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“EVALUACION DE LA CONTAMINACION DE Staphylococcus aureus Y
CARACTERIZACION DE CEPAS METICILINA RESISTENTE EN CANALES DE
CONEJO (Oryctolagus cuniculus) DE RASTROS DEL ESTADO DE MEXICO?”

Gardufio-Guadarrama, Victor Manuel; Veldzquez-Ordofiez, Valente; Alonso-Fresan,

Maria Uxua; Talavera-Rojas Martin.

Palabras clave: Staphylococcus aureus meticilina resistencia, contaminacion,

canales de conejos, rastros, alerta sanitaria.

RESUMEN
La presencia de Staphylococcus aureus en los alimentos es de importancia en
salud publica por su posible contaminacion, generando una alerta por la
ocurrencia de enfermedades trasmitidas por alimentos, siendo de interés en el
comercio global y en los paises en vias de desarrollo. El tratamiento de esta
enfermedad, se realiza principalmente con antibiéticos B- lactamicos; sin embargo,
se ha reportado aislamientos de S. aureus resistentes a este tipo de antibioticos.
En la actualidad, existe gran preocupacion por la presencia de S. aureus resistente
a meticiina (MRSA). El objetivo de este estudio fue evaluar el nivel de
contaminacién por S. aureus y Ssu resistencia a meticilina asociados a la
contaminacion en la superficie de 217 canales de conejos procedentes de tres
rastros comerciales localizados en el Estado de México. Las muestras se
obtuvieron por hisopado de cuatro areas de la canal considerando el muslo, lomo,
costillar y cuello en un éarea total de 25 cm? y fueron transportadas en agua
peptonada al 2% a 4° C hasta su analisis microbiolégico. Las muestras se
inocularon en agar Baird Parker incubadas a 37° C por 48 h. Las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) positivas a telurito y lecitinasa se inocularon en
agar Sal y Manitol a 37° C por 24h. A las UFC manitol positivo se les realizd
tincion de Gram, prueba de catalasa, coagulasa, y oxidasa. La caracterizacién de
las cepas de MRSA se realizé identificando los biotipos, biofilm y el antibiotipo
ORSA/MRSA, asi como su identificacién a través de la PCR, correlacionando la

contaminacién de S. aureus meticilina resistente y los riesgos sanitarios en el

IX
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proceso de obtencion de las canales de conejos determinando los puntos criticos
de control en los rastros estudiados. Los resultados se evaluaron mediante la
prueba de Andlisis de Varianza de un factor y prueba de Tukey (P<0.05), a partir
de los UFC/placa 1X10°. Del total de muestras obtenidas el 57.76 % fueron
positivas a S. aureus y 32.23 % presento resistencia a meticilina. El rastro con
mayor contaminacién mostré valores de 165,678.38 + 25,129.38 UFC/cm?. Los
biotipos identificados fueron biotipo A (humano) 77.68 %; biotipo C (bovino/ovino),
9.09 % y biotipo E (canino/equino), 1.62 %. El 11.57 % se clasificaron como no
especifico. Se determind un 14.8 % de biofilm con el método de identificacion en
tubo y 6.6 % con el método de agar rojo Congo. Se considera que los biotipos
asociados al nivel elevado de contaminacion S. aureus meticilina resistente
identificados, pueden ser considerados un indicador del nivel de contaminacion de
la superficie de las canales de conejos, atribuida a una manipulacion inadecuada
durante el proceso de faenado de las canales y a una posible contaminacion
ambiental de los rastros, representando una alerta sanitaria para la salud humana

y animal.
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“EVALUACION DE LA CONTAMINACION DE Staphylococcus aureus Y
CARACTERIZACION DE CEPAS METICILINA RESISTENTE EN CANALES DE
CONEJO (Oryctolagus cuniculus) DE RASTROS DEL ESTADO DE MEXICO”

“EVALUATION OF Staphylococcus aureus CONTAMINATION AND

Gardufio-Guadarrama, Victor Manuel; Veldzquez-Ordofiez, Valente; Alonso-Fresan,
Maria Uxua; Talavera-Rojas Martin.

Key words: Meticillin resistant Staphylococcus aureus, contamination, rabbit

carcasses, abattoirs, public health alarm.

ABSTRACT

The presence of Staphylococcus aureus in foods is of public health importance for
possible contamination, generating an alert for the occurrence of foodborne, with
interest in global trade and in the developing countries diseases. Treatment of this
disease is mainly B- lactam antibiotic; however, it has been reported S. aureus
isolates resistant to these antibiotics. At present, there is great concern about the
presence of methicillin resistant (MRSA) S. aureus. The aim of this study was to
assess the level of contamination by S. aureus and methicillin resistance
associated with contamination on the surface of carcase 217 rabbits from three
commercial trails located in the State of Mexico. Samples were obtained by
swabbing four areas of the carcasse considering the thigh, loin, rib and neck in a
total area of 25 cm? and were transported in 2% peptone water at 4 ° C for
microbiological analysis. Samples were inoculated on Baird Parker agar incubated
at 37 ° C for 48 h. The positive tellurite and lecithinase Colony Forming Units
(CFU) were inoculated into mannitol salt agar at 37 ° C for 24 h. At UFC underwent
mannitol positive Gram stain, catalase test, coagulase, oxidase. The
characterization of strains of MRSA was performed identifying biotypes, biofilm and
antibiotype ORSA / MRSA as well as their identification through PCR, correlating
pollution of methicillin-resistant S. aureus and health risks in the process of
obtaining carcasses of rabbits by determining the critical control points on the trails

studied. The results were evaluated by analysis of variance test of a factor and
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Tukey test (P <0.05) from the UFC / plate 1x107°. Of all the samples obtained
57.76% were positive for S. aureus and 32.23% showed resistance to methicillin.
The trail was more pollution values 165,678.38 + 25,129.38 CFU / cm®. The
identified strains were biotype A (human) 77.68%; biotype C (cattle / sheep),
9.09% and biotype E (canine / equine), 1.62%. The 11.57% were classified as non-
specific. 14.8% of biofilm was determined with the method of identification in tube
and 6.6% agar with the Congo red method. It is considered that the biotypes
associated with high levels of pollution identified methicillin-resistant S. aureus, can
be considered an indicator of the level of surface contamination of carcasses of
rabbits, attributed to improper handling during dressing of carcasses and a
possible environmental contamination of trails, representing a health alert for

animal and human health.
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1. INTRODUCCION

La carne de conejo se consume desde la época de la prehistoria; hoy en dia,
México es el pais mas rico del Continente Americano en cuanto a diversidad de
lagomorfos y en los ultimos afios la sociedad mexicana ha exigido cada vez mas
los platillos que contienen carne de conejo por sus propiedades nutricionales
(OEIDRUSBC, 2009). Sin embargo, se desconoce ampliamente la calidad

microbioldgica de esta carne.

La inocuidad juega un papel indispensable desde la obtencién de la canal, hasta el
proceso de los diferentes productos carnicos para el bienestar de los
consumidores. Las condiciones sanitarias deficientes durante el sacrificio de los
animales, un almacenamiento incorrecto y una higiene inconstante durante el
proceso de los productos carnicos, son factores que predisponen a las personas a
sufrir Enfermedades Transmisibles por Alimentos (ETA) 0 a que se conviertan en
portadores asintomaticos de alguna enfermedad infecto — contagiosa (Marzocca,
et al., 2006).

El Staphylococcus aureus, puede producir una amplia gama de enfermedades en
el hombre, que van desde infecciones cutaneas y de las mucosas, hasta
enfermedades de riesgo vital como meningoencefalitis, peritonitis y endocarditis
entre otras; ademas, puede afectar al aparato gastrointestinal, ya sea por
presencia fisica de la bacteria o por la ingesta de la enterotoxina preformada en
los alimentos (Lowy, 1998). En los animales causa enfermedades graves tales
como mastitis, artritis, dermatitis exudativa, abscesos subcutaneos, osteomielitis y

septicemias (Hermans et al., 2004).

S. aureus es un microorganismo muy resistente a las condiciones ambientales y
extremadamente dificiles de erradicar, pese a que no produce esporas, soporta
condiciones extremas, aunque puede llegar a inactivarse a temperatura de
congelacién. Asi mismo, es uno de los grandes retos para la salud, a
consecuencia de que existen cepas que han generado resistencia y multi-
rresistencia a los antibidticos que se utilizan en medicina humana y animal
(Vandendriessche et al., 2013).
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La deteccion de S. aureus oxacilina / meticilina resistente (ORSA/MRSA) en
animales juega un papel importante en la epidemiologia de la infeccion humana y
por el contacto con animales productores de alimentos y de compafiia portadores
de cepas MRSA representando un riesgo para la bienestar social (Lee, 2003).

Investigaciones en México referentes a la deteccion de ORSA/MRSA son escasas.
La presencia de estas cepas en canales de conejo del pais no se han investigado,
asi mismo, la resistencia a antibiéticos 3-lactamicos, lo que representa una alerta
sanitaria a nivel mundial. El objetivo de este trabajo fue evaluar el nivel de
contaminacién microbiana de S. aureus en canales de conejo de rastros del
Estado de Meéxico y la caracterizacion de la resistencia antimicrobiana
ORSA/MRSA.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. La Cunicultura en el Contexto Mundial

El conejo comun (Oryctolagus cuniculus) es una especie de mamifero lagomorfo

de la familia Leporidae, y el Unico miembro actual del género Oryctolagus:

Clasificacion Taxonomica:
Reino: animal
Sub Reino: Metazoos
Clase: Mamiferos
Sub Clase: Placentarios
Orden: Lagomorfos
Tipo: Cordados
Sub Tipo: Vertebrados
Familia: Leporidos
Género: Oryctolagus
Especie: Cuniculus

El conejo esta incluido en la lista de “100 de las especies exdticas invasoras mas
dafinas del mundo” publicada por la Unidn Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza. Durante la Edad Media, este animal de enormes orejas comenzo a
domesticarse y a criarse dentro de jaulas, dando origen a la que hoy se conoce

como cunicultura. (Lowe et al., 2000).

La cunicultura industrial inicié su desarrollo en Europa a finales de 1970, fue en la
década de los ochenta cuando surgieron toda una serie de técnicas orientadas a
mejorar la produccién, en los noventas se desarrolla una cunicultura industrial
especializada en produccion de carne con base a lineas genéticas de conejos
modernos, en la cual las empresas son asistidas por gente de negocios,

nutridlogos, patélogos, genetistas y mercadologos quienes dirigen una empresa
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altamente competitiva respecto al resto de empresas productoras de carne que
explotan diferentes especies animales (Lebas et al., 1986).

En México se realizé un estudio sobre la cunicultura en el cual menciona la
existencia de datos histéricos, que demuestran que los romanos en el siglo | a.c.,
mantenian conejos en cautiverio con el fin de producir carne y entre el siglo VI y X,
los monjes franceses comenzaron a seleccionar conejos para formar una linea
descendente de mayor aptitud carnica. No obstante, sélo hasta el siglo XVI se
menciona que aparecen las primeras variaciones de la capa de pelaje del conejo y
las primeras razas pioneras definidas (OEIDRUSBC, 2009).

Existe informacion de antecedentes en la produccion cunicola basados en la venta
de alimento comercial como lo indicaron (Colin y Lebas, 1992), los cuales
estimaron que existia cerca de 64.2 millones de conejos hembras en el mundo,
posteriormente (Lukefahr, 1999), hizo una estimacion conservadora de 70.9
millones, de la cual el 82 % se explotan en los paises mas ricos; los cuales
producian cerca del 70 % de la carne de conejo a nivel mundial. Los mismos
autores estimaron en 1986 que la produccion mundial de carne de conejo era de la
orden de 1°200,000 toneladas, de las que el 43.6 % eran producidas por la
cunicultura rural a pequefia escala, y el 56.4 % producto de la cunicultura
industrial. Sin embargo en el afio 2015, no existen reportes de la produccion total
de la cunicultura nacional, pero se estima que la produccion estd muy por arriba

de los datos reportados anteriormente.

La carne de conejo se consume desde la época de la prehistoria, por mencionar
algunos paises, se tiene Francia y Bélgica, mas tarde se desplazd hacia la
Peninsula Ibérica hasta llegar hasta lugares como Africa y América (OEIDRUSBC,
2009).

2.1.1. Produccion Mundial de Carne de Conejo

En el afio 2010, la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) a través de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO),
promueve el interés en los paises mediterraneos, africanos y latinoamericanos
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para que se incorporen a la cria de conejos, diversificando la ganaderia, las
fuentes de empleo, de ingresos y sobre todo para garantizar la alimentacién
siguiendo las directrices de calidad e inocuidad agroalimentaria.

