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Resumen:

Salmonella es una de las principales bacterias que originan enfermedades transmitidas
por alimentos. El estudio de la resistencia mostrada por Salmonella a diferentes
antimicrobianos ha cobrado importancia en los tltimos afios debido a las complicaciones
en el tratamiento de las infecciones causadas por cepas resistentes. Este estudio muestra
el perfil de resistencia de cepas de Salmonella aisladas en dos rastros que se diferencian
en los procesos de sacrificio y faenado del ganado porcino. Los resultados de este estudio
muestran que el rastro que ha implementado y cumple con los procesos sanitarios de
obtencion de la carne tiene una menor cantidad de aislamientos de Salmonella (1.3 %),
qgue aquel cuyas préacticas de higiene son menos rigurosas (46.8 %) (P<0.05). Los
principales serotipos de Salmonella encontrados fueron London (44.7 %), Anatum (15.8
%), Agona, Muenchen y Typhimurium (7.9 %). La resistencia a los aminoglucdsidos (100
%), tetraciclinas (73.7 %) y ciprofloxacina (44.7 %) fueron predominantes en los
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aislamientos evaluados. El 66.6 % de las cepas evaluadas fueron resistentes a 3 ¢ 4 clases
diferentes de antimicrobianos, y se encontrd la presencia del gen que codifica para la
integrasa 1. Los resultados muestran que Salmonella ha adquirido diferentes elementos
genéticos que la vuelven resistente a diferentes clases de antimicrobianos, complicando
el tratamiento de una infeccion causada por este patdgeno. Asi mismo, sugieren que la
implementacion y cumplimiento de los procesos sanitarios de obtencion de la carne del
ganado porcino disminuyen los aislamientos de Salmonella en las canales.

Palabras clave: Rastros, Salmonella, Canales de cerdo, Serotipos, Resistencia
antimicrobiana.
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Introduccion

El estudio de la frecuencia de bacterias patdgenas en alimentos, asi como el analisis de la
resistencia a antimicrobianos que poseen, es uno de los temas de estudio que han cobrado
relevancia en afios recientes debido a la dificultad observada en el tratamiento de las
enfermedades ocasionadas por bacterias patdgenas resistentes). En la reunién de
expertos convocada por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) que se llevo a cabo en el 2018, trataron el tema de los patdgenos resistentes en
alimentos, su papel en el ambiente, los cultivos y los biocidas. Estableciendo cinco areas
prioritarias de vigilancia, entre las que destacan la presencia de bacterias resistentes,
residuos toxicos y genes de resistencia en el ambiente cercano a la produccion de
alimentos; el uso frecuente de anitimicrobianos en la produccion de alimentos y su
relacion con el desarrollo de bacterias resistentes, y la integracion de sistemas de
supervision integrada, que vigilen las practicas que se siguen en los procesos de todas las
etapas de la produccion y distribucion de alimentos®. Al respecto, Estados Unidos de
Norteamérica y los paises que conforman la Unién Europea, han implementado sistemas
de supervision como el Sistema Nacional de Monitoreo de la Resistencia Antimicrobiana
(NARMS, por sus siglas en inglés) y la Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria
(EFSA, por sus siglas en inglés)®4.

Existe una gran cantidad de reportes que muestran que la frecuencia de bacterias

patogenas y resistentes en alimentos es un problema que se presenta en diversos paises.
La cantidad de cepas patogenas resistentes reportadas es diferente en cada region del
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mundo, pero dicha cantidad esta en relacion a la implementacion y seguimiento de
medidas de control en los procesos de produccion de alimentos®®),

El consumo de carne de cerdo en México se ha incrementado debido a que su precio es
competitivo con el reportado para otro tipo de carnes como las de ave o bovino. Para el
2017, el consumo de carne de cerdo en la poblacion mexicana fue 19 kg/persona/afio y
a nivel internacional en 2018 se estim6 que México ocuparia el décimo lugar en la
produccion mundial de carne de cerdo, con una aportacion de 1.5 millones de toneladas.
Para ese mismo afio, se pronostico que la produccién anual de carne de cerdo creceria en
un 2.3 % con una produccion de 113.5 millones de toneladas, siendo Jalisco, Sonora,
Puebla, Yucatan y Veracruz las entidades donde se concentraria el 69.4 % de la
produccion nacional®.

