos son: las tetraciclinas, sulfonamidas,
penicilinas, macrdlidos, fluoroquinolonas, cefalosporinas, aminoglucésidos (gentamicina
y kanamicina), cloranfenicoles y estreptograminas (Alcaine et al., 2007; IFT, 2006). La
utilizacién de antibidticos en la crianza animal con naturaleza quimica similar a los
usados en humanos, con desarrollo potencial de resistencia a los antibidticos de uso
humano (WHO, 2002). Ademds, estd bien establecido que el uso prolongado de
antimicrobianos en bajas concentraciones presenta el riesgo de no destruir
completamente a las bacterias patégenas y por consecuencia, promover la seleccion de
poblaciones resistentes. Los genes de resistencia pueden transmitirse de una bacteria a
otra (Mathew et al.,, 2007) y la preocupacién aumenta en aquellos casos en donde
existen pocos antimicrobianos disponibles para el tratamiento de patégenos resistentes.
Con todo esto, se ha favorecido la liberacion al medio ambiente de bacterias resistentes
con potencial zoondtico como Campylobacter spp., Salmonella spp. y Enterococcus
spp., ademds de que en los piensos medicados se puede originar la presencia de residuos

de antibidticos en los alimentos de origen animal destinados al consumo humano, con
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consecuencias clinicas, hematoldgicas, bioquimicas, anatomopatoldégicas e incluso la

muerte (Cancho Grande, 2000; WHO, 2008).

La informacién disponible en México sobre patrones de resistencia a
antimicrobianos en cepas de Salmonella ain es limitada. Flisser et al (Flisser et al.,
2002) reportaron un incremento en el porcentaje de aislamientos multirresistentes de S.
Typhimurium de 1990 a 1999 en nuestro pais. Por otro lado, se realiz6 un estudio con 17
diferentes serotipos de Salmonella aislados de carnes crudas y muestras clinicas en
Yucatdn en donde se encontr6 resistencia a estreptomicina (73.6%), tetraciclina (72.1%),
sulfisoxazol (45.9%), acido nalidixico (26.9%), trimetoprim-sulfametoxazol (19.7%),

ampicilina (14.6%) y cloranfenicol (14%) (Zaidi et al., 2006).

De acuerdo con recomendaciones emitidas por la OMS (WHO, 2001), es
necesario implementar programas para monitorear la resistencia antimicrobiana de
patégenos como Salmonella y Campylobacter aislados de animales, alimentos y
humanos debido a que los datos derivados de estos estudios juegan un papel clave en el
desarrollo de politicas para reducir el problema del incremento de la resistencia

antimicrobiana en estos microorganismos.

5.5. Contaminacion de la carne por Salmonella

La carne cruda y los productos carnicos histéricamente han sido importantes
vehiculos de patégenos como Salmonella, Escherichia coli O157:H7, Campylobacter y
Listeria monocytogenes. Segun el Departamento de Agricultura de EUA (USDA, por sus
siglas en inglés), se estima que la contaminacion de la carne con estos patégenos genera
5 millones de casos de enfermedad y 4,000 muertes cada afio en ese pais (USDA, 1996).
De acuerdo con el CDC, la carne de bovino es uno de los vehiculos mas comunes de
ETA y durante el periodo 1993-2002 se relacion6 con 274 brotes, 7,394 casos y 9
muertes, destacando la participacion de Salmonella en 23 de estos brotes (CDC, 2000,
2000).
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El sistema de vigilancia epidemioldgica en nuestro pafs no identifica de manera
sistemdtica los brotes de ETA y sus agentes etiologicos, por lo tanto no existen
estadisticas al respecto. A través de reportes aislados en la literatura se conocen brotes
de salmonelosis por consumo de birria de ternera, puré de papa, tortas y pastel de tres

leches (Fernandez-Escartin, 2008).

Las bacterias patégenas se transfieren a la carne durante el proceso de sacrificio
en los rastros. La contaminacién de las canales puede ocurrir por contacto con el
contenido intestinal o la piel del animal, o bien, por contacto con canales contaminadas
adyacentes, equipo contaminado o trabajadores. Son muchos los estudios que sefialan a
la piel contaminada y su correlacion con la contaminacién de las canales durante el
proceso (Arthur et al., 2007; Elder et al., 2000; McEvoy et al., 2000). En un estudio
realizado por Stephens et al (Stephens et al., 2007) en la piel de novillos encontraron
que la distribucién de Salmonella en las diferentes areas fue: espalda (76%), flanco
(74%), corvejon (94%), cuello (76%), perineo (88%), 4rea ventral (86%), cavidad oral
(94%), hisopos de la juntura rectal-anal (64%) y 50% para muestras fecales. En otro
estudio se reporto la prevalencia de Salmonella en la piel de los animales en diferentes
etapas del proceso de sacrificio, 87.5% en el drea de pesado durante el arribo de los
animales, 71.4% en los corrales de descanso y 75% en el drea de insensibilizacion

(Arthur et al., 2008).

Las canales pueden contaminarse con Salmonella durante el sacrificio. Para poder
disefiar controles efectivos para Salmonella es necesario entender como el patégeno es
transportado por el ganado y su transferencia durante la transformacién de las canales
(Fegan et al., 2005). La prevalencia en las canales del ganado bovino varia dependiendo
del pais, el nimero de muestras analizadas, el método empleado, la época del afio, el
apego a las buenas practicas higiénicas, la aplicacion o no de intervenciones
antimicrobianas, etc. (Tabla 1). De acuerdo con datos del USDA, la prevalencia de
Salmonella en canales de bovino muestreadas en las cdmaras de enfriamiento de rastros
fue del 1.0% y 1.2%, durante 1992-1993 y 1997-1998 respectivamente (USDA, 1994,
1999). En su reporte anual de monitoreo el USDA reporté en 2009 la prevalencia de
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Salmonella en carne de bovino: vacas/toros (0.6%), novillos/vacas (0.2%), carne molida
de res (1.9%). Para 2010 su prevalencia fue: vacas/toros (0.5%), novillos/vacas (0.1%),
carne molida de res (2.2%) (USDA, 2010, 2011a). En otros estudios de ese pais,
Salmonella fue aislada del 12.7, 23.3 y 26.8% de las canales de bovino muestreadas
antes de la evisceracién y del 0.8% de las canales antes de entrar en las camaras de
refrigeracion (Tabla 1) (Barkocy-Gallagher et al., 2003; Rivera-Betancourt et al., 2004).
La menor frecuencia observada en las canales refrigeradas se debe a la aplicacion de
tratamientos antimicrobianos en las canales entre los que se incluyen lavados con agua
caliente, pasteurizacion con vapor y/o enjuagues con acidos orgédnicos, entre otros

(Arthur et al., 2008; Carlson et al., 2008; Castillo et al., 1998b).

Aunque no ha sido investigada ampliamente, la prevalencia de Salmonella en el
contenido intestinal de bovinos en nuestro pais, ha sido reportada en un 20.9% (Zaidi et
al., 2008). Con esta elevada prevalencia y debido a que no es comun la aplicacion de
tratamientos antimicrobianos, podria esperarse una alta prevalencia de Salmonella en las
canales de bovinos, punto de ingreso del patégeno a la cadena de produccién de
alimentos. Estudios al respecto han mostrado que Salmonella ha sido aislada hasta en un
65% de las muestras de carne de bovino recolectadas en carnicerias de la ciudad de
Guadalajara (Ferndndez-Escartin, 2008), mientras que en Guerrero el patégeno fue
aislado entre el 25.7 y 40.7% de diferentes tipos de carne cruda expendida en ese estado
(Bello-Perez, Abarca-Mateos, 1991). En Yucatan, Salmonella fue aislada en el 58.1,
54.0 y 39.7% de las muestras recolectadas en expendios de carne de cerdo, bovino y

pollo, respectivamente (Zaidi et al., 2006).

Es posible que la frecuencia de Salmonella en carne cruda en puntos de venta esté
relacionada con las practicas higiénicas durante el proceso de obtencién de la carne, sin
embargo, puede también obedecer a las diversas fuentes y mecanismos de
contaminacién que operan durante su distribucién y comercializaciéon (Fernandez-
Escartin, 2008). De cualquier manera, la alta prevalencia de Salmonella observada en
carne cruda en nuestro pais pone de manifiesto un problema de inocuidad que

posiblemente inicia con la contaminacion de las canales durante el proceso de sacrificio.
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Diagnosticar la problemdtica de Salmonella en la carne en rastros, como una parte de la
cadena de produccion de este alimento, permitird identificar los mecanismos de
contaminacién que operan y proponer medidas de control mas adecuadas. Asi mismo
mantener actividades de monitoreo a lo largo del tiempo permite evaluar el impacto de
las medidas de control implementadas e identificar nuevos factores que afectan la

presencia y distribucién del patégeno.

5.6 Bacterias indicadoras de calidad sanitaria

La calidad microbiolégica de la carne puede estudiarse a través de
microorganismos indicadores, los cuales se asocian con antecedentes que comprometen
la calidad sanitaria de los alimentos, principalmente relacionados con violaciones a las
buenas practicas higiénicas (Ferndndez-Escartin, 2008). Dentro de este grupo de
microorganismos se encuentran las bacterias mesoéfilas aerobias (BMA), los organismos
coliformes y Escherichia coli genérica. Las BMA son un grupo muy heterogéneo de
bacterias cuyas cifras elevadas ponen de manifiesto la exposicion a fuentes de
contaminacion, las condiciones higiénicas durante el proceso de obtencion de la carne y
su calidad microbiolégica. Una poblacion bacteriana elevada en las canales, es propia de
rastros que operan con deficientes précticas higiénicas.

Asi mismo, numeros elevados de coliformes son indicadores de operaciones
sanitarias objetables, mientras que la presencia de E. coli indica la posibilidad de que ha
ocurrido la contaminacion fecal y que otros microorganismos de origen fecal incluyendo
patégenos, puedan estar presentes (Ferndndez, 2000, 2008). Ghafir et al (Ghafir et al.,
2008) realizaron la determinacion de bacterias indicadores para evaluar la higiene
durante el proceso de sacrificio de bovinos, cerdos y pollos y encontraron que la
prevalencia de Salmonella en muestras de cerdo y bovino que contenian E. coli (=75%
de las muestras), fue significativamente mds alta (P<0.01) que en las muestras con E.
coli por debajo de este porcentaje, confirmando la utilidad de E. coli como indicador de
malas practicas higiénicas que pueden determinar condiciones favorables para la

presencia de otros patdgenos entéricos.
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Tabla 1. Prevalencia de Salmonella en canales de bovino en establecimientos de

sacrificio
No. de No. de Prevalencia
Referencia Pais establecimien = muestras Punto del proceso (%)
tos analizadas ¢
(USDA, 1994) EUA 100 2,089 Cdmaras de 1.0
enfriamiento
(USDA, 1999) EUA 2,035 1,881 Cdmaras de 12
enfriamiento
(Sofos et al., 1999a) EUA 7 3,780 Pre evisceracion ;g:iﬁ
(Sofos et al., 1999b) EUA 7 3,780 Pre evisceracion gg:gg
100 . . 19.0
(Beach et al., 2002) EUA - 96 Pre intervenciones 541
(Barkocy-Gallagher et al., 1,060 Pre evisceracion 12.7
2003) EUA 3 grandes 1,016 Post evisceracién 0.01
(Rivera-Betancourt et al., EUA > 511,522 Pre evisceracion 23.3y26.8
2004) 499, 520 Post evisceracion 0.0y 0.8
(Brichta-Harhay et al., EUA 4 3,040 Pre intervenciones 50.2
2008) 3,040 Post evisceracion 0.80
(Bosilevac et al., 2009) EUA 7 pequeios 1,995 Pre evisceracion 58.0
(USDA, 2010) EUA 1764 Cmaras de 0.5y0.1
enfriamiento
(Fluckey et al., 2007) Canada 1 60 Pre intervenciones 8.3
. Pre intervenciones 45.2
(Ruby et al., 2007) Canada 3 5,228 Post enfriamiento 047
(Van Donkersgoed et al., . . .
2009) Canada 21 0
(Meyer et al., 2010) Alemania 7 841 Carpargs de 0.1
enfriamiento
(Ghafir et al., 2005) Bélgica 40 160 2-4 h después del 2.5
sacrificio
Reino Pre evisceracion
(McEvoy et al., 2003) Unido 1 250 7.6
Reino 330 12.7
(Small et al., 2006) Unido 5 330 Post evisceracion 0
80 20.0
(Phillips et al., 2001) Australia 28 80 12 h enfriamiento 0.2
. Pre enfriamiento 2.0
(Fegan et al., 2005) Australia 1 200 En cAmaras 30
(Phillips et al., 2006) Australia 27 1,155 enf?zaf;ﬁmo 0
(Bouchrif B et al., 2008) Marruecos 2,122 Pre evisceracion 71
(Stevens et al., 2006) Senegal 1 236 Pre enfriamiento 42.8
(Herndndez-San Juan et México 1 36 Linea de sacrificio 14.0

al., 2007)
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La investigacién de E. coli como microorganismo indicador es la medida mas
efectiva para determinar si el proceso de sacrificio estd siendo realizado adecuadamente
y esté libre de la contaminacién fecal. La sola presencia de E. coli es importante mas que
su nimero ya que evidencia la contaminacién con materia fecal, la cudl es inaceptable en
algunos paises. El USDA utiliza la cuantificaciéon de E. coli como un indicador del
control de procesos y establece que el control de la contaminacién fecal en las canales de
bovino es aceptable cuando hay ausencia de E. coli /em?, como marginal cuando la
cuenta de E. coli no rebasa mds de 100 UFC/cm? e inaceptable cuando el recuento esta

por arriba de éste limite (USDA, 1996).

5.7 Adhesion de microorganismos a la superficie de la carne

La adhesion de bacterias patogenas a la superficie de alimentos y equipo
representa un problema muy importante para la industria alimentaria. Inicialmente las
bacterias se adhieren débilmente (reversiblemente) y en funcién del tiempo puede
evolucionar a una adhesion irreversible (Vu et al., 2009). Este proceso inicia con una
etapa dirigida por fuerzas electrostiticas y de atraccidn, interacciones hidrofébicas,
seguida por una etapa de estabilizacién por interacciones a través de fimbrias o
polisacaridos bacterianos, y posteriormente multiplicacién y formacién de biopeliculas,
que resultan dificiles de remover (Young, 2006). Una biopelicula se define como una
comunidad de bacterias estructurada y encerrada en una matriz y adherida a una
superficie inerte o viva (Costerton, 1999). La formacion de la biopelicula incluye las
etapas de depdsito, adhesion, colonizacion de la superficie y formacion del
exopolisacarido hasta su maduracién (Stanley and Lazazzera, 2004; Palmer et al., 2007,
Cloete et al., 2009). Durante el procesamiento de alimentos se incrementa la resistencia
de las bacterias al estrés ambiental, protegiéndolas de los procedimientos de limpieza e
higienizacion (Jensen, 2010). Las biopeliculas pueden influir en la persistencia de las
bacterias durante el procesamiento de alimentos y servir como fuentes potenciales de

contaminacién y conllevar al deterioro o transmision de enfermedades (Poulsen, 1999).

Algunas propiedades de la superficie bacteriana como la carga eléctrica y la

hidrofobicidad han sido relacionadas con la capacidad de adhesion a superficies inertes y
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de alimentos (Liu et al., 2004). Diversos estudios han reportado una correlacién entre la
hidrofobicidad y la fuerza de adhesiéon a la superficie de alimentos (Dickson,
Koohmaraie, 1989; Ukuku, Fett, 2002), sin embargo, otros estudios no han podido
establecer tal correlacion (Bouttier et al., 1997; Dickson, Koohmaraie, 1989; Rivas et

al., 2006).

Actualmente existe gran interés por estudiar las propiedades de adhesi6on de
bacterias patégenas a la superficie de alimentos para encontrar la manera de reducir el
grado de adhesion y de facilitar la remocion de las bacterias una vez adheridas. En
algunos estudios se ha probado la aplicacién de compuestos para bloquear sitios de
adhesion (Medina, 2001; Sawyer et al., 2008), mientras que en otros se han aplicado
agentes surfactantes para favorecer la remocién de los microorganismos (Calicioglu et
al., 2002). La topografia superficial de los alimentos juega un papel importante en la
adhesion bacteriana. A mayor rugosidad, mayor superficie de contacto y mds
posibilidades de que las bacterias queden atrapadas en grietas, dificultando su remocién
o el contacto con agentes antimicrobianos. Las canales de bovino tienen una superficie
muy irregular, cuya topografia y composicion varia segun el tejido que compone las
diferentes dreas de la misma. Se observan dreas compuestas por tejido graso, muscular,
conectivo (fascia), tendones y hueso. Al parecer el tejido al que las bacterias se unen con
mayor facilidad es el musculo (Bouttier et al., 1997; Dickson, Koohmaraie, 1989).
Medina (2004) encontré que con respecto a las proteinas del musculo, las fibras de
coldgeno I y miosina tuvieron mds alta respuesta de unién a la superficie de S.
Typhimurium, mientras que la lamina, actina y fibronectina mostraron una respuesta
mads baja. Por lo anterior, encontrar métodos para reducir la adhesion, remover y destruir
las bacterias patégenas adheridas a la superficie de canales representa un reto muy

importante para lograr la inocuidad de la carne de bovino.

5.8 Microorganismos sustitutos

En microbiologia de alimentos se denomina “microorganismos sustitutos” a
aquellos organismos no patégenos que responden a un tratamiento de manera similar a

un patégeno de interés (FDA, 2000). Los microorganismos substitutos se han empleado
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para validar la eficacia de tratamientos utilizados para el control de patégenos en los
sistemas de produccion de alimentos. La utilizacién de estos microorganismos presenta
diversas ventajas: no son patdgenos, son ficiles de propagar, de identificar y enumerar
con técnicas sencillas y de bajo costo. Ademds, es posible diferenciarlos del resto de la
microbiota normal del alimento y se pueden inocular en altas concentraciones facilitando

el seguimiento de su inactivacién (Busta et al., 2003).

Ejemplos de microorganismos sustitutos que se usan actualmente en la industria
de alimentos son Clostridium sporogenes y Bacillus stearothermophilus como sustitutos
de C. botulinum para validar procesos térmicos en la industria de enlatados (FDA,
2000); colifagos como sustitutos de virus entéricos en la validacién de tratamientos de
aguas (Payment, Franco, 1993; Tree et al., 2005); Listeria innocua como sustituto de L.
monocytogenes para validar tratamientos de altas presiones en jugos y leche (Brinez et
al., 2006); Enterococcus faecium como sustituto de Salmonella para validar

tratamientos térmicos en carne molida (Ma et al., 2007).

En afios més recientes se han propuesto otros microorganismos como sustitutos,
tales como E. coli no patégena como substituto de E. coli O157:H7 para validar
tratamientos de tolerancia al frio y adhesion a lechuga (Kim, Harrison, 2009). Cepas de
coliformes diferentes a E. coli, E. coli biotio I y Pediocuccus pentosaceus para validar
tratamientos con 4cido acético y 4cido lactico en canales de bovino (Ingham et al.,
2010), E. coli no patégena como sustituto de E. coli O157:H7 para validar tratamientos
con campos eléctricos pulsados en jugo de naranja (Gurtler et al., 2010), Pediococcus
como substituto de Salmonella para validar el calentamiento por conveccién con aire

himedo de almendras (Jeong et al., 2011).

Se ha encontrado que algunas cepas de E. coli biotipo I poseen propiedades de
resistencia térmica y al acido l4ctico similares a Salmonella y E. coli O157:H7 e incluso
que son capaces de representar la reduccion de los patégenos més efectivamente que los
indicadores que actualmente se usan (coliformes y BMA) en estudios de validacion bajo

condiciones de operaciéon comercial (Cabrera-Diaz et al., 2009; Marshall et al., 2005).
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Las mismas cepas también resultaron ser buenos sustitutos para la validacién de
tratamientos en frio o procesos de fermentaciéon de embutidos (Keeling et al., 2009;

Niebuhr et al., 2008).

Para validar la eficacia de este tipo de tratamientos en instalaciones comerciales es
conveniente contar con organismos sustitutos que posean propiedades de adhesion
similares a los patdgenos de interés. En un estudio reciente se encontré que algunas
cepas no patogénicas de E. coli utilizadas como sustitutos de S. enterica mostraron igual
o menor reduccién de su poblacion que el patdégeno cuando se aplicaron diversas
combinaciones de tratamientos de lavado con agua y 4cido lactico al 2%, cloro 20 ppm
y fosfato trisédico al 10% a diferentes temperaturas en carne obtenida de canal, en donde
se estudié su sobrevivencia durante la refrigeracién y congelacion en carne molida, asi
como en embutidos fermentados (Niebuhr et al., 2008). Los estudios con
microorganismos sustitutos aun son limitados y representan un drea de oportunidad para
proveer a la industria de la carne de herramientas para validar més eficientemente sus

procesos para el control de patégenos.

5.9 Disminucion de la carga microbiana de canales de bovino

Se han aplicado numerosos métodos (o intervenciones antimicrobianas) tanto
fisicos como quimicos para remover o reducir los microorganismos presentes en las
canales (Castillo et al., 1998a; Sofos, Smith, 1998). Los métodos quimicos consisten en
aplicar sustancias con actividad antimicrobiana. Los surfactantes son una clase de
compuestos quimicos que han sido utilizados para remover o destruir a las bacterias de
alimentos o superficies de contacto y se han aplicado en una variedad de alimentos solos
o en combinacién con otros compuestos antimicrobianos (Byelashov et al., 2008;
Calicioglu et al., 2002; Raiden et al., 2003; Restaino, 1994; Takeuchi and Frank, 2001;
Zhao et al., 2009).

Dentro de la clasificacion de detergentes (Forsythe, Hayes, 2002), los surfactantes
o agentes de superficie activa son sustancias que cuando estdn presentes en baja

concentracion en un sistema, tienen la propiedad de adsorberse dentro de las superficies
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o interfaces del sistema y alterar en grado marcado la superficie o energia libre
interfacial de esas superficies (o interfaces). Siendo la interface la frontera entre dos
fases inmiscibles, la superficie denota una interface donde una fase es usualmente un gas
como el aire (Rosen, 2004); en el proceso de limpieza disminuyen la tensién superficial

del agua facilitando el mojado (Forsythe, Hayes, 2002).

Los surfactantes contienen un grupo polar o hidréfilo y otro no polar o hidréfobo
y se clasifican en cuatro grupos de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas: aniénicos,
catidnicos, no 16nicos y compuestos anfoteros. Los anidnicos son aquellos compuestos
que en solucidn acuosa se disocian en un anién (anfifilo) y un catién (generalmente un
metal alcalino). A este tipo pertenecen los surfactantes de mayor produccién:
detergentes como alquilbenceno sulfonatos, jabones o sales de &cidos carboxilicos
grasos, espumantes como el lauril éster sulfato etc. Los surfactantes catidnicos son
aquellos que se disocian en un cation anfifilo y un anién generalmente de tipo
halogenado. En la mayoria de los casos corresponden a un grupo amonio cuaternario.
Los surfactantes no iénicos no forman iones en solucién acuosa, ya que su parte
hidrofilica estd formada por grupos polares no ionizados como: alcohol, tiol, éter o éster.
Al no ionizarse en agua, no forman sales con los iones metédlicos y son igualmente
efectivos en agua blanda o dura, el grupo hidrofébico estd formado por una cadena larga
que tiene grupos débilmente solubilizantes, por ejemplo enlaces etéreos y grupos
hidroxilo. Una gran parte de estos surfactantes son alcoholes o fenoles etoxilados
(lavaplatos, champus). Ciertos derivados del sorbitol producen surfactantes no-toxicos
para uso farmacéutico o alimenticio. Los surfactantes anféteros presentan en su
molécula grupos aniénicos y catiénicos, formados por una cadena grasa y un nitrégeno
cuaternario, conteniendo un radical anidénico, son productos estables en sistemas dcidos
y alcalinos, basicos en el drea cosmética, por su buena tolerancia cutdnea y en la
formulaciéon de limpiadores alcalinos e inhibidores de corrosion (Considine, 1999;
Salager, Fernandez, 2004). La actividad bactericida de los surfactantes anidnicos y no

iénicos es baja, mientras que la de los catidnicos es alta (Forsythe, Hayes, 2002).
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El lauril sulfato de sodio (SLS) 6 dodecil sulfato de sodio (SDS) es un surfactante
dcido anidnico aprobado por la FDA como un aditivo multipropésito (emulsificante,
agente humectante en una variedad de alimentos, o surfactante) (21 CFR172. Subparte I)
(FDA, 2012). Su férmula quimica condensada es C;,HpsNaSO4. El Tween 20
(polioxietilén-20 sorbitdn monolaurato; polisorbato-20; POE monolaurato de sorbitan;
E-432) es un surfactante no iénico aprobado para uso como aditivo indirecto en
alimentos como adyuvante, ayudante en la produccién y sanitizante, especificamente
como emulsificante o agente de superficie activa (21 CFR178. Subparte D)(FDA, 2011).
Su férmula quimica condensada es CsgH;14O2. Ninguno de los dos compuestos esté
incluido en la lista de ingredientes seguros y aceptables usados en la producciéon de

productos de carne y aves (USDA-FSIS, 2012).

El SLS 6 SDS se ha aplicado en alimentos s6lo o en combinacién con otros
antimicrobianos y ha demostrado tener propiedades antimicrobianas (Byelashov et al.,
2008; Raiden et al., 2003; Restaino, 1994; Takeuchi and Frank, 2001; Zhao et al., 2009).
El mecanismo de acciéon implica lisis de la célula bacteriana, desnaturalizacién de
proteinas y enzimas, dafio de la membrana celular y cambio en la permeabilidad celular
(Alakomi et al., 2000). Su efecto antimicrobiano se incrementa a valores de pH por
debajo de 4.0 con un 6ptimo entre 1.5 y 3.0 (Cords et al., 2005). Como surfactante
puede incrementar el desprendimiento de las bacterias de las superficies interrumpiendo
los puentes hidrofébicos y cambiando la conformacién de la superficie celular
(McEldowney, Fletcher, 1986; Nesbitt et al., 1982). Entre otros factores, la eficiencia
del surfactante depende del tipo de superficie y concentracion del surfactante
(McEldowney, Fletcher, 1986). El SDS se ha incluido en férmulas sanitizantes para
aplicacién en productos vegetales (Takeuchi and Frank, 2001) o en superficies de

contacto con alimentos (Restaino, 1994).

El Tween 20 se ha utilizado como emulsionantes en algunos productos
farmacéuticos y la preparacion de alimentos, en cosméticos para solubilizar aceites
esenciales dentro de productos a base de agua, y al aplicarlo por aspersion previo a la

aplicacion de dcido lactico en carne de bovino se mejord la remocioén de E. coli biotipo |

24



y E. coli O157:H7 (Calicioglu et al., 2002; Tamblyn, Conner, 1997). En este tltimo
estudio en donde fue empleado en tratamientos para facilitar la remocién de bacterias
patégenas de la superficie de canales de bovino, y donde se obtuvieron reducciones
significativas al asperjar 4cido lactico (2%) en cuartos de canal y cortes de carne
subprimarios cubiertos de grasa e inoculadas con 4-5 log UFC/cm” de E. coli O157:H7.
Pero al realizar un pre-asperjado de los cortes con Tween 20 se incrementd
significativamente la efectividad del asperjado con d&cido lictico obteniéndose
reducciones de 2.8 y 3.2 logl0 CFU/cm’ respectivamente y de dcido lactico con
benzoato de sodio con reducciones de 2.6 y 3.3 logl0 CFU/cm®. Los resultados
demostraron que el tratamiento de las canales con é4cido lictico reduce el numero de
células viables de E. coli O157:H7 y que su inactivacién o remocién por el dcido lactico

es mayor por el pre-asperjado de las canales con la solucién de Tween 20 al 5%.

El empleo de microorganismos sustitutos de patégenos ya ha sido probado, en
diversos estudios han demostrado tener propiedades de resistencia a tratamientos fisicos
y quimicos similares a los patégenos de interés. Sin embargo es necesario realizar mas
estudios para investigar y comparar sus propiedades de adhesion en superficies inertes y
en superficies de la carne de bovino, asi como su remocién empleando agentes
surfactantes y aprovechar todas las ventajas que representan el empleo de este grupo de
compuestos para la remocién de bacterias de la superficie de la canal de bovino y
finalmente poder proponer alternativas de tratamientos para su validacién en

condiciones de operacion empleando microorganismos sustitutos de patdgenos.
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6. MATERIALES Y METODOS

Objetivos 1 v 2:

Toma de muestras de superficies
de canales de bovino

Prevalencia de Salmonella en
canales de bovino

Determinacién de bacterias
indicadoras de calidad sanitaria

9
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Investigacién de serotipos
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¥
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composicién agentes

superficial de la canal
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surfactantes para
remover a las
bacterias

Figura 1. Esquema general de la metodologia
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6.1 Determinacion de la prevalencia de Salmonella en canales de bovino

6.1.1 Universo de estudio

Durante un periodo de 10 meses que comprendié6 de diciembre de 2008 a
septiembre de 2009, se realiz6 la recoleccion de un total de 505 muestras de la superficie
de medias canales de bovino en cuatro rastros municipales localizados en el estado de
Jalisco, México. El numero estimado de muestras por analizar se determiné
estadisticamente con el programa Win Episcope v2.0 considerando el nimero promedio
de animales sacrificados mensualmente en cada establecimiento, la prevalencia esperada
del patégeno, un nivel de error del 5% y un nivel de significancia del 95% (0=0.05). Los
rastros incluidos en el estudio fueron identificados como A, B, C y D para mantener su
identidad en confidencialidad y tenian capacidades de sacrificio de 1065, 158, 138 y 106
cabezas de ganado por semana, con areas de sacrificio de 1500, 1200, 1200 y 450 mz, y
un numero total de empleados por rastro en las dreas de sacrificio y faenado de 45, 18,
15 y 29, respectivamente. Los establecimientos estdn localizados en las regiones centro
(A), sur (B), norte (C) y oeste (D) del estado, con una distancia aproximada entre ellos
de 65 a 195 km. Todos los establecimientos seguian procedimientos similares de
sacrificio y faenado y ninguno de ellos tiene implementado el sistema de andlisis de

peligros y puntos criticos de control (HACCP, por sus siglas en inglés).

6.1.2 Recoleccion de muestras

Cada rastro fue visitado en seis ocasiones distintas y durante cada visita se
recolectaron aproximadamente 21 muestras de la superficie de medias canales. Para el
muestreo, las medias canales fueron seleccionadas al azar después del lavado con agua y
antes del enfriamiento o transporte segin fuera el caso. En cada establecimiento el
lavado con agua consistia en asperjado de agua a temperatura ambiente sin la aplicacion
de tratamientos para descontaminacidon. Las muestras de la superficie de la canal se
tomaron a partir de tres sitios: pecho, falda y pulpa (100cm® de cada una, 300 cm” en
total) por frotacion con una esponja estéril (Speci-Sponge, Nasco Whirl-Pak, Modesto,
CA) humedecida con 20 ml de agua peptonada amortiguada (APA) (BD, Franklin
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Lakes, NJ) de acuerdo con la metodologia descrita por el USDA (1996) (Figuras 2 y 3).