El potencial de produccién de carne de conejo se considera subestimado; asi
mismo, se presenta como una alternativa para los paises en desarrollo,
considerando su bajo costo con respecto a otros animales domésticos y por
muchas razones es, en ocasiones concebida como la Unica especie con un futuro
de produccion potencial segun la Oficina Estatal de Informacién para el Desarrollo
Rural Sustentable del Estado de Baja California, la cual sustenta su opinion en un
estudio realizado con datos estimados de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y del Servicio Nacional de Sanidad
Animal (SENASA) publicados en 2009. El estudio sefialado englobo un analisis de
la produccion de carne de conejo por pais, estimando que el pais numero uno en
la produccion de carne de conejo a nivel mundial es China, seguido de Italia,

Espafa y Francia, sin embargo, México se estimoé en la posicion numero catorce.
2.1.2. Consumo de carne de conejo en el mundo

La produccion mundial de conejos puede ser estimada en 1.84 millones de
toneladas de canales, lo que representa un crecimiento de alrededor del 14 % en
relacion a la estimacion realizada en 1996. Teniendo en cuenta la evolucion de la
poblacién mundial entre estas dos estimaciones, esto nos conduce a un consumo
estable de carne de conejo del orden de 300 gramos/habitante/afio (SAGARPA,
2003).

Europa Occidental produce 647.45 toneladas de carne de conejo al afio lo que
representa el 35 % de la produccion mundial por lo que, a pesar de haber
disminuido su produccion en un 6.5 %, sigue siendo el principal productor de ésta
carne en el mundo. El segundo lugar lo ocupa el Lejano Oriente ya que ha tenido
un crecimiento importante del 125% lo que hace que actualmente en esta zona se
esté produciendo alrededor de las 520,000 toneladas de este alimento lo que

equivale al 28 % de la produccion mundial. Europa del Este con una produccion de
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326,000 toneladas aporta el 18% de la produccion mundial ocupando de esta
manera el tercer sitio mientras que los paises del Norte de Africa con un
crecimiento de su produccion del 49.4 % estan produciendo 121,000 toneladas
qgue viene siendo el 6.6 % de la produccién mundial. ElI 12 % de la produccion
faltante lo producen las 7 zonas restantes (SAGARPA, 2003).

Los mayores volumenes de produccion se concentran en siete paises con
inventarios de mas de 3 millones de conejos cada uno, estos paises representan
el 54% de la poblacion mundial de conejas reproductoras. En los paises con mas
de un millén de conejas reproductoras se encuentra México, este grupo de paises
representa el 23% de la poblacion de conejos a nivel mundial (Cuadro 1). En Norte
y Centroamérica la produccion de esta carne no es muy popular y su consumo se
mantiene bajo (SAGARPA, 2003).

Cuadro 1. Principales paises productores de conejos.

Pais Millones Porcentaje (%)
Italia 7.3 12
China 6.0 10
Ucrania 4.9 8
Rusia 4.2 7
Francia 3.9 6
Espafa 3.8 6
Egipto 3.2 5
Indonesia 2.6 4.2
E.U.A. 2.4 3.8
Nigeria 2.1 3.3
Filipinas 1.6 25
Alemania 1.4 2.3
Bielorrusia 1.3 2.0
Argelia 1.0 1.6
Tailandia 1.0 1.6
México 1.0 1.5

(SAGARPA, 2003).

El consumo anual per capita en algunas regiones del mundo tiende a ser elevado,
en Europa Occidental se aprecia un consumo de 1.7 kg de carne de conejo. Esto
corresponde a un consumo medio de carne de conejo de 6 a 7 veces por afio para
cada europeo. En segundo lugar Europa del Este con 0.9 kg. En tercer nivel de
consumo se encuentra el Norte de Africa, con 0.6 kg por habitante al afio, mas de
dos veces el consumo medio mundial. Para las otras ocho regiones del mundo, el

consumo anual de carne de conejo por habitante es inferior a la media mundial. A
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nivel de pais se puede indicar que existen 6 paises con una produccién mayor de
100,000 ton/afio entre los que destacan China e Italia (Maggi, 2008).

SAGARPA, 2003 reporta un total de 673,145 cabezas a nivel nacional y menciona
gue la mayoria de las unidades de produccion son rurales. Respecto al consumo
de carne de conejo en México comparado con otros paises es bajo, pues el
promedio de consumo no sobre pasa los 200 gramos/habitante/afio (Cuadro 2).

Cuadro 2. Principales paises consumidores de carne de conejo

Pais Kg/hab.
Malta 8.205
Italia 5.284
Chipre 4.079
Bielorrusia 2.893
Espafia 2.752
Ucrania 2.234
Bélgica 2.199
Francia 2.077
Portugal 2.040
Luxemburgo 1.932
Rep. Checa 1.704
México 0.156

(SAGARPA, 2003).
2.2. La Cunicultura a nivel nacional

En México, la cunicultura cuenta con varios sistemas de produccion y distribucion
en la comercializacion directa de conejos. Esta actividad se formalizé mediante
diversos programas desarrollados por el Gobierno Federal desde el afio de 1973;
cuando por primera vez se impulsé la produccion de conejos para carne,
autorizando y financiando la construccién del centro nacional de cunicultura en
Irapuato, Guanajuato. En los afios 80 el consumo y la produccién de su carne se
incrementd, creando interés hacia las instancias académicas y de investigacion.
Esta actividad se reporta en todo el pais. Once Estados estan en proceso de
organizacion orientada al mercado interno. Se refieren que la cunicultura a
pequefa escala representa el 90 % de la produccién de conejos en nuestro pais, y

la produccion industrial representa solo el 10% (ANCUM, 2011).

La SAGARPA del Gobierno Federal, reconociéo en 2001 de manera oficial a la
cunicultura como actividad ganadera, y el Sistema Nacional de Informacion dio

inicio al registro estadistico nacional de esta actividad productiva (Gallardo, 2003).
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A finales de los afios 90, nace la Asociacion Nacional de Cunicultores de México,
A.C. la cual hasta la fecha promueve esta cultura de crianza como actividad
ganadera en el pais. Asi mismo, el consumo nacional de la carne de conejo per-
capita nacional oscila entre los 100 a 120 gramos por persona al afio, debido al
poco conocimiento del publico sobre sus cualidades nutricionales o por algunos
mitos que han rodeado al mamifero por décadas (ANCUM, 2011).

La existencia de datos sobre el nUmero de cabezas de conejos reportadas en el
pais se encuentran en el VIII Censo Agricola, Ganadero y Forestal, Instituto
Nacional de Geografia e Informética (INEGI, 2007), estableci6 que el primer
productor nacional cunicola era el Estado de México (Cuadro 3).

Cuadro 3. Existencia de animales vivos reportados por Entidad Federativa al afio 2007.

Entidad federativa Conejos Entidad federativa Conejos
Estados unidos mexicanos 500 349 Estados unidos mexicanos 500 349
Aguascalientes 8 189 Morelos 10 349
Baja California 7 290 Nayarit 1689
Baja California Sur 1738 Nuevo Ledn 2219
Campeche 770 Oaxaca 14 573
Coahuila de Zaragoza 2769 Puebla 73 498
Colima 2615 Querétaro 8 149
Chiapas 11 885 Quintana roo 581
Chihuahua 7 149 San Luis Potosi 3509
Distrito Federal 17 375 Sinaloa 3627
Durango 5497 Sonora 2 158
Guanajuato 16 554 Tabasco 851
Guerrero 7 321 Tamaulipas 2092
Hidalgo 34731 Tlaxcala 26 348
Jalisco 16 226 Veracruz Llave 23 526
México 151 054 Yucatan 2745
Michoacan de Ocampo 29 066 Zacatecas 4 206
(INEGI, 2007).

En la época actual, el conejo que se explota en la Republica Mexicana, destinado
para la produccion de carne, es criado a través de modernas instalaciones
disefiadas especificamente para la especie. En este lugar, los lagomorfos reciben
diariamente cuidados especiales y una alimentacién balanceada basada en
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insumos de alto contenido en fibras como la alfalfa, el girasol y el salvado. Esta
actividad es comparable a la utilizada en paises europeos productores de carne de
conejo como ltalia, Francia y Espafia. La demanda de conejo por la industria
restaurantera y en los centros de consumo en toda la Republica Mexicana, se
incluyen en su variedad de especialidades gastronémicas, platillos preparados con
carne de conejo, fomentando asi una nueva forma de comer y de concebir este

alimento como sano, nutritivo y delicioso, (ANCUM, 2011).

La calidad mexicana de la carne de conejo es reconocida en los paises de Centro
América, cuenta con todos los procesos de regulacion y normas de higiene y
calidad para una mayor seguridad de los consumidores. Estas normas son
supervisadas por diversas organizaciones de productores, comercializadores,
investigadores y especialistas de la rama cunicola, cuyos integrantes desarrollaron
desde el 2005 la Norma de Clasificacion de Carne de Conejo en Canal, en la que
se establecen varias categorias de clasificacion de carne de conejo. En el pais las
razas mas comunes Yy utilizadas en la cria y comercializacion de conejo son la
Nueva Zelanda Blanco, California, Chinchilla, Mariposa, Satinado Rojo, y algunos
otros como el Azteca Negro, especies de tamafio medio con pesos adultos que
oscilan entre los 4 y 5 kilogramos de peso vivo. Generalmente la mayoria de la
poblacién esta acostumbrada a consumir carne de ganado bovino, porcino, aviar o
acuicola, pero pocos consumen carne de conejo, desconociendo ampliamente las
propiedades nutritivas de esta carne, que se esta convirtiendo en una nueva
alternativa de nutricién y sabor para los platillos de las mesas mexicanas con muy
diversos estilos de preparacion (OEIDRUSBC, 2009).

2.3. Lacunicultura en el Estado de México

Datos del Instituto Nacional de Geografia e Informatica (INEGI) de 1986, refieren
gue el Estado de México pudo ser considerado desde 1980 como el primer
productor de conejos a nivel nacional, el mayor dinamismo se encuentra en los
municipios conurbanos con el Distrito Federal, como Texcoco, Ecatepec,
Cuautitlan, Cd. Nezahualcéyotl, Chimalhuacan, Chalco e Ixtapaluca; en los
municipios del norte del Estado, como Atlacomulco, ElI Oro, Temascalcingo,
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Jocotitlan e Ixtlahuaca, y en los denominados corredores gastrondmicos como la

Marquesa y Tenancingo (Mendoza et al., 2001).

En 1996 el Gobierno del Estado de México promovié un programa de paquetes
familiares compuestos por tres hembras y un macho, logrando colocar alrededor
de 35 000 conejos entre un amplio sector rural y urbano. El servicio de informacion
agroalimentaria y pesquera (SIAP) publico un informe que estimo el volumen de
produccion de carne de conejo de 842 toneladas en el afio 2004, en este informe
el Estado de México no tiene reporte (SAGARPA, 2004). Sin embargo, por su
amplio interés en el sector cunicola se ha posicionado como el primer productor y
consumidor de conejos a nivel nacional (INEGI, 2007). Sesenta municipios
practican la cunicultura, teniendo como estadistica de produccion; 80 % familiar,
15 % comercial y 5 % industrial, con una demanda potencial de 350 toneladas por

semana con tendencia al aumento (ANCUM, 2010).

La incipiente investigacion de estudios de mercado en cunicultura refiere que
Texcoco, es el municipio a nivel nacional con el consumo de carne de conejo mas
alto, estimado en 250 g. y que el consumo promedio a nivel nacional es de 100 g.
por persona al afio, con ese dato se calcula que en el Estado de México con 14
millones de habitantes se tiene un consumo anual aproximado de 1,396 toneladas
y un consumo semanal de 26.8 ton. de carne de conejo, para cubrir esa demanda
se requiere tener un inventario total de 27,000 hembras de vientre en produccion
alojadas en 54,000 m? de superficie construida, equipada con 54,000 jaulas y el
consumo semanal de 243 000 mil Kg de alimento comercial como dieta Unica. Es
necesario sefialar que las mas importantes tiendas departamentales y de
autoservicio del pais se han acercado a la Asociacion Nacional de Cunicultores de
México y han puesto de manifiesto su interés por comercializar la carne a nivel
nacional, en conjunto estas tiendas de autoservicio, tienen una demanda estimada
de méas de 50 toneladas de carne de conejo a la semana; para atenderla se
requiere que al inventario ya existente se sumen cuando menos 50,000 hembras
al proceso de produccion. Sin embargo, falta considerar otros nichos de mercado

como los restaurantes de las zonas turisticas y urbanas del pais, comedores
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industriales, hospitales y pequefios comercios de las zonas urbanas, suburbanas y
rurales. (ANCUM, 2011).

Los Cunicultores Mexiquenses promovieron un estudio sobre el consumo de la
carne de conejo en el Estado de México en Septiembre del 2009, el cual fue
financiado por la Direccion de Comercializacidn, de la Secretaria de Desarrollo
Agropecuario (SEDAGRO) y realizado por una Despacho de Mercadotecnia y
Comunicacion, los resultados demostraron que en el 2% de las amas de casa
(34,000 mujeres) que viven en las grandes zonas urbanas consumen
regularmente la carne de conejo, significando un consumo semanal estimado en 6
toneladas, adicionalmente el mismo estudio indica que el 29% de las mujeres
entrevistadas refieren que alguna vez han consumido carne de conejo en su hogar
y que aprecian los atributos de esta carne pero no la consumen regularmente por
no estar disponible en las carnicerias, lo anterior supone una importante demanda

potencial y una gran oportunidad para los productores (ANCUM, 2011).