En México operan dos tipos de rastros, los rastros Tipo Inspeccion Federal (TIF) y los
rastro no certificados de competencia municipal (RNC)®. El rastro TIF es una instalacion
de sacrificio de animales de abasto e industrializadores de productos y subgrupos
carnicos, que es objeto de una inspeccidn sanitaria permanente por parte de la Secretaria
de Agricultura y Desarrollo Rural (SADER) donde se garantizan productos de 6ptima
calidad higiénico sanitaria®®. Por su parte los rastros RNC son instalaciones propiedad
del municipio, que se destinan al sacrificio y faenados de animales de abasto y que deben
de cumplir con lo establecido en la NOM-194-SSA-20041Y),

Material y métodos

El objetivo de este estudio fue aislar Salmonella enterica en canales de cerdo procesadas
en dos tipos de rastro (TIF y RNC) y analizar la resistencia de los aislamientos contra 10
antimicrobianos de uso humano y veterinario.

Para este estudio se recolectaron 159 muestras de la superficie de canales de cerdo, 79 de
ellas de un establecimiento RNC y 80 de un tipo TIF, ubicados en las zonas Centro y Sur
de los Altos de Jalisco, respectivamente. El periodo del muestreo comprendid los meses
de octubre del 2013 a mayo del 2014 y se procesaron ocho muestras provenientes de cada
rastro cada quince dias. Las muestras se colectaron de la superficie de canales
seleccionadas aleatoriamente en cada visita. Con una esponja estéril humedecida con 10
ml de agua peptonada amortiguada (APA, DB), se froté una superficie de 100 cm? de
cada una de las regiones del vientre (panza), jamén y papada para una superficie total de
300 cm?. Las esponjas se introdujeron en bolsas estériles y se colocaron en hieleras con
refrigerantes para su transporte al laboratorio de Inocuidad de Alimentos de la
Universidad de Guadalajara, donde se analizaron de acuerdo a lo especificado por la
técnica MLG 4.041?,
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El aislamiento de Salmonella spp se llevé a cabo de las esponjas recolectadas
adicionandoles 50 ml de APA para obtener un volumen total de 60 ml, posteriormente la
muestra se homogenizd en un homogenizador peristaltico (BagMixer ®) por 1 min y se
incubd a 35 £ 2°C durante 20 a 24 h. De cada muestra homogenizada se transfirieron 0.1
ml en 9.9 ml de caldo tetrationato (CTT) (BD) y 1 ml en 9 ml de caldo Rappaport
Vassiliadis modificado (mRV) (BD). Los caldos selectivos se incubaron a 42 £ 1 °C
durante 24 h. La discriminacién de muestras se realiz6 por medio de la reaccién de cadena
de la polimerasa (PCR) amplificando los genes invA y fimA usando condiciones
previamente descritas®™®. Transcurridas las 24 h de incubacion, se tomaron 500 pl del
CTT y 500 pl del mRV para purificar ADN con el kit comercial Wizard (PROMEGA)
siguiendo las condiciones del fabricante. Las muestras en donde se observo la
amplificacion de los genes invA y fimA se continuaron para aislamiento selectivo en agar
verde brillante sulfa (VBS, BD) y en Agar Xilosa-lisina-tergitol (XLT4, DB). Las placas
de VBS y XLT4 se incubaron a 35 °C £ 2 °C durante 24 a 48 h. De cada agar se
seleccionaron tres colonias con morfologia tipica de Salmonella'y se sometieron a pruebas
bioguimicas en agar triple azucar y hierro y en agar hierro y lisina (BD) a 35 + 2 °C por
24 h. Los aislamientos que mostraron el perfil bioquimico tipico de Salmonella se
confirmaron por la amplificacion de invA y fimA por PCR®. Cincuenta (50) cepas con
morfologia y perfil bioquimico tipico de Salmonella y confirmadas por PCR, se
seleccionaron al azar considerando el envio de una cepa presuntamente positiva por
muestra, al Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiol6gicos (INDRE) para su
confirmacion y serotipificacion por el método descrito por Kauffmann®¥. La
comparacion entre el nimero de aislamientos de Salmonella confirmados por el INDRE
en cada rastro por mes de aislamiento, se analiz6 mediante la prueba de analisis de
varianza (ANOVA), con el programa estadistico GraphPad Prism8*®,