Cada esponja fue regresada a su bolsa estéril y todas las muestras fueron colocadas en

hieleras con refrigerantes para su transporte al laboratorio de Inocuidad de Alimentos de

la Universidad de Guadalajara y analizadas dentro de las 24 h posteriores a su

recoleccion.
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Figura 2. Areas de muestreo superficial de la canal de bovino en el rastro para el

aislamiento de Salmonella (USDA, 1996)

Figura 3. Toma de muestra superficial mediante frotacién con esponja (USDA,

1996)
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6.1.3 Aislamiento e identificacion de Salmonella

6.1.3.1 Pre-enriquecimiento y enriquecimiento de las muestras.

Esta etapa se realizé mediante la técnica descrita por el USDA (USDA,
2008) con algunas modificaciones como las propuestas por Hughes et al. (2003), asi
como la inclusién de un medio selectivo adicional (agar sulfito de bismuto, Bioxon).
Cada esponja utilizada para muestrear la canal de bovino fue adicionada de 40 ml de
APA para completar un volumen total de 60 ml, homogeneizada por 2 min utilizando un
BagMixer (Interscience, Mourjou, France) y se continué con incubacién a 35°C por 18
a 22 h. Después de la incubacion se transfirieron alicuotas de 1.0 y 0.1 ml de este pre-
enriquecimiento a 9.0 y 9.9 ml de cado tetrationato (TT; BD) y Rappaport-Vassiliadis-
10 (RV10; BD), respectivamente. Ambos caldos fueron incubados a 42°C por 16 a 20 h.

6.1.3.2 Post-enriquecimiento y prueba de ELISA.

Con la finalidad de descartar muestras negativas a partir del
enriquecimiento selectivo, se incluyé un ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA, por sus siglas en inglés) de acuerdo con la metodologia descrita por Hughes et
al (2003). Al término de la incubacién de los caldos de enriquecimiento selectivo, se
realizé un post-enriquecimiento transfiriendo alicuotas de 1 ml de caldo TT y RV10 en
forma individual a tubos con 10 ml de caldo M (BD, BD, Franklin Lakes, NJ)
precalentado a 35-37°C, seguido de incubacién a 35°C por 6-8 horas. Después de este
paso se continué con la prueba de ELISA siguiendo las instrucciones del fabricante
(Salmonella VIA, TECRA International Pty. Ltd., Bringelly New South Wales,
Australia). Después de atemperar todos los componentes del kit a temperatura ambiente,
se combinaron alicuotas de 0.5 ml de cada tubo de post-enriquecimiento de cada muestra
en un tubo estéril y se aplicé un calentamiento a ebullicién en bafio maria por 15
minutos (el caldo M restante se conservo en refrigeracion) con posterior enfriamiento a

temperatura ambiente.

A continuacién, se transfirieron 200ul de los controles positivo y negativo del

kit y de cada muestra en pozos individuales. La canastilla con los pozos se cubrié con
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plastico adherible e incub6 a 35°C por 30 min. Posteriormente, asegurdndose de que
todos los pozos de la canastilla estuvieran fijos, se invirtié6 rdpidamente la canastilla
sobre un contenedor con solucién de cloro para desechar el contenido, los residuos de
liquido se removieron golpeando bocabajo sobre papel absorbente desechable.
Utilizando una piseta se distribuy6 la solucién de lavado en cada pozo sin dejar burbujas
en ellos, vaciando completamente y repitiendo este procedimiento tres veces. Enseguida
se adicionaron 200ul del conjugado en cada celda, asegurdndose de que los pozos
estuvieran completamente vacios y sin burbujas, se cubrié la canastilla con los pozos
con plastico adherible y se incub6é a 35°C por 30 min. Después de la incubacion se
realizaron cuatro lavados como se describié anteriormente. El siguiente paso consistio
en asegurarse de que los pozos estuvieran completamente vacios y sin burbujas y se
agregaron 200ul de substrato en cada pozo, los cuales se cubrieron con plastico
adherible, y se incubaron a temperatura ambiente (20-25°C) por 10 min. Al término de
la incubacion se leyeron los resultados por comparacion visual con la carta de color

incluida en el kit.

6.1.3.3 Aislamiento y pruebas bioquimicas presuntivas.

A partir de las muestras que resultaron positivas en la prueba de ELISA
se tomo una alicuota de cada caldo (TT o RV10) la cual fue estriada individualmente en
placas de agar xilosa lisina tergitol™4 (XLT4; BD), verde brillante sulfa (VBS; BD) y
sulfito de bismuto (SB; Bioxon, México) y las placas fueron incubadas a 35°C por 24 a
48 h. De cada placa de agar selectivo se seleccionaron al menos tres colonias bien
aisladas con caracteristicas tipicas para Salmonella (en XLT4, negras o rojas con o sin
centro negro, en el VBS son rosas y opacas con apariencia suave y borde entero en el
medio color rojo y en el agar SB son de color café, gris o negro con o sin brillo metélico,
con un halo café que se torna a negro). Las colonias seleccionadas se transfirieron a
medios para pruebas bioquimicas presuntivas: fermentacion de glucosa, lactosa y
sacarosa (agar de hierro y triple azucar, TSI; BD) y descarboxilacion de la lisina (agar de
lisina hierro, LIA; BD) los medios se incubaron a 35°C por 24 h. En el agar TSI el vire
del indicador a amarillo en el fondo del tubo es debido a la fermentacion de glucosa;

mientras que un color rojo més intenso en la superficie debido a la ausencia de
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fermentacién de la lactosa o de la sacarosa y una coloracién negra a lo largo de la
picadura debido a la produccion de 4cido sulfhidrico. La descarboxilacién de la lisina se
observa como una intensificacién del color pdrpura del medio de cultivo, asi como

produccién de dcido sulfhidrico observada por ennegrecimiento a lo largo de la picadura.

6.1.3.4 Aglutinacién somatica.

Los aislamientos con reacciones bioquimicas tipicas para Salmonella
fueron transferidos a tubos de agar soya tripticaseina inclinado (AST; BD) y se
incubaron a 35°C por 24 h. La reaccidn antigeno-anticuerpo para la caracterizacion del
serogrupo O de Salmonella spp. se realizé en una lamina portaobjetos a partir del cultivo
en AST. Se dibujaron dos dvalos en secciones separadas del portaobjetos con lapiz de
cera. En cada 6valo se colocé con una gota de solucién salina estéril (0.85%, SS), se
suspendid en cada gota una porcién del cultivo desarrollado en AST y se mezclé. En el
caso de no observar aglutinacion con la SS, se agregd a una de las suspensiones del
cultivo una gota del antisuero polivalente somético (O) mezclandose con el canto del
asa. La lamina se agit6 inclindndola hacia atrds y hacia adelante durante
aproximadamente 1 min. Se observé bajo buena iluminacién sobre un fondo oscuro y se
considerd cualquier grado de aglutinacién como positiva. Se verifico siempre que el
cultivo estuviera en forma lisa por ausencia de autoaglutinacién con solucion salina al
0.85%. La prueba se considerd positiva cuando se presentd aglutinacion en la mezcla del
cultivo con el antisuero y cuando no hubo aglutinacién en la mezcla del cultivo con la

SS (Andrews, Hasmmack, 2007).

6.1.3.5 Pruebas bioquimicas complementarias.
En aquellos aislamientos que produjeron reacciones no tipicas en agar
TSI y LIA y/o reaccién seroldgica negativa se realizaron reacciones bioquimicas
adicionales en los medios rojo de metilo Voges Proskauer (MRVP), citrato de Simmons,
caldo ureasa de Rustigian y Stuart, medio SIM para sulfuro, indol y movilidad asi como
en caldo rojo de fenol para fermentacion de salicina y dulcitol (USDA, 1996). Todos los
medios utilizados fueron de la marca Bioxon y los reactivos para lectura de las pruebas

de la marca Sigma-Aldrich.
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6.1.3.6 PCR multiple.

Los aislamientos que presentaron perfiles bioquimicos tipicos para
Salmonella en las pruebas bioquimicas adicionales, asi como los aislamientos que no
aglutinaron con el suero somético O fueron adicionalmente confirmados mediante una
prueba de PCR muiltiple para la deteccion de los genes invA (544pb) y fimA (686pb). El
DNA fue obtenido mediante lisis celular a 90°C por 15 min. La PCR multiplex fue
realizada usando los iniciadores (primers) no reportados previamente invA-F (5’-CGT
TGA CCA CCA TAT CAA CAT AGA-3’), invA-R (5’-CAA AGA GCT GAT AGG
CGT TT-3’), fimA-F (5’-CCT CGC TGT CAG TTA ACG-3’) y fimA-R (5’-CGT AAA
GCC GGC GGT AC-3’). Los oligonucledtidos (0.5 mM) y la Taq polymerasa (0.6 U)
fueron usados en la reaccién bajo las siguientes condiciones estandarizadas para esta
prueba: un ciclo de 95°C por 10 min, 30 ciclos de 95°C por 1 min, 56°C por 50
segundos y 72°C por 1 min y un ciclo de 72°C por 10 min (Thermocycler ESCO Swift
MiniPro, Hatboro, PA). Los productos de la PCR fueron sometidos a electroforesis en
geles de agarosa al 1% (Promega, Madison, WI), tefiidos con bromuro de etidio (7
mg/ml; AMRESCO Inc., Solon, OH) y visualizados bajo transiluminaciéon UV (Gel
Logic 100 Imaging System, Eastman Kodak Co., Rochester, NY). Se utilizaron
estdndares de 0.1 a 10 Kb (2-log), New England Biolabs, Ipswich, MA) para confirmar
el tamaiio de los productos amplificados. Una cepa de Salmonella Montevideo fue usada

como control positivo.

Los aislamientos confirmados como Salmonella spp. se almacenaron en CST con
glicerol al 15% (BD; Hycel, México) a -18°C y los cultivos de trabajo fueron
mantenidos en AST inclinado a 4°C. Un aislamiento de cada muestra positiva fue

seleccionado para pruebas de serotipificacion y susceptibilidad antimicrobiana.

6.1.4 Serotipificacion de los aislados

Previo a ser enviados para su serotipificacion, los aislamientos confirmados como

Salmonella spp. fueron reactivados en CST e incubados a 35°C por 24 h y estriados
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individualmente en placas de agar VBS. Una colonia tipica de Salmonella fue inoculada
en tubos de agar AST inclinado los cuales fueron incubados a 35°C por 24 h. Después de
la incubacién fueron re-confirmados bioquimica y serolégicamente como se describié
anteriormente. Los aislamientos fueron enviados para su tipificacion seroldgica (al
menos un aislamiento por cada muestra positiva) al Laboratorio del Departamento de
Enterobacterias del Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiol6gicos (InDRE) en
donde se realizaron la aglutinaciéon con el antisuero polivalente y los antisueros
somaticos o de grupo (D, C1, C2, El, E2, E3, E4, G), ademas de la aglutinacién flagelar
e induccion flagelar y determinacion del serotipo de acuerdo al esquema Kauffman-

White.

6.1.5 Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de Salmonella
serotipificados (al menos un aislamiento por cada muestra positiva) fue determinada de
acuerdo al método de difusion en disco en agar Mueller-Hinton descrito por el Clinical
and Laboratory Standards Institue (CLSI, por sus siglas en inglés) (CLSI, 2006). Se
usaron sensidiscos (BBL, BD, Sparks, MD) de los siguientes antimicrobianos de
importancia veterinaria y humana: ampicilina (AMP, 10 mg), gentamicina (GEN, 10
mg), tetraciclina (TET, 30 mg), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT, 1.25 y 23.75 mg),
cloranfenicol (CHL, 30 mg), ceftriaxona (CRO, 30 mg), ciprofloxacina (CIP, 30 mg),
kanamicina (KAN, 30 mg), acido nalidixico (NAL, 30 mg), estreptomicina (STR, 10
mg) y cefalotina (CEP, 30 mg). Escherichia coli ATCC 25922 fue usada como control.
Los aislamientos de Salmonella y la cepa control fueron inoculados en CST e incubados
a 35°C por 24 h. La suspension bacteriana resultante se ajustd a una turbidez equivalente
al tubo 0.5 de la escala de McFarland (aproximadamente 1.5%10® UFC/ml) con CST.
Utilizando un hisopo humedecido con la suspensién estandarizada, cada aislamiento
fue estriado en forma individual en placas de agar Mueller-Hinton rotando la placa tres
veces (60° cada vez) y realizando un pase final en el borde del agar. Sobre el agar
inoculado se colocaron los discos con los antibidticos utilizando un dispensador

automético (BBL, BD, Sparks, MD) y las placas se incubaron a 35°C por 16 a 18 h. Las
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zonas de inhibicién fueron medidas con la ayuda de una regla tipo escalimetro (vernier)
e interpretadas como concentracién minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés).
Los aislamientos se clasificaron como susceptibles (S), intermedios (I) y resistentes (R),
de acuerdo al suplemento informativo XVIII (CLSI, 2008). Los aislamientos fueron
clasificados como multirresistentes cuando presentaron resistencia a tres o mas

antimicrobianos tal como también fue referido por Miranda et al (2009).

6.1.6 Analisis estadistico

La frecuencia de aislamiento de Salmonella por rastro (A, B, C y D) y época (seca
y himeda), asi como la frecuencia de serotipos y aislamientos de Salmonella resistentes
a los antimicrobianos probados fue comparada para determinar diferencias significativas
(P<0.05) mediante la prueba de Chi cuadrada utilizando el paquete estadistico para las

Ciencias Sociales, SPSS version 17.0 para Windows (SPSS Inc., 2006).

6.2. Determinacion de bacterias indicadoras de calidad sanitaria

6.2.1 Muestras

A partir de las muestras de esponjas recolectadas de la superficie de canales de
bovino en los cuatro rastros del estado para la investigaciéon de Salmonella, se realizé

adicionalmente la determinacidn de bacterias indicadoras de calidad sanitaria.

6.2.2 Analisis microbiologicos

Los grupos indicadores que se investigaron fueron bacterias mesoéfilas aerobias
(BMA, n=499 muestras), coliformes totales (CT, n=501 muestras) y E. coli (n=498
muestras). Las muestras fueron obtenidas a partir de la esponja humedecida con los 20
ml de APA (adicionados durante el muestreo de las canales) y antes de adicionar los 40
ml restantes para la investigacion de Salmonella. Después de homogeneizar las esponjas
en un BagMixer por 1 min se transfirieron volumenes de 1 ml a 9 ml de diluyente de

peptona 0.1% (DP) y se realizaron diluciones decimales sucesivas a partir de las cuales
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se inocularon alicuotas de 1 ml en placas Petrifilm™ (para el recuento de aerobios y
para E. coli y coliformes). Las placas se incubaron a 35°C por 24 horas para el recuento
de CT, E. coli y por 48 horas para el recuento de BMA segtn las recomendaciones del
fabricante. La cuenta final se report6 como el logaritmo de unidades formadoras de

colonias por centimetro cuadrado (Log UFC/cmZ).

Con la finalidad de verificar la potabilidad del agua utilizada en el lavado de las
canales y su participaciéon como fuente de contaminacién hacia las mismas, se tomaron
de 4 a 5 muestras (aproximadamente 200 ml de cada muestra) por rastro en frasco estéril
(en promedio una por cada visita) y se realizd la determinacién de organismos
coliformes mediante la técnica del Numero Mas Probable (NMP) en tubos de caldo
lactosado con confirmacién en caldo- lactosa- bilis- verde brillante, ambos con
incubacioén a 35°C por 24-48 horas como lo establece la Norma Oficial Mexicana NOM-
127-SSA-1-2000. Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano. Limites
permisibles (Secretaria de Salud, 2000).

6.2.3 Analisis estadistico

Se aplicé estadistica descriptiva y se elaboraron tablas de frecuencia. Las
diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en los recuentos de bacterias indicadoras
entre los rastros y estaciones del afio se determinaron mediante un andlisis de varianza
univariado y las pruebas de comparacién de medias mediante la prueba de Tukey con el
paquete estadistico para las Ciencias Sociales, SPSS versiéon 17 para Windows (SPSS

Inc., 2006).

6.3 Comparacion de las propiedades de adhesion entre serotipos de Salmonella
y cepas de E. coli biotipo I previamente propuestas como organismos sustitutos

6.3.1 Cultivos de bacterias

Para el estudio de las propiedades de adhesion se seleccioné una cepa de

Salmonella por cada muestra positiva de canales de bovino, de tal forma que se
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incluyeron en este estudio un total de 78 cepas (Tabla 2). Se incluy6 adicionalmente una
cepa de S. Typhimurium ATCC 14028 como control ya que se trata de una cepa aislada
de carne que ya ha sido utilizada como control en otros estudios de adhesion (Dickson,
1991; Medina, 2004) y también se utilizaron cuatro cepas de E. coli biotipo I (RFP-1,
GFP-3, YFP-14 y YFP-66) marcadas para producir una proteina fluorescente y expresar
resistencia a ampicilina. Estas cepas fueron previamente propuestas como sustitutos de
Salmonella y E. coli O157:H7 para la validacion de tratamientos de descontaminacion
de carne en canal (Cabrera-Diaz et al., 2009) y fueron proporcionadas por la
Universidad de Texas A&M. Todas las cepas se conservaron a temperatura ambiente en
agar nutritivo (BD) semisdlido sellado con petrolato (Hysel, México) y/o en CST (BD)
con glicerol al 20% (Hysel, México) en congelacion a -18°C. Triplicados de cada cepa
en tubos de AST (BD) inclinado se mantuvieron en refrigeraciéon para ser utilizados

como cultivos de trabajo.

6.3.2 Determinacion de la hidrofobicidad

Se determiné la hidrofobicidad de cada aislamiento por el método de adhesion
bacteriana a los hidrocarburos (ABH) descrito por Sweet et al (1987), para lo cual cada
aislamiento fue inoculado de manera individual en 12 ml de CST e incubado a 35°C por
18 h. Cada cultivo fue centrifugado (SIGMA 2-GE, Alemania), lavado y resuspendido
en dos ocasiones en 6 ml de buffer de fosfato salino (PBS, pH 7.2). El paquete final fue
resuspendido en 12 ml de PBS vy distribuido en cuatro tubos de vidrio (BD) estériles que
contenian 2 ml de PBS, el volumen final fue homogeneizado en un agitador tipo vortex
(GENIE 2, Vermon Hills IL, USA). La suspension obtenida fue ajustada a una densidad
optica de 1.0 a una longitud de onda de 520 nm (Jenway 6405 UV/Vis, Keison
Products, UK) para obtener una concentracion aproximada de 3.0 X 108 UFC/ml. Uno de
los cuatro tubos fue utilizado como control y a cada uno de los otros tres tubos
(triplicado de ensayo) se les adicioné 1 ml de p-xileno (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), que constituye la fase hidrocarburo a la cual se adhieren las bacterias en mayor o
menor proporcidén de acuerdo con sus caracteristicas de superficie hidrofobicas. Cada
tubo fue agitado por 30 s y reposado 30 min en bafio de agua a 37°C para separar las

fases. La fase acuosa fue removida con pipeta estéril mientras que la fase de
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hidrocarburo se transfirié a un tubo limpio y se agité en vortex por 30 s para remover los
residuos de p-xileno por evaporacién. Una alicuota de 1 ml fue transferida a una cubeta
espectrofotométrica para medir la densidad 6ptica a 520 nm. La ABH se calcul6 como la
relacién entre la absorbancia de los tubos de prueba (Ap) y la absorbancia del control
(A.) expresada en % y fue calculada mediante la férumula: % ABH= [(Ap —A) /AC] X

100. Se realizaron dos repeticiones por triplicado de cada aislamiento.

6.3.3 Determinacion de la capacidad de Salmonella y E. coli biotipo I para
formar biopeliculas en la superficie de materiales inertes
En esta etapa se estudid la capacidad para formar biopeliculas en acero, latex y
poliestireno en una seleccion de 40 de las cepas de Salmonella que mostraron los valores
mads elevados de ABH, asi como de las cuatro cepas de E. coli biotipo I (RFP-1, GFP-3,
YFP-14 y YFP-66) y la cepa de S. Typhimurium ATCC 14028 como control.

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos estériles con fondo plano (Falcon
35 3072, BD, Franklin Lakes, NJ, USA), cupones de acero inoxidable calibre 22 tipo
304 de 2 X 2 cm y 0.1 mm de espesor, asi como cupones de latex de 2 X 2 cm X 0.1 mm
obtenidos a partir de guantes de hule natural (Derma Care® 56-450, Sri Lanka). Antes
de su uso en cada experimento los cupones de acero y latex fueron acondicionados
mediante procedimientos diferentes. Los cupones de acero fueron lavados con
detergente y secados, posteriormente se cubrieron con acetona (Fermont, Monterrey,
N.L., México) durante 30 min. En seguida se colocaron en una solucion al 10% de un
detergente alcalino (Extran MA 01, Merck, USA) a 70-90°C durante 1 h y se agitaron en
un agitador reciproco (Eberbach, MI, USA) a 150 rpm durante 30 min. La solucién del
detergente fue desechada y se realizaron 4 a 5 lavados con agua destilada. Los cupones
de latex fueron lavados, secados y tratados con el detergente alcalino sin calentamiento y
frotados en forma manual utilizando guantes de latex. Al finalizar los tratamientos

ambos cupones se secaron al aire y esterilizaron en autoclave a 15 lb/pg2 durante 15 min.
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Tabla 2. Relacién y origen de cepas de Salmonella utilizadas en los estudios de
hidrofobicidad® y de formacién de biopeliculas®

No. Cepa Serotipo Rastro No. Cepa Serotipo Rastro
1 104 Give D 40 1736 Give C
2 110® Montevideo D 41 1763* Give C
3 125% Give D 42 1778° Give C
4 166* Give D 43 1796 Montevideo C
5 198* Give D 44 1801° Give C
6 215° Give D 45 1821%° Give C
7 251 B rugoso A 46 1834 Give C
8 410 Oranienburg B 47 1850* Give C
9 487 Bovismorbificans C 48 1883? Give C
10 582% Give D 49 1893° Give C
11 625° Give D 50 1913 El A
12 727 Enteritidis D 51 1939®  Havana A
13 731 Montevideo C 52 1945 Infantis A
14 745% Anatum C 53 1961% Infantis A
15 920%™ Anatum C 54 1979  Give A
16 947* G2 rugoso A 55 1993®  Infantis A
17 977 Livingstone A 56 2000° Infantis A
18 1017 El A 57 2012° Infantis A
19 1151 E1 monofésico B 58 2039° Infantis A
20 1161° B rugoso C 59 2080 sin tipificar B
21 1190% B rugoso C 60 2116" B rugoso B
22 1205* B rugoso C 61 2147* B rugoso B
23 1209* B rugoso C 62 2156" B rugoso B
24 1230° B rugoso C 63 2199* Panama D
25 1260 Anatum C 64 2272"  Typhimurium D
26 1309 B rugoso C 65 2306% Infantis D
27 1333¢ B rugoso C 66 2350" Typhimurium C
28 1376" Sinstorf D 67 2360" Typhimurium C
29 1399* sin tipificar D 68 2388 Typhimurium C
30 1446° Muenster A 69 2397% Typhimurium C
31 1512 Muenster A 70 2423° Typhimurium  C
32 1528% Anatum A 71 2430° Typhimurium C
33 1542% El A 72 2483%® Infantis C
34 1606 Bovismorbificans B 73 2504" Typhimurium C
35 1623* Bovismorbificans B 74 2514% Give C
36 1640° Typhimurium D 75 2540° Typhimurium  C
37 1650°° Typhimurium D 76 2568° Typhimurium ~ C
38 1673° Typhimurium D 77 2598 Typhimurium C
39 1717° Give C 78 2606™ B monofisico  C
# Hidrofobicidad

® Biopeliculas
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6.3.3.1 Experimentos preliminares.

Para llevar a cabo la investigacion fue necesario realizar algunos
experimentos para definir las mejores condiciones para la determinaciéon de las

biopeliculas.

6.3.3.1.1 Recuperacion de la biopelicula mediante hisopado versus agitacion
en vortex. Este experimento preliminar se realiz6 con el propdsito de encontrar la mejor
forma de recuperar las biopeliculas realizando una adaptacién de los procedimientos
reportados por Kim and Wei (2007) y por Giaouris et al (2005). Cultivos de 18 h de dos
cepas de Salmonella y de dos cepas de E. coli biotipo I fluorescentes se inocularon por
duplicado cada una en 15 ml de CST (concentracién aproximada de 1 X 10° UFC/ml) en
tubos cénicos de 50 ml (Falcon, BD). A continuacidn, se colocé en su interior un cupon
de acero inoxidable y se incubaron a temperatura ambiente (26.6 + 2.2 °C) durante 24 h.
Los cultivos se desecharon y los cupones de acero se lavaron en tres ocasiones con 15
ml de DP estéril en un agitador reciproco (Eberbach) a 150 rpm durante 15 min. Los
cupones fueron extraidos con pinzas estériles y un cupén de cada duplicado se colocé en
placas de Petri estériles para realizar un tallado por ambos lados del cup6n con un hisopo
estéril humedecido con DP. El hisopo fue posteriormente suspendido en un tubo con 5
ml de DP para realizar diluciones decimales y recuento de los microorganismos. El otro
cupén de cada duplicado se transfirié a un tubo estéril con 15 ml de agua destilada
estéril, se agitd en un agitador tipo vortex (Genie) a la méxima velocidad durante 2 min
y se realizaron diluciones decimales y recuento. En ambos casos el recuento se realiz6
en AST por la técnica de vaciado en placa después de incubacion a 35°C por 24 h. Los

resultados se expresaron como log UFC/cm’.

6.3.3.1.2 Recuento de las biopeliculas formadas a diferentes tiempos de
incubacion. Para determinar el tiempo de incubacion idéneo para obtener la mayor
formacion de biopelicula, se utilizaron seis cepas de Salmonella. Cada cepa se inoculd
por duplicado en ocho tubos cénicos (Falcon, BD) que contenian 15 ml de CST para

tener una concentracién aproximada de 1.0 X 10® UFC/ml. Después de homogeneizar los
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cultivos, se introdujeron los cupones de acero (uno por cada tubo) utilizando pinzas
estériles y se incubaron a 26.6 + 2.2°C por 6, 12, 24 y 48 h. Al completarse los tiempos
de incubacion, se desecharon los cultivos y cada cupén de acero fue lavado con 15 ml de
PBS en un agitador reciproco (Eberbach) a 150 rpm durante 15 min, este paso se repitié
en dos ocasiones. El PBS fue descartado y los cupones fueron transferidos a tubos
conicos estériles con 15 ml de DP y agitados en un vortex (Genie) a mdxima velocidad
por 2 min. Se realizaron diluciones decimales tal como estd especificado en el punto

anterior.

6.3.3.1.3 Comparacion entre la utilizacion del caldo de cultivo con y sin
reemplazo. Para estudiar la formacion de biopeliculas en superficies inertes durante un
periodo de 7 dias, se evalud si habia diferencia en la formacioén de las biopeliculas
cuando el CST era o no remplazado a lo largo del periodo de incubacién a temperatura
ambiente (26.6 + 2.2°C). El CST en donde fueron sumergidos los cupones fue
descartado y remplazado con CST estéril cada 48 h de forma similar a los experimentos
de Giaouris et al (2006). Al final de los 7 dias de incubacién se realizaron los mismos
procedimientos para el lavado de los cupones y el recuento de UFC descritos en la

seccion anterior (6.3.3.1.2). Los recuentos obtenidos se expresaron como log UFC/cm’.

6.3.3.2 Preparacion del inéculo.
Las 40 cepas de Samonella seleccionadas para los experimentos de

adhesion (Tabla 2), la cepa de S. Typhimurium ATCC 14028 utilizada como control y
las cuatro cepas de E. coli biotipo I marcadas con fluorescencia fueron mantenidas en
tubos de AST y AST-Amp inclinado, segun corresponda, en refrigeracion (cultivos de
trabajo). A partir de los cultivos de trabajo se realizaron dos resiembras sucesivas en
CST (BD) e incubaron a 35°C por 18 h y posteriormente se inocularon por estria en
placas de AVB (BD) para Salmonella y AST con ampicilina (AST-Amp, 100 ul/ml;
Sigma-Aldrich) para E. coli biotipo I fluorescentes y se incubaron a 35°C por 24 h. Se
seleccionaron 3 a 5 colonias tipicas de cada cepa y se inocularon individualmente en
tubos cénicos (Falcon, BD) con 10 ml de CST e incubaron a 35°C por 18 h. Para los

experimentos de formacion de biopeliculas en acero inoxidable, se estim6 la
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concentracion de células mediante recuento por vaciado en placa de los cultivos frescos
en AST para Salmonella y en AST-Amp para las cepas de E. coli biotipo I fluorescentes
incubadas a 35°C durante 24 h. El recuento de UFC de las cepas de E. coli se realiz6 en
un gabinete UV a 254 nm (Chromato-Vue C-65, UVP, Ca.,, EUA). Para los
experimentos en poliestireno y latex los cultivos frescos en CST fueron ajustados al tubo
0.5 del nefelémetro de McFarland (1 X 10® UFC/ml) de la misma forma que se describi6
en la seccion de resistencia antimicrobiana. La concentracién de bacterias también fue

confirmada mediante recuento en placa.

6.3.3.3 Cuantificacion de biopeliculas en acero inoxidable y latex.

Los experimentos se realizaron de acuerdo a los métodos descritos por
Pawar et al (2005), Kim and Wei (2007), Rivas et al (2007b), Stepanovic et al (2003),
asi como Giaouris et al (2005; Giaouris and Nychas, 2006). Se prepararon las
suspensiones bacterianas de igual manera que en el punto 8.3.3.2. Se tomaron alicuotas
de 150 pl y fueron inoculadas individualmente en 15 ml de CST estéril en tubos conicos
(Falcon, BD) para tener una concentracién de 1 X 10° UFC/ml de cada cepa. Utilizando
pinzas estériles se introdujo un cupdn de acero o latex en cada suspension bacteriana. Se
incluyeron tubos con CST sin inocular como controles negativos dentro de los cuales
también se colocaron cupones estériles. Todos los tubos fueron incubados 26.6 + 2.2°C
por 24 h y por 7 dias. Al término de la incubacién se desecharon los cultivos y se
realizaron dos lavados de los cupones con 15 ml de PBS agitando en un agitador
reciproco (150 rpm/min) durante 15 min para desprender las células débilmente
adheridas. Al finalizar la agitacion el PBS fue descartado y los cupones fueron
transferidos a tubos conicos estériles con 15 ml de DP y agitados en un vortex (Genie) a
méxima velocidad por 2 min para desprender las células de la biopelicula formada sobre
el cup6n. Se prepararon diluciones decimales en tubos con DP y se realizé el recuento de
las bacterias en AST (Salmonella) y en AST-Amp (E. coli biotipo I fluorescentes) por
vaciado en placa con incubacion a 35°C durante 24 h. Las colonias de E. coli biotipo I
fluorescentes se contaron en gabinete UV (UVP) a 254 nm. Se realizaron 6 repeticiones

de cada experimento en diferentes dias.
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6.3.3.4 Cuantificacion de biopeliculas en poliestireno.