Los conejos como productores de carne, son altamente reproductivos debido a su
corto periodo de gestacion de 31 dias y la gran prolificidad; una hembra puede
producir hasta 80 Kg. de carne por afio; mas de 20 veces su peso. El consumo de
este alimento es saludable, contiene propiedades ricas en proteinas y bajas en
grasas, es econdémico y puede ser habitual en una dieta diaria. Desde hace mucho
tiempo la carne de conejo ha estado en un segundo plano por considerarla de
categoria inferior al resto de carnes como por ejemplo la de ternera o vaca, mucho
mas caras y a la vez ricas en acidos grasos saturados. El consumo frecuente de la
carne de conejo, sobre todo en nifios, adolescentes y mujeres embarazadas
aporta beneficios nutricionales y un alto contenido en proteinas, vitaminas y
minerales. Asimismo, ayuda a evitar padecimientos de salud ligados a
enfermedades coronarias, colesterol elevado y a las que se derivan del exceso de
peso o de las dietas inadecuadas, logrando un mejor funcionamiento de los
sistemas digestivo y circulatorio (OEIDRUSBC, 2009).

Segun datos de Ortega, 2007, al realizar el diagndstico estatico de la cunicultura

en el Estado de México, observo que el 59.2% de los productores sacrifican sus
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conejos en su casa, otro 21.1% los sacrifica en la misma granja, el 5.2% los vende
vivos como gazapos destetados o a peso de mercado pero vivos; solo el 0.2% de
productores cuenta con un rastro especializado para el sacrificio de sus animales,

el porcentaje faltante lo comercializa de distintas formas.
2.4. Sistemas de Produccion Cunicola

Los sistemas de produccion cunicola en el Estado de México se encuentran bien
definidos y diferenciados, divididos en tres producciones (Mendoza, 2001)

caracterizados de la siguiente manera:
1) Produccién de Traspatio o Extensivo

Corresponde al 80% de la produccion orientada basicamente al autoconsumo;
venta de los excedentes de produccion. Sistemas poco 0 nada tecnificados. La
alimentacion es, generalmente, a base de subproductos agricolas o de desechos
(pan y/o tortilla dura, por ejemplo). El volumen de conejo producido bajo este
sistema es de gran importancia para satisfacer la demanda de los mercados
existentes; el manejo sanitario es poco o nulo. Los excedentes de produccion son
absorbidos por intermediarios, quienes, generalmente, castigan el precio; la venta

directa al consumidor se practica de manera habitual.
2) Produccion Semi-intensivo o Semi-empresarial

Utilizan Sistemas semi-intensivos aportando el 15% de la produccion producto
de las mejoras en manejo reproductivo y nutricional. Su produccion se
comercializa generalmente, por medio de intermediarios 0 de manera directa a
clientes fijos, ademas, utilizan la venta al consumidor directo de manera

ocasional.
3) Produccion Intensivo o Empresarial / Industrial

El sistema genera el 5% de la produccién, en algunas granjas se utiliza
inseminacién artificial o monta natural de los tres a los nueve dias cubricion post-

parto; los alimentos utilizados son diferentes en engorda y reproduccion. Manejo
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sanitario riguroso. Generalmente su produccion se destina a restaurantes o
centros comerciales de manera directa. La venta al publico directamente es

minima o nula.
2.5. Obtencién de canales de conejo para abasto de carne

El correcto proceso de sacrificio de los conejos se debe realizar en los
establecimientos especializados para el abasto de esta carne hacia los
consumidores. Los establecimientos de sacrificio pueden clasificarse dependiendo
el tamafio de la planta de proceso, las facilidades de operacién y su registro
sanitario. Los rastros comerciales se pueden clasifican por su registro ante la
Secretaria de Salud o por su autorizado por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion.

Los mataderos son unidades de proceso a pequefia escala, que cuentan con
facilidades minimas de operacion para el sacrificio. Las unidades de produccion
familiar pueden faenar canales para autoconsumo y venta regional, los cuales no
cuentan con instalaciones para realizar el proceso adecuado de higiene en la

obtencion de las canales (Signorini et al., 2005).

En la Figura 1 se observa el diagrama de flujo propuesto para el proceso de
sacrificio en los conejos de abasto para la obtencién higiénica de la carne,
considerando las diferentes etapas que se realizan en el faenado de canales
(Signorini et al., 2005). En esta figura se pueden apreciar diferentes etapas como:
recepcion y descanso de animales, inspeccion ante mortem, sacrificio, obtencién

de la canal, inspeccion pos mortem y conservacion de la canal.
Las etapas consideradas para la obtencién de la canal del conejo son:

Arribo de animales. Durante el arribo y manejo de los animales, los responsables
deberan realizar practicas que garanticen niveles de bienestar y les eviten dolor,
sufrimiento, ansiedad, traumatismos y estrés (NOM-033-SAG/Z00-2014).

-13-
MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA



Inspeccion ante-mortem. La verificacion sanitaria previa al sacrificio asegura que
en la produccion de carne para consumo humano sélo se acepten animales

aparente o clinicamente sanos (Signorini et al., 2005).

Aturdimiento. El aturdimiento es la perdida de la conciencia provocada por
métodos mecanicos o eléctricos aplicados en la cabeza; en el caso de los conejos
el método mas recomendable es el electro aturdimiento, donde se utiliza una
tenaza con dos electrodos de acero inoxidable, colocando uno a cada lado de la
cabeza (Figura 2), donde la zona de la piel en contacto con los electrodos debe
estar mojada (NOM-033-SAG/Z0O0-2014).

Figura 2. Puntos de aplicacion de los electrodos para conseguir el aturdimiento en los conejos.

(Tomado de NOM-033-SAG/ZO0-2014).

De la energia eléctrica, lo que provoca el aturdimiento de los animales es el
amperaje que pasa por el cerebro durante los primeros 2 a 3 segundos del tiempo
recomendado para esta especie (Cuadro 4). El voltaje facilita la transmision del
amperaje, ya que vence la resistencia o impedancia que ofrecen los diferentes
tejidos del animal al paso de la corriente, por lo cual es importante que el rango de
voltaje que deben abarcar los aparatos sea entre 125 y 200 volts. EI amperaje
para aturdir a los conejos es de 0.3 amperes (NOM-033-SAG/Z00-2014).

El aturdimiento mecanico por concusion es un método que implica golpear la base
de la cabeza en la parte superior del cuello en la regién occipital a través de un

solo movimiento firme y certero con un objeto alargado, romo, sin filo y macizo
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(Figura 3). Para la aplicacion de este método, el conejo debe estar inmovilizado,
de tal manera que no haya error al momento de realizar el golpe. So6lo debe ser
llevado a cabo por personal capacitado para este fin (NOM-033-SAG/Z00-2014).
El método de aturdimiento mecanico por concusion podria ser aplicado en

pequefios lotes de animales.

Cuadro 4. Aturdimiento por electro insensibilizacion.

Especie Amperaje (amperes) Tiempo de Frecuencia (Hertz)
aplicacion*
(segundos)
Cerdos (100 kg) 1.25 4a’7
Qvinos 1.0a1.25 4al0 -
Caprinos 1.0al1.25 4al0
Pollos de engorda 0.1 4a7 50
Gallinas ponedoras (al 0.1 4a7 50

final del ciclo de
produccion)

Pollos 0.1 4a7 Menor a 200
0.15 4a7 De 200 a 400
0.2 4a7 De 400 a 1500

Avestruces 1.0 3ab

Conejos 0.3 2a3

*El tiempo méximo de aplicacion es de 10 segundos en todas las especies.
(Tomado de NOM-033-SAG/Z00-2014).

El personal responsable o designado debe comprobar que se haya realizado un
efectivo aturdimiento (Cuadro 5), en caso contrario, se debe aturdir de nuevo e
inmediatamente al conejo, antes de pasar al deguelle (NOM-033-SAG/Z00-2014).

Figura 3. Punto de aplicacién y direccion para conseguir el aturdimiento mecénico por concusion en los conejos.

(Tomado de NOM-033-SAG/Z0O0-2014).
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Cuadro 5. Signos de aturdimiento profundo e inadecuado.

Aturdimiento adecuado o profundo

Aturdimiento inadecuado

Colapso inmediato del animal

No hay reflejo corneal

Dilatacion de las pupilas y mirada fija
No hay rotacion del globo ocular
Respiracioén arritmica o irregular

Estado ténico (15 seg.), contraccién de miembros
posteriores, estiramiento de miembros anteriores,

contraccion de la espalda y cuello

Estado cldnico (20 seg.), movimiento de pataleo o

carrera
Minimo de patadas

No hay reaccién al corte de yugulares y carétidas

Animales en pie

Presencia del reflejo corneal

Parpadeo espontaneo

Rotacién total del globo ocular

Respiracion regular

Reflejo de enderezamiento cuando se cuelgan

en lariel

Vocalizaciones

Intento de levantarse

Hay reaccion al corte de yugulares y car6tidas

Contraccioén del escroto

(Tomado de NOM-033-SAG/Z00-2014).

Los animales que van a ser sacrificados deben ser manejados cuidadosamente en
las diferentes etapas de la linea de proceso como lo recomienda Signorini et al.,
2005, para no provocar sufrimiento innecesario, de no aplicarse estas medidas, los
animales sufrirdn un estrés excesivo y el pH del musculo sera mayor al normal, lo
gue permite el asentamiento y multiplicacion de microorganismos alterantes y
patégenos. Las etapas del proceso de la linea de sacrificio de los animales de

abasto son las siguientes:

Izado. Radica principalmente en evitar la contaminacion al realizar la faena en el
piso, 0 en camas para este fin, ya que, la sangre residual en los musculos es la
misma independientemente de la posicion del desangrado. Bajo condiciones
normales, el volumen total de sangre retenida en los misculos supone el 15% del

total de sangre contenida en el animal.

Deguelle. Después del aturdimiento e izado, la muerte se provoca por

desangrado, cortando las yugulares y carétidas. Este corte se debe realizar en un
lapso no mayor a 20 segundos posteriores al aturdimiento (NOM-033-SAG/Z0O0-
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2014). La retencion de sangre en las masas musculares hace propensa a la carne
a una rapida descomposicion. El cuchillo con el que se realice esta operacion
debe conservarse limpio ya que, de no ser asi, las bacterias pueden ser
introducidas al sistema circulatorio y de esta manera distribuirse hacia los
musculos considerados estériles si el animal no presenta enfermedades. Por lo
tanto, es de suma importancia que en esta area cuenten con un esterilizador de
cuchillos con agua a 82°C con el proposito de que los cuchillos utilizados para el
deguello sean desinfectados.

Desollado. Una vez eliminadas las cabezas, manos y patas, se inicia el proceso
de desprendiendo la piel es necesario evitar el contacto del cuchillo con la piel del
animal, asi como que la piel se enrolle hacia adentro y roce la canal. Se debe
evitar el uso de utensilios de corte no desinfectados. Estas consideraciones
operativas son de suma importancia para evitar la contaminacioén de la carne con
microorganismos presentes en la piel de los animales, pues la primer fuente de
contaminacion microbioldgica de la carne es la piel del animal que se faena y la de
los animales proximos a él. Entre los microorganismos de este origen se incluye la
flora normal de la piel (micrococos, pseudomonas, estafilococos, levaduras y

hongos), asi como otros de origen fecal y del suelo.

Eviscerado. La evisceracidon debe realizarse inmediatamente después del
desollado para evitar el paso de bacterias intestinales a través de los vasos
sanguineos y con ello, la contaminacion de la canal. Es preciso evitar la ruptura de
estbmago e intestinos para no causar contaminacion de la canal con bacterias
entéricas presentes en su contenido. Se deben separar las visceras rojas de las
verdes. Ninguna de éstas puede colocarse en el piso debido a la contaminacién

gue se puede producir bajo esas condiciones.

Inspeccion post mortem. El propdsito fundamental de la inspeccidén post mortem
es la proteccién de la salud, humana y animal, ante riesgos directos e indirectos.
Abarca todos los aspectos higiénico-sanitarios de los productos carnicos y sus

derivados, desde la produccion hasta su comercializacion.
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Lavado. Se realiza con agua a presion, lo que permite eliminar, por arrastre, los
posibles focos de contaminacion. Es muy importante verificar que el agua utilizada
en este proceso sea potable para evitar la contaminacién de las canales que se
puede presentar en el caso de que el agua presente microorganismos alterantes o
patdgenos. Si el agua no cumple con las especificaciones sanitarias debe ser
tratada para potabilizarla. El lavado debe ser a presion Gnicamente (efecto fisico),

sin utilizar ningun utensilio.

Escurrimiento. Ya lavadas las canales deben escurrirse y orearse previamente a
su refrigeracion con el propésito de facilitar los procesos bioquimicos que se dan
en los musculos post-mortem (NOM-194-SSA1-2004).

Conservacion. Las canales deben almacenarse a una temperatura de entre O a
4°C en refrigeracion y a menos 18°C en congelacion. El propdsito de conservar a
estas temperaturas las canales es retardar el crecimiento bacteriano y su
consecuente deterioro. Por otra parte, es necesario mantener secas y limpias las
camaras de conservacion, asi como llevar los registros de temperatura y controles
de tiempo-temperatura, asi mismo, deben ser lavadas y desinfectadas para evitar
la proliferacion de microorganismos indeseables que pudieran contaminar la
carne.