El perfil de susceptibilidad a 10 agentes antimicrobianos de las cepas aisladas de
Salmonella, se determind siguiendo la técnica de Kirby-Bauer, estandarizada por el
Clinical and Laboratory Standards Institute®®). Los antimicrobianos evaluados fueron
ampicilina (AM, 10 pg), acido nalidixico (NA, 30 pg), cefalotina (CF, 30 pg), ceftriaxona
(CRO, 30 pg), ciprofloxacino (CIP, 30 ug), cloranfenicol (C, 30 pg), estreptomicina (S,
10 pg), gentamicina (GM, 10 pg), kanamicina (K, 30 pg), tetraciclina (TE, 30 pg) y
trimetoprima-sulfametoxazol (SXT, 1.25 y 23.75 pg). La medicion de los halos de
inhibicion (mm) se interpretaron de acuerdo a las tablas del CLSI®". Escherichia coli
ATCC 25922 fue utilizada como control.

Se analiz6 por PCR la presencia de los genes de resistencia tetA y tetB“® en todos los
aislamientos que mostraron resistencia a TE, y de las integrasas 1 (intll) y 2 (intl2), en
las cepas que resultaron multirresistentes a tres o mas clases de antimicrobianos®”)
siguiendo un protocolo previamente establecido®®).
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Resultados y discusién

Los aislamientos de Salmonella observados en el rastro TIF y en el rastro RNC fueron de
1.3 % (1/80) y 46.8 % (37/79), respectivamente. El analisis de ANOVA realizado muestra
diferencias significativas (P<0.05) entre el nimero de aislamientos obtenidos entre los
meses de octubre, enero y febrero, no siendo asi para los meses de marzo y abril (Cuadro
1). Estos resultados sugieren que las medidas de control implementadas en el rastro TIF
disminuyen significativamente el nimero de aislamientos de Salmonella en las canales
que ahi se procesan, asi como el hecho de que sélo se procesan cerdos en dicho rastro. De
acuerdo con la EFSA, la implementacion de medidas de control en los procesos de
sacrificio del ganado porcino tiene un gran impacto en la reduccion de la presencia
bacterias patdgenas que causan gastroenteritis en las canales®. La cantidad de
aislamientos de Salmonella observada en las canales del rastro RNC puede estar
relacionada con fallas en el proceso de evisceracion. Existe evidencia que demuestra que
después de la evisceracion del ganado porcino, la contaminacién por enterobacterias
aumenta en la canal y la cantidad de éstas es diferencial en cada una de las partes de la
canal®, aumentando la contaminacion bacteriana en la areas anteriores y ventrales de la
canal cuando hay cortes en las amigdalas durante la remocion de las visceras, y disminuye
cuando las herramientas utilizadas en la remocion de éstas son higienizados posterior a la
remocion de las amigdalas®. Asi mismo, la contaminacion observada en el rastro RNC
puede ser originada por la contaminacion cruzada entre las bacterias presentes en el
ganado porcino y bovino, debido a que en el rastro RNC evaluado en este estudio, también
se lleva a cabo el sacrificio de ganado bovino®,

Cuadro 1: Serotipo, mes de aislamiento y perfil de resistencia de 38 cepas Salmonella
enterica aisladas de canales de cerdo en dos tipos de rastros