Los experimentos se realizaron de acuerdo a los métodos descritos por
Pawar et al (2005), Kim et al (Wei, 2007), Rivas et al (2007a) y Stepanovic et al (2003).
A partir de los cultivos ajustados a 1X10® UFC/ml se realizé una dilucién 1:100 en CST
para tener una concentracién de 1x10° UFC/ml. Se transfirieron 230 ul de la suspensién
celular de cada cultivo (por duplicado) de Salmonella, de la cepa de S. Typhimurium
ATCC 14028 utilizada como control y de cada cepa de E. coli biotipo I en pozos de dos
microplacas de poliestireno de 96 pozos, asi como dos pozos con CST sin inocular como
control negativo. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente 26.6 + 2.2°C
durante 24 h y a la misma temperatura por 7 dias. Al término de la incubacion los
cultivos fueron desechados y se realizaron tres lavados de cada pozo con agua destilada
estéril. A continuacion, las microplacas se secaron a 60°C durante 1 h en incubadora
(Felisa, Chalco, México) y se fijaron pasdndolas varias veces por la flama de un
mechero. Se adicionaron 230 ul de cristal violeta (Sigma-Aldrich, Alemania) al 1%
(peso/volumen), se incubé a temperatura ambiente por 30 min, se desechd el colorante y
se lavo con agua destilada estéril hasta que el colorante no fuera visible. Los pozos se
secaron a 60°C por 1 h y el cristal violeta unido a la biopelicula formada en el fondo de
cada pozo fue solubilizado con 230 ul de una mezcla de alcohol-acetona (80:20, Hycel,
Meéxico-Fermont, N.L., México). La concentraciéon del colorante adsorbido por las
células de la biopelicula y solubilizado fue determinada a 550 nm en un lector de
microplacas (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, EUA). Los experimentos fueron

realizados por sextuplicado.

6.3.3.5 Diseiio experimental y analisis estadistico.

El disefio de la investigacion fue experimental y multifactorial. Los
valores de ABH entre microorganismos fueron comparados mediante un Andlisis de
Varianza (ANOVA) y se utiliz6 la prueba de comparacién de medias de Tukey (P<0.05).
Se aplicaron las pruebas de correlacion de Pearson, Kendall y Spearman (con niveles de

significancia de 0.01 y 0.05) entre los valores de ABH y los recuentos de biopeliculas
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usando el paquete estadistico para las Ciencias Sociales, SPSS version 17 para Windows

(SPSS Inc., 2008).

6.4 Influencia de la topografia y composicion superficial de la canal de bovino en el
grado de adhesion de Salmonella y E. coli biotipo I

6.4.1 Preparacion de cepas e inéculo.

Para esta etapa se realiz6 una seleccion de diez cepas de Salmonella con diferente
capacidad para formar biopeliculas de acuerdo con los resultados obtenidos en los
experimentos de la seccion 8.3. Estas cepas fueron marcadas con resistencia a
rifampicina de acuerdo a la metodologia descrita por Kaspar y Tamplin (1993). Cada
cepa fue inoculada en un microtubo cénico (Eppendorf, Alemania) con 1 ml de CST e
incubada a 35°C por 24 h. Posteriormente se centrifugé a 5,167 X g durante 5 min y se
descart6 el sobrenadante. Se agregaron 100 ul de SS y se homogeneizé en un vortex
(Genie) hasta re-suspender el paquete celular. Se inocularon 0.1 ml del cultivo
homogeneizado en la superficie de AST con rifampicina (AST-Rif, 100 pl/ml; Sigma-
Aldrich, Alemania), se extendi6 con varilla estéril e incub6 a 35°C durante 24 h. A partir
del AST-RIif se selecciond una colonia tipica (1-2 mm, cremosa, cdncava) y se inocul
nuevamente en AST-Rif con incubacién a 35°C por 24 h en dos ocasiones sucesivas. La
cepa seleccionada con resistencia natural a la rifampicina se inocul6 en los medios de
TSIy LIA para su confirmacién bioquimica, se aglutin6 con antisuero polivalente O y se
inoculé en AST-Rif inclinado por quintuplicado para su conservacién en refrigeracion
(cultivos de trabajo), asi como en microtubos con CST-Rif-glicerol para su conservacion

en congelacion.

Se seleccionaron cinco cepas de Salmonella consistentes en aquellas cepas que
tuvieron mejor crecimiento en AST-Rif y que correspondieron a Salmonella Panama,
Salmonella Grupo B rugoso, Salmonella Bovismorbificans (dos cepas) y Salmonella
Give. También se incluyeron las cuatro cepas de E. coli biotipo I marcadas con
fluorescencia y resistencia a ampicilina (RFP-1, GFP-3, YFP-14 y YFP-66), asi como la
cepa de control de S. Typhimurium ATCC 14028. A partir de los cultivos de trabajo se
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realizaron dos inoculaciones sucesivas en tubos con CST con rifampicina o ampicilina e
incubaron a 35°C por 18-24 h, posteriormente se estriaron en placas de agar lactosa
sulfito rojo de fenol rifampicina (LSPR) preparado conforme las indicaciones de Castillo
et al (1998b) y AST-Amp; se seleccionaron de 3 a 5 colonias de cada microorganismo e
inocularon en CST-Rif y CST-Amp respectivamente y se incubaron a 35°C durante 18
h. A continuacién, cada cepa fue centrifugada (Sigma) a 5,167 X g durante 10 min, se
descart6 el sobrenadante y se realizaron dos lavados con el 10 ml de PBS, después del
segundo lavado los cultivos fueron homogeneizados en un vortex hasta disolucién
completa del paquete celular. De esta manera se estandarizé el procedimiento para
obtener concentraciones constantes de cada bacteria. Posteriormente, volumenes iguales
de cada cepa se transfirieron a una botella estéril para obtener una concentracién entre 1
X10° a 1 X10" UEC/ml de la mezcla. En todos los experimentos se comprobd la
concentracion del in6culo de cada cepa por recuentos en superficie en agar LSPR y

AST-Amp, segtn correspondiera.

6.4.2 Experimentos preliminares

6.4.2.1 Influencia del diluyente en la cantidad de bacterias recuperadas del
musculo.

Estos experimentos se realizaron con el objeto de saber si el tipo de
diluyente influia en la cantidad de bacterias recuperadas de los tejidos de la canal. Los
experimentos se realizaron en cortes de tejido muscular magro recién cortados obtenidos
del area conocida como “tapa de paloma” de carne de bovino obtenida en la carniceria
de un supermercado local y inicamente se utilizaron las cepas de Salmonella para hacer
esta evaluacion. Se realizaron cortes del tejido de 1.5 X 1.5 X 0.5 cm utilizando un
sacabocados estéril. Con la ayuda de pinzas estériles los tejidos se colocaron dentro de
tubos conicos con 5 ml de DP y PBS cada uno por duplicado conteniendo el inéculo
(coctel de 5 cepas de Salmonella) con una concentraciéon de 1 X 10’ UFC/ml y fueron
mantenidos en dos condiciones de almacenamiento para permitir la adhesién de las
bacterias: 1) temperatura ambiente (TA, 26.6 + 2.2°C) por 30 min y 2) temperatura

alternada (TA-R-TA) que consisti6 en una combinacién de almacenamiento a
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temperatura ambiente (26.6 + 2.2°C) por 30 min, seguido de refrigeracién (4.8 + 1.3°C)
por 24 h y de temperatura ambiente por 30 min. Después del almacenamiento se
retiraron los tejidos y se homogeneizaron en 50 ml de DP y 50 ml de PBS en un Bag
Mixer. Se realiz6 el recuento de UFC en agar LSPR mediante la técnica de recuento en

superficie. Los resultados se expresaron en log UFC/cm’.

Para determinar si el volumen del diluyente empleado influia en la cantidad de
bacterias débilmente adheridas (BDA) y fuertemente adheridas (BFA) recuperadas al
final de los enjuagues se realizé un experimento que consistio en colocar 3 ml del
in6culo como se especificd en el punto anterior y los trozos de tejido muscular (por
duplicado) en pozos de placas de poliestireno de 12 pozos (Costar, Corning Inc., NY,
USA); ademds se incluyé un control positivo y un control negativo, asegurandose que
las muestras de tejido quedaran sumergidas en el liquido. Las placas fueron mantenidas
en las dos condiciones de almacenamiento mencionadas anteriormente, TA y TA-R-TA.
El control positivo consistié en el tejido inoculado sin ningin tratamiento y el control
negativo consistio en el tejido sin inocular y sin tratamiento. El tratamiento consistié en
realizar enjuagues del tejido en 50 6 100 ml de PBS. Las muestras de los controles
positivo y negativo fueron retiradas con pinzas estériles y homogeneizadas en 50 6 100
ml de PBS durante 2 min en un Bag Mixer para realizar diluciones decimales seriales y
recuento en agar LSPR. Las muestras de tejido inoculadas fueron transferidas dos veces
a pozos con 3 ml de PBS por 2-3 s para eliminar el exceso de bacterias no adheridas a la
superficie y luego colocadas en tubos con 50 6 100 ml de PBS y agitadas suavemente
con 15 movimientos de vaivén para desprender las BDA cuyo recuento se realizé a
partir del enjuague. Posteriormente las muestras fueron transferidas a bolsas de
polietileno con 50 ml 6 100 ml de PBS y homogeneizadas en el Bag Mixer por 2 min
para realizar el recuento de las BFA a partir del homogeneizado. Para los recuentos de
BDA y BFA se realizaron diluciones decimales en DP y se inocularon alicuotas de 0.1
ml en placas de agar LSPR. En todos los casos las placas se incubaron a 35°C por 24-48
h para el recuento de UFC y los resultados se expresaron en log UFC/cm?. Se realizaron

dos réplicas de estos experimentos preliminares.
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6.4.2.2 Influencia del método de agitacion en la recuperacion de las
bacterias adheridas al misculo.

Algunos investigadores han empleado métodos de agitacion mecanicos
para desprender las BDA (Kim and Wei, 2007), por lo que este experimento se realiz6
para determinar si habia una ventaja al agitar las muestras de tejido mecdnicamente
contra un método manual. Se realiz6 un experimento similar al descrito en el pérrafo
anterior utilizando las 5 cepas de Salmonella y las 4 cepas de E. coli fluorescentes para
cuantificar las BDA y las BFA usando almacenamiento a TA por 30 min, enjuague en
50 ml de PBS, y dos variantes de agitacion. La agitacion manual consistié en 15
movimientos suaves de vaivén y la agitacion mecdnica consistié en agitaciéon en un
agitador reciproco (Eberbach) a 150 rpm/min durante 7 min. Los recuentos de BDA y de
BFA se realizaron en agar LSPR y AST-AMP como se describié en experimentos

anteriormente descritos.

6.4.2.3 Determinacion de la etapa del crecimiento de las bacterias.

La adhesion de las bacterias a la superficie de alimentos y equipo se
presenta de manera secuencial hasta la formacion de biopeliculas, e incluye las etapas de
depdsito, adhesion, colonizacion de la superficie y formacién del exopolisacédrido hasta
su maduracion (Stanley and Lazazzera, 2004; Palmer et al., 2007). Este experimento se
realizé para conocer en cudl de éstas etapas se encontraban las bacterias durante las
condiciones de almacenamiento de los tejidos. Se colocaron 3 ml del in6culo formado
por una mezcla de 5 cepas de Salmonella y 4 de E. coli fluorescentes que contenia
aproximadamente entre 1 X 10° y 1 X 10’ UFC/ml en pozos de placas de poliestireno
(Costar) de 12 pozos. En cada pozo se introdujo un trozo de musculo de 1.5 cm de
didmetro. Los tejidos inoculados se mantuvieron en condiciones de TA y en TA-R-TA.
Durante la primera condicion de almacenamiento se retiraron los tejidos a los 0, 10, 20 y
30 min para realizar el recuento de UFC y en la segunda condicion se retiraron los
tejidos a los 0, 10, 20 y 30 min, 12, 18 y 24 h de refrigeracién y a los 0, 10, 20 y 30 min
de incubacién a temperatura ambiente. Los tejidos se homogeneizaron con 50 ml de
PBS en un Bag Mixer, se realizaron diluciones decimales en DP e inocularon en agar

LSPR para el recuento de Salmonella y en agar AST-Amp para el recuento de E. coli.
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Los resultados se expresaron en log UFC/cm?®. Se realizaron dos réplicas del

experimento.

6.4.3 Obtencion de las muestras de tejidos de la canal de bovino

Los tejidos de la canal de bovino que se estudiaron fueron musculo (sin fascia),
conectivo (fascia), tendon, grasa y hueso. Las muestras fueron obtenidas a partir de
canales de bovino en un rastro en la linea de sacrificio después del lavado final con agua
y antes de que las canales fueran sometidas a refrigeracion. Las muestras de musculo,
fascia y hueso se tomaron del drea del cuello realizando el corte en la ultima vértebra de
las dos mitades de una misma canal. El tendén se obtuvo de la parte del brazuelo y la
grasa fue obtenida del drea que recubre los rifiones. Las dreas de corte se muestran en la
Figura 4. Los cortes se realizaron usando cuchillos y ganchos higienizados con alcohol
al 70%. Las muestras fueron colocadas en bolsas plésticas y transportadas en hielera

refrigerada hasta su llegada al laboratorio en un periodo maximo de 30 min.

Se obtuvieron cortes de cada tejido usando utensilios estériles o higienizados con
alcohol al 70% como pinzas, navajas de bisturi, sacabocados, tablas de picar, cuchillos,
tijeras, pinzas de presion, charolas y una sierra de corte eléctrica. Se obtuvieron cortes de
musculo, tendén y grasa de 1.5 cm de didmetro por 0.5 cm de espesor con la ayuda de un
sacabocados. La fascia fue obtenida de la superficie de musculo, de tendén y grasa y
cortada en trozos de 1.5 cm de didmetro usando también un sacabocados. El hueso
consistié en cortes de 1.0 X 1.0 cm X 0.5 cm de grosor utilizando una sierra eléctrica
(Jig Saw 7504 Type 5, Black & Decker, EUA) con la ayuda de pinzas de presiéon como
se muestran en la Figura 5. Los cortes fueron colocados en bolsas de polietileno y
mantenidos en refrigeracion por un periodo no mayor a 2 h para protegerlos de la
deshidrataciéon y contaminaciéon en tanto se utilizaban para los experimentos

correspondientes.
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a.

Figura 4. Toma de muestras de tejidos de la canal de bovino en el rastro: a) drea de
la dltima vértebra, b) drea del rifién y c) drea del brazuelo

Figuras 5. Obtencion de los cortes de tejidos de la canal de bovino: a) hueso, b)
tendon, c) fascia, d) musculo y e) grasa)

6.4.4 Adhesion de Salmonella y E. coli biotipo I a la superficie de tejidos de la canal
de bovino

El in6culo fue preparado de la manera como se describi6é en el punto 6.4.1 y
consistié en una mezcla de 5 cepas de Salmonella y 4 cepas de E. coli biotipo I
fluorescentes a partir de cultivos individuales en CST, lavados, resuspendidos en PBS y
mezclados en volimenes iguales para obtener una concentraciéon aproximada de 1 X 10°
a 1 X 10’ UFC/ml. Volimenes de 3 ml del inéculo fueron depositados en pozos de
placas de poliestireno de 12 pozos (Corning, Inc.). Se utilizaron dos cajas de poliestireno
de 12 pozos para cada tejido, una para el almacenamiento de los tejidos a temperatura

ambiente (TA) por 30 min y la otra para el almacenamiento a temperatura alternada
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(TA-R-TA). Los tejidos fueron colocados por duplicado en los pozos que contenian el
in6culo asegurdndose de que quedaran completamente sumergidos. Se incluyeron un
control positivo y un control negativo en cada placa. El control positivo consistié del
tejido inoculado sin tratamiento, mientras que el control negativo consistié en el tejido

sin inocular y sin tratamiento.

A continuacién, los tejidos fueron mantenidos bajo las dos condiciones de
almacenamiento mencionadas para permitir la adhesién de las bacterias. Los tejidos de
los controles positivo y negativo fueron retirados con pinzas estériles y homogeneizados
en 50 ml de PBS durante 2 min usando un Bag Mixer. Por otra parte, los tejidos
inoculados fueron transferidos al término del almacenamiento a pozos conteniendo 3 ml
de PBS por 2-3 s en dos ocasiones sucesivas para eliminar el exceso de bacterias no
adheridas y posteriormente fueron colocados en tubos con 50 ml de PBS y agitados
suavemente con 15 movimientos de vaivén para desprender las bacterias débilmente
adheridas a la superficie (BDA) cuyo recuento se realiz6 a partir de este enjuague. A
continuacion, los tejidos fueron transferidos a una bolsa de polietileno con 50 ml de PBS
y homogeneizados en un Bag Mixer durante 2 min para realizar el recuento de las
bacterias fuertemente adheridas (BFA). Para realizar los recuentos de BDA y BFA se
realizaron diluciones decimales en DP y se inocularon alicuotas de 0.1 ml en placas de
agar LSPR para el recuento de Salmonella y de AST-Amp para el recuento de E. coli.
Las placas se incubaron a 35°C durante 18-24 h y se realiz6 el recuento de UFC de
Salmonella (colonias rosas con centro negro) y de E. coli biotipo I. Los resultados se
expresaron como log UFC/cm?. Los experimentos se realizaron por triplicado. La fuerza
de adhesion (Sr) a los diferentes tejidos se calculé como:

Sk = (# células no adheridas fisicamente — # células fisicamente adheridas) / (#
células fisicamente adheridas) (Dickson, Koohmaraie, 1989). En la Figura 6 se resume

este procedimiento.
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6.4.5 Determinacion de la actividad de agua de los tejidos y humedad relativa
durante la experimentacion

Debido a que las muestras fueron sumergidas en el inéculo, esta condicién podria
modificar algunas caracteristicas de la carne como es la actividad de agua (Aa) o la
humedad relativa del microambiente donde se colocaron los tejidos durante los
experimentos. Con el propdsito de determinar la Aa y HR bajo las condiciones de los
experimentos se colocaron 3 ml de PBS en placas de poliestireno de 12 pozos y los
tejidos correspondientes bajo las dos condiciones de almacenamiento, TA por 30 min y
temperatura alternada (TA-R-TA). La medicién de la humedad relativa (HR) se realiz6
colocando un sensor (Dickson, Mod TH 300, USA) en la parte interna de la tapa de la
placa de poliestireno. Para la medicion de la actividad de agua (Aa), los tejidos se
retiraron y se colocaron dentro de la cdmara del medidor de Aa (Decagon, Pawkit water
activity meter. Washington, USA). Las determinaciones se realizaron para las muestras
almacenadas a TA a los 0 y 30 min y para las muestras almacenadas a TA-R-TA alos 0

y 30 min, a las 24 h y a los 30 min posteriores a las 24 h de incubacion.

6.4.6 Disefio experimental y analisis estadistico

El diseio de la investigacion fue experimental y multifactorial. La cantidad de
bacterias adheridas en los diferentes tejidos fueron comparados mediante un Anélisis de
Varianza (ANOVA), ademds se utiliz6 la prueba de comparacion de medias de Tukey
(P<0.05), mediante el paquete estadistico para las Ciencias Sociales, SPSS versién 17

para Windows (SPSS Inc., 2008).
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Preparar cultivos de cepas individualmente (5 cepas de Salmonella y 4 cepas de E.
coli biotipo I)

1X10° UFC/ml de c/u
Realizar 2 lavados ¢/PBS

v

Preparar el indculo, mezclar volimenes iguales de cada cepa
7
(1X10°1X10" UFC/ml)

Llenar pozos c/3ml del indculo para tejidos y control positivo
y 3 ml de PBS estéril para el control negativo. Colocar los tejidos.

Hueso (1 X 1X 0.5 cm) musculo fascia tendén grasa (1.5 cm didmetro)

Almacenar
TA/ 30 min TA-R-TA

Enjuagar 2 veces cada tejido en 3 ml de PBS por 2-3 s Controles positivo y negativo

Transferir muestra a 50 ml de PBS y agitar
con 15 movimientos suaves de vaivén ‘

Transferir tejido a 50 ml de PBS y homogeneizar
en BagMixer 2 min

v v

Realizar diluciones en DP y recuento en agar LSPR y AST-Amp

| |

Recuento de BFA

Figura 6. Adhesion de Salmonella y E. coli biotipo I a tejidos de la canal de bovino
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6.5 Comparacion de la capacidad de agentes surfactantes para remover
Salmonella y E. coli biotipo I adheridas a superficies de la canal de bovino

Se aplicaron tratamientos con los agentes surfactantes, Tween 20 (Hycel, México)
y dodecil sulfato de sodio (SDS) (Promega Corporation, USA) ¢ también conocido
como lauril sulfato de sodio, los cuales son sustancias GRAS (generalmente reconocidas
como seguras, por su siglas en inglés) aprobadas para uso en alimentos, para evaluar y
comparar su efecto en la remocién de Salmonella y E. coli biotipo I adheridas a tres
tejidos (musculo, fascia y hueso) de la canal de bovino. Debido a que en los resultados
de los experimentos de la etapa anterior (seccién 7.4) no se observaron diferencias
(P>0.05) en la cantidad de bacterias adheridas a los tejidos, la seleccion de los tejidos
para esta etapa se basé en otras consideraciones. Se eligié el tejido muscular pues
aunque es uno de los tejidos en donde se han realizado mayor cantidad de estudios de
adhesion y reduccién de bacterias patdgenas, es el tejido que mds se aprovecha para la
alimentaciéon humana y para poder comparar los resultados con estudios ya reportados;
la fascia ya que es uno de los tejidos de mayor constitucion en las canales de bovino; y

el hueso pues no se encontraron estudios relacionados con este tejido.

6.5.1 Experimentos preliminares

6.5.1.1 Efecto del SDS y Tween 20 sobre Salmonella inoculada en CST con y
sin inclusion de caldo neutralizante.

Estos experimentos se realizaron con el propdsito de probar el efecto de
varias concentraciones y tiempos de contacto del SDS y Tween 20 en cultivos de
Salmonella con y sin inclusién de caldo neutralizante. El indculo consistié en una
mezcla de las cinco cepas de Salmonella cultivadas individualmente a 35°C por 18-24 h.
Los cultivos fueron centrifugados y después de descartar el sobrenadante, se realizaron
dos lavados con 10 ml de PBS y entonces se mezclaron volimenes iguales de cada cepa
para tener una concentracion entre 1 X 10°a 1 X 10" UFC/ml. Se probaron diferentes
concentraciones y tiempos de contacto, todas las concentraciones probadas se realizaron
por duplicado (una serie sin incluir caldo neutralizante y la otra incluy6 caldo

neutralizante). En el caso del SDS probaron las concentraciones de 0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0,

52



30, 40 y 5.0%, 7.0, 10.0, y 20.0% (con un tiempo de contacto de 30s); las
concentraciones de 5.0, 7.0, 10.0, y 20.0% del SDS (con tiempos de contacto de 2 y 5
min) y tanto para el SDS como para el Tween 20 se probaron las concentraciones de 0.5,
1.0, 2.0 y 5.0% con 5 y 10 min de tiempo de contacto. Todas las soluciones se
prepararon en agua destilada estéril; para el SDS éstas fueron en peso/volumen y para el
Tween 20 en volumen/volumen. Los valores de pH de las soluciones variaron para el
SDS de 5.78 a 7.78 y para el Tween 20 de 4.49 y 4.72. Volimenes de 50 ul de cada
soluciéon se adicionaron individualmente a tubos con 4.0 ml de CST y se
homogeneizaron en un vortex. A continuacion, en la primera serie de tubos (uno de los
duplicados) se adicionaron 50 pl del in6culo a cada tubo y después de su respectivo
tiempo de contacto, se transfirid6 una alicuota de 1 ml del primer tubo de cada
concentracion a tubos con 9 ml de DP para realizar diluciones decimales y recuento en
superficie de agar LSPR después de incubacion a 35°/18 a 24 h. En la segunda serie de
los tubos se transfirié 1 ml de cada tubo a 1 ml de caldo neutralizante Dey Engley (DE;
BD) a doble concentracién (2X), se mezclaron y después de 30 s se realizaron diluciones
decimales y recuento en superficie de agar LSPR para su recuento. Los resultados se

expresaron en log UFC/ml.

6.5.1.2 Efecto del SDS y Tween 20 sobre Salmonella adherida a la superficie
del misculo con y sin aplicacion de masajeo.

Este experimento se realizé para probar el efecto de los detergentes en la
remocion de Salmonella adherida al musculo después del almacenamiento de los cortes
de musculo a TA/30 min, con o sin la aplicacion de masajeo durante el tratamiento con
los surfactantes y para determinar si el masajeo influia o no en el efecto de los
surfactantes. Cortes de musculo de 1.0 cm de didmetro y 0.5 cm de grosor obtenidos con
sacabocados estéril y por duplicado se introdujeron en tubos cénicos con 5 ml de un
coctel de 5 cepas de Salmonella (1 X 10°a 1 X 10" UFC/ml, 4.5 ml de PBS y 50 ul de
la mezcla de cepas). Duplicados de los tejidos fueron mantenidos a TA por 30 min para
permitir la adhesion de las bacterias, y luego fueron transferidos a tubos con 30 ml de
soluciones de SDS (p/v) y Tween 20 (v/v) al 2.0% durante 10 min de contacto. Durante

el tratamiento con los agentes surfactantes a uno de los duplicados se aplic6 masaje

53



manual intermitente (2 min masaje - 2 min reposo - 2 min masaje - 2 min reposo - 2 min
masaje), mientras que al otro duplicado no se le aplic6 masajeo. Se incluyeron controles
positivos (inoculado) y negativos (sin inocular), ambos sin tratamiento con los
surfactantes. Para la recuperacion de las bacterias se transfiri6 1 ml del liquido de
suspensiéon para realizar diluciones decimales en DP y realizar el recuento de las
bacterias a partir del enjuague en placas de agar LSPR. Los resultados se expresaron en

log UFC/cm®.

Con la finalidad de comparar el masajeo del tejido durante el tiempo de contacto
con los agentes surfactantes con otra forma de agitacion, se realizO nuevamente el
experimento. La variante consistié en incluir durante el tiempo de contacto con los
agentes surfactantes, la agitacion de los tejidos en tubos cénicos con 50 ml de la
solucion de SDS y TW20 al 2.0% en forma suave (15 movimientos de vaivén) e
intermitente durante 10 min (de igual forma que en el masajeo) y compararla contra €ste.
A partir de esta solucién se tomaron las alicuotas para realizar el recuento de BDA. El
tejido se transfiri6 a bolsa con 50 ml de PBS y homogeneiz6 en Bag Mixer para realizar
el recuento de las BFA en placas de agar LSPR, reportando los resultados en log

UFC/cm?.

6.5.2 Obtencion de muestras y cortes de tejidos de la canal de bovino

Los tejidos seleccionados para estos estudios (musculo, fascia y hueso) fueron
obtenidos a partir de canales de bovino en un rastro en la linea de sacrificio después del
lavado final con agua y antes de que las canales fueran sometidas a refrigeracion de la
misma forma como se explicé en el apartado 8.4. Los cortes de tejidos se obtuvieron
utilizando utensilios estériles o higienizados con alcohol al 70%. Los cortes de tejidos se
obtuvieron siguiendo los mismos procedimientos mencionados en la seccién 6.4.4, con
las siguientes dimensiones, musculo (1.5 cm de didmetro X 0.5 cm de espesor), fascia
(1.5 cm de diametro) y hueso (1.0 X 1.0 cm X 0.5 cm de espesor) y fueron colocados en
bolsas de polietileno y mantenidos en refrigeracion por un periodo no mayor a 2 h hasta

su utilizacién en los experimentos correspondientes.
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6.5.3 Preparacion de los cultivos e inéculos

Las cepas de Salmonella y de E. coli biotipo I y la cepa control de S.
Typhimurium (3 a 5 colonias de cada cepa) fueron cultivadas en CST-Rif y CST-Amp e
incubaron a 35°C por 18-24 h, centrifugadas a 5,167 X g durante 10 min y lavadas con
10 ml PBS, después del segundo lavado los cultivos fueron homogeneizados en un
agitador tipo vortex hasta disolucién completa del paquete celular. Se mezclaron
volimenes iguales de cada cepa para obtener una concentracion entre 1 X10° a1 X10’
UFC/ml de la mezcla. Se comprob6 la concentracion por recuentos en superficie en agar

LSPR y AST-Amp.

6.5.4 Capacidad de SDS y Ttween20 para remover a Salmonella y E. coli biotipo I

adheridas a la superficie de tejidos de la canal de bovino

Se utilizaron dos cajas de poliestireno de 12 pozos para cada tejido estudiado. En
cada placa se depositaron 3 ml del in6culo en pozos para cada tejido (por duplicado) y
tratamiento y controles y s6lo PBS para el control negativo. El control positivo consistio
en el tejido inoculado sin ningln tratamiento, el control del tratamiento fue inoculado y
fue tratado con PBS pero no con los surfactantes y el control negativo consistio en el
tejido sin inocular y sin ningin tratamiento. A continuacion se colocaron los tejidos en
cada pozo y se almacenaron a TA por 30 min y a TA-R-TA. Al final del
almacenamiento se retiraron los tejidos del control positivo y del control negativo con
pinzas estériles y se colocaron en bolsas con 50 ml de PBS para ser homogeneizadas en
el Bag Mixer durante 2 min y realizar el recuento de UFC. El control del tratamiento fue
retirado y colocado en tubo cénico con 50 ml de PBS para posteriormente realizar el
recuento de BDA a partir del enjuague y el tejido fue transferido a una bolsa de pléstico
con 50 ml de PBS para el recuento de BFA. Para el caso de los tratamientos, el tejido fue
retirado de los pozos y colocado en tubos conicos con 50 ml de soluciones de Tween 20
y de SDS al 2% (pH de 4.7 y 6.0, respectivamente) durante 10 min a temperatura
ambiente (26.6 = 2.2°C) y agitacidn intermitente (reposo y agitacidn hasta completar 15
movimientos en 10 min) como se describié6 en el punto 8.5.1.2. Posteriormente se

transfirieron a tubos con 50 ml de PBS y agitaron suavemente para realizar el recuento
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de BDA a partir del enjuague. Finalmente los tejidos fueron colocados en bolsa de
plastico con 50 ml de PBS para su homogeneizacién en el Bag Mixer y recuento de
BFA. Se realizaron diluciones decimales de las muestras en DP e inocularon 0.1 ml en
placas de LSPR para Salmonella y AST-Amp para el recuento de E. coli biotipo I
fluorescente en el gabinete UV (UVP). Los resultados se expresaron en log UFC/cm?.
Los experimentos fueron realizados por triplicado. En la Figura 7 se describe el

procedimiento.