La NMX-FF-105-SCFI-2005, establece las caracteristicas que deben reunir las
canales de conejo para abasto que se comercialicen en todo el territorio nacional,
con el fin de asegurar a los consumidores un producto de calidad, que cumpla con
las disposiciones sanitarias y zoosanitarias vigentes, la norma es de caracter
voluntario y para que las canales de conejo sean motivo de clasificacién, deben
provenir de animales sacrificados en plantas TIF o0 en rastros registrados y
autorizados, por lo que en el Estado de México, existe un marcado retraso en el

adecuado sacrifico y manejo sanitario de la carne de conejo.
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Figura 1. Flujograma del procedimiento para el sacrificio de conejos en rastro.

Arribo de animales
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(Adaptado de Signorini et al., 2005 con modificaciones para el sacrificio de conejos).

2.5.1 Contaminacion en canales de conejos

La contaminaciéon de la carne de conejo puede ocurrir a partir de animales
portadores de infecciones cutdneas superficiales y profundas las cuales se
presentan en las unidades de produccién cunicola (Devriese et al., 1981). Es
posible que durante la manipulacién de los animales de basto, al momento de
realizar el proceso de faenado pueda ocurrir una contaminacién cruzada entre los
animales portadores de alguna bacteria y los operarios mal higienizados, lo cual
facilitaria la contaminacion de equipo y utensilios empleados en el proceso de

sacrificio y conservacion de las canales de conejo (Rodriguez, 2006).

-19-
MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA



Durante la comercializacion de las canales de conejo, en mercados populares y
centros de abasto se ha identificado la presencia de un alto porcentaje de canales
contaminadas con S. aureus y otros patdgenos de riesgo a la salud publica entre
estos Salmonella y E. coli (Velazquez, et al.,, 2008). La contaminacion de las
canales de conejo por S. aureus constituye un indicador del grado de
contaminacién microbiana por la manipulacion durante el proceso de sacrificio y
los métodos inadecuados de conservacion de la carne (Farkas, 2001).asi mismo,
la posibilidad de ocurrencia de cepas de S. aureus portadoras de factores de
virulencia de importancia sanitaria en la producciéon cunicola y de riesgo a la
inocuidad alimentaria por la presencia de S. aureus productores de entero toxinas,
los cuales pueden contaminar la carne y sus derivados en los procesos de
manufactura incrementando el riesgo en las intoxicaciones alimentarias
(Fernandez, 2008; Huang y Platt, 2003). Igualmente la presencia de S. aureus
portadores de resistencia bacteriana a los antibiéticos B-lactamicos, incluidas las
multiresistentes asociadas a la cepas LA-MRSA de origen animal (Ortega et al.,
2009). Es posible que también puedan presentarse cepas MRSA en las canales
de conejo derivadas de procesos de manufactura con deficiencias en la aplicacion
de las buenas de préacticas de higiene y desinfeccion, lo cual hace necesario
evaluar la presencia bacteriana en las canales de conejos de rastros comerciales,

identificando el riesgo sanitario que pueda afectar a la poblacion.
2.5.2. Riesgos por contaminacion en la canal del conejo

En general, la calidad microbiolégica de las canales esta condicionada por las
propias caracteristicas de cria del animal, incluido su estado sanitario en el
momento del sacrificio, el proceso de obtencién de la carne y su posterior
procesado. La conjuncion de estos factores junto con otros de caracter ambiental,
sobre todo la temperatura de almacenamiento, determinara la microbiota

caracteristica de la carne (Dainty et al., 1983; Gill, 1998).

La contaminacién de la canal de conejo se puede dar por varios factores
insalubres, originados por el personal que labora en los rastros o los mismos
animales. En los animales, el principal problema es el pioderma; término médico
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para las infecciones bacterianas de la piel que ocurren en los conejos.
Normalmente, estadn presentes distintas bacterias en la piel y mucosas del conejo,
sin causar enfermedad. Sin embargo, con algun descuido higiénico sanitario, esto
puede verse en peligro, permitiendo que las bacterias proliferen causando
enfermedad. Por lo general, una infeccion bacteriana de la piel se produce cuando
hay una ruptura en la piel del conejo, generalmente ocurre cuando se ha estado

expuesto a las malas condiciones ambientales, incluyendo la humedad.

Las bacterias consideradas como causantes de pioderma en el hombre y animales
son: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Pasteurella multocida.
Las bacterias también pueden penetrar oralmente o quedar atrapado en la piel,
particularmente cuando se sacrifican conejos con malas condiciones de crianza y

de ambientes insalubres (Hermans et al., 2004).

2.6. Disminucién de riesgos en la contaminacion de las canales de los

conejos

Para disminuir los posibles riesgos de contaminacidon en las canales faenadas y
prevenir consecuencias graves para la salud de los consumidores, se consideran

diferentes programas como son las BPM, los POES y el HACCP.
2.6.1. Buenas practicas de Manufactura (BPM)

Las BPM son consideradas un conjunto de procedimientos, actividades,
condiciones, controles de tipo general que se aplican en los establecimientos
dedicados al sacrificio de animales para consumo humano, con el objeto de
disminuir los riesgos de contaminacion fisica, quimica o bioldgica, sin prejuicio de
otras disposiciones legales aplicable en materia de Salud Publica (SENASICA,
2010a). Son una herramienta basica para la obtencion de productos seguros para
el consumo humano, que se centralizan en la higiene y forma de manipulacion,

mediante las siguientes caracteristicas:

1. Manejo previo y frecuente en el disefio y funcionamiento para el desarrollo de

procesos y productos.
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2. Contribuir con el aseguramiento de una produccion de alimentos inocuos para el

consumo humano.

3. Son necesarias e indispensable para la aplicacion del Sistema HACCP o de un
programa de Gestion de Calidad Total.

4. Generacion de inspecciones rutinarias, de la infraestructura, el personal, la

manipulacion y las condiciones generales.
2.6.2. Procedimientos Operativos Estandares de Sanitizacion (POES)

Los POES son todos aquellos procedimientos de operacion estandarizada de
limpieza y desinfeccion aplicables al personal, instalaciones y equipo del
establecimiento antes, durante y después de las operaciones del proceso. Son
procedimientos que se aplican a las plantas procesadoras de alimentos para
mantener las BPM en las operaciones de produccion, deben de ser monitoreados,
registrados y verificados diariamente, incluyendo acciones correctivas. Se
enfatizan en la eliminacion de fuentes de contaminacion microbioldgica, de forma
directa e indirecta, describiendo ¢qué?, ¢como?, ¢cuando? y ¢donde? limpiar y
desinfectar, asi como los registros y advertencias que deben llevarse a cabo, con
las sustancias y los utensilios a emplear. Los programas de limpieza y
desinfeccion deberan vigilarse de manera constante y eficaz y cuando sea
necesario, documentarse la idoneidad y eficacia de los programas (FAO, 2009).
En la Republica Mexicana los POES son un requisito obligatorio para todos los
establecimientos Tipo Inspeccion Federal (TIF), establecido en la normatividad,
considerando registros diarios de todos los procedimientos realizados durante las
jornadas de trabajo (NOM-008-ZO0-1994).

2.6.3. Analisis de peligros y de puntos criticos de control (HACCP) en la

obtencién de la carne

El sistema de HACCP, que tiene fundamentos cientificos y caracter sistematico,
permite identificar peligros especificos y medidas para su control con el fin de

garantizar la inocuidad de los alimentos. Es un instrumento para evaluar los
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peligros y establecer sistemas de control que se centran en la prevencion en lugar
de basarse principalmente en el ensayo del producto final. Todo sistema de
HACCP es susceptible de cambios que pueden derivar de los avances en el
disefio del equipo, los procedimientos de elaboracién o el sector tecnolégico.

El sistema de HACCP puede aplicarse a lo largo de toda la cadena alimentaria,
desde el productor primario hasta el consumidor final, y su aplicacion debera
basarse en pruebas cientificas de peligros para la salud humana. Ademas de
mejorar la inocuidad de los alimentos, la aplicacion del sistema de HACCP puede
ofrecer otras ventajas significativas, facilitar asimismo la inspeccién por parte de
las autoridades de reglamentacion, y promover el comercio internacional al
aumentar la confianza en la inocuidad de los alimentos eliminando riesgos (FAO,
20009).

Un riesgo se define como la probabilidad de que se desarrolle cualquier
vulnerabilidad a causa de una propiedad biolégica, quimica o fisica para la salud
del consumidor ademas de que estas influyan en la seguridad o en la alteracion
del alimento. Los riesgos que se corren en el rastro desde la recepcion de los
animales hasta su distribucién, son: pérdida de la calidad de la carne por maltrato
de los animales, sacrificio de animales enfermos, contaminacion de canales
inocuas, sangrado ineficiente que proporciona un medio para la proliferacion de
microorganismos, contaminacion de la canal por cuchillos mal desinfectados, mal
control de la refrigeracion, lo que permite el desarrollo de carga microbiana inicial y
contaminacién por manipulacion del personal enfermo o portador de
enfermedades asintomaticas. Las medidas preventivas recomendables son:
examen minucioso de los animales antes del sacrificio, destruccion completa de
canales y visceras decomisadas, lavado y desinfeccion previo de las instalaciones
y equipo donde se sacrificara a los animales, evisceracion inmediata posterior al
desollado, potabilizar el agua, inspeccion permanente de los sistemas de
enfriamiento y control de la salud de los trabajadores. Asi mismo, un punto critico
de control, que es cualquier operacion en el proceso donde la pérdida de control

puede resultar en un riesgo para la salud, puede afectar en las actividades del
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rastro, presentes en la inspeccion de los animales previa al sacrificio, en todo el
proceso del sacrificio y en el almacenamiento de canales y visceras, por lo que
todo el proceso debera ser constantemente supervisado (Gonzélez et al., 1997).

El sistema HACCP tiene como finalidad analizar los peligros y contrarrestar los
riesgos existentes en un proceso o actividad mediante la aplicacién de los siete
principios siguientes:

Principio 1. Realizar un andlisis de peligros.

Principio 2. Determinar los Puntos Criticos de Control (PCC).
Principio 3. Establecer limites criticos para cada PCC.
Principio 4. Establecer un sistema de vigilancia para cada PCC.

Principio 5. Establecer las medidas correctivas que habran de adoptarse cuando
la vigilancia en un PCC indique una desviacion respecto a un limite critico

establecido.

Principio 6. Establecer procedimientos para verificar que el plan HACCP trabaja

adecuadamente.

Principio 7. Establecer un sistema de documentacion sobre todos los

procedimientos y los registros apropiados para estos principios y su aplicacion.

Existen lineamientos publicados por diversos organismos internacionales que
difieren en algunos aspectos, pero que toman como estructura basica los siete

principios, los cuales deben de seguirse para preparar un plan HACCP efectivo.

Para tener un sistema eficaz de analisis de peligros y puntos criticos de control

primeramente se debe realizar los siguientes pasos:

1. Formacion del equipo HACCP. Debe nombrarse un coordinador HACCP el
cual sera responsable en su totalidad. Se debe de formar un equipo
multidisciplinario con conocimientos especificos y competencia técnica adecuados
al producto. Debe de involucrarse todo el personal: mandos superiores, mandos
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medios, operarios de linea, personal de limpieza, almacenista, sin olvidar el lugar

gue ocupan dentro del organigrama de la planta y el flujograma del proceso.

2. Descripcion del producto. Primeramente, el equipo HACCP debe realizar una
descripcién general del alimento, desde los ingredientes hasta el procesamiento.
La descripcion del producto debe estar registrada y debe incluir informacion
relevante para la inocuidad como: composicion, estructura fisica y quimica,

embalajes, validez, formas de almacenamiento y métodos de distribucién.

3. Determinacion del uso al que ha de destinarse. Describe el uso normal que
se espera para este producto, por ejemplo, si serd cocinado o no antes del
consumo. El consumidor esperado puede ser el publico en general o un segmento
particular de la poblacion. Esta etapa es importante porque ciertos grupos son mas

sensibles que otros a los peligros alimentarios.

4. Elaboracion de un diagrama de flujo. Un diagrama de flujo debe incluir todas
las etapas del proceso que se encuentran bajo control directo del establecimiento.
Ademas, el diagrama de flujo puede incluir etapas de la cadena alimentaria que se

encuentran antes y después del proceso que se realiza en el establecimiento.

5. Verificacion practica del diagrama de flujo. El equipo HACCP debe revisar
en el establecimiento, la exactitud y si el flujograma esta completo. Las
modificaciones deben realizarse en el flujograma cuando proceda y todos los

cambios deben ser documentados (FAO, 2009).

Para el desarrollo y posterior monitoreo del plan HACCP es indispensable que el
diagrama de flujo sea correcto, ya que en él se identificaran cruce de flujos y
potenciales contaminaciones cruzadas y posteriormente en el mismo se
especificaran los puntos criticos de control. Después de completar estos cinco

pasos preliminares, se aplicaran los siete principios del HACCP.
La FAO, 2009 describe a los siete principios del HACCP de la siguiente manera:

Principio 1. Realizar un andlisis de peligros. Se enumeran todos los peligros

asociados a cada fase del proceso y estudio de las medidas preventivas para el
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control de los riesgos. Para poder controlar los peligros potenciales se debe de
realizar lo que se conoce como analisis de peligros, es decir; determinar donde
estan localizados y que se puede hacer para prevenir que ocurran. Se enumeran
los peligros bioldgicos, quimicos y fisicos que pudieran producirse en cada fase,
mediante la descripcion posterior de las medidas preventivas aplicables a cada
caso. De acuerdo con la metodologia HACCP solo deberan tomarse en cuenta
aquellos riesgos cuya eliminacién o reduccién sea esencial para la inocuidad de
los productos, sin embargo es recomendable que en la primera etapa de
elaboracién del plan HACCP se incluyan todos los peligros detectados, asi como
sus respectivas medidas preventivas, para hacer una valoracion adecuada del

cumplimiento de los prerrequisitos (Campos, 2004).