Tipo de rastro Serotipo Mes de Perfil de resistencia
aislamiento
TIF Typhimurium Abril GM, K,S,C,NA, TE
Febrero K,S
Agona Febrero K
Febrero K
Enero K, NA, STX, TE
Octubre K, SXT, TE
Anatum Enero K, NA, TE
Enero K, NA
Enero K, S
Enero K
Bovismorbificans Octubre K
Bredeney Octubre K,S,C,TE
Derby Octubre K
Enero K
Febrero K,S,AM, C, TE
Febrero K,S, NA, TE
Octubre K, NA, TE
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Octubre K, NA, TE
Octubre K, NA, TE
RNC Enero K,NA, TE
Enero K, NA, TE
Enero K,NA, TE
London Febrero K, NA, TE
Febrero K, NA, TE
Marzo K, NA, TE
Octubre K, TE
Enero K, TE
Enero K, TE
Enero K, TE
Febrero K, TE
Febrero K, TE
Montevideo Octubre K
Febrero K,C,NA, TE
Muenchen Enero K,S, C, TE
Enero K, NA, TE
Typhimurium Octubre GM, K, S,C,NA, TE
Octubre K, S, C, SXT, TE
Senftenberg Octubre K,C, TE

TIF= Tipo Inspeccion federal; RNC= rastro no certificado de competencia municipal, GM= gentamicina,
K= kanamicina, , S= estreptomicina, C= cloranfenicol, NA= 4cido nalidixico TE= tetraciclina, SXT=
trimetoprima-sulfametoxazol AM=ampicilina.

Los serotipos aislados en el rastro RNC fueron Salmonella London (45.9 %, 17/37),
Anatum (16.2 %, 6/37), Agona y Muenchen (8.1 % cada una, 3/37), Derby y
Typhimurium (5.4 %, 2/37), Bredeney, Bovismorficans, Montevideo y Senftenberg
(2.7 % cada una, 1/37), mientras que el Unico serotipo aislado en el rastro TIF fue S.
Typhimurium (Cuadro 1). Los serotipos predominantes en reportes previos de
aislamientos son diversos y dependen del afio y el lugar, asi como del tipo de alimento
analizado. En muestras de canales de cerdo de Estados Unidos, colectadas de 2003 al
2015, los cinco serotipos predominantes fueron S. Typhimurium monofasica
(4,(5),12:i:-), Infantis, Johannesburg, Typhimurium y Derby®@®. En Bélgica, en un estudio
realizado entre octubre del 2015y febrero del 2016, S. Typhimurium, Derby, Livingstone,
Rissen y Bredeney fueron los serotipos prevalentes®, mientras que en Espafia, en un
estudio realizado entre noviembre de 2012 y mayo de 2014, los serotipos aislados fueron
S. Rissen, Typhimurium, Panama y Brandenburg®. En contraste, en la Republica de
China, en el anélisis realizado de octubre de 2012 a julio de 2013, los serotipos
encontrados fueron S. Saintpaul, Agona, Give y Corvallis, y en menor proporcién Derby
e Infantis®?. Los serotipos S. Agona, Typhimurium y Derby encontrados en el presente
estudio coinciden con aquellos recuperados de canales de cerdo en muestreos realizados
en los paises mencionados.

En la reunion organizada en conjunto por la FAO y la OMS en junio del 2018, expertos
en el area discutieron al respecto de la resistencia antimicrobiana en patogenos aislados

de alimentos y establecieron como un area prioritaria, la investigacion de bacterias

1009



Rev Mex Cienc Pecu 2020;11(4):1004-1015

resistentes a antimicrobianos y genes de resistencia, con énfasis en la busqueda de
patogenos resistentes a antimicrobianos que son responsables de causar enfermedades por
el consumo de alimentos®.