6.5.5 Diseifio experimental y analisis estadistico

El disefio de la investigacién fue experimental y multifactorial. La cantidad de
bacterias adheridas o removidas por los detergentes fueron comparados mediante un
Andlisis de Varianza (ANOVA) y se utilizo la prueba de comparacion de medias de
Tukey (P<0.05), usando el paquete estadistico para las Ciencias Sociales, SPSS versién

17 para Windows (SPSS Inc., 2008).
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Preparacion de 5 cepas de Salmonella y 4 cepas de E. coli biotipo I fluorescentes

Mezclar volimenes iguales y preparar inéculo
76
10 - 10 UFC/ml

\

Llenar pozos ¢/3ml del in6culo para tejidos, control de inéculo y control de
tratamiento y 3 ml de PBS para el control negativo

\

Colocar los cortes de tejido
(musculo, fascia y hueso)

Almacenar

TA/30 min

TA- R -TA

l

Transferir tejidos a tubos ¢/50 ml de SDS y
Tween 20 al 2%. Agitacién intermitente
(15 movimientos suaves/10 min)

b

Realizar diluciones en DP y
recuento de BDA
en agar LSPR y AST- Amp

v

\

Transferir control de tratamiento (sin tratar
con SDS y Tween 20) a tubo con 50 ml de
PBS y realizar agitacion intermitente

y

v

Transferir controles de in6culo y
control negativo a 50 ml de PBS,
homogeneizar en Bag Mixer y
realizar recuento en agar LSPR y
AST- Amp

\

y

Transferir tejidos a 50 ml de PBS, homogeneizar en Bag Mixer /2 min.
Realizar diluciones y recuento de BFA en agar LSPR y AST-Amp

Figura 7. Capacidad de SDS y Tween 20 para remover Salmonella y E. coli biotipo |
fluorescentes adheridas a diferentes tejidos de la canal de bovino
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7. RESULTADOS

7.1. Prevalencia y resistencia antimicrobiana de serotipos de Salmonella aislados
de canales de bovino

7.1.1. Prevalencia de Salmonella

Salmonella fue aislada en 78 (15.5%) de las 505 muestras recolectadas de la
superficie de canales de bovino por el método de frotacion por esponja en los cuatro
rastros municipales en el Estado de Jalisco incluidos en el estudio. La frecuencia de
aislamiento de Salmonella fue 28.6, 13.5, 13.3 y 6.4% para los rastros C, D, A y B,
respectivamente (Tabla 3) y fue significativamente mayor (P<0.05) para el rastro C. La
frecuencia de aislamiento de Salmonella fue significativamente mayor (P<0.05) de mayo
a septiembre (22.0%, Tabla 2) meses que corresponden a la estacion humeda en esta
region por la presencia de precipitacion pluvial, comparada con la prevalencia observada
en los meses de diciembre a abril (5.5%) que corresponden a la estacidon seca. El

patdgeno fue mas frecuentemente aislado en el mes de septiembre (31.9%).

Un total de 78 aislamientos de Salmonella recuperados de las muestras
recolectadas de la superficie de las canales de bovino (un aislamiento por cada muestra
positiva) fueron serotipificados. Se identificaron un total de 13 serotipos y 4 serogrupos
(aislamientos serotipificados parcialmente) (Tabla 4). Salmonella Give fue el serotipo
mads predominante y fue recuperado del 24.4% de las muestras, seguido por Salmonella
Typhimurium (17.9%), Salmonella Grupo B (14.1%), Salmonella Infantis (10.3%) y
Salmonella Anatum (5.1%). Se observaron diferencias (P<0.05) en la frecuencia de
aislamiento de esos serotipos durante el periodo de tiempo estudiado. Salmonella Give
predominé en agosto (10 de 14 aislamientos recuperados durante ese mes), Salmonella

Grupo B predominé en junio (7 de 11 aislamientos) mientras que Salmonella
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Typhinurium (11 de 29 aislamientos) y Salmonella Infantis (8 de 29 aislamientos)

fueron los més frecuentemente aislados en septiembre.

La distribucion de los serotipos fue diferente entre los establecimientos (Tablas 4
y 5). En el rastro A, se identificaron seis serotipos y dos serogrupos, en donde S. Infantis
(35.3%) fue el serotipo mas cominmente aislado. En el rastro B se encontraron dos
serotipos y dos serogrupos y S. Grupo B (37.5%) fue el mds comun. S. Give predominé
en los rastros C y D, donde ocho y siete diferentes serotipos fueron identificados,
respectivamente. En general, S. Give, S. Grupo B y S. Infantis fueron los mas
ampliamente distribuidos y se encontraron en muestras de canales de bovino de tres
diferentes rastros; S. Havana, S. Muenster y S. Livingstone fueron encontrados
exclusivamente en muestras del rastro A. S. Enteritidis, S. Panama y S. Sinstorf fueron

aisladas exclusivamente en muestras del rastro D.
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Tabla 3. Frecuencia de Salmonella spp. en canales de bovino en cuatro rastros municipales en Jalisco, México

No. muestras positivas/No. muestras analizadas

Epoca seca

Epoca hiimeda

Rastro n’ Dic Ene Feb Mar Abr posZévas May Jun Jul Ago Sep posz(gvas Total poszoivas
A 128 0/21 0/0 1/21 0/21 0/0 1.6 3/21 0/0 4/23 0/0 9/21 24.6 17/128 133 x"
B 125 0/0 0/21 1/22 0/0 0/21 1.6 0/0 /18 2722 0/0 4/21 11.5 8/125 64y
C 126  0/0 0/20 1/21 0/0 0/0 24 321 8/21 0/0 11725 13/18  41.2 36/126 28.6z
D 126 0/0 6/11 0/0 2/21 0/0 25.0 1/21 2/22 0/0 3/20  3/31 9.6 17/126  13.5x
Total 505 0721 6/52 3/64 2/42 0/21 55 7/63 11/61  6/45  14/45 29/91  22.0 78/505 15.5

% 0.0 11.5 4.7 4.8 0.0 11.1 18.0 13.3 31.1 31.9

*Niimero de muestras de la superficie de canales de bovino analizadas.
"Valores en la misma columna con diferentes letras (xyz) indican una diferencia significativa (P<0.05).
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Tabla 4. Serotipos de Salmonella aislados de canales de bovino en cuatro rastros
municipales en Jalisco, México

Serotipos de Salmonella No. aislamientos (%) Rastro(s)
S. Give 19 (24.4) A, CD
S. Typhimurium 14 (17.9) CD
S. Infantis 8 (10.3) A,CD
S. Anatum 4 (5.1) A, C
S. Bovismorbificans 3 (3.8) B,C
S. Montevideo 3 (3.8) C,D
S. Havana 2 (2.6) A
S. Muenster 2 (2.6) A
S. Enteritidis 1 (1.3) D
S. Livingstone 1 (1.3) A
S. Oranienburg 1 (1.3) B
S. Panama 1 (1.3) D
S. Sinstrof 1 (1.3) D
Parcialmente serotipificados
S. Grupo B 11 (14.1) A,B,C
S. Grupo E1 3 (3.8) A
S. Grupo B monofasico 1 (1.3) C
S. Grupo E1 monofasico 1 (1.3) B
No tipificable 2 (2.6) B,D

Total 78 (100)




Tabla 5. Diversidad de serotipos de Salmonella aislados de canales de bovino por

Establecimiento

Rastro. ‘ Serotipo No. aislamientos

(No. aislamientos) (%)

A (17) S. Infantis 6 (35.3)
S. Grupo E1* 3 (17.6)
S. Havana 2 (11.8)
S. Muenster 2 (11.8)
S. Anatum 1 (5.9
S. Give 1 (5.9
S. Grupo B* 1 (5.9
S. Livingstone 1 (5.9

B (8) S. Grupo B* 3 (37.5)
S. Bovismorbificans 2 (25.0)
S. Grupo E1 monofésico® 1 (12.5)
S. Oranienburg 1 (12.5)
No tipificable 1 (12.5)

C (36) S. Give 11 (30.6)
S. Typhimurium 10 (27.8)
S. Grupo B* 7 (19.4)
S. Anatum 3 (8.3)
S. Montevideo 2 (2.6)
S. Grupo B monofasico® 1 (2.8
S. Bovismorbificans 1 (2.8)
S. Infantis 1 (2.8

D (17) S. Give 7 (41.2)
S. Typhimurium 4 (23.5)
S. Enteritidis 1 (5.9
S. Infantis 1 (5.9
S. Montevideo 1 (5.9
S. Panama 1 (5.9
S. Sinstorf 1 (5.9
No tipificable 1 (5.9

*Aislamientos parcialmente serotipificados.



7.1.2 Resistencia antimicrobiana

La susceptibilidad de los 78 aislamientos de Salmonella fue probada contra 11
antimicrobianos incluyendo penicilinas, cefalosporinas, aminoglucésidos, tetraciclinas,
fluoroquinolonas, quinolonas, inhibidores de la via del folato y fenicoles. Las pruebas
revelaron que 48.7% de los aislamientos (38/78) fueron resistentes al menos a un
antimicrobiano y 16.7% (13/78) tuvieron resistencia intermedia al menos a un
antimicrobiano. La resistencia a TET fue el perfil mas comin y se presenté en el 46.2%
de los aislamientos (36/78), seguido por la resistencia a STR en 42.3% (33/78), a CHL
en 23.1% (18/78), a SXT en 21.8% (17/78), a GEN en 19.2% (15/78), a NAL en 17.9%
(14/78), a AMP en 9% (7/78), a CEP en 3.8% (3/78) y a KAN en 1.3% (1/78). No se

observo resistencia a CRO ni a CIP en ninguno de los 78 aislamientos analizados.

En el presente estudio, el 33.3% (26/78) de los aislamientos de Salmonella fueron
resistentes a tres o mdas antimicrobianos, por lo que son considerados como
multirresistentes (MR). Entre los aislamientos MR se encontraron que 13
correspondieron a S. Typhimurium, 8 a S. Grupo B, 1 a S. Grupo B monofésico, 1 a S.
Havana, 1 a S. Infantis y 2 fueron no tipificables (Tabla 6). Los aislamientos MR de S.
Typhimurium y S. Grupo B constituyeron el 80% de todos los aislamientos
multirresistentes. En general, el fenotipo de multirresistencia mas comun fue GEN-TET-
SXT-CHL-STR, el cual fue encontrado en siete aislamientos de S. Typhimurium, 1
aislamiento de S. Grupo B monofésico y un aislamiento de S. Infantis. La frecuencia de
aislamientos multirresistentes de Salmonella fue significativamente mayor en el rastro C

(44.7%, P<0.05), seguido por los rastros D (13.2%), B (7.9%) y A (2.6%).
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Tabla 6. Perfiles de multirresistencia de aislamientos de Salmonella recuperados de
canales de bovinos

No.
Serotipo de Salmonella Perfil de multirresistencia® aislamientos
(n=26)

S. Typhimurium GEN-TET-SXT-CHL-STR" 7
GEN-TET-SXT-CHL-NAL-STR® 5
GEN-TET-SXT-CHL-KAN-STR

S. Grupo B TET-NAL-STR 5
AMP-CHL-STR-SXT-TET-NAL-CEP 1
TET-CHL-NAL-STR 1
AMP-TET-STR-CHL" 1

S. Grupo B monophasic GEN-TET-SXT-CHL-STR" 1

S. Infantis GEN-TET-SXT-CHL-STR" 1

S. Havana AMP-TET-SXT-STR® 1

No tipificable AMP-TET-NAL-CEP 1
AMP-NAL-CEP' 1

* AMP=ampicilina, CEP=cefalotina, CHL=cloranfenicol, GEN=gentamicina, KAN=kanamicina,
NAL=4cido nalidixico, SXT=trimetoprim-sulfametoxazol, STR=estreptomicina, TET=tetraciclina
"Susceptibilidad intermedia a KAN

“Susceptibilidad intermedia a CIP

dSusceptibilidad intermedia a SXT, CEP y NAL

“Susceptibilidad intermedia a NAL

'Susceptibilidad intermedia a CHL

7.2 Determinacion de la concentracion de bacterias indicadoras de calidad
sanitaria en canales de bovino.

Los indicadores son utilizados para verificar el control de los procesos e
identificar oportunidades para mejorarlos (ICMSF, 2002). También se han utilizado para
evaluar los niveles de higiene durante el proceso de sacrificio para la obtencién de la
carne y aves. Con este fin diversos grupos de investigadores han determinado bacterias y
grupos de bacterias como indicadores por ejemplo, las BMA, Enterobacteriaceae, E.
coli, coliformes, Pseudomonas (Ghafir et al., 2008; McEvoy et al., 2004; Rahkio,

Korkeala, 1996). En el presente estudio se determind la concentraciéon de BMA,
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coliformes y E. coli en las canales de bovino en cuatro rastros municipales del Estado de

Jalisco.

7.2.1. Bacterias mesofilas aerobias

La media de los recuentos de BMA en las 499 muestras analizadas para este
grupo indicador estuvo entre 4.0 y 4.8 log UFC/cm? (Tabla 7), encontrandose diferencias
(P<0.05) entre sus recuentos en los cuatro rastros, observandose que el rastro D tuvo el

valor promedio més alto de BMA.

Tabla 7. Recuentos de bacterias mesofilas aerobias (log UFC/cmz) en canales de bovino
en rastros municipales del estado de Jalisco

2a

Rastro No. muestras Log UFC/em
Minimo Maximo Media DE°
A 127 2.8 6.2 44X 0.7
B 122 1.4 6.9 40Y 0.7
C 126 2.9 6.0 40Y 0.6
D 124 1.5 6.8 4.87 0.7
Total 499 1.4 6.9 4.3 0.7

* Logaritmo de unidades formadoras de colonias/cm” de la superficie
® Desviacién estandar
¢ Dentro de cada columna diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05).

El 46.5% de las muestras tuvo recuentos entre 4.0 y 4.9 log UFC/cm?®. Con
respecto a los resultados por rastro, el 48% de las muestras del rastro A tuvieron cuentas
entre 4.0 y 4.9 log UFC/cm?, mientras que en el rastro B el 96.6% de las muestras tuvo
cuentas entre 3.0 y 4.9 log UFC/cm®. Ademis, el mayor porcentaje de muestras de los
rastros C y D, 58.7% y 59.7% respectivamente, se ubicaron entre 3.0 y 3.9 log UFC/cm?
y el rastro D el entre 4.0 y 4.9 log UFC/cm? (Tabla 8). En general el mayor porcentaje de

muestras tuvo recuentos entre 3.0 y 4.9 log UFC/cm®.
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Tabla 8. Niveles de bacterias meséfilas aerobias en canales de bovino en rastros
municipales de Jalisco

Rastro Log UFC/cm? No. muestras  Frecuencia (%) Frecuencia
acumulada (%)
0a09 0 0.0 0
1.0al.9 0 0.0 0
20a29 2 1.6 1.6
A 3.0a39 39 30.7 323
40a4.9 61 48.0 80.3
50a59 23 18.1 98.4
6.0a6.9 2 1.6 100
TOTAL 127 100.0 100
0a09 0 0.0 0
1.0al.9 1 0.8 0.8
20a2.9 2 1.6 2.4
B 3.0a3.9 57 46.7 49.1
40a4.9 58 47.5 96.6
50a59 3 2.5 99.1
6.0a6.9 1 0.8 99.9
TOTAL 122 100.0 99.9
0a09 0 0.0 0
1.0al.9 0 0.0 0
20a29 1 0.8 0.8
C 3.0a3.9 74 58.7 59.5
40a49 39 31.0 90.5
50a59 11 8.7 99.2
6.0a6.9 1 0.8 100
TOTAL 126 100.0 100
0a09 0 0.0 0
1.0a1.9 1 0.8 0.8
20a29 0 0.0 0.8
D 3.0a3.9 9 7.3 8.1
40a4.9 74 59.7 67.8
50a59 33 26.6 94.4
6.0a6.9 7 5.6 100
TOTAL 124 100.0 100

Es importante conocer la distribucion de los recuentos de grupos indicadores en
las diferentes épocas del afio. Respecto a la distribucion de la media de los recuentos de
BMA en las épocas seca y humeda del afio estudiadas, se observaron diferencias
significativas (P<0.05) entre las dos €pocas y entre los rastros (Figura 8), en donde se
puede apreciar que los recuentos de BMA fueron més altos en la época himeda. Las

canales del rastro D tuvieron niveles promedio de BMA mads altos en la época seca (4.9
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log UFC/cm?), mientras que las canales de los rastros A y D tuvieron recuentos mdas

altos en la época himeda (4.9 y 4.8 log UFC/cm?, respectivamente).

Log UFC/cm?

48 a

o & &1 R fv) 6l &1 & -7
Seca Himeda

EPOCA

Figura 8. Distribucion de los recuentos de bacterias mesoéfilas aerobias (BMA)

en canales de bovino en rastros municipales de Jalisco, durante las épocas seca
y humeda

7.2.2 Coliformes totales

De las 501 muestras analizadas, el 99% (498) tuvieron cuentas de CT, el
promedio de los recuentos fue de 1.6 = 0.9 log UFC/cmz, observandose recuentos mas
bajos (P<0.05) en las canales del rastro C. El valor minimo observado fue de -0.6 y el
maximo de 4.0 log UFC/cm? (Tabla 9). De las 498 muestras con recuentos de CT, el
95.0% (datos no mostrados) tuvieron cuentas < 2.9 log UFC/cm? (Tabla 9). En la Tabla
10 se puede observar que en los rastros A, B y C el 58.6, 39.2 y 45.2% de las muestras,

respectivamente, tuvieron cuentas entre 1.0 y 1.9 log UFC/cm?, mientras que el rastro D,
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el 33. 6 y 36.1% de las muestras tuvieron cuentas entre 1.0 a 1.9 y 2.0 a 2.9 log

UFC/cmZ, respectivamente.

Tabla 9. Recuentos de coliformes totales (log UFC/cmz) en canales de bovino en rastros
municipales del estado de Jalisco

CT log UFC/cm*®

Rastro No. muestras
Minimo Maximo Media DE°
A 128 0.2 3.6 1.7Y° 0.7
B 125 -0.2 4.0 16Y 0.9
C 126 -0.6 3.1 1.3X 0.8
D 122 -0.6 3.9 1.8Y 09
Total 501 -0.6 4.0 1.6 09

* Logaritmo de unidades formadoras de colonias/cm”

" Desviacién estdndar

Dentro de cada columna diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas
(P<0.05).

En la Figura 9 se observa la distribucion de los recuentos promedio de CT en las
dos épocas del afio estudiadas y se aprecia que los recuentos de CT fueron mayores en la
época himeda (P<0.05). El rastro D tuvo los recuentos mds altos (P<0.05) en la época
seca (2.6 log UFC/cm?) y el rastro A mostré los recuentos mds bajos (P<0.05) en la

época seca (1.3 log UFC/cm?).
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Tabla 10. Niveles de coliformes totales en canales de bovino en rastros municipales de

Jalisco
Rastro Log UFC/cm’® No. muestras % Frecuencia % Frecuencia
acumulada

0a09 18 14.0 14
1.0a19 75 58.6 72.6
2.0a29 29 22.7 95.3

A 3.0a3.9 6 4.7 100
40a49 0 0.0 100
50a5.9 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 128 100.0 100
0a09 32 25.6 25.6
1.0a19 49 39.2 64.8
2.0a29 38 30.4 95.2

B 3.0a3.9 5 4.0 99.2
40a49 1 0.8 100
50a5.9 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 125 100.0 100
0a09 50 39.7 39.7
1.0a1.9 57 45.2 84.9
2.0a29 18 14.3 99.2

C 3.0a3.9 1 0.8 100
40a49 0 0.0 100
50a5.9 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 126 100.0 100
0a09 25 20.5 20.5
1.0a19 41 33.6 54.1
2.0a29 44 36.1 90.2

D 3.0a3.9 12 9.8 100
40a49 0 0.0 100
50a5.9 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 122 100.0 100
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Figura 9. Distribucion de los recuentos de coliformes totales (CT) en canales de bovino
en rastros municipales de Jalisco, durante las épocas seca y himeda.

7.2.3 Escherichia coli

De las 498 muestras analizadas, el 96% (478) resultaron positivas a la presencia
de E. coli. La media de los recuentos fue de 1.0 log UFC/cm?, observandose que la
media de los recuentos en el rastro C fue menor (P<0.05) respecto a la de los demas. Los
valores minimo y maximo observados fueron de -1.5 y 4.0 log UEC/cm?,
respectivamente (Tabla 11). Dentro de las muestras positivas a la presencia de E. coli, el
46.9% tuvo cuentas <0.9 log UFC/cm” y el 86.4% de las muestras tuvo recuentos <1.9
log UFC/cm? (Tabla 11). En la Tabla 12 se puede observar que en los rastros A, By D el
mayor porcentaje de las muestras (86.0, 80.5 y 81.8%, respectivamente) tuvo recuentos
de E. coli < 1.9 log UFC/cm?, mientras que en el rastro C, el mayor porcentaje de

muestras (65.9%) tuvo cuentas de 0.9 log UFC/cm?® 0 menos.
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Tabla 11. Recuentos de Escherichia coli (log UFC/cmz) en canales de bovino en rastros
municipales del estado de Jalisco

E. coli log UFC/cm™®

Rastro No. muestras
Minimo Maximo Media DE°
A 128 -0.4 3.1 1.1Y° 0.7
B 123 -0.9 4.0 1.2Y 1.0
C 126 -1.5 2.5 06X 0.8
D 121 -1.5 3.0 1.1Y 09
Total 498 -1.5 4.0 1.0 0.9

* Logaritmo de unidades formadoras de colonias/cm” de la superficie
® Desviacién estandar
¢ Dentro de cada columna diferentes letras indican diferencias estadisticas significativas (P<0.05)

Respecto a la distribucion de los recuentos de E. coli en las dos épocas del afio, se
observaron recuentos significativamente mds altos de E. coli en la época himeda
(P<0.05), en donde los recuentos mas altos de E. coli se observaron en los rastros A y B
(1.5 y 1.6 log UFC/cm?) (Figura 10). Por otra parte, se observd una gran variabilidad
(dispersion) en los recuentos de BMA (Tablas 7 y 8; Figura 8), de CT (Tablas 9 y 10;
Figura 9) y de E. coli (Tablas 11 y 12; Figura 10).
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Tabla 12. Niveles de Escherichia coli en canales de bovino en rastros municipales de

Jalisco
Rastro Log UFC/cm? No. muestras Frecuencia (%) acl:f;cl;l:;;l(%%)
0a09 54 42.2 42.2
1.0a1.9 56 43.8 86.0
2.0a29 17 13.3 99.2
A 3.0a3.9 1 0.8 100
40a49 0 0.0 100
50a5.9 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 128 100.0 100
0a09 45 36.6 36.6
1.0a19 54 43.9 80.5
2.0a29 19 154 95.9
B 3.0a3.9 5 4.1 100
40a49 0 0.0 100
50a5.9 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 123 100.0 100
C 0a09 83 65.9 65.9
1.0a19 39 31.0 96.9
2.0a29 4 3.2 100
3.0a3.9 0 0.0 100
40a49 0 0.0 100
50a5.9 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 126 100.0 100
D 0a09 52 43.0 43.0
1.0a1.9 47 38.8 81.8
2.0a29 21 17.4 99.2
3.0a3.9 1 0.8 100
40a49 0 0.0 100
50a59 0 0.0 100
6.0a6.9 0 0.0 100
TOTAL 121 100.0 100
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Figura 10. Distribucion de los recuentos E. coli en canales de bovino en rastros
municipales de Jalisco, durante las épocas seca y huimeda.

7.2.4 Potabilidad del agua para lavado de las canales

Con la finalidad de conocer la influencia de la calidad microbiolégica del agua
utilizada en el lavado de las canales se tomaron algunas muestras, generalmente una por
cada muestreo en los diferentes rastros y en las cuales se determiné el recuento de
coliformes totales. Los resultados de la prueba de potabilidad del agua tomada del
efluente de llave o manguera en el drea de lavado de canales se muestran en la Tabla 13,
y puede observarse que sOlo en el rastro A las muestras cumplieron con las
especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA-2000 (Secretaria de
Salud, 2000) y que 8 de 17 (47.1%) de las muestras no cumplieron con el limite

permisible (ausencia o no detectable/100ml). No se determinaron coliformes fecales o E.

coli.
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Tabla 13. Numero més probable de organismos coliformes en agua para el lavado de
canales de bovino en rastros municipales

No. muestras dentro de Limites de

Rastro especificacion coliformes totales
NMP/100ml
A 5de 5 <2
B 1 de 4 <2-220
C 2de4 <2-130
D 0de4 5-21

7.3 Comparacion de las propiedades de adhesion entre serotipos de Salmonella
aislados y un grupo de cepas de Escherichia coli biotipo I previamente
propuestas como organismos sustitutos

7.3.1 Determinacion de la hidrofobicidad

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie bacteriana tales como la
hidrofobicidad influyen en la adhesiéon bacteriana a las superficies, (van Loosdrecht et
al., 1987). Se determiné la hidrofobicidad de cada aislamiento por el método de
adhesion bacteriana a los hidrocarburos (ABH) descrito por Sweet et al (1987). Los
valores promedio de hidrofobicidad (ABH, expresada en %) para las 78 cepas de
Salmonella variaron de 15.6 a 45.8% y para las cuatro cepas de E. coli biotipo I
marcadas con proteinas fluorescentes de 28.5 a 36.9%. El valor de la media de la ABH
para Salmonella fue 31.8 + 6.5% y para E. coli biotipo I de 31.9 + 4.0%. En general no
se observaron diferencias significativas (P>0.05) en los valores de ABH entre el grupo
de cepas de Salmonella y el grupo de cepas de E. coli con excepcion de una cepa de S.
Anatum que present6 un valor de ABH significativamente mayor (P<0.05) al resto de las
cepas (45.8%) (Tabla 14 y Figura 11).

Respecto a los serotipos de Salmonella, los valores de ABH variaron de 15.6% (S.
Panama) a 40.6% (S. Grupo E1 Monoféasico) y se observaron diferencias significativas
(P <0.05) entre ellos. Los serotipos que mostraron los valores mds altos de ABH fueron
S. Enteritidis (37.9%), S. Grupo B Monofasico (38.7%) y S. Grupo E1 Monof3sico,

mencionado al inicio del parrafo.
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Tabla 14. Valores de hidrofobicidad determinados mediante el método de adhesion
bacteriana a los hidrocarburos (ABH) para cepas de Salmonella y E. coli

biotipo I

g:gé Serotipo ABH* + DE* | No. cepa Serotipo ABng =
104 Give 364+£1.5 1763 Give 244+£29
110 Montevideo 345+£29 1778 Give 277+1.2
125 Give 383+23 1796 Montevideo 355+1.7
166 Give 36.5+0.9 1801 Give 383+1.6
198 Give 343+24 1821 Give 40.6 £0.9
215 Give 36.7+£1.8 1834 Give 371+ 1.3
251 Grupo B 28.1+1.5 1850 Give 37.7+£1.0
410 Oranienburg 36.1+£0.7 1883 Give 269 +2.1
487 Bovismorbificans 293+1.6 1893 Give 33.1+£25
582 Give 364+£24 1913 Grupo E1 40.5+22
625 Give 320+ 1.1 1939 Havana 36.3+£25
727 Enteritidis 379+ 1.6 1945 Infantis 323+0.5
731 Montevideo 334+1.8 1961 Infantis 22.5+£0.6
745 Anatum 220+1.7 1979 Give 36.2+0.6
920 Anatum 37.5+2.1 1993 Infantis 36.8+1.1
947 Grupo G2 214+2.1 2000 Infantis 347+0.7
977 Livingstone 30.0+2.3 2012 Infantis 299 +0.5
1017 Grupo El 30.0£23 2039 Infantis 359+£1.9
1151 Grupo E 1 Monofésico 40.6+24 2080 No tipificable 31.1+£0.2
1161 Grupo B 225+£2.8 2116 Grupo B 36.1£1.9
1190 Grupo B 23.0+£0.7 2147 Grupo B 347+£1.0
1205 Grupo B 36.0£1.5 2156 Grupo B 189+£2.7
1209 Grupo B 36.5+23 2199 Panama 156+1.4
1230 Grupo B 29.4+09 2272 Thyphimurium 39.8+25
1260 Anatum 45.8+£0.8 2306 Infantis 19.8+29
1309 Grupo B 30.8+1.9 2350 Thyphimurium 359+£25
1333 Grupo B 333+24 2360 Thyphimurium 324+3.0
1376 Sinstorf 34923 2388 Thyphimurium 40.6+£2.0
1399 No tipificable 353+1.5 2397 Thyphimurium 29.6+09
1446 Muenster 23.0+2.9 2423 Thyphimurium 33.3+2.1
1512 Muenster 257+1.2 2430 Thyphimurium 16.0 £ 3.1
1528 Anatum 350+14 2483 Infantis 302+£1.8
1542 Grupo E1 258+1.4 2504 Thyphimurium 341+15
1606 Bovismorbificans 350+2.7 2514 Give 25420
1623 Bovismorbificans 298+14 2540 Thyphimurium 29.0+1.8
1640 Thyphimurium 257+1.0 2568 Thyphimurium 33.1+£2.0
1650 Thyphimurium 323+2.0 2598 Thyphimurium 29.0+1.3
1673 Thyphimurium 22.8+1.8 2606 Grupo B Monofasico  38.7+2.6
1717 Give 259+0.8 14028  Typhimurium ATCC 231420
1736 Give 36.3+£0.8 14028 T

1 E. coli RFP-1 329+23 14 E. coli YFP-14 36925

3 E. coli GFP-3 285+1.9 66 E. coli YFP-66 304 2.8

* Adhesién bacteriana a los hidrocarburos. Los valores representan la media de seis repeticiones
" Desviacién Estdndar
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7.3.2 Capacidad de Salmonella y E. coli biotipo I para formar biopeliculas en la

superficie de materiales inertes

En experimentos preliminares se compard la recuperacion de biopeliculas en
acero inoxidable mediante hisopado y agitacién con vortex, encontrdndose mayor
cantidad de biopeliculas con el método de agitacién con vortex (P<0.05). En los
experimentos preliminares en donde se evalué a formacién de biopeliculas durante 6, 12,
24 y 48 h en acero inoxidable para determinar el tiempo en el que se forma la mayor
cantidad de biopelicula, no se observaron diferencias (P>0.05) entre los recuentos
obtenidos a los diferentes tiempos evaluados (4.7, 4.6, 4.5 y 4.8 log UFC/cm?). Tampoco
se encontraron diferencias (P>0.05) cuando se compard la cantidad de biopelicula
formada en la superficie de acero inoxidable con reemplazo del caldo cada 48 h durante
un periodo de 7 dias a 26.6 + 2.2°C y sin remplazo (4.9 y 4.7 log UFC/cm’
respectivamente). De acuerdo con estos resultados se definieron las variables a utilizar
en los experimentos las cuales incluyeron el método de agitacion en vortex para el
desprendimiento de las biopeliculas y se eligieron los tiempos de 24 h y 7 d para el

recuento de las biopeliculas.

7.3.2.1 Cuantificacion de biopeliculas en acero inoxidable

En general, las medias de las cuentas (log UFC/cm?) de las biopeliculas
formadas en la superficie de acero inoxidable variaron de 4.3 + 0.2 a 5.6 £ 0.4 (Tabla
15), observandose diferencias significativas (P<0.05) en la cantidad de biopelicula
formada entre las diferentes cepas de Salmonella y E. coli, en 24 h y 7 dias. Aunque la
diferencia entre la cantidad de biopelicula formada en 24 h y 7 dias fue
significativamente diferente de acuerdo con el andlisis estadistico de los datos (P<0.05),
la media de las cuentas de cada tiempo fue de 4.6 + 0.4 y 4.8 + 0.5 log UFC/cm?
respectivamente, lo cual en realidad no representa una diferencia en la concentracién de

microorganismos que pueda tener una importancia practica (Tablas 15, 16 y 17).