Para la adecuada aplicacion de este principio se deben tomar en cuenta aspectos
como la experiencia profesional del equipo HACCP, datos epidemiolégicos e
informacion técnico cientifica disponible al momento de la elaboracion del plan. El
equipo debera identificar los peligros potenciales (patdégenos), identificar las
fuentes potenciales y puntos especificos de contaminacion mediante el analisis de
cada proceso, determinar el potencial de los microorganismos para sobrevivir o
multiplicarse en cada proceso y valorar los riesgos y la severidad de los peligros
identificados (Campos, 2004).

La informacion recopilada del analisis de peligros se puede usar para determinar
la severidad de los mismos; los riesgos asociados a los peligros identificados en
las fases de operacidn; posteriormente son usadas con el propdsito de prevenir un
peligro en la inocuidad del alimento, o bien pueda eliminarse o reducirse a un nivel

aceptable.

El riesgo es una funcion de la probabilidad de un efecto adverso y la magnitud de
ese efecto, referente a peligros en alimentos. Los niveles de riesgo pueden

categorizarse como alto (H), moderado (M), bajo (L) y despreciable (N).

Principio 2. Determinar los Puntos Criticos de Control (PCC). Aplicacién de la

secuencia de decisiones en cada fase para determinar los PCC. Las guias del
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Codex definen un PCC como "la etapa en la que puede aplicarse un control y que
es esencial para prevenir o eliminar un peligro relacionado con la inocuidad de los
alimentos o reducirlo hasta un nivel aceptable". Si se identifica un peligro en una
etapa en la que el control es necesario para mantener la inocuidad y no existe
ninguna medida de control que pueda adoptarse en esa etapa o en cualquier otra,
el producto o el proceso deberd modificarse en esa etapa, 0 en cualquier etapa

anterior o posterior, para incluir una medida de control.

La determinacion de un PCC en el sistema HACCP puede ser facilitada por la
aplicacion de un arbol de decisiones (Figura 4), como el que esta incluido en el
Andlisis de Peligros y Control de Puntos Criticos (HACCP) del Codex y donde se
exponen las pautas légicas para su aplicacion. La aplicacion del arbol de

decisiones debera ser flexible segun el tipo de operacion.

Principio 3. Establecer limites criticos para cada PCC. Se definen limites
criticos como criterios de control que separa lo aceptable de lo inaceptable. Un
limite critico representa los valores absolutos que se usan para juzgar si la
operacion suministra productos seguros. Los limites criticos deben reunir los
requerimientos de las regulaciones gubernamentales y/o deben estar basados en
datos cientificos. En algunos casos, las autoridades regulatorias que controlan
alimentos proporcionan informacion a partir de la cual se establecen los limites
criticos, basados en los peligros alimentarios conocidos y en los resultados del

analisis de peligros.

Principio 4. Establecer un sistema de vigilancia para cada PCC. Establecer un
sistema de vigilancia para cada PCC. La guia de aplicacion del Codex define a la
vigilancia como "el acto de dirigir una sucesion planeada de observaciones o
mediciones de los parametros de control para evaluar si un PCC esta bajo
control." La Vigilancia es la medida programada de observacion de un PCC para
determinar si estan respetandose los limites criticos. Los procedimientos
supervisados deben determinar la pérdida de control del PCC a tiempo para
prevenir la produccion de alimento no apto o retenerlo. La vigilancia es la

herramienta que confirmara si el plan de HACCP funciona adecuadamente, el cual
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debe proporcionar informacién a tiempo para permitir cualquier ajuste del proceso
y prevenir la pérdida de control del proceso y de los limites criticos que se

exceden.

Figura 4. Ejemplificacion de la aplicacion de un arbol de decisiones para determinar los PPC.

¢ Existen medidas de control en ésta sl =) Modificar etapa, proceso o el
P1 etapa? ﬂ producto
U J\L ¢ El control en esta etapa es necesario
S| NO ]:>. para la Inocuidad ?
¢La etapa ha sido disefiada para eliminar 6 reducir la NO =) No e; :ISEC
P2 probabilidad de un peligro hasta un nivel aceptable?
NO S| ¢ >—{ La etapa es PCC I
¢ Puede la contaminacién con el peligro aparecer o A
P3 incrementarse hasta niveles Inaceptables?
Noes PCC JVL M
PARE &= NO s
—> NO

iUna etapa siguiente eliminara 6 reducira el peligro

P4 ?
hasta un nivel aceptable’ No es PCC

Sl == PARE

(Tomado de FAO, 2009).

Principio 5. Establecer las medidas correctivas que habran de adoptarse
cuando la vigilancia en un PCC indique una desviacion respecto a un limite
critico establecido. ElI Codex define a la accién correctiva como "cualquier accion
a ser tomada cuando los resultados de la vigilancia de un PCC indican una
pérdida de control". La pérdida de control es considerada como una desviacion del
limite critico de un PCC. Los procedimientos de desviacion son un conjunto
predeterminado y documentado de acciones que deben llevarse a cabo cuando
una desviacion ocurre. Todas las desviaciones deben ser controladas mediante
acciones establecidas para controlar al producto no conforme y corregir la causa

de la desviacion. El control del producto incluye la identificacién apropiada, control
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y disposicion del producto afectado y la identificacion apropiada. Las acciones
correctivas tomadas deben registrase y archivarse. La diversidad de desviaciones
posibles en cada PCC involucra a mas de una accion correctiva necesaria en cada
PCC. Cuando una desviacion ocurre, probablemente se detecte durante la
vigilancia rutinaria del PCC. Los procedimientos que prescriben las acciones
correctivas a tomar cuando ocurra una desviacién, deben ser entendibles para que
los empleados responsables del control del PCC puedan realizar dichas acciones

en el caso de presentarse una desviacion.

Principio 6. Establecer procedimientos para verificar que el plan HACCP
trabaja adecuadamente. El Codex define la verificacion como "la aplicacion de
métodos, procedimientos, pruebas y otras evaluaciones, que ademas de vigilar,
sirven para determinar la complacencia con el plan HACCP". Vigilan y auditan los
métodos, procedimientos y controles, que incluyen muestreos aleatorios, pruebas
y andlisis, pueden ser utilizados para determinar si el sistema HACCP esta
trabajando correctamente. Los procedimientos de verificacion son necesarios para
evaluar la efectividad del plan y confirmar que el sistema HACCP funciona de
acuerdo con lo establecido. La verificacion le permite al productor contrastar las
medidas de control y asegurar que el control es suficiente para cubrir todas las
posibilidades de desvios. La verificacion debe ser hecha por un individuo
apropiadamente calificado o por varios individuos que sean capaces de detectar
las deficiencias en el plan o en su aplicacion. La verificacion debe emprenderse
siempre que haya actualizaciones del plan HACCP, la rutina que supervisa las
actividades de los limites criticos no debe confundirse con los métodos de

verificacion, procedimientos o actividades.

Principio 7. Establecer un sistema de documentacion sobre todos los
procedimientos y los registros apropiados para estos principios y su
aplicacion. Los registros son evidencia escrita a través de la que se documenta
un acto, estos son esenciales para verificar la suficiencia del plan y la adhesién del

sistema HACCP al plan. Un registro muestra la historia del proceso, los controles,
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las desviaciones y las acciones correctivas (incluso la disposicién del producto)
gue ocurrieron al PCC identificado.

Para una adecuada implementaciéon del plan HACCP, son indispensables dos
programas de prerrequisitos: Buenas practicas de Manufactura (BPM) vy
Procedimientos Operativos Estandar de Sanitizacion (POES), ambos permiten
controlar el ambiente alrededor del alimento, de esta manera ayuda a reducir los
puntos criticos de control, mientras que el HACCP se ocupa del control de peligros

intrinsecos al alimento mismo.
2.7. Enfermedades Trasmitidas por Alimentos (ETA)

Las enfermedades causadas por alimentos carnicos contaminados son un
problema de salud extendido en el mundo, siendo ocasionadas por
microorganismos patdégenos (OMS, 2007), las cuales tienden a aumentar en
diferentes paises. En nuestro pais en el afio de 1990 se reportaron 28121 casos
de enfermedades intestinales, de las que un alto porcentaje esta provocado por el

consumo de alimentos contaminados (SSA, 2010).

Las ETA contindan siendo un problema real y enorme en los paises desarrollados
y en desarrollo, provocando grandes pérdidas econdmicas y sanitarias. Se ha
estimado que hasta un tercio de la poblacién de los paises desarrollados podria
sufrir cada afo los efectos de ETA, es probable que el problema de salud sea
todavia mas extendido en los paises en desarrollo, donde las enfermedades
diarreicas transmitidas por los alimentos y el agua acaban cada afio con la vida de
unos 2,2 millones de personas, nifios en la mayoria. Los riesgos quimicos de los
alimentos provocan ocasionalmente enfermedades agudas, y algunos aditivos
alimentarios, residuos de plaguicidas y medicamentos veterinarios Yy
contaminantes ambientales pueden plantear riesgos de efectos nocivos a largo
plazo en la salud publica (OMS, 2007).

La intoxicacion alimentaria por Staphylococcus es una ETA importante en el
ambito mundial. De los brotes de intoxicacién que se presentan en promedio, el
20% se debe al consumo de alimentos contaminados con enterotoxinas, bacterias
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del género Staphylococcus y principalmente, por la especie S. aureus. En México,
el Laboratorio Nacional de Salud Publica, en un estudio realizado 1980 y 1989, se
confirm6 que en el 45% de los brotes de ETA, el S. aureus se encontré como
agente causal, ocasionando 792 casos y 5 defunciones; condicion que en la
actualidad por el porcentaje no ha disminuido significativamente (SSA, 2010).

El avance de los conocimientos cientificos sobre los peligros que provocan las
ETA vy los riesgos que dichos peligros representan para los consumidores, junto
con la capacidad de adoptar intervenciones adecuadas, deberia permitir a los
gobiernos y al sector privado reducir significativamente los riesgos relacionados
con la alimentacion. No obstante, algunas veces ha habido problemas para
relacionar los riesgos de los alimentos y las enfermedades de las personas y
mucho mas para su cuantificacion y cuando se han podido determinar, las
intervenciones no han sido siempre técnica, economica y administrativamente
viables. Por ello, los responsables de la regulacion de la inocuidad de los
alimentos contindan encontrdndose en muchos paises con graves problemas
(FAO, 2009).

2.8. Importancia sanitaria del Staphylococcus aureus

La importancia sanitaria y de salud publica del S. aureus se confirma por un
numero elevado de casos y reportes de intoxicaciones de origen alimentario donde
el principal agente patdgeno fue S. aureus, aislado tanto de humanos como de
animales (Loh et al., 2009).

S. aureus es un patdgeno que produce una toxina resistente al calor, el agente
habita en menor frecuencia en la nasofaringe y la piel del ser humano. En la
mucosa nasal se encuentra de forma natural sin causar enfermedad, en la
nasofaringe se asocia con infecciones como: faringitis, sinusitis y tonsilitis; la
mayoria de los individuos son portadores por la presencia del agente en la piel de
la cara y manos, en donde persiste sin reaccion aparente o bien causando
lesiones pidgenas cutaneas. También se localiza en el ganado vacuno y en los

pollos (Fernandez, 2008; Koneman, 1999).
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El S. aureus produce hemolisinas las cuales tienen un efecto citotoxico y leucosida
mostrando una actividad pro-inflamatoria. Ademas pueden dafiar células
epiteliales, eritrocitos, fibroblastos, monocitos, macréfagos y linfocitos (Grumann et
al., 2013).

Las principales fuente de contaminacion por S. aureus en los alimentos es el
humano y los animales. El humano al estar infectado o ser portador lo trasmite a
los alimentos durante la elaboracion, en el caso de la contaminacion por los
animales la situacibn mas frecuente es la mastitis cronica o aguda del ganado
lechero, la contaminacion es a través de las maquinas ordefladoras o de las
manos de los ordefiadores del ganado. Otros factores que contribuyen a la
contaminacion son el manejo inapropiado y la conservacion en condiciones
inadecuadas de los alimentos favoreciendo el desarrollo de los microorganismos.
El crecimiento de S. aureus en alimentos tiene gran importancia por tratarse de un
microorganismo capaz de producir toxinas que al ingerirse causa intoxicaciones

alimentarias (Fernandez, 2008).

En consecuencia la interaccion humano — animales, se ha surgido como una
fuente de cepas resistentes y multirresistentes a los antibioticos, que incluyen
clonas de alta virulencia entre estas las de mayor importancia, S. aureus
ORSA/MRSA, que pueden también ser responsables de las intoxicaciones
alimentarias (FB-MRSA). Cuando la cepa colonizante es MRSA, el riesgo de
infeccion es superior al observado en portadores de cepas MSSA, sensibles a
meticilina (Wertheim, et al., 2005). En un estudio realizado en Espafia, cerca del
30 % de pacientes humanos con colonizacion nasal por MRSA desarrollaron
infeccion en el curso de los meses siguientes a su deteccion (Huang y Platt,
2003).