Debido a que el estudio de la resistencia de Salmonella a los antimicrobianos es de interés
mundial, se analizo la susceptibilidad de los 38 aislamientos obtenidos (37 del rastro RNC
y 1 del rastro TIF) a 10 agentes antimicrobianos. Los resultados muestran que los 38
aislamientos fueron resistentes a K y susceptibles a CIP y a las cefalosporinas evaluadas
(CFy CRO), resaltando que el 100 % de los aislamientos fueron resistente al menos a una
clase de antimicrobianos. El 73.7 % (28/38) de los aislamientos fueron resistentes a TE,
el 44.7 % a NA (17/38), 23.7 % a S (9/38), 21.1 % a C (8/38), 7.9 % a SXT (3/38), 5.3 %
a GM (2/38) y 2.6 % a AM (1/38). Los aislamientos de S. Derby, Bovismorficans y
Montevideo s6lo mostraron resistencia a K (Figura 1).

Figura 1: Porcentaje de cepas de Salmonella enterica aisladas de canales de cerdo que
resultaron resistentes a diversas clases de antimicrobianos evaluados
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Algunos de los aislamientos de S. Agona (3), Anatum (4), Bovismorbificans (1), Derby
(2), London (6) y Montevideo (1) presentaron resistencia a uno o dos clases de
antimicrobianos. En contraste, los otros aislamientos de S. Anatum (3), Bredeney (1),
London (11), Muenchen (3), Typhimurium (3) y Senftenberg (1) mostraron resistencia a
tres y/o cuatro clases de antimicrobianos (Cuadro 2), siendo los aminoglucésidos, las
tetraciclinas y la ciprofloxacina, las clases y el antimicrobiano a los cuales se observo
mayor resistencia (Figura 1). En Estados Unidos, el NARMS reporté un incremento en la
resistencia contra fluoroquinolonas (CIP), cefalosporinas de tercera generacion (CF) y
macrolidos (azitromicina), antimicrobianos que se usan de manera frecuente en el
tratamiento de las infecciones producidas por S. Typhi, Paratyphi y Salmonella no
tifoidea®. En contraste, en los aislamientos obtenidos de rastros de sacrificio de cerdos y
de carne vendida en expendios en China, se observd resistencia a las tetraciclinas,
aminopenicilinas (AM), sulfamidas (SXT) y aminoglucdsidos (S)®@V.
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Cuadro 2: Numero de aislamientos resistentes de serotipos de Salmonella enterica
aislados de canales de cerdos en dos tipos de rastros

No. de clases de antimicrobianos

Serotipo No. % 1 2 3 4
Agona 3 7.9 3

Anatum 6 15.8 2 1 2 1
Bovismorbificans 1 2.6 1

Bredeney 1 2.6 1

Derby 2 5.3 2

London 17 44.7 6 10 1
Montevideo 1 2.6 1

Muenchen 3 7.9 2 1
Typhimurium 3 7.9 3
Senftenberg 1 2.6 1

TOTAL 38 100 7 9 16 6

La resistencia observada a los diferentes agentes antimicrobianos es dificil de comparar
entre diferentes estudios, debido a que ésta se ve influenciada por el tipo agentes
utilizados en la region durante en crecimiento del ganado porcino®, asi como por la
presencia de los residuos de antimicrobianos en el agua, el suelo de las granjas o rastros
donde se desarrollan o sacrifican los animales®.

El 73.7 % (28/38) de los aislamientos fueron resistentes a tetraciclina, por ello se
determind la presencia de tetA y tetB por PCR, dos de los genes que confieren la
resistencia a TE®. Sin que se observara amplificacion de estos genes en ninguno de los
aislamientos resistentes a TE. Otro agente al que un gran nimero de aislamientos mostro
resistencia fue NA (44.7 %). La resistencia a este antimicorbiano es relevante porque
disminuye la susceptibilidad a CIP, agente que es usado comunmente en el tratamiento
de la salmonelosis®. La resistencia a AM-C-S-SXT-TE y AM-S-SXT-TE (fenotipos
ACSSuT y ASSuT, respectivamente) es buscada cominmente en Salmonella no tifoideas,
debido a las complicaciones encontradas en el tratamiento de la salmonelosis®. En este
estudio no se encontraron aislamientos de Salmonella con esos fenotipos especificos, pero
si se encontraron cepas con resistencia a cuatro clases de antimicrobianos, lo cual también
puede representar un problema en el tratamiento de la enfermedad producida en humanos
(Cuadros 1y 2).