En 24 horas, el promedio de las cuentas de biopeliculas para Salmonella y E. coli
fue de 4.6 0.4 y 4.7 + 0.5 log UFC/cm?®, mientras que en 7 dias fue de 4.7 0.4y 5.1 +

0.5 log UFC/cm? respectivamente. En este tiempo (24h), las tres cepas con mayor
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produccién de biopeliculas fueron la cepa de S. Give nimero 582 (5.7 + 0.3 log
UFC/cm?), S. Typhimurium ATCC 14028 (5.3 0.5 log UFC/cm?), la cepa de S.
Bovismorbificans nimero 487 (5.6 £ 0.3 log UFC/cm?) y entre las cepas de E. coli
biotipo I, la cepa RFP-1 (4.8 + 0.3 log UFC/cm?®) y la YFP-66 (5.1 0.4 log UFC/cm?),
aunque la diferencia no fue significativa (P > 0.05) entre las cinco cepas (Tabla 15 y 16;
Figura 12). Respecto a las cepas que produjeron la mayor cantidad de biopelicula en 7
dias, fueron la cepa de S. Give #582 (5.5 = 0.5 log UFC/cm?), la cepa de S.
Bovismorbificans #487 (5.1 + 0.4 log UFC/cm?) y S. Havana #1939 (5.07 £ 0.5 log
UFC/cm?). De las cepas de E. coli la cepa YFP-66 (5.6 = 0.2 log UFC/cm?) y la cepa
RFP-1 (5.3 +0.4 log UFC/cm?) fueron las mejores productoras de biopelicula.
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Tabla 15. Recuento de Salmonella® y de Escherichia coli biotipo I en superficies de acero

inoxidable y latex incubadas en caldo soya tripticaseina a 26°C durante 24 horas y 7 dias

Media + Desviacion estdndar (Log UFC/cm?®)°

No. cepa® Serotipo® Acero inoxidable Latex
24 h 7d 24 h 7d

1017 S. Grupo E1 48 0.1 48 +04 50 0.1 4, +£0.3

110 S. Montevideo 44 +04 5.1 £05 49 0.1 5. 203
1151 S. Grupo E monofisico 45 0.3 50 x0.5 49 0.1 5. x£0.2
1190 S. B rugoso 46 0.2 46 =03 51 0.3 5. £03
1209 S. Grupo B rugoso 44 +£0.1 50 +03 51 %02 5. %02

125 S. Give 42 0.1 5.1 £05 48 +0.5 4., +£0.3
1260 S. Anatum 45 +£04 50 +03 48 0.1 5. 0.2
1376 S. Sinstorf 44 +0.2 46 =03 48 0.3 4. £0.3
1399 Salmonella no 46 +03 48 +0.2 5.1 £0.1 5. £0.2
14028 S. Typhimurium ATCC 53 %05 44 +0.2 53 %05 5. £0.2
1512 S. Muenster 45 +03 49 +03 49 +0.2 5. 0.2
1528 S. Anatum 46 £0.2 48 £0.1 50 +0.2 4. £0.3
1542 S. Grupo E1 45 £02 46 £05 49 +£02 4. 05
1606 S. Bovismorbificans 44 0.1 43 +03 49 +03 4. £0.2
1650 S. Typhimurium 44 +0.2 44 04 47 £0.2 4. +£0.2
1796 S. Montevideo 47 0.1 46 0.5 5.1 0.3 5. £0.2
1821 S. Give 43 +0.2 48 +04 50 +0.2 4, +£0.3
1913 S. Grupo E1 45 +0.2 46 +04 51 £0.2 5. 204
1939 S. Havana 46 =04 51 0.5 48 0.3 4, +04
1945 S. Infantis 44 £0.2 46 %04 48 +0.3 5. £0.2
1979 S. Give 45 0.2 51 £0.6 49 04 4. 204
1993 S. Infantis 45 £0.2 46 £0.2 48 +0.3 4, +0.1
2080 Salmonella no tipificable 45 0.2 47 04 49 +0.2 4. +0.1
2116 S. Grupo B rugoso 47 £0.2 48 +0.1 47 £03 5. £0.1
2199 S. Panama 48 0.2 49 0.5 50 £0.5 5. £0.2
2272 S. Typhimurium 43 £0.2 45 £04 49 0.1 4. 0.3
2306 S. Infantis 45 +04 46 £0.2 49 +03 5. 0.2
2388 S. Typhimurium 44 +0.2 46 0.5 48 02 4. 04
2483 S. Infantis 45 +0.2 46 +04 48 0.2 5. 204
251 S. Grupo B rugoso 477 +04 48 +04 5.1 0.3 5. £0.2
2514 S. Give 44 +0.2 45 +0.2 50 +£04 5. £03
2598 S. Typhimurium 45 £03 45 £0.2 50 05 5. 04
2606 S. Grupo B monofésico 44 04 44 03 49 +£0.2 4. +0.1
410 S. Oranienburg 44 £0.2 45 +£0.2 50 x02 5. 04
487 S. Bovismorbificans 56 £0.3 51 =04 59 04 5. £03
582 S. Give 57 0.3 55 0.5 6.2 £0.2 5. £03
727 S. Enteritidis 46 0.1 48 £0.5 49 +£02 5. 0.2
731 S. Montevideo 47 £02 48 +04 48 +0.2 5. 04
920 S. Anatum 47 +£03 48 +0.2 50 0.3 5. £0.2
947 S. Grupo G2 rugoso 44 +0.2 47 +£0.2 52 £0.2 5. £0.2
977 S. Livingstone 46 +04 49 +03 48 +0.3 5. 204

P Cepas y serotipos de Salmonella aisladas de canales de bovino excepto la cepa 14028 que corresponde
a S. Typhimurium ATCC 14028
‘ Representa la media de 6 repeticiones
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Tabla 16. Recuento de Escherichia coli® biotipo I en superficies de acero inoxidable y
latex incubadas en caldo soya tripticaseina a 26°C durante 24 horas y 7 dias

Media + Desviacion estandar (Log UFC/cm?)°

Acero inoxidable

Cepa® 24h 24h

E. coli RFP-1 49 %03 54 +04 49 +04 50 +03

E. coli GFP-3 43 £05 47 +04 50 +0.2 53 +04

E. coli YFP-14 45 0.1 48 03 49 06 52 202

E. coli YFP-66 51 =04 56 =02 50 03 53 +0.3
Promedio (tablas 2 y 3) 46 04 48 205 50 04 50 04

* Cepas de E. coli biotipo I fluorescentes marcadas con proteina fluorescente
® Representa el promedio de 6 repeticiones

En el presente estudio los recuentos promedio de las cepas de E. coli quedaron

incluidos dentro del rango de los valores observados para las cepas de Salmonella. Se

observaron diferencias (P<0.05) entre los serotipos y en algunos casos en el mismo

serotipo entre 24 y 7dias (Figura 13). Los serotipos que mostraron mayor produccién de

biopelicula fueron Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (cepa control) con 5.3 £ 0.5
log UFC/cm?, S. Bovismorbificans con 5.0 0.7 log UFC/cm’ y S. Panama con 4.8 £ 0.2

log UFC/cm®. En 7 dias no hubo diferencias significativas (P > 0.05) entre los serotipos.
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Figura 13. Promedio de los recuentos (log UFC/cm?) de biopeliculas formadas por
serotipos de Salmonella en superficies de acero inoxidable incubadas en caldo
soya tripticaseina a 26°C durante 24 horas y 7 dias

7.3.2.2 Cuantificacion de biopeliculas en latex

En latex, la media general de las cuentas de biopeliculas estuvo entre 4.7
+ 0.3 y 6.2 + 0.3 log UFC/cm” (Tablas 15 y 16). En general se observaron diferencias
significativas (P<0.05) en la cantidad de biopelicula formada por las diferentes cepas de
Salmonella y también por las cepas de E. coli en 24 h y 7dias, pero no hubo diferencias
(P=0.05) entre el grupo de cepas de Salmonella y el de E. coli. La media de las cuentas
de biopeliculas para Salmonella en 24 horas y 7dias fue de 5.0 + 0.4 log UFC/cm®y para
E. coli en 24 h y 7 dias fue de fue de 5.0 + 0.4 y 5.2 + 0.3 log UFC/cm?, respectivamente
(Tablas 15, 16 y 17).

Después de 24 h de incubacion, las cepas de E. coli produjeron cantidades
similares de biopeliculas que muchas de las cepas de Salmonella. En este tiempo las
cepas que obtuvieron los valores mds altos de biopeliculas fueron las cepas de S. Give

(582), S. Bovismorbificans (487) y S. Typhimurium ATCC 14028 de Salmonella con 6.2
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+02,59+04y53+0.5log UFC/cm? respectivamente, aunque las diferencias sélo
fueron significativas (P<0.05) entre las cepas 582 y 14028 (Tabla 15 y 16; Figura 14).
Después de 7 d de incubacion, las cepas de E. coli mostraron mayor similitud en las
cantidades de biopeliculas producidas con respecto de las cepas de Salmonella, sin
observarse diferencias significativas (P>0.05). Ademds, se observaron diferencias

(P<0.05) entre algunos serotipos y en el mismo serotipo entre 24 h y 7 dias (Figura 15).

Tabla 17. Media del recuento de Salmonella® y de Escherichia coli biotipo I en
superficies de acero inoxidable, latex y poliestireno incubadas en caldo soya
tripticaseina a 26°C durante 24 horas y 7 dias

Superficie inerte Tiempo de Media + Desviacion estandar
P incubaciéon ~ Salmonella spp®  E. coli biotipo I’

5 24 horas 4.6+04 4.7 +0.5

Acero (Log UFC/em’) 7 dias 47404 5.1%0.5

. 2 24 horas 50+04 50+£04

Litex (Log UFC/em’) 7 dias 5.0+0.4 52403

24 horas 0.106 £0.317  0.056 +0.767
7 dias 0.650+0.513  0.678 £0.471

Poliestireno (Absorbancia 550 nm)

*Representa la media del recuento de 78 cepas de Salmonella aisladas de canales de bovino y
la cepa control S. Typhimurium ATCC 14028
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7.3.2.3 Comparacion entre la cantidad de biopelicula formada en acero
inoxidable y latex

Se compar6 la cantidad de biopelicula formada por las diferentes cepas
tanto en acero inoxidable como en latex, encontrando que en general tanto en
Salmonella como en E. coli una mayor cantidad (P<0.05) de bacterias se adhirieron
formando biopeliculas en latex que en acero, aunque en términos de logaritmos éstas
diferencias no sean grandes (Tabla 17), pero fueron mis marcadas entre algunas cepas

(Figuras 16 y 17) en los dos tiempos de incubacion.
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7.3.2.4 Cuantificacion de biopeliculas en poliestireno
En las biopeliculas formadas en poliestireno, la media general de los
valores de absorbancia a 550 nm en las dos condiciones de tiempo vari6 desde -0.003 +
0.006 hasta 1.859 £ 0.578. También se observaron diferencias significativas (P<0.05) en
la cantidad de biopelicula formada por las cepas entre 24 horas y 7 dias, los promedios

de absorbancia fueron en 24 horas 0.102 + 0.304 y en 7dias de 0.653 + 0.509 (Tablas 17
y 18).

En 24 horas, la media de los valores de absorbancia a 550 nm de biopelicula para
Salmonella y E. coli fue 0.106 + 0.317 y 0.055 + 0.077 respectivamente. La respectiva
media en 7 dias para ambas bacterias fue de 0.651 + 0.513 y 0.678 + 0.471 (Tabla 18 y
Figura 86). A las 24 h las cepas con los valores mayores de absorbancia a 550 nm
fueron la cepa #582 de S. Give (1.423 + 0.194), la cepa #487 de S. Bovismorbificans
(1.331 £ 0.424) y la cepa #2272 de S. Typhimurium (0.596 + 0.258) y dentro de las E.
coli la cepa RFP-1 (0.110 £ 0.061), la tinica cepa diferente (P<0.05) del resto fue la cepa
2272 de S. Typhimurium. A los siete dias las cepas que tuvieron los valores mayores de
absorbancia a 550 nm fueron la cepa #582 (1.859 £ 0.578), la cepa #487 (1.746 + 0.310)
y la cepa #1606 (1.274 + 0.271), la cepa control de S. Typhimurium ATCC 14028
estuvo en el cuarto lugar (1.218 = 0.739) y dentro de las E. coli la cepa YFP-66 tuvo los
valores mds altos (0.932 + 0.191) seguida de la cepa YFP-14 (0.920 + 0.539), aunque
entre todas ellas no hubo diferencias (P>0.05). Los valores de absorbancia de las cepas

de E. coli biotipo I quedaron incluidos entre los respectivos valores de Salmonella.

A las 24 horas la mayor concentracién de biopelicula (P<0.05; absorbancia a 550
nm) correspondié a los serotipos S. Bovismorbificans (0.729 + 0.633), seguido de S.
Give (0.289 + 0.582) y S. Typhimurium (0.169 + 0.280), éstos dos ultimos no fueron
diferentes (P>0.05) entre si. A los siete dias S. Bovismorbificans (1.510 = 0.371), S.
Typhimurium ATCC 14028 (1.218 + 0.740), S. E1 Monofasico (1.159 £0.129), y S. B
Monofiésico (1.122 £ 0.260), aunque entre éstos no hubo diferencias significativas (P >

0.05) (Tabla 18 y Figura 19).

88



Tabla 18. Valores de absorbancia a 550 nm de Salmonella® y E. coli biotipo I en
superficie de poliestireno incubadas con caldo soya tripticaseina a 26°C
durante 24 horas y 7 dias

No. cepa® Serotipob Media + lgzsgiacién estdndar (Absorbanciassg ym)®
1017 S. Grupo El -0.001 +0.011 0.295 +£0.118
110 S. Montevideo 0.028 +£0.025 0.365 =+£0.161
1151 S. Grupo E monofasico 0.035 +0.036 1.159 +£0.129
1190 S. Grupo B -0.003 +0.008 0.042 £0.040
1209 S. Grupo B -0.003 +0.006 0.018 +£0.035
125 S. Give 0.008 £0.020 0.111 +£0.031
1260 S. Anatum 0.013 £0.020 0.759 +£0.096
1376 S. Sinstorf 0.036 +£0.091 0.260 +0.318
1399 Salmonella no tipificable 0.014 +0.005 0.240 +0.224
14028 S. Typhimurium ATCC 0.026 +0.004 1.218 +0.739
1512 S. Muenster 0.013 £0.017 0.398 +0.111
1528 S. Anatum 0.017 +£0.013 0.523 +0.137
1542 S. Grupo E1 0.148 +0.077 1.215 +0.253
1606 S. Bovismorbificans 0.254 +£0.058 1.274 +0.271
1650 S. Typhimurium 0.024 +£0.016 0.528 +0.199
1796 S. Montevideo 0.028 +£0.027 0.575 +£0.301
1821 S. Give 0.000 +£0.017 0.544 +£0.254
1913 S. Grupo E1 0.008 +0.013 0.352 +£0.149
1939 S. Havana 0.010 +£0.009 0.949 +0.245
1945 S. Infantis 0.002 £0.007 0.997 +£0.507
1979 S. Give 0.011 +£0.010 0.223 +£0.347
1993 S. Infantis 0.008 +£0.005 0.627 +£0.334
2080 S. no tipificable 0.000 +£0.007 0.106 +0.117
2116 S. Grupo B rugoso 0.001 =+0.014 0.045 +£0.060
2199 S. Panama 0.007 +£0.010 0.966 +0.286
2272 S. Typhimurium 0.596 +£0.258 1.053 +£0.434
2306 S. Infantis 0.008 +0.006 0.713 £0.169
2388 S. Typhimurium 0.026 £0.008 1.062 +£0.212
2483 S. Infantis 0.022  £0.009 0.517 £0.205
251 S. Grupo B rugoso 0.028 £0.033 0.070 £0.069
2514 S. Give 0.004 +£0.008 0.584 +£0.175
2598 S. Typhimurium 0.028 +0.014 1.062 +0.380
2606 S. Grupo B monofasico *0.032 +0.012 1.122  +£0.259
410 S. Oranienburg 0.028 +0.032 0.077 £0.035
487 S. no tipificable 1.332 +£0.424 1.746 +£0.310
582 S. Give 1.423 £0.195 1.859 +0.578
727 S. Enteritidis 0.104 £0.091 0.910 =+0.187
731 S. Montevideo -0.003 +0.019 0.764 +0.187
920 S. Anatum 0.009 +£0.012 0.332 £0.170
947 S. Grupo G2 rugoso 0.006 +0.019 0.675 +£0.137
977 S. Livingstone -0.003  +0.020 0.532 +0.180
1 E. coli RFP-1 0.110 +£0.061 0.696 +0.372

3 E. coli GFP-3 -0.001 +0.013 0.163 +0.294
14 E. coli YFP-14 0.026 £0.036 0.921 +£0.540
66 E. coli YFP-66 0.087 +£0.110 0.932 +£0.191
Promedio 0.102  +0.304 0.653 +£0.509

ab Cepas de Salmonella aisladas de canales de bovino excepto la cepa de S. Typhimurium ATCC 14028
(control) y de E. coli sustitutas marcadas con proteina fluorescente

® Representa el promedio de 6 repeticiones

¢ Absorbancia a 550 nm
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Figura 18. Promedio de los valores de absorbancia a 550 nm de biopeliculas formadas por cepas de Salmonella y
Escherichia coli en superficies de poliestireno incubadas en caldo soya tripticaseina a 26°C durante 24
horas y 7 dias



7.3.2.5. Relacion entre la hidrofobicidad (ABH) y la formacion de
biopeliculas entre las cepas de Salmonella y de E. coli biotipo I
Se realizaron pruebas de correlacion (Pearson, Kendall y Spearman con
niveles de significancia de 0=0.01 y 0.05 para determinar si el incremento en el valor de
ABH (%) se relacionaba con un aumento en la cantidad de biopeliculas formadas por las
cepas de Salmonella y E. coli biotipo I en superficies inertes que comprende la siguiente
etapa de experimentos. Se observé una correlacion negativa entre la ABH (%) y la

formacion de biopelicula (log UFC/cmz) en acero (24 h) y en latex (7d).

Las cepas correspondientes S. Bovismorbificans, S. Give y la cepa control de S.
Typhimurium resultaron ser las mejores formadoras de biopeliculas en las tres
superficies estudiadas. En poliestiretireno S. Typhimurium también estuvo entre las

mejores productoras de biopeliculas.
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Figura 19. Promedio de los valores (Assonm) de biopeliculas formadas por serotipos de
Salmonella en superficies de poliestireno incubadas en caldo soya
tripticaseina a 26°C durante 24 horas y 7 dias
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7.4 Influencia de la topografia y composicion superficial de la canal de bovino en el
grado de adhesion de serotipos de Salmonella y de E. coli biotipo I

Se realiz6 la cuenta de las bacterias débilmente adheridas (BDA) y fuertemente
adheridas (BFA) en las cinco diferentes superficies de la canal de bovino, a partir de las
cuales se calcul6 la fuerza de adhesion (Sr) para las cepas de Salmonella y E. coli
fluorescentes inoculadas en la superficie de cinco tejidos diferentes de la canal de
bovino: musculo, fascia, tendon, grasa y hueso, mantenidas a temperatura ambiente (TA)
durante 30 min y a temperatura alternada (temperatura ambiente por 30 min, seguida de
refrigeraciéon por 24h y temperatura ambiente por 30 min; TA-R-TA) para permitir la
adhesion. Las bacterias débilmente adheridas a la superficie se localizan en la pelicula
de agua que cubre las superficies de los tejidos y las fuertemente adheridas estan
fisicamente asociadas a la misma. La fuerza de adhesion representa el porcentaje de la
poblacién total de bacterias asociadas con la superficie del tejido y estdn fisicamente

adheridas a ésta (Dickson, Koohmaraie, 1989).

7.4.1 Resultados de experimentos preliminares

7.4.1.1 Influencia del diluyente en la cantidad de bacterias recuperadas del
musculo.

En estos experimentos no se encontraron diferencias (P>0.05) en los
recuentos de bacterias al emplear un diluyente u otro; los recuentos promedio de
bacterias en DP fueron de 7.1 + 0.07 y en PBS de 7.2 + 0.21 log UFC/cm?. Al comparar
si hubiera diferencia (P<0.05) en la cantidad de bacterias adheridas después de realizar
los enjuagues con volumenes de 50 o de 100 ml de PBS, tampoco se encontraron
diferencias. Al emplear 50 ml de diluyente, los recuentos promedio de BDA fueron 7.3 +
1.06 y de BFA de 7.9 £ 0.6, mientras que al utilizar 100 ml, los recuentos promedio de

BDA y BFA fueronde 7.4 £ 0.24 y 7.4 £ 0.09 log UFC/cm? respectivamente.
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7.4.1.2 Influencia del método de agitacion en la recuperacion de las
bacterias adheridas al misculo.
El recuento de BDA y BFA en tejido muscular fue de 6.7 £ 0.21 y 7.3
0.07 log UFC/cm?, respectivamente (P>0.05). Cuando las muestras se agitaron
mecdnicamente los recuentos de BDA y BFA fueron de 6.7 + 0.21 y 7.2 + 0.14 log
UFC/cm? respectivamente (P>0.05). De acuerdo con estos resultados los experimentos
se disefiaron eligiendo las opciones mds practicas y factibles, como fueron el empleo de

50 ml de PBS y agitacion de los tejidos en forma manual.

7.4.1.3 Determinacion de la etapa del crecimiento de las bacterias.

Se determiné la etapa del crecimiento en la que se encontraban las
bacterias durante los experimentos de adhesion (Figura 20). Se observé un incremento
inicial desde los 10 min a TA (26.6 + 2.2°C) que continué hasta los 30 min (0.7 y 1.0
logUFC/cm? para Salmonella y E. coli, respectivamente) y después del cual se mantuvo
estable durante el tiempo en que las muestras se almacenaron en refrigeracién (4.8 +
1.3°C) por 24 h, sin observarse cambios dentro de los siguientes treinta minutos que se
mantuvieron a TA. Las bacterias se mantuvieron adheridas durante el almacenamiento
en la temperatura alternada sin llegar a la etapa de colonizacién que implicaria su

multiplicacién.
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Figura 20. Crecimiento Salmonella y E. coli durante los experimentos de adhesion a
temperatura alternada (temperatura ambiente/30min-refrigeracion/24h-
temperatura ambiente/30 min)

7.4.2 Diferencia entre la cantidad de bacterias adheridas a los tejidos de la canal de

bovino

Al comparar en general la cantidad de bacterias adheridas a cada tejido tanto a TA
como a TA-R-TA, no se observaron diferencias (P>0.05) entre la cantidad de bacterias
adheridas entre los diferentes tejidos (Tablas 19 y 20). La cantidad de bacterias
adheridas a los tejidos suele expresarse mediante recuentos de bacterias en unidades de
logaritmosio (log UFC/cm?), o bien mediante el cdlculo del valor SR tomando en cuenta
la cantidad de BDA y BFA como se explic6 en el punto 6.4.4. En este trabajo se

emplearon ambas formas de expresion como a continuacion se describe.
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7.4.3 Diferencias entre los grupos de bacterias adheridas a los tejidos de la canal de

bovino expresada en log UFC/cm®

En los experimentos realizados a TA, en la mayoria de los casos las cepas de
Salmonella y el control de S. Typhimurium ATCC 14028 tuvieron recuentos mds altos
(P<0.05) que el grupo de cepas de E. coli (Tabla 19). En almacenamiento a temperatura
alternada (TA-R-TA) se repitié el mismo comportamiento ya que, en la mayoria de los
casos las cepas de Salmonella y el control de S. Typhimurium tuvieron recuentos mas
altos (P<0.05) que el grupo de cepas de E. coli. La excepcion fue en los recuentos de
BDA y BFA en miusculo y de BFA en fascia donde no hubo diferencias (P>0.05) entre
los recuentos en los dos géneros bacterianos (Tabla 20). En general las diferencias
observadas entre las medias de los recuentos (log UFC/cmz) de las bacterias en cada

tejido variaron desde 0.02 hasta 1.8 log UFC/cm?.

7.4.4 Diferencia entre la fuerza de adhesion (SR) de los grupos de cepas

adheridas a los tejidos

En musculo, el valor de SR calculado para el grupo de cepas de Salmonella, la
cepa control de S. Typhimurium y para el grupo de cepas de E. coli vari6 de 0.510 +
0.000 a 0.533 + 0.001 (Tabla 19 y Figura 21). La cepa control de S. Typhimurium tuvo
el valor mds bajo de Sr y éste fue diferente (P<0.05) del grupo de cepas de Salmonella.
En fascia, el valor de SR para los tres respectivos grupos de cepas estuvo entre 0.470 +
0.000 y 0.543 + 0.029, la cepa control de S. Typhimurium tuvo el valor més bajo de Sry
éste fue significativamente mds bajo (P<0.05) que el del grupo de cepas de E. coli. Para
tendon el valor de SR correspondiente al grupo de cepas de Salmonella, la cepa control
de S. Typhimurium y el grupo de cepas de E. coli varié de 0.490 + 0.007 a 0.517 %
0.006, la cepa control de S. Typhimurium mostré el valor mas bajo de Sr (P<0.05). En
el caso de grasa, la fuerza de adhesion SR para los tres respectivos grupos de cepas
estuvo entre 0.500 = 0.010 y 0.527 £ 0.006, en este tejido el grupo de cepas de E. coli
tuvo valores significativamente mas bajos de SR (P<0.05) con respecto del grupo de
cepas de Salmonella. En hueso los valores de SR para el grupo de cepas de Salmonella,

la cepa control de S. Typhimurium y el grupo de cepas de E. coli se ubicaron entre 0.530
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+ 0.010 y 0.513 £ 0.025, sin que se observaran diferencias (P>0.05) en la fuerza de

adhesion de los dos grupos de bacterias y la cepa control de S. Typhimurium.
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Figura 21. Fuerza de adhesion (SR) para cepas de Salmonella y E. coli en tejidos
de la canal de bovino almacenados a temperatura ambiente durante 30
minutos (TA)
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Tabla 19. Promedio de los recuentos (log UFC/cm?) de bacterias débilmente y
fuertemente adheridas y fuerza de adhesion (Sg) para cepas de Salmonella y
E. coli biotipo I inoculados en diferentes tejidos de la canal de bovino y
almacenados a temperatura ambiente por 30 minutos

Media de las cuentas®

ﬂejclaciloald © Microorganismo Inéculo (log UFC/cm?) + DS® Sk
BDA® BFA'

Salmonella® 58+0.7XY" 52+£03A*X 59%02AY 0.533 +0.001 A

. S. Typhimurium
Miisculo ATCC 14008 5.8+£0.0x 50£00ABX 53+0.1BX 0.510 £ 0.000 B
E. coli sustitutas’  5.00 £ 0.3 X 45+£04BX 49+£04BXx  0.520%0.100 AB
Salmonella 54+x04X 53+0.1AX 55+06AXx  0.507+0.025 AB

. S. Typhimurium
Fascia ATCC 14008 57+£0.7X 57£02AX 50£0.1 AX 0.470 £ 0.000 A
E. coli sustitutas 43+£1.2X 39+04BX 500+x1.0AX 0.543+£0.029B
Salmonella 6.0+0.6X 52£02AY 56+£02AXYy  0.517+0.006 A

. S. Typhimurium
Tendén ATCC 14008 58+£0.1X 54£01AX 530+£0.1AX 0.490+0.007B
E. coli sustitutas 49+08X 46+0.7AX 48+06AX 0.510£0.010 A
Salmonella 55£02x 5.00+0.1ABY 5.6+02AX 0.527 £ 0.006 A

S. Typhimurium
Grasa ATCC 14008 6.4+0.1 57+0.0A 6.0 £0.0 A 0.510 £0.007 AB
E. coli sustitutas 45+0.6X 44+06BX 42+05BX 0.500 £0.010 B
Salmonella 6.1 02X 53+£02AY 59+£02AX 0.530£0.010 A

S. Typhimurium
Hueso ATCC 14028 58+0.2Xx 49+£01AY 53+£03AX 0.520 £ 0.000 A
E. coli sustitutas 42+0.6X 38+03BX 41+05BX 0.513+£0.025 A

“ Representa el promedio de las cuentas del log UFC/cm? de la superficie

® Desviacién estandar

“Bacterias débilmente adheridas (BDA)
4 Bacterias fuertemente adheridas (BFA)

¢ Pool de cinco cepas de Salmonella: 2199, S. Panama; 1190, S. B rugoso; 487 y 1606, S. Bovismorbificans y 582, S.

Give

 Pool de cuatro cepas de de E. coli marcadas con proteinas fluorescentes (cepas REP-1, GFP-3, YFP-14 y YFP-66)
€ Media de las cuentas en la misma columna (por tejido) con la misma letra (ABC) no son significativamente

diferentes (P>0.05)

"Media de las cuentas en la misma fila con la misma letra (XYZ) no son significativamente diferentes (P>0.05)
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Con respecto a los valores de SR calculados para las bacterias en las muestras
mantenidas en TA-R-TA se puede observar que en musculo los valores de SR para el
grupo de cepas de Salmonella, la cepa control de S. Typhimurium y el grupo de cepas de
E. coli estuvieron entre 0.510 + 0.000 y 0.537 £ 0.025. En fascia los valores de SR
variaron de 0.460 = 0.007 a 0.510 = 0.010, mientras que en tendon se ubicaron entre
0.500 £ 0.007 y 0.540 £ 0.026. En el caso de grasa el valor SR para el grupo de cepas de
Salmonella, la cepa control de S. Typhimurium y el grupo de cepas de E. coli estuvo
entre 0.500 £ 0.007 y 0.513 £ 0.041, y en hueso el valor de SR en los tres grupos de
bacterias vari6 de 0.520 £ 0.000 a 0.530 = 0.017. En esta condicién de almacenamiento
en ninguno de los tejidos se observaron diferencias (P>0.05) entre la fuerza de adhesion

de los dos grupos de bacterias y la cepa control de S. Typhimurium.
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Figura 22. Fuerza de adhesion (SR) para cepas de Salmonella y E. coli en tejidos de la
canal de bovino almacenados a temperatura ambiente/30 minutos-
refrigeracion/24h-temperatura ambiente/30 minutos (TA-R-TA)
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Tabla 20. Promedio de los recuentos (log UFC/cm?) de bacterias débilmente y
fuertemente adheridas y fuerza de adhesion (Sg) para cepas de Salmonella y
E. coli biotipo I inoculados en diferentes tejidos de la canal de bovino y
almacenados a temperatura ambiente/30 minutos-Refrigeracién/24h-

temperatura ambiente/30 minutos

Media de las cuentas®

Fl;zjlci?j:le Microorganismo Inéculo (log UFC/em®) + DS Sk
BDA® BFA’

Salmonella® 6.1+£03x" 55+£02A%Y 62+04AX 0533+0.015A

, S. Typhimurium
Musculo ATCC 14008 58+00x 53+£00AX 55+£01AX 0.510+0.000 A
E. coli sustitutas’ 5.8 +0.6 X 51+04AX 58+06AX 0.537+0.025A
Salmonella 6.0+02Xx 57+03AX 60+x06AX 0510+0.010A

. S. Typhimurium
Fascia ATCC 14008 6.7£07x 600+£02AY 52+£01Az 0.460+0.007 A
E. coli sustitutas 51+£03Xx 49+03BX 53+07AX  0.507+0.049 A
Salmonella 57+00XYy 54+01AX 60+x04AY 0530+0.017A

. S. Typhimurium
Tendo6n ATCC 14008 6.0+£0.1x 56+0.1AX 58+0.1ABXx 0.500+0.007 A
E. coli sustitutas 4.9 +0.1 Xy 44+03BX 51+05BY 0.540 £ 0.026 A
Salmonella 68+15X 54+0.1AY 55+02AY 0507 +0.006 A

S. Typhimurium
Grasa ATCC 14028 6.4+0.1Xx 6.0+02AX 6.1 +0.1BXx  0.500+0.007 A
E. coli sustitutas 50+£02X 45+04BY 47+03cxy 0513+£0.041A
Salmonella 63+06X 53+03AY 6.00+02AX 0.530+0.017 A

S. Typhimurium
Hueso ATCC 14028 6.1 +02X 55+02AY 60+£0.1AXY 0.520+0.000 A
E. coli sustitutas 52+02X 45+03BY 51+0.1BX 0.530+0.010 A

Representa el promedio de las cuentas del log UFC/cm? de la superficie
® Desviacién estandar

¢ Bacterias débilmente adheridas
4 Bacterias fuertemente adheridas
¢ Pool de cinco cepas de Salmonella: 2199, S. Panama; 1190, S. B rugoso; 487 y 1606, S. Bovismorbificans y 582, S.