En Espafa se indican que la infeccion por MRSA, se intensifica en los hospitales
de tercer nivel. Sin embargo, paulatinamente se ha observado un aumento de
MRSA en hospitales de < 500 camas y su frecuencia es creciente en infecciones
CA-MRSA, al producirse entre 1993 y 2003, una tasa de aislamiento de MRSA del
7 al 28% (Asensio, et al., 2006).

-32-
MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA



Sin embargo, Broseta, et al., 2006, mencionan que en Espafia aumentan los casos
de MRSA en poblacién pediadtrica y en adultos inmigrantes procedentes de
Sudamérica (Cercenado, et al., 2008; Manzur, et. al., 2008). Aunque por otra
parte Deurenberg, et al., 2007, consideran la prevalencia de MRSA todavia baja
en el Continente Europeo.

2.8.1. Biologia de Staphylococcus aureus

S. aureus pertenece a la familia Staphylococcaceae observados por primera vez
Koch y Pasteur. Hacia 1880, Ogston fue quien los denominé con los siguientes
términos derivados del riego staphyle = racimo y Kokkos = granos. Es capaz de
crecer hasta con un 20 % de sal comdn. Por esto puede crecer en agua de mar.

Es bastante resistente a la desecacion, la congelacion y al calor (Fuello, 2005).

S. aureus es un microorganismo de gran importancia médica. Desde hace muchos
afos se le ha reconocido como uno de los principales agentes patégenos para el
humano. Forma parte de la familia Microccocaceae, género Staphylococcus, el
cual contiene mas de 30 especies diferentes y muchas de éstas son habitantes
naturales de la piel y las membranas mucosas del hombre y de los animales. Es
un coco Gram-positivo, no movil, no forma esporas, puede encontrarse solo, en
pares, en cadenas cortas 0 en racimos. Es un anaerobio facultativo, pero crece
mejor en condiciones aerobias. Del mismo modo, produce B-hemdlisis en medios
con sangre, fermenta el manitol, crece bien altas concentraciones de NacCl, es
catalasa, DNAsa y coagulasa positivo, lo que permite diferenciarlo del resto de las
especies del genero Staphylococcus. Sus colonias miden de 1 a 3 mm., producen
un tipico pigmento amarillo debido a la presencia de carotenoides y muchas cepas
producen hemdlisis a las 24-36 horas (Howe et al., 1996, Velazquez, 2005,
Kanafani y Fowler, 2006; y Bustos et al., 2006). El periodo de incubacion oscila
entre 30 min y 6 horas dependiendo de la cantidad de toxina ingerida y de la
susceptibilidad del individuo, los principales signos de la enfermedad son nauseas,

vomito, dolor abdominal y diarrea (Fernandez, 2008).
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Los Staphylococcus de acuerdo con la produccion de la enzima coagulasa, se
dividen en dos grupos: Estafilococos Coagulasa Positivos (ECP) y Estafilococos
Coagulasa Negativos (ECN). Existe una correlacion positiva entre la produccion de
coagulasa y la capacidad patdgena de la bacteria, por lo tanto se considera que
los ECP son patdgenos y los ECN no lo son, sin embargo, hay algunas especies
de ECN que se han relacionado con procesos patoldgicos tanto en el hombre
como en los animales (Vadillo et al., 2002).

S. aureus posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una amplia
gama de enfermedades. Produce lesiones superficiales de la piel y abscesos
localizados en otros sitios. Causa infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis. Es causante de
infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es la
principal causa de infecciones nosocomiales. Provoca intoxicacion alimentaria al
liberar sus enterotoxinas en los alimentos y produce el sindrome del shock téxico
al liberar superantigenos en el torrente sanguineo. Ademas, causa septicemia,
impétigo y fiebres (Foster 2006; Kanafani y Fowler, 2006; Shopsin y Kreiswirth,
2001; Velazquez, 2005). Sin embargo, el papel de los distintos factores de
virulencia en el desarrollo de las infecciones por S. aureus sigue siendo
incompleto. Algunas cepas estan desarrolladas para causar enfermedad en todo el

mundo, mientras que otras son menos fuertes (Rachel y Franklin, 2008).
2.8.2. Mecanismos de patogénesis de Staphylococcus aureus

El S. aureus causa en el hombre lesiones superficiales del tejido cutaneo y
subcutaneo; dentro de éstas se incluyen foliculitis, forinculos, celulitis, abscesos e
impétigo, y también puede causar infecciones invasivas como neumonia,
osteomielitis, miocarditis, meningitis y artritis (Stapleton y Taylor, 2002). De igual
forma produce varios tipos de toxicosis, como intoxicacion alimentaria, necrélisis

epidérmica téxica y sindrome del choque téxico (Bustos et al., 2006).

Ademas es un patdgeno de mayor importancia en medicina veterinaria, debido a

gue afecta a diversas especies de animales como al ganado, en aves de corral,
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pequefios rumiantes, conejos, cerdos, caballos, entre otras. En estos animales
ocasiona diversas alteraciones clinicas entre las que destacan mastitis, artritis,
dermatitis exudativa, abscesos subcutdneos, osteomielitis y septicemias
(Hermans et al., 2004; Velazquez et al., 2005).

2.8.3. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

S. aureus posee una gran variedad de factores de virulencia (Cuadro 6) que
justifica su capacidad patogénica y de invasion al hospedador al afectar sus
mecanismos de defensa y de resistencia a los antimicrobianos utilizados en la

clinica (Malouin et al., 2005).

Cuadro 6. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus
Componentes Estructurales  Funcioén

Peptidoglicano Presenta actividad endotdxica, activa el complemento e
induce la produccién de anticuerpos opsonizantes.

Acidos tecoicos Median la unién de los Staphylococcus a las superficies
mucosas.
Proteina A Activa el complemento y bloquea la fraccién Fc de las

inmunoglobulinas por lo que previene la fagocitosis e
inhibe la opsonizacién.

Polisacaridos capsulares Facilita la adhesion bacteriana e inhibe la fagocitosis.
Enzimas Funcion
Catalasa Degrada el peroxido de hidrégeno protegiendo al

organismo durante la fagocitosis.

Coagulasa Formacion de codgulos, convierte el fibrinbgeno en
fibrina, facilitando procesos sépticos y la formacion de
abscesos.

Hialuronidasa Degrada el acido hialurénico de la matriz del tejido
conjuntivo facilitando la propagacion de la infeccion.

Fuente: Chambers y De Leo, (2009); Gordon y Lowy, (2008); Sibbald et al., (2006).

Entre los diversos factores de virulencia del agente, esta la produccién de una
enzima llamada coagulasa, que es un indicador de patogenicidad de S. aureus,
por lo tanto en su identificacion en el laboratorio la presencia de esta enzima es
necesaria para la confirmacién de su existencia. Existen dos tipos de coagulasa; la
unida a la pared celular de la bacteria que aglutina los eritrocitos, también llamado

cumpling factor y la libre (Staphylocoagulasa) o verdadera coagulasa capaz de
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transformar el fibrinégeno en fibrina, originando un coagulo de fibrina que utiliza

para evadir el sistema inmune del hospedero (Hurtado et al., 2002).

2.8.4. Staphylococcus aureus y sus mecanismos de resistencia a los

antibiéticos B-lactamicos

Se han descrito, al menos, tres mecanismos de resistencia de S. aureus a los [3-
lactamicos, en muchas ocasiones relacionados entre si: la hiper produccién de [3-
lactamasas, fendmenos de tolerancia y resistencia por proteinas fijadoras de
penicilina (PBP) modificadas o supernumerarias, conocida como resistencia

intrinseca a meticilina.

La pared celular del S. aureus esta constituida por una malla de glicano
(polisacérido) y cadenas interconectadas por enlaces cruzados peptidicos
conocidos como peptidoglicano. La sintesis del peptidoglicano se lleva a cabo por
enzimas unidas a la membrana conocidas como proteinas de union a la penicilina
(penicillin binding proteins, PBPs) (Llarrull et al., 2009). Las PBPs actian como
enzimas cataliticas produciendo una estructura reticulada de peptidoglicano,

dando como resultado una pared celular estable (Hiramatsu et al., 2002).
2.9. Staphylococcus aureus Oxacilina / Meticilina Resistente

La meticilina fue introducida en Europa en 1959 y un afio después se detecto la
primera cepa de S. aureus meticilina resistente (“methicillin resistant S. aureus”,
MRSA) (Bustos et al., 2006). Esta resistencia fue denominada intrinseca, ya que
no se debia a la destruccion del antibiético por la B-lactamasa (Vasquez et al.,
2008).

Las penicilinas resistentes a la penicilinasa (oxacilina y meticilina), asi como las
cefalosporinas, poseen una estructura molecular que las protege frente a la accién
de la B-lactamasa. Sin embargo, el género Staphylococcus ha desarrollado

mecanismos mas complejos de resistencia frente a este grupo de antimicrobianos.

Las cepas resistentes a la meticilina y oxacilina son consideradas como cepas

ORSA/MRSA. El mecanismo de resistencia a meticilina de S. aureus se asocia en
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general a la sintesis de una nueva PBP (PBP2% o PBP2") de 78 kDa con baja
afinidad por la meticilina y el resto de los B-lactdmicos. El determinante genético
de esta proteina es de naturaleza cromosémica (gen mec). Este gen contiene loci
distintos, el mecA, que codificaria la PBP2%, y el mecR o gen regulador. Las cepas
ORSA / MRSA con resistencia verdadera o intrinseca a meticilina poseerian los
marcadores gen mecA y PBP2% (Berger-Bachi y Rohre, 2002).

O como lo citan otros autores la resistencia a la meticilina es codificada por el gen
mecA, lo que resulta en la produccién de PBP2? una proteina de unién de
penicilina (PBP) que muestra una baja afinidad a los antibidticos B-lactamicos
(Chambers, 1997). La PBP2? continlia sintetizando el peptidoglicano mientras que
las PBPPs habituales son inhibidas por los antibiéticos B-lactamicos (Figura 5)
(Camarena y Sanchez 2001; Chambers, 1997). La transferencia de esta
resistencia es de forma horizontal por medio del casete cromosomal estafilococo
mec (SCCmec) (Katayama et al., 2000).

MRSA se identificaron por primera vez en Inglaterra en 1961 y en los Estados
Unidos en 1968 (De Lencastre et al.,, 1994). Sin embargo, anteriormente, la
mayoria de los casos reconocidos de MRSA fueron diagnosticados en los centros
de salud, como hospitales, denominados HA-MRSA (MRSA adquirido en
Hospitales). En los ultimos afos, el MRSA se ha diagnosticado con mayor
frecuencia en personas que no estan en el hospital al momento del diagnéstico, y
no ha sido hospitalizado recientemente CA-MRSA (MRSA adquirido en la
Comunidad). Ademas, se han reportado brotes de MRSA mas frecuentes en
ciertos grupos, como las personas que participan en deportes de equipo, en los
nifios que asisten a escuelas o guarderias en conjunto, en los reclutas militares,
presos de las carceles o prisiones, y los hombres que tienen sexo con hombres. A
veces, las infecciones pueden ser mas graves si se producen en ciertas areas del
cuerpo, tales como en la sangre, liquido sinovial, médula 6sea y érganos internos
llegando a ser potencialmente mortales. Por tal razén algunos paises como E.U. a
la presencia de MRSA se le considera de notificacion obligatoria (Gobierno de
Idaho, 2011).
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Figura 5. Mecanismo de resistencia a la meticilina por S. aureus. Se observa la participacion del gen mecA
inhibiendo la accién de los antibiéticos B-lactamicos.
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(Imagen originaria de: http://depts.washington.edu/hivaids/derm/case6/discussion.html).

Los aislados de Meticilina Resistente a Staphylococcus aureus adquiridos en la
comunidad (CA-MRSA), poseen el Casete Cromosomico de Stahylococcus mec
(SCCmec) de tipo IV y con menor frecuencia de tipo V que contienen el gen mecA
implicado en la resistencia a meticilina, pero no los genes que codifican
mecanismos de resistencia a otros antibidticos como clindamicina, cotrimoxazol,
tetraciclinas o rifampicina, que hasta recientemente eran frecuentes en él
Meticilina Resistente a Staphylococcus aureus adquiridos en hospitales (HA-
MRSA) portador del SCCmec de tipo Il. La mayoria de cepas de CA-MRSA tienen
los genes productores de la leucocidina de Panton-Valentine (PVL) determinante
de la necrosis tisular y la formacién de abscesos y causante en gran medida de su

mayor virulencia (Vandenesch, et al., 2003).

El MRSA, se trasmite facilmente a partir de infecciones en la piel. Las personas
pueden ser "portadoras" asintomaticas del MRSA durante dias, semanas o incluso
afnos, facilitando el que puedan contagiar a otros individuos susceptibles (Elana,
2011).
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En humanos, S. aureus es la mayor causa de morbilidad y mortalidad nosocomial,
se ha incrementado por la prevalencia de cepas de S. aureus resistentes a la
meticilina constituyendo un problema de control en medicina humana, por la
asociacion con otros factores de virulencia. Detalles patogénicos y estudios
epidemiologicos dependen de la disponibilidad de diferentes sistemas de
tipificacion que diferencien entre cepas que pertenezcan a este tipo de cepas
bacterianas (Zadoks, 2002).