La adquisicion de elementos de resistencia es a través de la transferencia horizontal de
genes 0 grupos de genes y es mediada por elementos genéticos moviles (integrones,
plasmidos o transposones)®??. Los integrones son sistemas de recombinacion
constituidos principalmente por una integrasa, un sitio de recombinacién y un promotor
fuerte. En enterobacterias, tres clases de integrones estan asociados a la adquision de
casetes de resistencia; la clase 1 se asocia con resistencia a la mayoria de los B-lactamicos
conocidos, aminoglicosidos, trimetropima, rifampicina, cloranfenicol, quinolonas,

1011



Rev Mex Cienc Pecu 2020;11(4):1004-1015

eritromicina y compuestos cuternarios de amonio®. Seis de los aislamientos que
mostraron resistencia a 3 ¢ 4 clases de antimicrobianos, se seleccionaron para la deteccion
de integrones clase 1y 2, encontrando que cuatro aislamientos de los serotipos Anatum
(1), London (1) y Typhimurium (2) mostraron la amplificacion del gen intll (integron
clase 1). Se ha reportado que el integron clase 1 es el mas frecuente en aislamientos
resistentes de patogenos como Klebsiella, Salmonella, Shigella y Yersinia®?. Ninguna
banda de amplificacion para los genes intl1y intl2 se observé en las cepas aisladas de los
serotipos Bredeny y Muenchen (Cuadro 3) por lo que el perfil de resistencia observado
puede deberse a un integron clase 3, o0 a otro elemento movil.

Cuadro 3: Amplificacion de los genes intl1 e intl2 en aislamientos de Salmonella
enterica obtenidos de canales de cerdo en dos tipos de rastros

Perfil de resistenciaa Deteccién Deteccion

Origen Serotipo antimicrobianos de intll de intl2

Rastro TIF Typhimurium GM, K, S, C,NA, TE + -

Rastro RNC  Anatum K, NA, SXT, TE + -
Bredeney K,S C,TE - -
London K,S,AM, C, TE + -
Muenchen K,C,NA, TE - -
Typhimurium K, S, C, SXT, TE + -

TIF=Tipo Inspeccion federal; RNC= rastro no certificado de competencia municipal.
AM= ampicilina, C= cloranfenciol, GM= gentamicina, K= kanamicina, NA= acido nalidixico, S=
estreptomicina, TE= tetraciclina, SXT= trimetropima con sulfametoxasol.

Conclusiones e implicaciones

Este estudio evidencia la presencia de cepas de Salmonella resistentes a diferentes clases
de antimicrobianos en canales de cerdo. La presencia de estas cepas multirresistentes en
la carne de cerdo destinada para consumo de la poblacion, podria causar un problema de
salud publica, debido a que, al ser consumida en alimentos con practicas deficientes en el
manejo, puede ocasionar una infeccion de dificil tratamiento. Asi mismo, enfatiza la
importancia de implementar buenas practicas de manufactura y medidas de control
durante el proceso de sacrificio y obtencion de la carne para reducir la presencia de
Salmonella y como consecuencia la diseminacion de elementos moviles portadores de
genes de resistencia hacia otro tipo de enterobacterias. No obstante, los hallazgos
encontrados, este estudio presenta limitaciones con respecto a la evaluacion y verificacion
del proceso de higienizacion llevado a cabo en cada rastro, por lo que la conclusién
relacionada a que, la implementacion de buenas préacticas de manufactura reduce la
presencia de Salmonella, se realiz6 con base a la informacion obtenida en otros
estudios®). Asi mismo, los resultados mostrados son inherentes a los rastros estudiados
y no hay datos suficientes para inferir en qué grado estos representan la situacion de los
rastros RNC y TIF en la zona o el pais.
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