Give

f Pool de cuatro cepas de de E. coli marcadas con proteinas fluorescentes (cepas RFP-1, GFP-3, YFP-14 y YFP-66)
€ Media de las cuentas en la misma columna (por tejido) con la misma letra (ABC) no son significativamente

diferentes (P>0.05)
" Media de las cuentas en la misma fila con la misma letra (XYZ) no son significativamente diferentes (P>0.05)
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7.4.5 Comparacion entre la cantidad de bacterias débilmente adheridas y bacterias

fuertemente adheridas en cada grupo de cepas

Se comparé la cantidad de bacterias adheridas en cada tejido (de cada grupo
individual de bacterias), observandose diferencias entre la cantidad (log UFC/cmz) de
BDA y de BFA, y entre éstas ultimas y la cantidad de bacterias originalmente inoculadas
(inéculos) en diferentes casos (Tablas 19 y 20). En los experimentos realizados a TA,
s6lo hubo diferencias en el caso del grupo de cepas de Salmonella las cuales presentaron
mayor cantidad de BFA que de BDA (P<0.05) en musculo (69 £ 0.2 y 5.2 + 0.3,
respectivamente), en grasa (5.6 £ 0.2 y 5.0 £ 0.1) y en hueso (5.9 £ 0.2 y 5.3 + 0.2),
respectivamente. También se observé menor cantidad de BDA (P<0.05) de Salmonella
que en los in6culos para los casos del tendon (5.2 £ 0.2 'y 6.00 £ 0.6), grasa (5.00 £0.1 y
5.5+ 0.2) y hueso (5.3 £ 0.2 y 6.1 + 0.2), respectivamente (Tabla 20). En los tejidos
almacenados a TA-R-TA, el grupo de cepas de Salmonella presenté mayor cantidad (log
UFC/cmz) de BFA que de BDA (P<0.05) en miuisculo (6.2 £ 04 y 5.5 = 0.2,
respectivamente), en tendén (6.0 £ 0.4 y 5.4 = 0.1) y en hueso (6.0 + 0.2 y 5.3 £ 0.3).
Ademas se observo menor cantidad de BDA que en el in6culo (P<0.05) en musculo (5.5
+0.2 y 6.1 + 0.3 log UEC/cm?, respectivamente) y en hueso (5.3 + 0.3 y 6.3 + 0.6). Solo
en grasa fue menor (P<0.05) la cantidad de BDA y BFA (5.4 + 0.1 y 5.5 = 0.2 log
UFC/cm?) que las bacterias inoculadas (6.8 + 1.5 log UFC/cm?). En la cepa control de S.
Typhimurium, la cantidad de BFA en fascia fue menor (P<0.05) que la cantidad de BDA
(5.2 0.1 y 6.00 + 0.2 log UFC/cm?) y de ambas que las del inéculo (6.7 + 0.7 log
UFC/cm?®). En hueso la cantidad de BDA fue menor (P<0.05) que la cantidad de
bacterias del indculo (5.5 £ 0.2 y 6.1 + 0.2 respectivamente). En el grupo de cepas de E.
coli, hubo mayor cantidad de BFA que BDA (P<0.05) en tend6n (5.1 + 0.5 y 4.4 £ 0.3
log UFC/cm® respectivamente) y en hueso (5.1 = 0.1 y 4.5 £ 0.3). Para este caso,
también hubo menor la cantidad de BDA que en el in6culo (P<0.05) en hueso (4.5 £ 0.3

y5.2+0.2) y en grasa (4.5 + 0.4 y 5.3 + 0.2 log UFC/cm? respectivamente) (Tabla 20).
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7.4.6 Cantidad de bacterias adheridas a los tejidos de la canal de bovino a TA

versus TA-R-TA

Se realizaron las comparaciones entre la cantidad de bacterias adheridas a
temperatura ambiente/30 min (TA) y las adheridas a TA-R-TA con el objeto de saber si
habfa diferencias en la adhesion de las bacterias a los tejidos bajo una condicién u otra.
Al comparar las medias de los recuentos (log UFC/cm?) de las BDA y BFA, el ANOVA
indic6 que si hubo diferencias (P<0.05) en las cantidades de éstas bacterias entre las dos
condiciones de almacenamiento. Se observé una cantidad mayor de bacterias adheridas a
TA-R-TA (<£0.42 log UF C/em?) respecto a los recuentos a TA y aunque ésta diferencia
fue significativa, es discutible desde un punto de vista practico. Resultados contrarios se
obtuvieron al comparar los valores de SR de las bacterias adheridas a los diferentes
tejidos, en donde no se encontraron diferencias (P>0.05) entre los valores de Sr de las
bacterias adheridas a TA respecto a los valores de SR de las bacterias adheridas a TA-R-

TA.

7.4.7 Determinacion de la actividad de agua de los tejidos y humedad relativa
durante la experimentacion

Las determinaciones se realizaron para las muestras almacenadas a TA a los 0 y
30 min y para las muestras almacenadas a TA-R-TA alos 0 y 30 min, a las 24 h y a los

30 min posteriores a las 24 h de incubacién. Dichos valores se muestran en la Tabla 21.
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Tabla 21. Estadistica descriptiva para las determinaciones fisicoquimicas de los
tejidos de canales de bovino bajo las condiciones de experimentacién

Tejido Pardmetro n Minimo Maximo Media DE*
Aa’ 12 0.65 0.97 0.77 0.09
Misculo  templ® 12 18.40 26.00 23.22 2.15
HR’ 12 61.00 93.00 73.92 10.31
temp2° 12 5.00 29.00 20.83 7.93
Aa 12 0.66 0.87 0.79 0.06
Fascia temp 12 22.90 26.90 25.00 1.37
HR 10 61.00 95.00 77.70 10.53
temp?2 10 6.00 29.00 20.80 8.59
Aa 12 0.71 091 0.81 0.06
Tendén templ 12 22.30 26.70 2491 1.46
HR 10 62.00 98.00 80.90 12.03
temp?2 10 8.00 29.00 21.35 8.20
Aa 12 0.73 0.88 0.83 0.04
templ 12 19.00 27.80 24.88 2.36
Grasa HR 10 62.00 85.00 76.30 9.21
temp2 10 7.00 29.00 21.50 8.57
Aa 12 0.73 0.92 0.83 0.05
Hueso temp1 12 20.30 27.30 24.86 1.84
HR 10 60.00 99.00 79.10 11.09
temp?2 10 3.00 29.00 20.70 9.81

* Desviacién estdndar

® Actividad de agua

“ Temperatura de la muestra durante la determinacién de Aa
¢ Humedad relativa

“Temperatura de la muestra durante la determinacién de HR

7.5 Comparacion de la capacidad de agentes surfactantes para remover Salmonella
y E. coli biotipo I adheridas a la superficie de la canal de bovino

Con el objeto de comparar la capacidad de agentes surfactantes para remover
Salmonella y E. coli biotipo I de la superficie de canales de bovino se realizo la siguiente
metodologia. Cortes de tres tejidos de la canal de bovino musculo, fascia y hueso fueron
inoculados con una mezcla de cepas de Salmonella y el grupo de cepas de E. coli biotipo
I, ademds de la cepa de S. Typhimurium ATCC 14028 como control, se mantuvieron en
dos condiciones de almacenamiento para permitir la adhesion de las bacterias (TA y TA-
R-TA) y posteriormente se les aplicaron tratamientos con los detergentes SDS y Tween
20 al 2% durante 10 min para evaluar su efecto en la remocion de las bacterias adheridas

a los tejidos. Se determiné la cuenta (log UFC/cm?) de bacterias débilmente adheridas
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(BDA) y fuertemente adheridas (BFA) y se calculd la fuerza de adhesion (SR) de las

bacterias a los tejidos.

7.5.1 Estudios preliminares

7.5.1.1 Efecto del SDS y Tween 20 sobre Salmonella en caldo soya
tripticaseina con y sin inclusion de caldo neutralizante.
En los experimentos en donde se probd el efecto sobre Salmonella de
diferentes concentraciones de SDS (0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 7.0, 10.0 y 20%)
durante un tiempo de contacto de 30 s al incluir o no caldo neutralizante Dey Engley
(DE). No se observaron diferencias en los recuentos de Salmonella (P>0.05) a las
diferentes concentraciones utilizadas del detergente con y sin caldo neutralizante. Los
promedios de recuentos de Salmonella sin la inclusion del caldo neutralizante variaron
de 7.5 a 8.9 log UFC/ml y con la inclusién del caldo DE desde 6.9 hasta 7.3 log UFC/ml.
Tampoco hubo diferencias (P>0.05) entre utilizar o no caldo neutralizante DE cuando se
probaron concentraciones mayores de SDS (5.0, 7.0, 10.0 y 20.0%) durante 2 y 5 min de
contacto. Los recuentos de Salmonella sin caldo neutralizante variaron de 6.7 a 8.6 log
UFC/ml y de 7.0 a 7.5 log UFC/ml con la inclusién del caldo DE. En los experimentos
realizados con SDS y Tween 20 al 0.5, 1.0, 2.0 y 5.0% durante 5 y 10 min de contacto
con Salmonella inoculada en CST con y sin la inclusion del caldo neutralizante DE,
tampoco se observaron diferencias (P>0.05) al incluir o no caldo DE en los dos tiempos
de contacto en ninguna de las concentraciones probadas. Los recuentos del patégeno sin
caldo neutralizante variaron de 7.6 a 8.1 log UFC/ml y con caldo DE fueron de 7.4 a 7.8
log UFC/ml.

7.5.1.2 Efecto del SDS y Tween 20 en la remocion de Salmonella adherida al
musculo con y sin aplicaciéon de masajeo.

En los experimentos realizados para ver el efecto del SDS y Tween 20 al

2% durante 10 min en la remocién de Salmonella adherida (a TA/30 min) en la

superficie del musculo con y sin aplicacion de masajeo, se observaron con ambos

detergentes recuentos mayores (P<0.05) en las muestras sin masajeo (6.8 y 6.9 log
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UFC/cm?, respectivamente) que en las muestras con masajeo (5.9 y 6.1 log UFC/cm?,
respectivamente), sin encontrarse diferencias (P>0.05) entre los efectos de los
surfactantes, pero si al aplicar o no masajeo. Al comparar los tratamientos con los
controles sin aplicacién de los surfactantes, no se observaron diferencias (P>0.05), con
lo que se descartaria cualquier efecto de los surfactantes sobre la remocién de las
bacterias.

En otro experimento se compararon el masajeo intermitente con la agitacion suave
con 15 movimientos de vaivén de forma intermitente hasta completar 10 min. Se
observo mayor cantidad de BDA que de BFA con el masajeo (7.2 y 6.1 log UFC/cm?,
respectivamente) y mayor cantidad de BFA que de BDA con la agitacion en tubo (7.0 y
6.6 log UFC/cm?, respectivamente) (P<0.05).

El método del masajeo tuvo un mayor efecto en la remocion de Salmonella del
musculo, por lo que se decidi6 utilizar el método de agitacion suave en tubo durante la
aplicacion de los tratamientos con SDS y Tween 20 para poder evaluar el efecto de los

surfactantes sin la influencia de la fuerza mecénica impartida por el masajeo.

7.5.2 Diferencias entre la cantidad de bacterias adheridas a los tejidos de la canal
de bovino tratados con surfactantes

7.5.1.1 Tratamientos con SDS.

Después del almacenamiento de los tejidos a TA, seguidos del
tratamiento con SDS al 2% por 10 min, se observé una mayor cantidad (P<0.05) de
bacterias adheridas al musculo. La media de los recuentos (log UFC/cm®) de BDA y
BFA en musculo fue 5.1 £ 0.8 y 5.5 + 0.6, en fasciade 4.8 £ 1.0 y 4.7 = 0.6 y en hueso
de 4.5+ 1.1 y4.9+£0.9, respectivamente. Después del almacenamiento a TA-R-TA y los
tratamientos con SDS al 2% por 10 min, se observé una mayor cantidad de bacterias
adheridas al musculo, (P<0.05) con respecto del hueso pero no de la fascia (P>0.05). La
media de los recuentos de BDA y BFA en musculo fue 5.1 £ 1.0 y de 6.0 £ 0.5, en fascia
52+ 1.1y50+09yenhueso de 4.1 £ 1.1 y 5.3 + 0.7, respectivamente (datos no

mostrados en las tablas).
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7.5.2.2 Tratamientos con Tween 20.

Después del almacenamiento de los tejidos a TA, seguidos del tratamiento
con Tween 20 al 2% por 10 min, se observé una mayor cantidad de bacteria adheridas al
musculo (P<0.05), la diferencia fue significativa (P<0.05) respecto a fascia. El promedio
de los recuentos (log UFC/cm?) de BDA y BFA fue 5.3 + 0.7 y 5.6 + 0.6 para miisculo,
5.0+ 1.0 y4.8 £ 0.8 para fascia y 4.8 + 0.8 y 5.2 £ 0.8 para hueso, respectivamente.
Respecto a los tejidos que se almacenaron a TA-R-TA y posteriormente se trataron con
Tween 20 al 2% por 10 min, se observé una mayor cantidad de bacterias adheridas
(P<0.05) en musculo con respecto de hueso, mientras que la cantidad de bacterias
adheridas a la fascia no fue diferente (P<0.05) de la cantidad de bacterias adheridas al
musculo o hueso. El promedio de los recuentos (log UFC/cm?) de BDA y BFA fueron
5.5+£0.9y6.2 +0.6 para misculo, 5.6 + 0.7 y 5.4 + 0.5 para fasciay 4.7 £ 0.7y 5.6 =

0.7 para hueso, respectivamente (datos no mostrados en las tablas).

Al realizar las comparaciones entre el promedio de los valores de SR calculados
para las bacterias adheridas en cada tejido, solo se observaron diferencias en la fuerza de
adhesion en los tejidos que fueron almacenadas a TA-R-TA. En los tejidos tratados con
SDS los valores de SR fueron de 0.503, 0.580 y 0.556 para fascia, hueso y misculo,
respectivamente. Los valores de SR después de los tratamientos con Tween 20 fueron de
0.493, 0.541 y 0.531 en fascia, hueso y musculo, respectivamente. Fascia fue el tejido
con los valores de SR mas bajos (P<0.05), es decir con el menor porcentaje de bacterias

fuertemente adheridas.

7.5.3 Diferencias entre los grupos de bacterias adheridas a los tejidos de la canal de
bovino tratados con surfactantes (expresadas en log UFC/cm?).
7.5.3.1 Tratamientos con SDS.

En las muestras almacenadas a TA y tratadas con SDS al 2% por10 min,
se observo que en los tres tejidos la media de los recuentos (log UFC/cm?®) de BFA fue
mas alta (P<0.05) para el grupo de cepas Salmonella que para el grupo de E. coli. Sélo
en el caso del hueso la media de los recuentos del grupo de cepas de E. coli fue mayor

(P<0.05) que la media de la cepa control de S. Typhimurium (Tabla 22). En los tejidos
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almacenados a TA-R-TA vy luego tratados con SDS al 2% por 10 min, la media de los
recuentos (log UFC/cm?) de BFA en el grupo de cepas de E. coli fue menor (P<0.05)
que para el grupo de cepas de Salmonella. En musculo la media de los recuentos (log
UFC/cm?) de BFA en el grupo de cepas de E. coli fue menor (P<0.05) que la cepa
control de S. Typhimurium; no hubo diferencias (P>0.05) entre la respectiva media de
BFA del grupo de cepas de Salmonella y la cepa control de S. Typhimurium (Tabla 23).
Tampoco se observaron diferencias (P>0.05) entre las medias de los recuentos (log
UFC/cm?) de BDA de los dos grupos de bacterias y la cepa control, en los tres tejidos,

en las dos condiciones de almacenamiento.

7.5.3.2 Tratamientos con Tween 20.

En las muestras almacenadas a TA y tratadas con Tween 20 al 2%
durante 10 min se observé que la media de los recuentos (log UFC/cm?) de BDA en
hueso fue menor (P<0.05) para la cepa control de S. Typhimurium que para el grupo de
cepas de Salmonella. En contraste, en musculo y hueso la media de los recuentos fue
mayor (P<0.05) para el grupo de cepas de Salmonella que para el grupo de cepas de E.
coli. En fascia no se observaron diferencias entre los recuentos de los grupos de
bacterias estudiados (Tabla 24). En los tres tejidos hubo una mayor cantidad (log
UFC/cm?®) de BFA en el grupo de cepas de Salmonella (P<0.05) que en el de E. coli, en
hueso la media de los recuentos (log UFC/cm?®) de BFA del grupo de cepas de
Salmonella fue mayor (P<0.05) que la de la cepa control de S. Typhimurium (Tabla 24).
En las muestras almacenadas a TA-R-TA y luego tratadas con Tween 20 al 2% por 10
min, en ningln tejido se observo diferencia (P>0.05) en los recuentos (log UFC/cmz) de
BDA de los dos grupos de bacterias y la cepa control de S. Typhimurium. Respecto a la
cantidad de BFA sélo se observaron diferencias en hueso, donde la media de los
recuentos (log UFC/cm®) de BFA en el grupo de cepas de Salmonella fue mayor
(P<0.05) con respecto al control de S. Typhimurium y al grupo de cepas de E. coli. No
se observaron diferencias (P>0.05) en la media de los recuentos (log UFC/cm?) de BFA

en musculo y fascia entre las tres bacterias estudiadas (Tabla 25).
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7.5.4 Diferencias entre la fuerza de adhesion (SRr) de las bacterias adheridas a los
tejidos tratados con surfactantes.

La expresion de los resultados como fuerza de adhesion (SR) calculada a partir de
los valores de las BDA y BFA mediante la férmula: Sg = No células no adheridas
fisicamente (BDA) — No. células fisicamente adheridas (BFA) / No células fisicamente
adheridas (Dickson, Koohmaraie, 1989), permiti6é una interpretaciéon mas real y simple

de los resultados y sus comparaciones.

7.5.4.1 Tratamientos con SDS.

Para los experimentos realizados a TA que recibieron tratamiento con
SDS al 2% por 10 min, los valores de SR calculados para el grupo de cepas de
Salmonella, la cepa control de S. Typhimurium y el grupo de cepas de E. coli biotipo I
adheridas al musculo variaron desde 0.513 + 0.025 hasta 0.540 + 0.025. Para las
bacterias adheridas a la fascia variaron de 0.500 = 0.026 a 0.510 £ 0.025. Para hueso los
valores de SR estuvieron entre 0.527 £ 0.021 y 0.560 + 0.025 (Tabla 23). En las muestras
almacenadas a TA-R-TA y luego tratadas con SDS al 2% por 10 min, los valores de SR
calculados para las tres bacterias adheridas al musculo variaron de 0.520 + 0.040 a 0.570
+ 0.046. En las muestras de fascia este valor SR vari6é desde 0.490 + 0.040 hasta 0.513 +
0.031. En hueso los valores de SR de las bacterias se ubicaron entre 0.570 + 0.040 y
0.587 £ 0.080 (Tabla 23).

7.5.4.2 Tratamientos con Tween 20.

Para los experimentos realizados a TA que recibieron tratamiento con
Tween 20 al 2% por 10 min, los valores de SR calculados para el grupo de cepas de
Salmonella, el control de S. Typhimurium y el grupo de cepas de E. coli biotipo I en
musculo variaron desde 0.513 + 0.006 hasta 0.520 + 0.030. Para las bacterias adheridas
a la fascia variaron de 0.490 + 0.046 a 0.493 + 0.040. Para hueso los valores de SR
estuvieron entre 0.503 + 0.035 y 0.580 + 0.046 (Tabla 24). En las muestras almacenadas
a TA-R-TA y tratadas con Tween 20 al 2% por 10 min, los valores de SR calculados

para las tres bacterias en el musculo fueron de 0.520 + 0.010 a 0.543 £ 0.025. En las
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muestras de fascia fue desde 0.487 + 0.035 hasta 0.500 + 0.025. En hueso los valores de
SR de las bacterias se ubicaron entre 0.527 + 0.035 y 0.553 + 0.031 (Tabla 25).

No se encontraron diferencias (P>0.05) en los valores calculados de SR entre el

grupo de cepas de Salmonella, la cepa control de S. Typhimurium y el grupo de cepas de

E. coli en ninguno de los tejidos almacenados tanto en TA como a TA-R-TA y tratados

posteriormente con SDS o Tween 20 al 2% por 10 min.

Tabla 22. Promedio de los recuentos (log UFC/cm?) de bacterias débilmente y
fuertemente adheridas y fuerza de adhesion (Sg) después de la aplicacion de
SDS para cepas de Salmonella y E. coli biotipo I inoculadas en tres tejidos
de la canal de bovino almacenados a temperatura ambiente por 30 minutos

Tejido de . ) Media de las cuentas” (log UFC/cm?) + DSP
Microorganismo Sr
la canal
BDA® BFA’
Salmonella® 56+0.7 A2 X" 59+02AX 0.513+0.025 A
. S. Typhimurium
Miisculo ATCC 14008 52+£02AX 6.0+02AX 0.540 £0.025 A
E. coli sustitutas’ 47+£07AX 49+04BX 0.517+£0.023 A
Salmonella 54+07AX 52+03AX 0.500 £0.026 A
. S. Typhimurium
Fascia ATCC 14028 46+04AX 48+0.1 ABX 0.510+£0.025 A
E. coli sustitutas 43+x12AX 43+x05BX 0.503 +0.059 A
Salmonella 52+07AX 58+04AX 0.527 £0.021 A
S. Typhimurium
Hueso ATCC 14028 3702 AX 48+0.1BY 0.560 £0.025 A
E. coli sustitutas 40+x13AX 41+x04BX 0.527 £0.067 A

“Representa el promedio de las cuentas del log UFC/cm” de la superficie
®Desviaci6n estdndar
°Bacterias débilmente adheridas (BDA)
4Bacterias fuertemente adheridas (BFA)
¢ Pool de cinco cepas de Salmonella: 2199, S. Panama; 1190, S. B rugoso; 487 y 1606, S.
Bovismorbificans y 582, S. Give
" Pool de cuatro cepas de E. coli marcadas con proteinas fluorescentes (cepas RFP-1, GFP-3, YFP-14 y

YFP-66)
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€ Media de las cuentas en la misma columna (por tejido) con la misma letra (ABC) no son

significativamente diferentes (P>0.05)

"Media de las cuentas en la misma fila con la misma letra (XYZ) no son significativamente diferentes

(P>0.05)

Tabla 23. Promedio de los recuentos (log UFC/cmz) de bacterias débilmente y
fuertemente adheridas y fuerza de adhesion (Sg) después de la aplicacion de
SDS para cepas de Salmonella y E. coli biotipo I inoculadas en tres tejidos
de la canal de bovino almacenados a temperatura ambiente/30 minutos-
refrigeracidon/24h-temperatura ambiente/30 minutos

Tejido de . . Media de las cuentas® (log UFC/cm®) + DS"
Microorganismo Sk
la canal -
BDA® BFA‘

Salmonella® 51+1.0A:X" 63+£04AY 0.570 £0.046 A

. S. Typhimurium
Miisculo ATCC 14028 59+£00AX 6.5+1.0AX 0.520 £ 0.040 A
E. coli sustitutas’ 48+1.0AX 6.0+04BX 0.553 £0.061 A
Salmonella 54+x12AX 50£1.0AX 0.497 £0.021 A

. S. Typhimurium
Fascia ATCC 14008 57£02AX 55+01AX 0.490 £0.040 A
E. coli sustitutas 48+13AX 48+09AX 0.513+£0.031 A
Salmonella 43+10AX 58+£05AY 0.577 £0.040 A

S. Typhimurium
Hueso ATCC 14028 40+£1.0AX 52+05ABY 0.570 £0.040 A
E. coli sustitutas 39+14AX 48+0.7BX 0.587 £.080 A

*Representa el promedio de las cuentas del log UFC/cm’ de la superficie
® Desviaci6n estdndar
°Bacterias débilmente adheridas (BDA)
4Bacterias fuertemente adheridas (BFA)
¢ Pool de cinco cepas de Salmonella: 2199, S. Panama; 1190, S. B rugoso; 487 y 1606, S.
Bovismorbificans y 582, S. Give
" Pool de cuatro cepas de E. coli marcadas con proteinas fluorescentes (cepas RFP-1, GFP-3, YFP-14 y

YFP-66)

€ Media de las cuentas en la misma columna (por tejido) con la misma letra (ABC) no son

significativamente diferentes (P>0.05)

"Media de las cuentas en la misma fila con la misma letra (XYZ) no son significativamente diferentes

(P>0.05)
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7.5.5 Comparacion entre la cantidad de bacterias débilmente adheridas y bacterias
fuertemente adheridas a los tejidos tratados con surfactantes en cada grupo
de cepas

En las muestras que fueron almacenadas a TA y luego tratadas con SDS y Tween

20, en general, no se observaron diferencias (P>0.05) entre la cantidad de BDA y BFA

de cada grupo de bacterias en cada tejido (Tablas 22 y 24), con excepcién de la cepa

control de S. Typhimurium que presenté mayor cantidad de BFA que de BDA en hueso

(P<0.05). En las muestras almacenadas a TA-R-TA y luego tratadas con los detergentes,

sOlo se observé una mayor cantidad (P<0.05) de BFA que de BDA en el grupo de cepas

de Salmonella y en la cepa control de S. Typhimurium en hueso (Tablas 23 y 25).

Tabla 24. Promedio de los recuentos (log UFC/cm?) de bacterias débilmente y
fuertemente adheridas y fuerza de adhesion (Sg) después de la aplicacion de
Tween 20 para cepas de Salmonella y E. coli biotipo I inoculadas en tres
tejidos de la canal de bovino almacenados a temperatura ambiente por 30

minutos
Tejido de . . Media de las cuentas® (log UFC/cm?) + DS®
Microorganismo Sk
la canal
BDA® BFA*

Salmonella® 58+0.6A:X" 6.0£05AX 0.513 £0.006 A

. S. Typhimurium
Miisculo ATCC 14008 56+£1.0AB X 6.0+£0.1AX 0.520 £0.046 A
E. coli sustitutas’ 47+£07BX 50+£02BX 0.520 £ 0.030 A
Salmonella 54+£08AX 53+£07AX 0.493 £0.040 A

. S. Typhimurium
Fascia ATCC 14028 57£0.1AX 55+03AX 0.490 £ 0.046 A
E. coli sustitutas 43+1.1AX 41+£04BX 0.493 £ 0.060 A
Salmonella 54+£04AX 59+£07AX 0.523 £0.031 A

S. Typhimurium
Hueso ATCC 14028 35+04BX 47+00BY 0.580 £ 0.046 A
E. coli sustitutas 45+06BX 46+03BX 0.503 £0.035 A

“Representa el promedio de las cuentas del log UFC/cm” de la superficie
® Desviacién estédndar
“Bacterias débilmente adheridas (BDA)
4Bacterias fuertemente adheridas (BFA)
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¢ Pool de cinco cepas de Salmonella: 2199, S. Panama; 1190, S. B rugoso; 487 y 1606, S.
Bovismorbificans y 582, S. Give

" Pool de cuatro cepas de E. coli marcadas con proteinas fluorescentes (cepas RFP-1, GFP-3, YFP-14 y
YFP-66)

¢ Media de las cuentas en la misma columna (por tejido) con la misma letra (ABC) no son
significativamente diferentes (P>0.05)

"Media de las cuentas en la misma fila con la misma letra (XYZ) no son significativamente diferentes
(P=0.05)

Tabla 25. Promedio de los recuentos (log UFC/cm?) de bacterias débilmente y
fuertemente adheridas y fuerza de adhesion (Sr) después de la aplicacién de
Tween 20 para cepas de Salmonella y E. coli biotipo I inoculadas en tres
tejidos de la canal de bovino almacenados a temperatura ambiente/30
minutos-refrigeracion/24h-temperatura ambiente/30 minutos

Tejido de ) . Media de las cuentas” (log UFC/cm?) + DSP
Microorganismo Sr
la canal
BDA® BFA"

Salmonella® 59+0.5AEX" 64+£04AX 0.520+£0.010 A

, S. Typhimurium
Miuisculo ATCC 14028 56x01AX 62+03AX 0.530+0.025 A
E. coli sustitutas’ 50x12AX 6.0£08AX 0.543 £0.025 A
Salmonella 6.0x06AX 58+x03AX 0.497 £0.032 A

. S. Typhimurium
Fascia ATCC 14008 50x03AX 50£02AX 0.500 £ 0.025 A
E. coli sustitutas 55+08AX 52+06AX 0.487+0.035 A
Salmonella 5006 AX 6.1£03AY 0.553 +£0.031 A

S. Typhimurium
Hueso ATCC 14028 40+0.1AX 49+00BY 0.550+0.025 A
E. coli sustitutas 48+08AX 53+07BX 0.527+£0.035 A

Representa el promedio de las cuentas del log UFC/cm? de la superficie

® Desviacion estandar

¢ Bacterias débilmente adheridas (BDA)

4 Bacterias fuertemente adheridas (BFA)

¢ Pool de cinco cepas de Salmonella: 2199, S. Panama; 1190, S. B rugoso; 487 y 1606, S. Bovismorbificans y 582, S.
Give

 Pool de cuatro cepas de E. coli marcadas con proteinas fluorescentes (cepas REP-1, GFP-3, YEP-14 y YFP-66)

€ Media de las cuentas en la misma columna (por tejido) con la misma letra (ABC) no son significativamente
diferentes (P>0.05)

" Media de las cuentas en la misma fila con la misma letra (XYZ) no son significativamente diferentes (P>0.05)
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7.5.6. Cantidad de bacterias adheridas a los tejidos de la canal de bovino tratados

con surfactantes a TA versus TA-R-TA

De manera general, se observaron diferencias (P<0.05) en la cantidad (log
UFC/cm?) de bacterias adheridas a los tejidos de los tres grupos de bacterias entre los
experimentos realizados a TA y TA-R-TA. Sin embargo al comparar los recuentos en
cada condicién de almacenamiento por separado no se observaron diferencias (P>0.05)
en la cantidad de bacterias adheridas después de tratar los tejidos con SDS o con Tween
20. Contrario a lo mencionado en el parrafo anterior, al comparar los valores de SR
calculados para los tres grupos de bacterias adheridas a los tejidos tratados con los

surfactantes, no hubo diferencias (P>0.05) entre las dos condiciones de almacenamiento.

7.5.7 Comparacion entre la fuerza de adhesion (SRr) de las bacterias adheridas a los
los tejidos de la canal de bovino en los experimentos con y sin tratamiento
con surfactantes.