La importancia de cepas de adquisicién hospitalaria (HA-MRSA), se relaciona con
su elevada prevalencia nosocomial en todo el mundo. Aunque los datos
epidemiologicos a menudo no son comparables debido a las diferencias en el
disefio del estudio y al tamafio de la muestra, las tasas mas altas de MRSA
(>50%) se registran en el Norte y Sur de América (Figura 6), entre los paises que
destacan son Estados Unidos, Brasil y Chile. Tasas intermedias (25-50%) son
reportadas en México, Venezuela, Tunez, India, China, Australia, Africa y algunos
paises de Europa como Portugal (49%), Grecia (40%), Italia (37%) y Rumania
(34%). Prevalencias bajas (5-10%) se han observado en los Paises Bajos, Canada
y Arabia Saudita (Mejia et al., 2010; Stefani et al., 2012).

Figura 6. Prevalencia de HA-MRSA a nivel mundial.
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(Tomada de Stefani et al., 2012).
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La evolucion de las cepas MRSA ha dado origen a clonas pandémicas,
identificandose cinco tipos: Ibérica, Pediatrica, Hungara, Nueva York/Japon y
Brasilefia, provocando un alarma epidemiolégica a nivel mundial por su

diseminacién y su corta accion terapéutica en contra de ellas (Velazquez, 2005).

En los aflos 90 se describieron en Australia brotes por MRSA en grupos de
personas sin los factores clasicos de HA-MRSA, empezandose a reconocer como
infecciones de MRSA adquiridas en la comunidad (CA-MRSA), para diferenciarlo
de aquellos adquiridos en el hospital (Garcia, 2011).

El Centro de Control de Prevencion de Enfermedades de EUA, define que la
infeccion por CA-MRSA ocurre en aquellas personas que no tiene un historial
clinico de infeccion, sin antecedentes de hospitalizacion o asilo en una casa de
reposo en el dltimo afio, ademas de no contar con un historial médico en el dltimo
afio de: hospitalizacion, cirugia, dialisis, catéteres permanentes o dispositivos
médicos (Millar et al., 2007).

El CA-MRSA se relaciona comunmente con infecciones de piel y tejidos blandos,
estas infecciones suelen manifestarse como celulitis, fordnculos y abscesos;
algunos casos pueden ser severos y estar asociados a neumonia necrotizante,
empiema, sepsis, bacteriemia, osteomielitis, fascitis necrotizante y puarpura
fulminans; en cuyo caso se asocian a altas tasas de morbilidad y mortalidad
(Benoit et al., 2008).

Las cepas CA-MRSA y las HA-MRSA difieren no solamente en su cuadro clinico y
en su epidemiologia, sino que representan en general caracteristicas fenotipicas y

genotipicas distintas (Zhang et al., 2008).

En México el primer reporte descrito de CA-MRSA, fue reportado en un hospital de
Nuevo Ledén en el afio 2011, otros casos se han reportado en paises de
Sudamérica, Uruguay, Argentina, Paraguay, Chile, Ecuador, Colombia, Venezuela
y Brasil (Garcia 2011; Ma et al., 2005; Velazquez et al., 2011).

- 40 -
MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA



En la actualidad se esté produciendo un rapido aumento en la prevalencia de CA —
MRSA en algunos paises, principalmente en EUA a menudo, su numero se
incrementa sustituyendo a las cepas propiamente hospitalarias, de forma que la
barrera entre ambos tipos es cada vez menor. Esto se refleja en que cepas
consideradas CA-MRSA es ocasiones estan presentando resistencia a antibiéticos
no B-lactamicos no propias de estos clones (Deresinski, 2005).

Recientemente estan surgiendo infecciones en la comunidad producidas por
cepas cuyo origen parece estar relacionado con animales de produccién (Voss et
al., 2005; Wulf et al., 2008).

2.9.1. Infecciones por Stahpylococcus aureus resistente a la meticilina en los

animales

S. aureus causa un amplio rango de infecciones oportunistas en animales de
compafia, como infecciones superficiales de la piel, infecciones post-operatorias y
en ocasiones es el causante de grandes patologias (Cuny et al., 2010; Walther et
al., 2008).

El primer reporte de infeccibn de MRSA en animales de compafiia fue en gatos
(Lilenbaum et al., 1998). Desde entonces se han aislado en numerosos casos y en
diferentes paises (Pinto et al., 2011). Asi mismo, se han detectado MRSA en
hospitales de equinos en Japon, EUA, Reino Unido, Australia, Alemania e Irlanda
(Leonar y Markey, 2008; Van den Eede et al., 2009). Incluso se han aislado cepas
de MRSA en animales exdéticos como en tortuga, loro y murciélago (Walther et al.,
2008).

Algunos estudios han demostrado que la mayoria de las cepas de MRSA
obtenidas de animales de compafia, muestran caracteristicas similares a las
aisladas en el los humanos (Strommenger et al., 2006). Por lo tanto no se descarta
el posible origen humano de estas cepas, siendo el hombre el que probablemente
disemine estos clones en hospitales, en la comunidad y a los propios animales
(Walther et al., 2008; Weese et al., 2005).
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Por el contrario, lo animales portadores constituyen un reservorio de cepas de
MRSA, pudiendo transferir dichos microorganismos al ser humano, aumentando
asi la capacidad de diseminacion y consecuentemente de infeccion (Cuny et al.,
2010; Voss et al., 2005).

Dada la importancia de S. aureus como agente causal de mastitis bovina y el uso
generalizado de los antibidticos intramamarios en esta especie, no es
sorprendente que los primeros aislamientos de MRSA asociados a los animales de
produccién (LA-MRSA) fueron en vacas lecheras (Lee, 2003). EI MRSA se ha
aislado también en otros animales de produccion como cerdos (Voss et al., 2005)
y en menor medida en pollos (Lee, 2003), ovejas y conejos (Leonard y Markey,
2008).

La deteccion de MRSA en los animales desempefia un papel importante en la
epidemiologia ya que éstos representan un reservorio natural y el contacto con
animales portadores implica un riesgo para la salud humana (Lee, 2003; Voss et
al., 2005; Weese et al., 2005).

En un estudio longitudinal, se demostré que la prevalencia de MRSA disminuye
rapidamente durante la ausencia del contacto con los animales, durante
vacaciones y entre los ciclos de produccion (Graveland et al., 2011b),
observandose que la higiene de la granja y el uso adecuado de los antibioticos se

asocia a una baja prevalencia de MRSA en los animales (Graveland et al., 2011a).

Actualmente se han descubierto en Dinamarca, Francia, Canada y en los Paises
Bajos, que la cepa MRSA CC398 (complejo clonal) de origen animal se encuentra

en la poblacién humana (Lewis et al., 2008).

La infeccion por S. aureus en el hombre y en el ganado presenta un desafio
epidemiolégico mundial para los problemas de salud humana y animal. El
incremento de la prevalencia de MRSA implica un serio problema terapéutico en el
ambiente hospitalario, comunitario y asociado al ganado (Brody et al., 2008; Gil,
2000).
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En afios resientes se han identificado cepas MRSA en alimentos frescos vy
procesados (FB-MRSA), implicando un riesgo mayor para la salud publica por la
facil diseminacion de estas cepas a la poblacion humana (Veldzquez et al., 2011).

2.10. Biotipificacién de Staphylococcus aureus

Al encontrarse S. aureus presente en la flora normal de piel y las membranas
mucosas de los mamiferos y aves, puede diseminarse en diferentes hospederos y
sobrevivir por largos periodos de tiempo; donde pueden desarrollar enfermedades,
su alta frecuencia justifico el desarrollo de métodos para subdividir las especies en
variedades y subespecies. La caracterizacion fenotipica mediante la biotipificacion
del S. aureus se ha empleado para estimar el origen presuntivo de este
microorganismo en la industria alimentaria y en investigaciones epidemiolégicas
de brotes por intoxicacion alimentaria (Hennekinne et al., 2003). Se puede realizar
por medio de crecimiento en agar cristal violeta, esta prueba bioguimica es
utilizada por primera vez por Chapman en 1934, en su investigacion descubre que
este medio es el mejor para aislar Staphylococcus, utilizd diferentes
concentraciones desde 1:1,000,000 hasta 1:50,000 legando a la conclusion que la
optima es de 1:100,000 en el cual las colonias adquieren diferente color, lo que
permite definir los biotipos A (de origen humano), C (de origen bovino) y E (de

origen canino) (Meyer, 1967).

Después se utilizaron otras pruebas bioquimicas para dividir los organismos en
biotipos, como son coagulacion de plasma humano, bovino y de conejo, actividad
fibrinolitica, produccién de alfa, beta y delta hemdlisis, pigmentacion de las UFC y
caracteristicas del crecimiento en agar cristal violeta (Dimitraccopoulus, et al.,
1977).

S. aureus de origen humano (A) se asocia con la coagulacién del plasma humano,
produccion de estafilocinasa, crecimiento en agar cristal violeta de color violeta,
hemdlisis alfa-beta, susceptibilidad a los fagotipos de los grupos diferentes al
grupo IV. La produccion de fibrinolisina determina las cepas de origen humano,

esto no ocurre en ningun biotipo animal, las cepas de origen bovino (C) coagulan
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plasma humano y bovino, muestran un pigmento amarillo-crema, colonias
amarillas en agar cristal violeta, no producen estafilocinasa, tienen actividad
hemolitica beta o beta delta y son susceptibles a los fagocitos del grupo IV. Los
aislamientos de S. aureus de origen canino (E) forman un grupo de cepas no
pigmentadas, provenientes de perros, caballos, palomas, visones. Estos difieren
por sus caracteristicas aberrantes y no ser lisadas por los fagos de los grupos del |
al 1V, coagulan el plasma bovino, muestran pigmento de color blanco y colonias
blancas en agar cristal violeta, carecen de produccién de estafilocinasa y no son
tipificables con los grupos béasicos de fagos (Cohen, 1977; Cohen, 1982).

Las especies animales son portadores de cepas de S. aureus, pero estas difieren
en cada especie animal, a consecuencia de que la misma bacteria causa
diferentes condiciones patoldgicas en diferentes hospederos animales por la
diferencia en sus caracteristicas genéticas. Las cepas de S. aureus gue se aislan
de varias especies animales difieren una de otra. Algunos investigadores
proponen diferentes pruebas para diferenciar las cepas humanas de las de otras

especies animales (Devriese, 1984).

Es una herramienta que se utiliza para estimar el origen de este organismo en
varios productos alimenticios, principalmente por el gran aumento de brotes por

intoxicacion alimentaria en humanos alrededor del mundo (Lamprell, 2004).
2.11. Formacion de biofilms bacterianos

Los biofiims se definen como comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o
un tejido vivo. El crecimiento en biofilms representa la forma habitual de
crecimiento de las bacterias en la naturaleza. La capacidad de formacion de
biofilm no parece estar restringida a ningun grupo especifico de microorganismos
y se considera que bajo condiciones ambientales adecuadas todos los

microorganismos son capaces de formar biofilms (Costerton, et al., 1995).

Si una superficie permanece humeda durante un tiempo suficiente, se formara

biofilm en ella, tanto si es una piedra en un estanque, el casco de un barco, una
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lente de contacto o las superficies donde se manipulan alimentos. En la primera
fase de formacion, las células bacterianas se adhieren a la superficie en un
proceso que puede ser activo o pasivo, en funcion de si las células son méviles o
no y de factores ambientales. Una vez que se adhieren las células a la superficie,

es muy dificil eliminarlas sin una accién mecéanica o el uso de productos quimicos.

Los biofilms se desarrollan mas rapido cuando disponen de una fuente continua de
nutrientes. En general, se adhieren a superficies como el acero inoxidable, el
aluminio o el vidrio y también pueden encontrarse en superficies de contacto con
alimentos, como juntas, correas transportadoras y grietas. Tras la union, las
bacterias del biofilm empiezan a agruparse y a crecer para crear microcolonias
(Chavarrias, 2013).

La formacion de biofilm mejora la resistencia bacteriana, la cual puede estar
asociada en algunos casos con meticilina resistente a Staphylococcus aureus,

complicando los tratamientos de las enfermedades infecciosas (Zhou et al., 2015)
2.11.1 Biofilms y Resistencia a los Antibioticos

La caracteristica que mejor distingue las infecciones cronicas relacionadas con
biofiims de las infecciones agudas es su respuesta a tratamientos antibiéticos.
Mientras que las infecciones agudas pueden ser eliminadas tras un breve
tratamiento antibiético, las infecciones por biofilms normalmente no consiguen ser
completamente eliminadas, producen episodios recurrentes y la mayoria de las
veces deben resolverse sustituyendo el implante. Esto se debe a que las bacterias
del biofilm pueden ser hasta 1.000 veces mas resistentes a los antibioticos que
esas mismas bacterias crecidas en medio liquido (Donlan y Costerton, 2002; Mah
y O'Toole, 2001; Stewart y Costerton, 2001).