Utilizando sélo los valores de Sr calculados se realizaron las comparaciones entre
ambos grupos de experimentos. No se observaron diferencias (P>0.05) entre la cantidad
de bacterias adheridas a los tejidos entre las dos condiciones de almacenamiento (TA y
TA-R-TA), ni entre los grupos de bacterias (Salmonella, S. Typhimurium y E. coli), o
entre los tratamientos (SDS, Tween 20, sin tratamiento), pero si (P<0.05) entre los
tejidos (musculo, fascia y hueso) que provenian del almacenamiento a TA-R-TA. Fascia
fue el tejido con menor cantidad (P<0.05) de bacterias adheridas. Los valores totales de
SR en los tejidos antes de la aplicacion de detergentes fueron para fascia 0.509 + 0.034,
para hueso 0.525 £ 0.015 y para musculo 0.528 + 0.016. Después de la aplicacién de los
detergentes, los valores para fascia fueron 0.501 £ 0.035, para hueso 0.541 + 0.046 y
para musculo 0.531 + 0.032.
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8. DISCUSION

8.1 Prevalencia y resistencia antimicrobiana de serotipos de Salmonella aislados de
canales de bovino.

8.1.1 Prevalencia de Salmonella

Los hallazgos de esta investigacion en relacion a la prevalencia de Salmonella en
canales de bovino que no habian sido tratadas con agentes antimicrobianos son similares
a los reportados previamente en México y en otros paises. En Estados Unidos, la
prevalencia de Salmonella en canales de bovino durante la pre-evisceracion ha sido
reportada de 1.4 a 57.8% (Barkocy-Gallagher et al., 2003; Bosilevac et al., 2009; Sofos
et al., 1999a). En el Reino Unido, Salmonella fue aislada del 0 al 20% de las canales
muestreadas antes del lavado con agua y enfriado (Small et al., 2006). En Senegal, el
42.8% de las canales muestreadas antes del enfriado fueron positivas para Salmonella en
un rastro donde no se seguian las buenas pricticas de manufactura (BPM) (Stevens et
al., 2006). En tanto que en México, la informacion relacionada es escasa y un reporte
sefala que este patdgeno estuvo presente en el 14.0% (5/36) de las canales de bovino
muestreadas en un rastro municipal del Estado de Hidalgo (Hernandez-San Juan et al.,

2007).

En este trabajo encontramos que la contaminacién por Salmonella en las canales
de bovino es afectada por la época del afio, estos hallazgos concuerdan con estudios
previos. Sofos et al (1999a) encontraron frecuencias de aislamiento de Salmonella de 5.2
y 8.5% en canales de bovino pre-evisceradas durante las estaciones seca y humeda,
respectivamente. Después del lavado final de las canales la frecuencia de Salmonella fue
de 1.8 y 3.0% durante las estaciones seca y humeda, respectivamente. En otro estudio,
Barkocy- Gallagher et al (2003) reportaron que la prevalencia de Salmonella en canales
de bovino pre-evisceradas fue mayor durante el verano y otono (19.7 a 4.9%) en

comparacion con la prevalencia observada en invierno y primavera (3.0 a 4.1%).
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Durante la estacion hiimeda, las pieles del ganado son mds propensas a ensuciarse con
lodo y heces, incrementando la posibilidad de contaminaciéon de las canales durante la

remocion de la piel y evisceracion (Rivera-Betancourt et al., 2004).

El ganado que se presenta para sacrificio en cada rastro proviene de diferentes
corrales de engorda ubicados en diferentes dreas geograficas, lo que puede explicar la
diversidad de serotipos de Salmonella identificados. Es posible que S. Grupo B sea
prevalente en el ganado de las diferentes regiones incluidas en el estudio debido a que
fue recuperada de las muestras de canales de bovino obtenidas en tres diferentes

establecimientos.

S. Anatum, S. Montevideo, S. Muenster, S. Give, S. Infantis, S. Typhimurium, S.
Enteritidis y S. Oranienburg encontrados en este estudio han sido aislados de canales de
bovino en otros paises. En EUA, S. Montevideo, S. Give, S. Newport, “6,7:k:- y S.
Agona fueron los cinco serotipos mds importantes aislados de vacas y toros, mientras
que S. Bareilly, S. Give, S. °III_61:-:1,5,7, S. Montevideo y S. Muenchen fueron los
cinco serotipos mas comunmente recuperados de novillos y vaquillas en 2009 (USDA,
2011b). En Australia, los serotipos S. Bredeney, S. Give, S. Mbandaka y S. Muenchen
fueron los mas comunmente aislados de canales de bovino en un estudio realizado en
2003 (Fegan et al., 2005). En Bélgica, Ghafir et al (2005), reportaron S. Typhimurium,
S. Enteritidis y S. Derby como los serotipos mas prevalentes en canales de bovino
colectadas entre 2000 y 2003. En Senegal, Stevens et al (2006) reportaron que los
serotipos S. Bredeney, S. Hindmarsh S. Oranienburg y S. Muenster fueron los mads
prevalentes en canales de bovino en 2003. En el Reino Unido, encontraron S. Anatum, S.
Dublin, S. Orough:i:1 y S. Kimuenza en canales de terneras, mientras los serotipos S.
Mbandaka, S. Orough:i:l,w, S. Orough:z10:e,n,z;s y S. 6,7::no mévil fueron
frecuentemente aislados de canales de bovino (Small et al., 2006). La prevalencia de
serotipos en las canales de bovino cambia en el tiempo (Callaway et al., 2008; USDA,
2011b) y podria estar relacionada con los serotipos predominantes presentes en el
ganado de una region geogrifica determinada o influenciada por los serotipos

establecidos en el entorno del rastro (Small et al., 2006).
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Algunos de los serotipos predominantes identificados en el presente estudio han
sido asociados con casos de salmonelosis. S. Enteritidis es el serotipo mas
frecuentemente relacionado con infecciones humanas en los Estados Unidos desde 2007,
seguido por S. Typhimurium, S. Newport, S. Javiana, S. Heidelberg y S. Montevideo
(CDC, 2010). En los Paises Bajos, S. Typhimurium y S. Enteritidis han sido los serotipos
mads prevalentes en pacientes con infecciones clinicas (van Duijkeren et al., 2002). En
México, los cinco serotipos més frecuentemente relacionados con infecciones humanas
de 1972 a 1999 fueron S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Typhi, S. Agona y S. Newport
(Gutierrez-Cogco et al., 2000). Siete serotipos (39%) aislados de canales de bovino
durante la presente investigacion se encuentran entre los 20 serotipos mds cominmente
asociados con infecciones humanas en México. Sin embargo, se necesitan mas estudios
de prevalencia y mayor evidencia epidemioldgica para poder establecer una relacion
entre los aislamientos de Salmonella obtenidos de carne de bovino y aquellos

relacionados con casos humanos de salmonelosis en México (Bosilevac et al., 2009).

8.1.2 Resistencia antimicrobiana

No se encontraron reportes previos sobre la resistencia antimicrobiana de
aislamientos de Salmonella recuperados de canales de bovino en México con prop0sitos
de comparacién. Sin embargo, nuestros hallazgos son similares a los reportados en
estudios previos de otros paises. En Estados Unidos y Canad4, la resistencia a TET y/o
STR fue la mas cominmente observada entre aislamientos de Salmonella recuperados de
canales de bovino encontrandose que de 5.8 a 36.8% de los aislamientos analizados
fueron resistentes a TET y 29.2% fueron resistentes a STR (Beach et al., 2002; Larkin et
al., 2004). Estudios previos llevados a cabo en México en productos carnicos
comercializados en establecimientos al menudeo revelaron que entre el 28.6 y el 92.5%
de los aislamientos recuperados de Salmonella fueron resistentes a TET y entre el 63.3 y
el 87.8% fueron resistentes a STR (Miranda et al., 2009; Zaidi et al., 2008; Zaidi et al.,
20006). Los resultados obtenidos en la presente investigacion y los reportados por otros
investigadores de nuestro pais sugieren que la resistencia observada contra

antimicrobianos que han sido usados en la produccién animal por largos periodos, tales
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como TET, STR, SXT y CHL, es comun entre aislamientos de Salmonella recuperados

de carne cruda en México (Miranda et al., 2009).

Los aislamientos MR de S. Typhimurium presentaron tres fenotipos de
multirresistencia, aunque ninguno correspondi6 al fenotipo de tipico de penta-resistencia
ACSSuT (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamida y tetraciclina)
comunmente encontrado en S. Typhimurium DT104. No obstante, un aislamiento de S.
Grupo B que fue resistente a siete diferentes antimicrobianos present6 el fenotipo AMP-
CHL-STR-SXT-TET-NAL-CEP y puede representar una importante amenaza para la
salud publica. La resistencia al 4dcido nalidixico observada en este aislamiento ha sido
relacionada con una disminucion de la susceptibilidad a la ciprofloxacina (Stevenson et
al., 2007) la cual es el tratamiento preferido para la salmonelosis no tifoidica en adultos
(Guerrant et al., 2001). Se observé una disminucion de la susceptibilidad a varios
antimicrobianos entre los aislamientos MR (Tabla 5), ademas un aislamiento de S.
Typhimurium que fue resistente al NAL tuvo también disminucion de la susceptibilidad

a CIP, dicha circunstancia estd asociada con un mayor riesgo de fracaso del tratamiento.

La frecuencia de aislamientos multirresistentes de Salmonella fue
significativamente mayor en el rastro C (44.7%, P<0.05), seguido por los rastros D
(13.2%), B (7.9%) y A (2.6%). El rastro C estd localizado en una de las dreas de
produccién animal mds importantes de México, tiene el inventario mds grande de
ganado en el Estado de Jalisco y mayor nimero de sistemas de produccidén intensiva
comparado con otras dreas incluidas en esta investigacion, donde predominan los
métodos de ganaderia extensiva (SIAP, 2010). El uso de antimicrobianos es mas comtn
en sistemas de ganaderia intensiva para prevenir y limitar enfermedades. De acuerdo con
el USDA, aproximadamente el 25% de las pequefias operaciones de engorda de ganado
utilizan antimicrobianos en comparacion con el 70% de las operaciones intensivas en los
EUA, por lo que el ganado en las operaciones intensivas tiene casi el doble de
probabilidad de recibir antibidticos en su alimentacién y agua en comparacién con el
ganado en operaciones pequefias (USDA, 2007). Es posible que la administracion de

antimicrobianos sea mds comun en las operaciones de engorda de gran capacidad que
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llevan animales al rastro C, lo cual puede estar relacionado a la alta frecuencia de
aislamientos MR de Salmonella encontrados en las canales de bovino de este rastro. No
obstante, se requieren mds estudios para confirmar estos resultados debido a la falta de
informacién sobre el uso de antimicrobianos en los animales destinados al consumo en

México.

8.2 Determinacion de bacterias indicadoras de calidad sanitaria

8.2.1 Bacterias mesofilas aerobias

Los resultados del presente estudio difieren de otros reportes. En canales de
bovino muestreadas en cuatro rastros en Finlandia, se observaron cuentas promedio de
BMA de 2.5 log UFC/cm? con un rango de 1.0 a 3.5. Las muestras fueron tomadas antes
del enfriamiento de las canales en dos dreas de 25 cm” de la regién de la falda y del
hombro (Rahkio, Korkeala, 1996). Los investigadores asocian éstas cuentas con la
contaminacion aérea y la reduccion en periodicidad de la desinfeccion. Es probable que
los niveles limpieza de los rastros del presente estudio sean inferiores a los del estudio
de referencia, reflejandose en cuentas de BMA mds elevadas. En México, la media de
los recuentos de BMA en 36 canales de bovino muestreadas en un rastro municipal del
estado de Hidalgo fue de 4.4 = 1.1 con valor minimo de 3. 1 y maximo de 7.4 log
UFC/cm® (Hernéndez-San Juan et al., 2007), resultados muy similares a los encontrados

en el presente estudio, aunque los tamafios de muestras fueran diferentes.

En un estudio realizado en rastros de Jalisco se report6 que el 65% de las canales
de bovinos después del lavado con agua tuvieron recuentos de 4.0 y 4.9 log UFC/cm?
(Campos Bravo, 2001), niveles de bacterias iguales a los reportados en el presente
estudio. El estudio referido fue realizado en rastros diferentes a los incluidos en la actual

investigacion.

Bajo condiciones sanitarias aceptables en rastros tecnificados de los EUA, el
USDA (1994) reporté que el promedio de los recuentos de BMA en canales de bovino

fue de 2.7 log UFC/cm?, indicada por la flecha azul en la Figura 3, mientras que la
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flecha roja indica el promedio de BMA en las canales de bovino en el presente estudio y
que el 93.1% de las canales tuvo recuentos de 4.0 log UFC/cm* 0 menores yel 6.9 %
presentd recuentos mayores a 4.0 log UFC/cm?. Al comparar estos datos con el presente
estudio, es evidente que en los rastros estudiados las cuentas de BMA fueron superiores

a las reportadas en rastros de los EUA.

Existen reportes respecto a la distribucion de los recuentos de bacterias
indicadoras en diferentes €pocas del ano. Sofos et al (1999a) reportaron cuentas de
BMA entre 1 y 4 log UFC/cm? en el mayor porcentaje de muestras de canales de bovino
(n= 3,780) de siete rastros recolectadas durante la pre-evisceracion, después del lavado
final y después de 24 h de refrigeracién, durante las épocas seca y himeda. Los
recuentos de BMA en ambos estudios muestran una similitud y en ambos estudios hubo
gran variabilidad en las cuentas, aunque en el estudio de referencia no hubo diferencias
en los recuentos de BMA en las dos épocas del afio, mientras que en el presente estudio
los recuentos fueron més elevados en la época himeda. Algunas de las caracteristicas de
los rastros del estudio mencionado anteriormente fueron que 3 de 7 no aplicaban
enjuague final de las canales, mientras que 4 de 7 no aplicaban tratamiento quimico. Los

investigadores concluyeron sobre la necesidad reducir la contaminacién microbiana.

En México no existen criterios respecto al nimero de bacterias mesofilas
aerobias, coliformes totales o E. coli para determinar la calidad microbioldgica o el
control de procesos para la carne en canal. En el caso de la Union Europea, el criterio de
higiene para los procesos de la carne y sus derivados sefiala que la higiene del proceso es
satisfactoria cuando en canales muestreadas después del faenado y antes del
enfriamiento, el promedio diario del recuento de BMA es igual o inferior a 3.5 log
UFC/cm?, como un proceso de higiene aceptable cuando dicho valor se encuentre entre
3.5y5.0log UFC/cm?, e insatisfactorio donde el recuento sea mayor a 5.0 log UFC/cm®
(European Union, 2005). De acuerdo a estos criterios, el 11.8% de las muestras de este
estudio cumplirian con ese criterio indicando que el proceso es satisfactorio, 72.9% que

es el proceso de higiene es aceptable y el 15.2% que el proceso de higiene es

insatisfactorio. En los rastros B y C el mayor porcentaje de muestras (24.6 y 17.5%
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respectivamente) indicarian un proceso de higiene satisfactorio y en los rastros A y D el
mayor porcentaje de muestras indicarian un proceso de higiene insatisfactorio (Tabla 8).
Es importante aclarar que los estdndares que utilizan otros paises solo son ttiles como
puntos de referencia, ya que existen diferencias en las condiciones bajo las cuales son
aplicables dichos valores y las condiciones de los rastros municipales mexicanos por lo

que no se pretende adoptar €stos criterios.

Tabla 26. Limites de aceptabilidad de bacterias mesoéfilas aerobias en canales de bovino
en rastros municipales respecto al reglamento de la Unién Europea.

No. Muestras (%)

Rastros Satisfactorio ) Aceptable , Insatisfactorio )
<3.5 log UFC/cm 3.5-5.0 log UFC/cm > 5.0 log UFC/cm
A 6 (4.76) 91 (72.2) 29 (23.0)
B 30 (24.6) 87 (71.3) 5 (4.1)
C 22 (17.5) 92 (73.0) 12 (9.5)
D 1 (0.8) 94 (75.2) 30 (24.0)
Total 59 (11.8) 364 (72.9) 76 (15.2)

Unién Europea, 2005

8.2.2 Coliformes totales

En el estudio realizado en un rastro del Estado de Hidalgo, México (Hernandez-
San Juan et al., 2007), la media de los recuentos de CT observados en el 83% de las
muestras fue de 1.03 + 1.58 log UFC/cm?* con valor maximo de 6.01 log UFC/cm®. El
mayor porcentaje de muestras de ese estudio tuvo recuentos bajos de CT, mientras que
los obtenidos en este trabajo mostraron recuentos de CT mds altos que los reportados en
el rastro de Hidalgo. Es probable que el tamafio de muestra pequefio (36 canales de

bovino) analizado en ese estudio, entre otros factores, hayan influido en el resultado.

Al comparar los resultados del presente estudio con el reporte del USDA de 1994
para carne de bovino en canal en donde la media del recuento de CT fue de 1.5 log
UFC/cm? (flecha color azul) se observaron resultados similares (Figura 4). En ese
reporte, solo el 16.3% de las muestras tuvo recuentos de CT y de éstos, el 96.4% con <
2.0 log UFC/em® y el 3.6% con recuentos > 2.0 log UFC/cm®, mientras que en el

presente estudio sélo el 25% de las muestras tuvo recuentos <0.9 log UFC/ecm? y el
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69.3% mostrd recuentos <1.9 log UFC/cm? y el 30.8% de las muestras tuvo recuentos

>2 log UFC/cm?® de CT (Tabla 10).

En el estudio realizado por Sofos et al (1999a) en establecimientos de sacrificio
de los EUA, la media de los recuentos de CT para la época seca y himeda fue de -0.62 a
-0.26 log UFC/cm? respectivamente, recuentos muy por debajo de los reportados en el
presente estudio. Los recuentos de CT en la presente investigacion fueron mads altos que
los del estudio mencionado, probablemente hayan influido factores como el disefio de
las instalaciones, mejores condiciones de higiene, aplicacion de lavados con agua y la
aplicacion de tratamientos quimicos en algunos casos para reducir la contaminacion

microbiana.

8.2.3 Escherichia coli

Hernandez-San Juan et al (2007) reportaron recuentos promedio de E. coli de -
0.3 £ 0.65 log UFC/cm?, con un valor méximo de 0.98 log UFC/cm” en el 69% de las
muestras de canales de bovino analizadas en su estudio. Al parecer en ese estudio un
mayor porcentaje de muestras tuvo recuentos de E. coli menores que en el presente

estudio.

Los recuentos de E. coli reportados en este estudio contrastan de manera
importante con reportes del USDA en canales de bovino recolectadas en rastros
tecnificados. En 1994, encontraron que sélo el 8.2% de las muestras de canales de
bovino (n=2,089) contenian E. coli comparado con el 96% de muestras positivas a la
presencia de este indicador en el presente estudio. La media de los recuentos en el
estudio del USDA fue de 1.6 log UFC/cm? (flecha azul en la figura 3), y de las muestras
positivas, el 95.9% tuvo cuentas <1.0 log UFC/cm?” y el 4.1% present6 recuentos >1.0
log UFC/cm? (USDA, 1994). Posteriormente esta misma institucién (1997-1998) dentro
de su programa nacional de muestreo microbiol6gico con esponja en canales de bovinos
report6 que el 16.6% (n=1,881) de las muestras analizadas mostr6 la presencia de E. coli
con un recuento promedio de -0.6 log UFC/cm” (Figura 5). De las muestras positivas, el

100% tuvo < 2 log UFC/cm? de E. coli y de éstas el 98.9% mostraron < 1 log UFC/cm®

120



(USDA, 1999). Es evidente que la implementacién de controles de proceso se traduce
en una baja prevalencia y cifras muy bajas de E. coli en las canales de bovino, en otras

palabras en el control de la contaminacion fecal.

En el reporte de Sofos et al (1999a) los recuentos promedio para E. coli en la
época himeda también fueron inferiores a los reportados en el presente estudio y

variaron de -0.74 a -0.45 log UFC/cm?.

Por otra parte, se observé una gran variabilidad (dispersién) en los recuentos de
BMA (Tablas 6 y 7; Figura 3), de CT (Tablas 9 y 10; Figura 4) y de E. coli (Tablas 11 y
12; Figura 5). La variabilidad indic6 que existia una falta de control en todo el proceso
de obtencién de la carne, ya que al no existir uniformidad en la manera en la que se
realizan cada una de las operaciones, no es posible mantener una calidad microbioldgica
constante de la carne. En rastros en EUA también se observaron variaciones en los
recuentos de los tres grupos indicadores, y los investigadores sefialaron que fue
influenciada por la estacién climdtica, localizacion dentro de la planta, y en cierta
medida por el sitio de la canal muestreado (Sofos et al., 1999a). Estos factores pudieron
también haber influido en la variabilidad en los recuentos observada en el presente

estudio, ademads de otros como la falta de control en los procesos.

La presencia de E. coli en el 96.0% de las muestras analizadas en este estudio es
de gran importancia. Esta bacteria es habitante normal del intestino de los bovinos y
puede llegar a contaminar las canales a través de la materia fecal proveniente de la piel,
durante el desollado (Gill, 2004; Rivera-Betancourt et al., 2004) o del contenido
intestinal, durante la evisceracion (Fegan et al., 2005). Una vez contaminada la canal, la
contaminacion puede distribuirse a otras canales mediante el contacto entre éstas, o por
el contacto con cualquier otra superficie, favoreciendo que el ciclo de contaminacién
continte en el rastro. Se han reportado recuentos mds elevados de BMA y E. coli en
sitios de la canal contaminados directamente con materia fecal o que contactan con
pieles contaminadas con materia fecal, que en los casos donde el contacto ha sido con la

piel limpia o sitios no sujetos a la contaminacion fecal (Bell, 1997). Es muy importante
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el apego a las buenas précticas de manufactura y controlar la higiene del proceso, lo cual
permitiria mantener una calidad constante de la carne, pero ademds controlar la
contaminacién fecal y en consecuencia reducir la posibilidad de la presencia de

patégenos como Salmonella en las canales de bovino.

Otras bacterias también pueden estar presentes en el contenido intestinal, entre
éstas, bacterias patégenas como Salmonella capaces de causar enfermedad en los seres
humanos (USDA, 2010). Ghafir et al (2008), determinaron bacterias indicadoras en
canales de bovinos, cerdos y pollos y encontraron una correlacion entre los recuentos de
BMA, enterobacterias y E. coli y observaron que las muestras que contenian cuentas
altas de E. coli y enterobacterias estaban contaminadas con Salmonella, confirmando la
utilidad de E. coli como indicador de malas pricticas higiénicas que pueden propiciar la
presencia de otros patdgenos entéricos. En el presente estudio se pudo observar un
comportamiento similar en la prevalencia de Salmonella y los recuentos de bacterias
indicadoras durante el tiempo del estudio. La prevalencia de Salmonella fue de 5.5% en
la época seca y de 22.0% en la época himeda, mientras que en el caso de los indicadores

los recuentos fueron mds elevados durante la época humeda (Tabla 2; Figuras 3-5).

La investigacion de E. coli como indicador es la medida mds efectiva para
determinar si el proceso de sacrificio y faenado controla (previene) la contaminacién
fecal. La sola presencia de E. coli es importante mas que su nimero ya que evidencia la
contaminacion con materia fecal, la cudl es inaceptable en algunos paises (Heuvelink et
al., 2001; USDA, 1996). El USDA establece que el control del proceso es aceptable
cuando los niveles de E.coli/cm” son <5 UFC (considerado como ausencia o equivalente
a decir que una muestra es negativa), como control marginal la presencia de <100
UFC/cm’ e inaceptable por arriba de éste limite (USDA, 1996). Si las canales analizadas
en este estudio debieran cumplir con este criterio, el 34.4 % estarian en el rango
aceptable (cumpliria con el control del proceso), 52.0% en el limite marginal y el 13.6%

estaria fuera del mismo (Tabla 13).
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Tabla 27. Niveles de Escherichia coli en canales de bovino para determinar la
aceptabilidad en el control del proceso de obtencién de la carne en canal en
rastros municipales de Jalisco

Aceptable Marginal Inaceptable
Rastros Negativo POSIUU\;SCI;E;)Z? 100 > 100 UFC/cm?
No. Muestras (%)

A 35(27.2) 75 (58.6) 18 (14.1)

B 35(4.0) 66 (52.8) 24 (19.2)

C 66 (52.4) 56 (44.4) 4(3.2)

D 37 (30.1) 64(52.0) 22 (17.9)
TOTAL 173 (34.4) 261 (52.0) 68 (13.6)

*Tomando en cuenta la sensibilidad de las técnicas de muestreo y del método de prueba, considera 5
UFC/cm? como negativo.
USDA, 1996.

Se han reportado cuentas mds elevadas de BMA y E. coli en sitios de la canal
contaminados directamente con materia fecal o que contactan con pieles contaminadas
con materia fecal, que en los casos donde el contacto ha sido con la piel limpia o sitios
no sujetos a la contaminacién fecal (Bell, 1997). Como lo senalan Gill et al (2004), se
asume que reduciendo o eliminando la contaminacién visible, se puede mejorar la
calidad microbioldgica de la carne y por lo tanto la mejor forma de reducirla es
minimizando ésta durante las operaciones de desollado y evisceracion, evitando la
transferencia de suciedad de la piel o la salida del contenido intestinal a la carne para
asegurar un minimo de control sobre la contaminacién microbioldgica de la carne.
Ahora bien, como ya se menciond anteriormente, en varias ocasiones durante los
muestreos realizados se observo la presencia visible de suciedad o materia fecal en las
canales en todos los rastros y la contaminacion cruzada fue comun durante las
operaciones de todos los establecimientos. Los resultados de este estudio ponen en
evidencia el incumplimiento a las buenas practicas higiénicas en los cuatro rastros
estudiados y la carencia de procedimientos operativos estandar de sanitizacion (POES),

ademds de que ninguno cuenta con un sistema de inocuidad de alimentos implementado.

Por otra parte, es posible encontrar rastros donde los resultados de los recuentos
de bacterias indicadoras se encuentren dentro de los limites aceptables y las condiciones

sanitarias no sean aceptables y viceversa, por ejemplo Rahkio and Korkeala (1996) en
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Finlandia encontraron correlaciéon entre las bacterias indicadoras y las condiciones
sanitarias; en los rastros donde la frecuencia de la desinfeccién del equipo e
instalaciones fue baja, el nivel de contaminacién de las canales fue alto. Los
investigadores también resaltan la importancia que tiene el disefio de las lineas de
sacrificio para facilitar la limpieza y desinfeccién. En los resultados del presente estudio,
se observaron recuentos bajos de coliformes totales y E. coli en algunos meses y
probablemente se pudieran interpretar como que se cumple con las normas de referencia,
pero se debe tener mucho cuidado ya que como lo mencionan los investigadores al
principio de este parrafo se pueden tener recuentos bajos en condiciones higiénicas

objetables.

8.2.4 Potabilidad del agua para lavado de las canales

La presencia de coliformes totales en las muestras de agua efluente de la
manguera utilizada para el lavado de las medias canales después de ser evisceradas
representa una fuente de contaminacién adicional. Su presencia en el agua es indicador
de contaminacion fecal (Escartin, 2000). Casi el 50% de las muestras de agua
correspondiente a tres de los cuatro rastros incluidos en el estudio no cumplieron con
dicha especificacion de la NON-127 (Salud, 2000), por lo que dicha agua no es apta para
su uso en el proceso de lavado de las canales y requiere de la aplicacién de tratamientos

para su potabilizacidn.

8.3 Comparacion de las propiedades de adhesion entre serotipos de Salmonella
aislados y un grupo de cepas de Escherichia coli biotipo I previamente
propuestas como organismos sustitutos

8.3.1 Determinacion de la hidrofobicidad

Como se pudo observar, hubo gran variabilidad en los valores de ABH entre las
cepas, las cuatro cepas de E. coli tuvo valores que quedaron incluidos en los valores de
ABH de los grupos de cepas de Salmonella, por lo que en forma individual, cada cepa de

E. coli no podria representar a todas las cepas de Salmonella, pero el grupo de las cuatro
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cepas si podria representar a més del 80% de las cepas de Salmonella aisladas de canales

de bovino.

Los resultados de hidrofobicidad son similares a los reportados por Cabrera-Diaz
et al (2009) quienes reportaron para Salmonella valores de 23.8 a 43.3%, para E. coli
O157:H7 de 28.2 a 54.3% y para el mismo grupo de cepas de E. coli fluorescentes de
24.9 a 45.6%, los cuales no fueron diferentes (P>0.05) entre los grupos de cepas. Las
cepas de E. coli probadas en ese estudio fueron las mismas cepas incluidas en el presente
trabajo por lo que es razonable que los resultados sean similares, ademas de que la
hidrofobicidad fue determinada mediante el mismo método. En otro estudio realizado en
aislamientos de E. coli productores de toxina Shiga, la hidrofobicidad para los cultivos
plancténicos (cultivos en caldo nutritivo) varié de 21 a 58% y para los cultivos sésiles
(cultivos en agar nutritivo) de 0 a 36%, encontrdndose diferencias entre las cepas
(P<0.05). Los investigadores clasificaron a las cepas en tres categorias de acuerdo a sus
valores de ABH, hidrofobicidad baja (0 a 35%), moderada (36 a 70%) y alta (71 a
100%), encontrando que la mayoria de las cepas que estudiaron resultaron ser
medianamente hidrofébicas (Rivas et al., 2005). De acuerdo con esta clasificacion el
33% de los aislamientos obtenidos en la presente investigacion también corresponderian
al grupo de mediana hidrofobicidad. Chia et al (2008) encontraron valores desde 22 a
53% para aislamientos de Salmonella. Goulter et al (2010) reportaron valores de
hidrofobicidad desde 0.4 hasta 57.7% en seis aislamientos de E. coli, cinco de los cuales
correspondian a E. coli O157. En éste ultimo estudio se aplicaron tres diferentes técnicas
para determinar la hidrofobicidad, adhesién bacteriana a los hidrocarburos con xileno,
interacciéon cromatografica y medicién del dngulo de contacto. Resulta dificil hacer
comparaciones entre los diversos estudios debido a las diversas técnicas que se aplican
para medir la hidrofobicidad, por lo que en general se trat6 de contrastar los resultados
del presente estudio con estudios en donde se aplicara la misma técnica y encontramos
que en la mayoria de los casos los valores aqui reportados son semejantes con los de

dichos estudios.

125



En un estudio realizado por Chia et al (2008) los valores de hidrofobicidad para
los aislamientos de los serotipos S. Typhimurium, S. Virchow y S. Infantis variaron de
22 a 37% y para la mayoria de los aislamientos de S. Sofia (12 de 14) variaron de 46 a
53%, los aislamientos de ese estudio provenian de aves de corral y algunos implicados
en brotes de enfermedad en humanos, lo cual explicaba la diferencia entre los serotipos
de ambos estudios, aunque algunos de estos valores de hidrofobicidad fueron similares a

los del presente estudio.

Las cepas de E. coli biotipo I mostraron valores de ABH similares a los
observados en Salmonella, por lo que las cuatro cepas puedieran ser utilizadas como
microorganismos sustitutos del patégeno en estudios de adhesiéon en superficies bajo
condiciones de produccién en donde Salmonella no puede utilizarse directamente por

cuestiones de bioseguridad.

8.3.2 Capacidad de Salmonella y E. coli biotipo I para formar biopeliculas en la

superficie de materiales inertes

8.3.2.1 Cuantificacion de biopeliculas en acero inoxidable.

En un estudio donde se evalué la adhesion en acero inoxidable de 20

aislamientos de E. coli productora de toxina Shiga (STEC) provenientes de rumiantes o
implicadas en brotes de enfermedad, se encontré una diferencia en la capacidad
individual de las cepas para adherirse a la superficie. La mayoria de las cepas tuvieron
recuentos similares (P > 0.05) que fueron de 2.05 a 2.85 log UFC/cm? para los cultivos
plancténicos y de 2.08 a 3.05 log UFC/cm? para los cultivos sésiles. La adhesion de
STEC fue diferente (P < 0.01) entre las cepas de los cultivos plancténicos y sésiles
(Rivas et al., 2007b). En otro estudio realizado con 25 cepas de Salmonella de cuatro
diferentes serotipos aislados de aves o implicadas en brotes, el promedio de células
adheridas al acero inoxidable fue de 4.3 log UFC/cm?, las cuentas se realizaron en un
microscopio de epifluorescencia y variaron de 3.2 + 0.5 a 4.3 £ 0.2 log UFC/cm* (Chia
et al., 2009). Los recuentos de bacterias formadoras de biopeliculas de estos estudios son

mas bajos respecto a los obtenidos en el presente estudio.
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En otros estudios se han reportado cantidades mayores de biopeliculas que las
producidas en el presente estudio. S. Typhimurium DT 104 mostré las cuentas mds altas
de biopelicula en acero inoxidable cuando fue incubada con caldos de carne y pavo a 25
°C mostrando valores de 7.7 £ 0.4 y 7.6 £ 0.3 log UFC/cm?, respectivamente. S.
Heidelberg y E. coli O157:H7 tuvieron capacidad similar para formar biopeliculas en
acero inoxidable cuando se cultivaron en caldo de carne de res con valores de 6.0 + 0.2 y
6.2 +£0.3 log UFC/cm?, respectivamente y en caldo de pavo con recuentos de 5.9 + 0.4 y
6.3 0.5 log UFC/cm? respectivamente; sin embargo E. coli O157:H7 formé mayor
cantidad de biopelicula en acero inoxidable cuando se cultivé en caldo lechuga que en
los otros dos caldos. En el mismo estudio también se obtuvieron las cuentas mads altas de
biopeliculas en acero inoxidable después de cultivar a Klebsiella pneumoniae (7.71 £ 0.5
y 7.65 + 0.3 log UFC/cm®) y Listeria monocytogenes (7.34 + 0.1 y 6.90 + 0.4 log
UFC/cm?) en caldo de carne de res y de pavo respectivamente (Kim and Wei, 2007). Por
otra parte, Salmonella Sofia se adhiri6 en mayor cantidad al acero inoxidable (P < 0.05)

que S. Typhimurium, S. Virchow y S. Infantis (Chia et al., 2009).

8.3.2.2 Cuantificacion de biopeliculas en latex
Estos resultados difieren de los reportados por Chia et al (2009), en
donde el promedio de las cuentas de células de Salmonella en la superficie de cupones
de hule nitrilo fue mas bajo, con un valor promedio de 3.5 + 0.46 log UFC/cm®. En otro
estudio realizado por Chia et al (2008), Salmonella Sofia se adhiri6 en mayor cantidad

(P<0.05) que S. Typhimurium, S. Virchow y S. Infantis a hule nitrilo.

8.3.2.3 Comparacion entre la cantidad de biopelicula formada en acero
inoxidable y latex
Pawar et al (2005) estudiaron la formacién de biopeliculas de cepas de
EHEC (dos de ellas con la variante para expresar curli). En el estudio largo (7
dias/28°C), EHEC se adhirié mejor a poliestireno, hule (caucho) y acero inoxidable con
valores de absorbancia a 550 nm de 2.60, 2.56 y 2.51, respectivamente que al vidrio con
valor de 1.63. En el estudio corto (24 h/28°C) no hubo diferencias (P>0.05) entre la

formacion de biopeliculas en poliestireno, vidrio, acero inoxidable y hule. La utilizacién
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de diferentes unidades para la cuantificacién de biopeliculas dificulta comparar estos
resultados con los del presente estudio. En el estudio realizado por Chia et al (2009) la
media de las cuentas de células de Salmonella adheridas al acero fue mayor (P<0.05)
que en hule nitrilo (4.03 y 3.49 log UFC/cm?, respectivamente), éste comportamiento es
contrario al observado en el presente estudio, en donde se obtuvieron cuentas mas altas
de biopeliculas de Salmonella y E. coli en latex que en acero. Por otra parte, las bacterias
se adhieren a superficies mds hidrofébicas y cargadas mds negativamente que a
superficies con baja hidrofobicidad (van Loosdrecht et al., 1987). El acero es
hidrofilico, los polimeros y el hule son hidrofébicos (Pawar et al., 2005), lo cual explica
en parte porqué en el presente estudio una mayor cantidad de bacterias se adhirieron al

latex que al acero inoxidable.

8.3.2.4 Cuantificacion de biopeliculas en poliestireno

Los resultados del presente estudio concuerdan con los reportados por
Pawar et al (2005), en donde los valores de absorbancia a 550nm en el estudio largo (0
a 7 d) fueron maés altos (P<0.05) que los obtenidos en el estudio corto (0 a 24h) en las
superficies por ellos estudiadas (poliestireno, acero, vidrio), excepto en caso del hule
donde no hubo diferencias (P<0.05). En poliestireno, los promedios de los valores de
absorbancia a 550 nm para las cepas de E. coli O157:H7 en el estudio corto variaron
desde 0.06 hasta 0.65 y en el estudio largo desde 0.38 en la primer dia hasta 1.22 a los 7
dias. Los valores de absorbancia para algunas de las cepas de Salmonella y E. coli
reportados en el presente estudio son similares a los del estudio de referencia. Por otra
parte, se estudio la produccion de biopeliculas en una coleccién de cepas de Salmonella
originarias de productos vegetales, carne y cepas clinicas relacionadas con brotes
(Solomon et al., 2005). Los valores promedios de absorbancia a 590 nm en tres
diferentes medios de cultivo variaron de 0.064 a 0.535 (clinicos), de 0.077 a 0.430
(carne y productos relacionados) y de 0.111 a 0.525 (vegetales). Se encontraron
aislamientos provenientes de las tres fuentes con gran capacidad para formar
biopeliculas. Rivas et al (2007a) encontraron diferencias (P<0.05) en la produccion de
biopeliculas entre aislamientos de E. coli en cultivos plankténicos y sésiles en 24 y 48 h,

en donde 4 de 10 aislamientos de E. coli productora y no productora de toxina Shiga
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mostraron la mayor produccién de biopeliculas (P <0.05) después de 24 h. Se podria
decir que independientemente de las cepas y su origen, las enterobacterias tienen un
comportamiento similar en su capacidad para formar biopeliculas en superficies inertes

bajo condiciones ambientales similares.

Kim and Wei (2007) denominaron a las cepas con valores de abosorbancia a 570
nm mayores 0.82, como fuertes formadoras de biopelicula en poliestireno al ser
comparadas con la cepa de Pseudomonas aeruginosa utilizada como control. Los
investigadores encontraron a las cepas de Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii como fuertes formadores de biopeliculas. S.
Typhimurium DT104, S. Heidelberg, E. coli O157:H7 y Klebsiella pneumoniae
mostraron también los valores mds altos de absorbancia. En el estudio realizado por
Solomon et al (2005) los aislamientos de serotipos de Salmonella obtenidos de
diferentes carnes con los valores més elevados de absorbancia a 590 nm en CST y 1/20-

CST fueron S. Hadar y S. Typhimurium.

8.3.2.5 Relacion entre la hidrofobicidad (ABH) y la formacién de
biopeliculas entre las cepas de Salmonella y de E. coli biotipo I

Si bien existen diversos reportes en donde se encontrd una relacion entre
la hidrofobicidad y la adhesién de las bacterias a diferentes superficies (Nguyen et al.,
2011; van Loosdrecht et al., 1987), en el presente estudio y en otras investigaciones no
se ha encontrado correlacion entre la hidrofobicidad y el numero de bacterias adheridas
al acero inoxidable (Hassan and Frank, 2004; Rivas et al., 2005, 2007b). Otros estudios
sefalan que la relacion entre la hidrofobicidad y la adhesion a superficies hidrofébicas o

hidrofilicas fue altamente variable (Goulter et al., 2010).

La mayoria de las cepas estudiadas en el presente estudio (66%) tuvieron baja
hidrofobicidad, lo cual podria indicar que la adhesion al acero, latex y poliestireno no
estuvo influenciada en su totalidad por la hidrofobicidad de la superficie de las cepas y
que por lo tanto otras propiedades de la célula como la presencia de estructuras

(fimbrias, flagelos o sustancias poliméricas extracelulares) y la influencia de factores
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ambientales (pH, temperatura, composiciéon del medio, etc) estarian interactuando

(Donlan, 2002; Bouttier et al., 1997; Moe et al., 2009; Vu, 2009).

Una tercera parte de las cepas fueron medianamente hidrofébicas y solo dos de
estas cepas correspondientes a S. Give y S. Bovismorbificans se destacaron por formar la
mayor cantidad de biopeliculas en las tres superficies estudiadas. Los serotipos de
Salmonella que presentaron los valores més altos de hidrofobicidad no fueron los
mismos que resultaron ser mejores formadores de biopeliculas, y se podria considerar
que la capacidad de formar biopeliculas depende del ambiente que rodea a una bacteria,
pero también de caracteristicas propias de su superficie y la superficie a la cual se
adhiere (Kim and Wei, 2007; Donlan, 2002; Bouttier et al., 1997; Cloete et al., 2009),
por lo que seria interesante realizar mds estudios para conocer con mayor detalle las

caracteristicas de las cepas y compararlas entre si.

Las cepas de E. coli biotipo I mostraron valores de ABH que no fueron diferentes
a los observados en Salmonella y produjeron cantidades similares de biopeliculas a las
producidas por los diferentes grupos de cepas de Salmonella, por lo que las cuatro cepas
analizadas en este trabajo pueden ser utilizadas como microorganismos sustituto del
patégeno en estudios de adhesion en superficies bajo condiciones de produccién en

donde Salmonella no puede utilizarse directamente por cuestiones de bioseguridad.

8.4 Influencia de la topografia y composicion superficial de la canal de bovino en el
grado de adhesion de serotipos de Salmonella y de E. coli biotipo L.

8.4.1 Diferencia entre la cantidad de bacterias adheridas a los tejidos de la canal de
bovino

En el presente estudio, la composicion superficial y topografia de los diferentes

tejidos de la canal de bovino no influyeron en la adhesién de Salmonella y E. coli

biotipo I. Los resultados del presente estudio coinciden con los de Cabedo et al (1997)

quienes después de inocular E. coli O157:H7 durante 20 minutos en musculo y grasa de

bovino no encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre el nimero de bacterias
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adheridas en ambos tejidos. En dicho estudio, el promedio de bacterias recuperadas fue
de 5.5+0.1 y53+£0.1log UFC/cm?® en misculo y grasa respectivamente, aunque los

investigadores no hicieron una diferenciacion entre las BDA y BFA.

8.4.2 Diferencias entre los grupos de cepas adheridas a los tejidos de la canal de

bovino expresadas en log UFC/cm®

En general las diferencias observadas entre las medias de los recuentos (log
UFC/cm?) de las bacterias en cada tejido variaron desde 0.02 hasta 1.82 log UFC/cm® y
podria ser discutible su relevancia desde un punto de vista practico. Es importante
mencionar que las pequenas diferencias observadas en los recuentos del grupo de cepas
de Salmonella y el de las E. coli podrian ademds estar influenciadas porque los niveles
de recuperacion del inéculo del grupo de cepas de E. coli fueron siempre mds bajos que
los del grupo de cepas de Salmonella y del control de S. Typhimurium, como se puede
observar en la Tabla 20. Por esta razén el mejor indicador para determinar las
diferencias entre la cantidad de bacterias adheridas a los tejidos es el valor de SR
calculado o fuerza de adhesion obtenida de acuerdo a la férmula indicada en la seccién

8.4.4, ya que expresa el porcentaje de bacterias fuertemente adheridas a los tejidos.

8.4.3 Diferencias entre la fuerza de adhesion (SR) de los grupos de cepas

adheridas a los tejidos

Como se observé en los experimentos de formacién de biopeliculas en superficies
inertes, el comportamiento de los diversos serotipos de Salmonella es variable y
dependiente de la cepa (Chia et al., 2009) y de otros factores como la variabilidad
bioldgica de cada serotipo (Jain and Chen, 2007), tales como caracteristicas de la
superficie celular (Bouttier et al., 1997; Dickson, Koohmaraie, 1989), esto podria
explicar en parte las diferencias observadas en los valores de SR de la cepa control de S.
Typhimurium y los valores de SR del grupo de cepas de Salmonella en los experimentos
realizados a TA. A excepcion del tejido adiposo, el grupo de cepas de Salmonella y el de
E. coli mostraron el mismo comportamiento en su capacidad para adherirse a los otros

tejidos aqui estudiados. De acuerdo con estos resultados, el grupo de cepas de E. coli
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biotipo I tendrian potencial para ser utilizadas como sustitutos de Salmonella en la

validacion de tratamientos de descontaminacion.

Valores de SR similares (0.52 y 0.56) a los observados en el presente estudio se
han reportado en algunas cepas de E. coli productoras de toxina Shiga provenientes de
cultivos plancténicos (cultivos en caldo nutritivo) y que fueron inoculadas en musculo
en un bafio con 10° UFC/ml en PBS con baja fuerza iénica (PBS 0.75 mM) (Rivas et al.,
2006). De acuerdo con el citado estudio, no se observaron diferencias entre los valores
de SR entre las cepas, pero mostraron valores més altos (P<0.05) de SR en grasa que en

musculo.

Los resultados del presente estudio difieren de los reportados por Dickson y
Koohmaraie (1989), quienes reportaron valores de SR para E.coli de 0.118 y 0.183,
respectivamente y para Salmonella Typhimurium de 0.170 y 0.139, respectivamente, en
musculo magro y grasa con un tiempo para la adhesiéon de 5 min a temperatura
ambiente. Los investigadores encontraron mayor porcentaje de Salmonella adherida a las
superficies de musculo magro que a grasa y en E. coli mayor porcentaje adherido a grasa
que a musculo magro. La cepa de Salmonella que ellos utilizaron es la misma cepa
incluida como control en el presente estudio y los valores de SR que observamos fueron

mayores que en el estudio de referencia.

Cabrera-Diaz et al (2009) también obtuvieron valores de SR diferentes a los del
presente estudio en dreas de la canal como la pulpa, pecho y paleta, en donde reportaron
valores de SR de 0.162 a 0.224, de 0.099 a 0.236 y de 0.149 a 0.296 para un grupo de
cepas de E. coli propuestas como organismos sustitutos, de E. coli O157:H7 y de
Salmonella, respectivamente. Los investigadores tampoco encontraron diferencias
significativas (P<0.05) entre los valores de SR de las cepas de E. coli y Salmonella
independientemente del drea de la canal. Es importante mencionar que las cepas de E.
coli propuestas como sustitutos de los patégenos en dicho estudio fueron las mismas que
se incluyeron en el presente estudio, por lo que es probable que las diferencias en los

valores de SR de éstas cepas entre ambos estudios se deban a variaciones en
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preparaciones y aplicacion de indculos a las muestras. En el estudio mencionado el
vehiculo de inoculacién de las muestras consistié en una suspension de materia fecal de
bovino y en este estudio se emplearon suspensiones de bacterias en una solucidén
amortiguadora de fosfatos. Aunque en el estudio de Cabrera-Diaz et al se menciona que
existe mayor dificultad para retirar el indculo cuando se utilizan in6culos en
suspensiones de materia fecal, también es probable que la materia orgdnica y la
microbiota nativa presente pudieran interferir en la cantidad de bacterias fuertemente

adheridas.

8.4.4 Comparacion entre la cantidad de bacterias débilmente adheridas y bacterias

fuertemente adheridas en cada grupo de cepas

Como se explica en la seccion 7.4.5 de resultados, una mayor cantidad de
bacterias se adhirieron fuertemente (BFA). Para los casos en donde se encontré una
menor cantidad de BDA que las originalmente inoculadas (indculos), la diferencia entre
estos dos (BDA e indculos) podrian correspondieran a BFA o bien, a bacterias no
adheridas (ni BDA ni BFA) que se perdieron como resultado de la manipulacién en los
experimentos. En los casos donde no hubo diferencias entre la cantidad de BFA y el
in6culo podria considerarse que la misma cantidad de las bacterias inoculadas se
adhirieron fuertemente a los tejidos. En TA las diferencias entre la cantidad de BDA y
BFA fueron >0.5 log UFC/cm® y <1.0 log UFC/cm?, mientras que a TA-R-TA las
diferencias variaron desde 0.1 hasta 1.4 log UFC/cm®. Como ya se ha comentado
anteriormente estas diferencias podrian ser discutibles desde un punto de vista practico.
Situaciones similares fueron sefialadas por Dickson et al (1991) con relaciéon a
diferencias menores a 0.5 log UFC/cm’ pero significativas en la adhesion de S.
Typhimurium a musculo magro y grasa, asi como diferencias en la concentracién de

células reportadas por Rivas et al (2006).

En otros reportes se han encontrado mayores cantidades de bacterias débilmente
adheridas que de bacterias fuertemente adheridas. En un estudio realizado en canales de
bovino (Warriner et al., 2001), no se encontraron diferencias significativas entre la

adhesion de Pseudomonas fragi, E. coli, S. Typhimurium y L. monocytogenes
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inoculados en cortes de lomo proveniente de canales de bovino sin pasteurizar y
mantenidas a 24 °C por 30 min para permitir la adhesién, ademds se encontraron mayor
nimero de bacterias débilmente adheridas que fuertemente adheridas (P<0.05) para las

tres bacterias.

Rivas et al (2006) en sus ensayos con cepas de E. coli (STEC) inoculadas en
musculo y grasa a partir de cultivos planctonicos (provenientes de caldo) y sésiles
(provenientes de agar), encontraron que la media de la concentraciéon de bacterias
débilmente adheridas (log UFC/cm?) fue consistentemente més alta que la de las
bacterias fuertemente adheridas. En sus cultivos plancténicos encontraron mayor

cantidad (P<0.05) de BDA y de BFA en la grasa que en musculo.

En otros estudios se ha reportado mayor cantidad de bacterias adheridas a
superficies de la carne después de un tiempo de contacto determinado, que las
originalmente inoculadas. La cantidad de S. Choleraesuis (flageladas) se incrementd
respecto al inéculo inicial en 1.5 log y 1.7 log UFC/cm® en lomo y grasa
respectivamente entre 1 y 30 min de contacto con el indculo (Bouttier et al., 1997). En
otro estudio también el numero de bacterias fuertemente adheridas de S. Typhimurium y
L. monocytogenes en musculo y grasa se incrementd con el tiempo respecto al inéculo

inicial (Dickson, 1991).

Los resultados de este estudio no indicaron diferencias entre la cantidad de
bacterias adheridas a los tejidos. Para el caso del tejido graso, la manipulacién de las
muestras durante su obtencién pudo haber influido en los resultados obtenidos
propiciando la ruptura del tejido modificando sus propiedades hidrofébicas, como lo
seflalan también en su estudio Dickson and Koohmaraie (1989). Se ha reportado la
fascia como el mejor tejido para la adhesion de las bacterias (Firstenberg-Eden, 1981), la
diferencia entre dicho estudio y el presente es que en el referenciado la adhesién se
realizé sobre la fascia adherida al musculo y nosotros utilizamos la fascia obtenida a

partir del musculo, grasa y tendones.
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8.4.5 Comparacion entre la fuerza de adhesion (SRr) de las bacterias adheridas a los
tejidos de la canal TA versus TA-R-TA

Al realizar la comparacion entre los valores de SR calculados para las bacterias, no
se observaron diferencias entre las dos condiciones de almacenamiento. Es probable que
la condicién de refrigeracion inhibiera el desarrollo de las bacterias y al cumplirse las 24
h de almacenamiento en esa temperatura y los 30 minutos siguientes a TA no fueran
suficientes para permitir un incremento de la poblacion bacteriana. Cabedo et al (1997)
tampoco encontraron diferencias significativas en la fuerza de adhesiéon de E. coli
O157:H7 entre musculo (0.49 + 0.40) y grasa (0.32 + 0.17) después de 3h a 4°C y
explican que se debid a que la bacteria no es psicrotrofa, por lo que la refrigeracion no
permitié la formacién de estructuras del exopolisacdrido que permitieran una adhesion

mas fuerte.

En las condiciones aplicadas en este trabajo las bacterias no se multiplicaron, el
hecho de que aparentemente hubiera una mayor cantidad (log UFC/m®) de bacterias en
TA-R-TA que a TA, pudiera deberse a que las bacterias tuvieron mayor tiempo para
adaptarse a esta condicion y adherirse mostrando un desarrollo discreto (entre 0.7 y 1.0
log UFC/cm?), aunque finalmente permanecieron en la etapa de adhesion, sin llegar a la
de colonizacién que implicaria la multiplicacién de las bacterias. La razon por la cual se
incluyé la condicién de temperatura alternada (TA-R-TA) en los experimentos fue
debida a que en las condiciones normales de operacion de algunos rastros se asemejan a
estas condiciones, es decir, durante el proceso de faenado las canales se encuentran a
temperatura ambiente y luego son mantenidas en las cdmaras de refrigeracién durante 24
h (en los rastros donde se cuenta con cdmaras de enfriamiento) y en ocasiones se
mantienen un tiempo (de 30 minutos o mds) a temperatura ambiente antes de ser
transportadas en vehiculos hacia los establecimientos de comercializacion. No se
encontraron diferencias entre las dos condiciones de almacenamiento en la adhesion de
las bacterias a la carne ni en la cantidad de bacterias adheridas a los diferentes tejidos,
sin embargo mds del 50% de las bacterias inoculadas se adhirieron fuertemente a los
tejidos (representado por los valores de SR), lo cual en una situaciéon real, podria

comprometer la inocuidad y calidad de la carne.

135



La composicion superficial y topografia de los diferentes tejidos de la canal de
bovino no parecieron influir en la adhesién de Salmonella y E. coli biotipo I. Es
importante observar que salvo algunas excepciones las dos bacterias tuvieron un
comportamiento similar en los diferentes tejidos y en particular el comportamiento del
grupo de cepas de E. coli fue similar al del grupo de cepas de Salmonella. De acuerdo
con los resultados de estos experimentos, el grupo de cepas de E. coli biotipo I tendrian
potencial para ser utilizadas como sustitutos de Salmonella en estudios de adhesiéon y

para la validacion de tratamientos de descontaminacion.

8.5 Capacidad de agentes surfactantes para remover Salmonella y E. coli biotipo I
adheridas a la superficie de canales de bovino.

8.5.1 Diferencias entre la cantidad de bacterias adheridas a los tejidos de la canal

de bovino tratados con agentes surfactantes

El musculo fue el tejido con mayor cantidad de bacterias adheridas, lo cual podria
indicar que en los tratamientos con las soluciones de SDS y de Tween 20 al 2% durante
10 min pudo haber interacciones entre los constituyentes del tejido, por ejemplo las
proteinas (Gudiksen et al., 2006) y los detergentes interfiriendo en su accién al no
permitir la exposicion de las bacterias adheridas en a la carne con los surfactantes
(Byelashov et al., 2008), a diferencia de fascia y hueso en donde hubo menor cantidad

de bacterias adheridas tanto de BDA como de BFA.

8.5.2 Diferencias entre los grupos de bacterias adheridas a los tejidos de la canal de
bovino tratados con surfactantes expresadas en log UFC/cm®

Existen algunos reportes en donde los surfactantes fueron aplicados para la
remocion de bacterias de la superficie de algunos alimentos. Resulta importante
mencionar que en esos estudios no se realizé la diferenciacion entre las bacterias débil y
fuertemente adheridas ya que el objetivo era evaluar la capacidad de productos quimicos
en la reduccién de las bacterias inoculadas de la superficie de los alimentos. Raiden et al

(2003) aplicaron enjuagues con soluciones de Tween 80 y SDS al 0.1% a 22 y 40°C
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sobre la superficie de lechuga, tomates y fresas inoculadas con Salmonella y Shigella
spp., en donde se logré la remocién de 4 y 3 log UFC/ml de la superficie de fresas y
lechuga respectivamente, excepto para Salmonella inoculada en fresas y enjuagada con
SDS en donde se removieron 1.5 log UFC/cm? a 22°C y <1 log UFC/cm? a 40°C. Las
respectivas reducciones para tomates fueron de 1 y 1.5 log UFC/cm?. Los investigadores
concluyeron que los detergentes no fueron mds efectivos que el agua para remover a los
patégenos. En otro estudio Byelashov et al (2008) obtuvieron una reduccién inicial de
2.0 £ 04 log UFC/cm? de L. monocytogenes inoculada en salchichas después de
asperjarlas con SDS al 0.5%, aunque ésta reduccion fue semejante a la causada por
asperjado con agua destilada o 4cido lactico al 5%. Los investigadores explicaron que
este efecto pudo ser debido al pH elevado de la soluciéon aplicada (8.34) o a la
complejidad de interacciones con compuestos orgdnicos. Por otra parte, cuando el SDS
se aplico solo (sin combinar con otros compuestos) para descontaminar la superficie de
alas y piel de pollo inoculadas con Salmonella y E. coli O157:H7, el compuesto tuvo
limitada actividad antimicrobiana a concentraciones desde el 0.05 hasta el 0.5% y pH de

6.0, (Zhao et al., 2009).

Como se menciond al inicio del parrafo anterior, en el presente estudio se realizd
el recuento de BDA y BFA después de los tratamientos con surfactantes, por lo que
resulta dificil comparar los resultados con los de los estudios referenciados
anteriormente; sin embargo existe una concordancia entre dichos estudios y el actual, en
ninguno de ellos los surfactantes resultaron ser mejores en la remocion de las bacterias
que los tratamientos con agua destilada, o con la solucién buffer utilizada en el presente

estudio.

El SDS es un surfactantes acido aniénico con propiedades antimicrobianas cuyo
modo de accién involucra la lisis celular (Cornett, Shockman, 1978), desnaturalizacién
de proteinas y enzimas, dafio a la membrana celular y cambios en la permeabilidad. El
SDS tiene mejor efecto antimicrobiano a pH entre 1.5 y 3.0 (Cords et al., 2005). Esta

podria ser la principal razén por la cual las soluciones de SDS no tuvieron efecto en la
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viabilidad de las bacterias del presente estudio, ya que el pH de las soluciones de SDS

estuvo entre 6.16 y 7.78.

8.5.3 Diferencias entre la fuerza de adhesion (SR) de las bacterias adheridas a los
tejidos de la canal de bovino en los experimentos con y sin tratamiento con
surfactantes
No se encontraron diferencias en los niveles de adhesion bacteriana entre los

tejidos estudiados (determinada por las diferencias en la fuerza de adhesiéon SR de las

bacterias adheridas), sin embargo después de los tratamientos con SDS y Tween 20 si
pudieron detectarse diferencias. Esto podria indicar que los detergentes tuvieron algin
efecto sobre la superficie de éstos tejidos favoreciendo de alguna forma la remocién de

las bacterias, sin tener un efecto en particular sobre las bacterias.

En la mayoria de los estudios reportados en la literatura que tienen como objeto
eliminar a las bacterias de la superficie de los alimentos se han utilizados los
surfactantes en combinacién con otros compuestos en particular con dcidos orgédnicos
logrando tener un mejor efecto antimicrobiano al aplicarlos sobre la superficie de
alimentos contaminados con bacterias patdgenas Gram positivas y Gram negativas.
Cuando el SDS se aplic6 en forma individual para descontaminar la superficie de alas y
piel de pollo inoculadas con Salmonella y E. coli O157:H7 tuvo actividad
antimicrobiana limitada, pero cuando el SDS al 2% se combiné con acido levulinico al
3% por 1 min, se incrementd su actividad antimicrobiana hasta mas de 5 log UFC/g
(Zhao et al., 2009). Los mismos investigadores obtuvieron reducciones mayores a 4 log
UFC/cm? de S. Enteritidis después de tratar canales de pollo con plumas con una mezcla
de 4cido levulinico al 3% y SDS al 2% (Zhao et al., 2011). En otro estudio realizado en
salchichas inoculadas con L. monocytogenes (4.8 + 0.1 log UFC/cm?), empacadas al
vacio y almacenadas a 4°C por 90 dias, se obtuvieron reducciones significativas después
de asperjar con una mezcla de acido lactico (0.5% v/v) y SDS (0.5% w/v) antes y
después de la inoculacién logrando reducciones de 1.8 + 0.4 y 2.8 0.2 log UFC/cm®

respectivamente (Byelashov et al., 2008).
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Por otra parte, la adicién de Tween 80 al 5% a las soluciones empleadas para
lavar piel de pollo con fosfato trisédico (TSP) al 1%, acido lactico al 1% y NaOH al
0.05% ayud6é a mejorar su efectividad para reducir el nimero de células viables de
Salmonella spp., pero no de L. monocytogenes (Cheng-An and Beuchat, 1994).
Calicioglu et al (Calicioglu et al., 2002), obtuvieron reducciones significativas de E.
coli O157:H7 (4 a 5 log UFC/cm?) inoculada en cuartos de canal y cortes sub-primarios
cubiertos de grasa utilizando estiércol de bovino como vehiculo de inoculacién y
almacenados de 1 a 3 dias a 4°C. Después de realizar un pre-asperjado con Tween 20 al
5% seguido de asperjado con acido lactico al 2% se incremento la efectividad de éste
ultimo con reducciones de 2.8 y 3.2 log UFC/cm? comparado con el control (asperjado
con agua) con reducciones de 1.0 y 2.0 log UFC/cm®. La adicién de lauril sulfato de
sodio (125 ppm) a la solucién de 4cido lactico (0.5 y 1%) al tanque de enfriamiento
increment6 la actividad contra las células fuertemente adheridas de 0.16 (control) a 1.29

log UFC/cm? en piel de pechuga de pollo (Tamblyn and Conner, 1997) .

En esta etapa del estudio el grupo de cepas de E. coli biotipo I también tuvo un
comportamiento similar al del grupo de cepas de Salmonella ante los tratamientos con
SDS y Tween 20. Es posible utilizar a este grupo de bacterias para comparar la
eficiencia de tratamientos para remover y reducir a Salmonella de la superficie de la

canal de bovino.
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9. CONCLUSIONES

Salmonella estuvo presente en el 15.4% de canales de las canales de bovino
muestreadas en los rastros municipales de Jalisco. Los serotipos mds prevalentes fueron

S. enterica Give (24.4%), S. Typhimurium (17.7%) y S. Grupo B (14.1%).

El mayor porcentaje de aislamientos fueron resistentes a la tetraciclina (46.2%), a
estreptomicina (42.3%) y a cloranfenicol (23.1%). La resistencia antimicrobiana fue mas
comun en S. Typhimurium, donde el 93% de los aislamientos fueron resistentes al

menos a cinco antimicrobianos.

E. coli estuvo presente en el 96% de las canales, demostrando la falta de control

del proceso en los rastros municipales para prevenir la contaminacion fecal.

La composicion superficial y topografia de los diferentes tejidos de la canal de

bovino no influyen en la adhesién de Salmonella y E. coli biotipo I.

Bajo las condiciones del presente estudio los tratamientos con SDS y Tween 20 al
2% durante 10 minutos no tuvieron un efecto significativo (P<0.05) en la remocion de

Salmonella y E. coli biotipo I adheridas al musculo, fascia y hueso.
Las cuatro cepas de E. coli biotipo I mostraron propiedades de adhesion similares

a Salmonella, por lo que pueden ser utilizadas como microorganismos sustitutos del

patégeno en estudios de adhesion en superficies bajo condiciones de produccion.
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