La explicacion para la baja eficacia de los antibiéticos contra las bacterias en
biofilm es la incapacidad del antibidtico para penetrar la matriz exopolisacaridica.
El biofilm protege a las bacterias de la accién opsonizante de los anticuerpos, el

ataque de las células fagociticas y el tratamiento antimicrobiano (Lasa et al, 2005).
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Dado que existen pocos estudios que determinen la importancia de la
contaminacion de las canales de conejos por S. aureus y la caracterizacion de los
aislamientos ORSA/MRSA para determinar la presencia de cepas MRSA, se hace
necesario evaluar el nivel de contaminacion de este microorganismo patdégeno en
las canales de conejo de rastros comerciales, asi también su caracterizacion de

los aislamientos para identificar las cepas MRSA.
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3. JUSTIFICACION

El Estado de México es un importante productor de conejos (Oryctolagus
cuniculus) a nivel nacional, ademas de ser el principal consumidor de carne para
abasto, la cual es consumida en los centros gastronédmicos de Texcoco,
Amecameca, La Marquesa, Valle de Bravo y Atlacomulco principalmente. El
abasto de la produccién de carne de conejo va en incremento en los diferentes
sectores de la poblacion, obligando con esto, una produccion higiénica de las
canales para asegurar la inocuidad alimentaria y la prevencion de ETA en la

poblacion humana.

En la actualidad existen diferentes riesgos de contaminacion para los productos
carnicos, desconociéndose ampliamente el origen de los microorganismos
patdogenos que le causan dafio al hombre. Dentro de ellos se encuentra el S.
aureus, que es un patégeno muy versatil presente en el ser humano y en los
animales como huésped natural, capaz de causar una amplia gama de
enfermedades. Su presencia en alimentos tiene gran importancia por tratarse de
un microorganismo capaz de producir enterotoxinas que al ingerirse causan
intoxicacion alimentarias, razon por la cual se considera una de las principales
ETA. Asi mismo, por la ocurrencia de que existan cepas de S. aureus meticilina
resistente (MRSA) de origen animal consideradas de alto riesgo a la salud publica
por la posibilidad de que sean diseminadas a partir de los animales de compaiiia,
de produccién y los mismos alimentos de origen animal. En México no existen
estudios en los cuales se ha determinado el nivel de contaminacién de canales de

conejo asociadas a S. aureus y a la identificacion de cepas MRSA.

-47 -
MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA



4. HIPOTESIS

La contaminacion por Staphylococcus aureus en canales de conejos
(Oryctolagus cuniculus) es igual o mayor a 17.2 % de cepas meticilina
resistente en rastros cunicolas del Estado México.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Determinar los niveles de contaminacién microbiana por Staphylococcus
aureus Yy la caracterizacion del antibiotipo ORSA/MRSA en canales de
conejo (Oryctolagus cuniculus) procedentes del Estado México.

5.2. Objetivos Especificos

Determinar la contaminacion de la superficie de las canales de conejos en

tres rastros cunicolas comerciales del Estado de México.

Determinar la frecuencia de los fenotipos de S. aureus asociados a la
contaminacion de la canal relacionados con el biotipo, la producciéon de
biofilm y el antibiotipo ORSA/MRSA.

Determinar la presencia del gen mecA por medio de la reaccidon en cadena

de la polimerasa (PCR).

Establecer la asociacion de la contaminacion de S. aureus meticilina
resistente y los riesgos sanitarios en el proceso de obtencién de las canales
de conejos determinando los puntos criticos de control en los rastros

estudiados.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. MATERIALES

Biologico

217 aislamientos de Staphylococcus aureus obtenidos de superficie de canales de

conejos en tres de rastros cunicolas del Estado de México.

Cepas de referencia

Cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
Cepa Staphylococcus aureus meticilina resistente (ATCC 43300).

Cepa Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228).

Material de Muestreo

Bolsas con refrigerante.

Hielera.

Plantillas Estériles (2.5 cm por 2.5 cm, 5.0 cm por 5.0 cmy 10.0 cm por 10.0 cm)
Etiquetas auto-adheribles.

Hojas de registro.

Gradilla metalica.

Marcador.

Guantes de latex.

Toallas desechables.

Tubos de ensaye de 20 x 125 mm con tapon de rosca.
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Tubos Falcén de 10 ml.

Hisopos estériles.

Material de Laboratorio

Medios de cultivo

Agar Baird Parker (Bioxon).

Agar Base de Gelosa Sangre (Bioxon).
Agar Vogel Johnson (Bioxon).

Agar Sal y Manitol (Bioxon).

Agar Triple Azucar y Hierro TSI (Bioxon).
Caldo Muller Hinton (Bioxon).

Agua Peptonada (Difco)

Agar Muller Hinton (Bioxon).

Caldo Infusién Cerebro Corazon (Bioxon).
Cloruro de Sodio (Baker).

Telurito de Potasio (Sigma Chemical).

Cristaleria

Cajas de petri de vidrio de 15 x 100 mm.
Matraces Erlenmeyer de 250 y 500 mL.
Portaobjetos de 26 x 62 mm.

Probetas graduadas 1, 3,5y 10 mL.

Tubos de ensaye con tapon de rosca de 13 x 100 mm.
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Equipo

Asa bacteriolégica de nicromel de 10 mL.
Autoclave.

Balanza analitica (Ohaus).

Balanza granataria 2.610 g (Ohaus).
Bafio Maria de 0 a 100 °C.
Termdmetro de mercurio.

Centrifuga.

Cronémetro.

Estufa bacteriologica (Riossa).
Mecheros Bunsen de alta temperatura.

Microscopio optico (Carl - Zeizz).

Micropipetas de 0.5- 10.0, 5.0 — 50, 20.0 — 200, 200 — 1000.ml.

Refrigerador (Nieto).

Vortex (Thermolyne / Maxi mix ).
Termociclador para PCR convencional.
Termociclador para PCR tiempo real.
Reactivos y sustancias

Aceite mineral.

Agua destilada.

Clorhidrato de oxacilina (Sigma, Chemical)
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Tren de tincién de Gram.

Unidiscos de amoxicilina/acido clavulanico (20/10 pg), oxacilina (1 pg) y cefoxitina
(30 pg) (BBL- Becton Dickinson; Loveton Circle Sparks, USA).

Azul de Tripan.
Rojo Congo.

Sucrosa.
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6.2. METODOS

Se realizé un estudio trasversal, mediante un muestreo por conveniencia durante
los meses de abril a octubre del afio 2014 en tres rastros comerciales del Estado
de Meéxico para determinar el nivel de contaminacion de la superficie de las
canales de conejo por S. aureus y su caracterizacion fenotipica relacionada con el

biotipo, biofiim y las cepas MRSA.
6.2.1. Estudio preliminar

Para establecer el método de muestreo de superficie en la canal de conejo se

realizo un estudio piloto dividido en dos fases:

FASE |. Identificacion de un método de muestreo no destructivo para

determinar la contaminacion bacteriana en canales de conejos

Se tom6 como base, la técnica empleada para el analisis microbiolégico de las
superficies de las canales en especies de abasto de talla mayor y mediana
muestreando cuatro regiones de la canal (muslo, lomo, costillar y cuello) en las
cuales se establecen muestreos de las regiones con plantillas de 5 cm por 5 cmy
10 cm por 10 cm (USDA, 1996; Commission Decision, 2001; SENASICA, 2010b),
para el estudio se propuso el muestreo de superficies en las canales de conejos
de una plantilla de 2.5 cm por 2.5 cm con un area total de 25 cm? de las regiones

similares en las tallas de los animales mencionados.

Esta investigacion se realizO con 15 conejos de la raza Nueva Zelanda y
California, edad promedio 75 dias y peso promedio 3 Kg obtenidos de un
establecimiento habilitado para el sacrificio de conejos, ubicado en la comunidad
de Santa Cruz Atizapan, Toluca, Estado de México (19° 27’ 9” de latitud norte y de
99° 46’ 58” de longitud oeste).

Esta técnica de muestreo se efectué en tres grupos de conejos considerados
como grupo 1, 2 y 3, cada uno constituido por 5 conejos, delimitando la zona de
muestreo diferente para cada conejo y cada grupo; en el primer grupo se delimito
una superficie de 2.5 cm por 2.5 cm, considerando cuatro regiones a muestrear
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para los primeros cuatro conejos, una region por conejo, sefialadas como: Region
1 (R1) para el muslo, Region 2 (R2) para el lomo, Regién 3 (R3) para el costillar y
Region 4 (R4) para el cuello, al conejo numero cinco del grupo uno, se realizo el
muestreo de las cuatro regiones para un solo analisis (R1+R2+R3+R4); el mismo
procedimiento se realiz6 para los dos grupos restantes, delimitando en el grupo
dos por una regién de 5 cm por 5 cm y en el grupo tres por una regién de 10 cm
por 10 cm. Después de sefalar el &rea a muestrear en la canal del conejo para
cada grupo individualmente con la plantilla de 2.5 cm, 5 cm y 10 cm previamente
esterilizada, se realiz6 hisopado en las distintas regiones de la canal con un
hisopo estéril humedecido en un tubo con 10 mL de solucion de agua peptonada
al 2 %, depositando el hisopo al tubo con la misma solucion y resguardandolo a 4°
C. como lo indica la NOM-109-SSA1-1994 hasta analizar las muestras en
laboratorio.

Las muestras se analizaron para identificar la presencia de S. aureus siguiendo lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-115-SSA1-1994 (Determinacion
de S. aureus en alimentos), realizando seis diluciones (1X10™" a 1X10°) (NOM-
110-SSA1-1994), inoculando 0.1 mL en el medio agar Baird Parker, distribuyendo
en todo el medio con varilla estéril de vidrio angulo recto e incubando a 37° C por
48 horas con el fin de contabilizar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
presentes en las canales de conejo. Asi mimo, se realiz6 un conteo de unidades
formadoras de colonias por centimetro cuadrado (UFC/cm?) con el estimador
Ns=(N*F/A)*D, de acuerdo al protocolo establecido para estimar la carga
microbiana en la superficie (MAP-SOIC, 2004), en donde:

Ns = las UFC presentes por centimetro cuadrado.

N = al nimero de UFC en 1 mL de liquido de dilucion.

F = la cantidad en mililitros diluyente en el tubo de dilucién.
A = a la superficie en cm? muestreada.

D = al reciproco de la dilucién usada por el factor.
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FASE Il. Instrumentar el método no destructivo para el muestreo de

superficie en canales de conejos

Se evaluaron las regiones de muestreo (R1) para el muslo, (R2) para el lomo, (R3)
para el costillar y (R4) para el cuello, las cuales se compararon con el muestreo de
las cuatro regiones (R1+R2+R3+R4) en una muestra compuesta.

Para corroborar el procedimiento propuesto en la primer fase del estudio piloto se
consideraron muestrear 45 canales de conejos de forma aleatoria en la linea de
sacrificio para efectuar la estimacion de la contaminacién de superficie en las
diferentes regiones de las canales de conejo obtenidas de un rastro comercial
registrado, localizado en el municipio de Huixquilucan, Estado de México
(19°18'07" y 19°26'27" de latitud norte; 99°14'10" y 99°24'15" de longitud oeste), la
técnica de muestreo utilizada se efectu6 en tres grupos considerados como grupo
1A, 2A y 3A, cada grupo constituido por 15 conejos, delimitando una zona de
muestreo diferente cada grupo; en el primer grupo se demarco una superficie de
2.5 cm por 2.5 cm, considerando cuatro zonas a muestrear tanto individualmente
como en un solo muestreo por conejo. El mismo procedimiento se realizo para los
dos grupos restantes, delimitando al grupo 2A, una superficie de 5 cm por 5 cmy
en el grupo 3A, una area de 10 cm por 10 cm, mediante el método aprobado y
descrito por USDA, 1996; Commission Decision, 2001 y SENASICA 2010b. Se
realizd6 hisopado en las distintas regiones de la canal con un hisopo estéril
humedecido en un tubo con 10 mL de solucién de agua peptonada al 2 %,
posteriormente se regreso el hisopo al tubo con la misma solucién y se resguardo
a 4° C. como lo indica la NOM-109-SSA1-1994 hasta analizar las muestras en

laboratorio.

Las muestras se analizaron para identificar la presencia de S. aureus siguiendo lo
establecido en la NOM-115-SSA1-1994, realizando seis diluciones (1X10*! a
1X10°) (NOM-110-SSA1-1994), inoculando 0.1 mL en el medio agar Baird Parker,
distribuyendo en todo el medio con varilla estéril de vidrio angulo recto e
incubando a 37° C por 48 horas con el fin de contabilizar las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) presentes en las canales de conejo. Asi mimo, se
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realizé un conteo de unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado
(UFC/cm?) con el estimador Ns = (N*F/A)*D (MAP-SOIC, 2004), a partir de la
dilucién 1X10°.

6.2.2. Evaluacién de la contaminacion microbiolégica de las canales de
conejos

Para estimar el nivel de contaminacién por S. aureus en las superficies de las
canales de conejos en rastros, se evaluaron 217 canales obtenidas de la linea de
sacrificio en tres rastros comerciales del Estado de México (Figura 7).

La identificacion de los rastros se consideré de la siguiente forma:
Rastro A: establecimiento localizado en el municipio de Huixquilucan.
Rastro B: establecimiento localizado en el municipio de San Felipe del Progreso.

Rastro C: establecimiento localizado en el municipio de Tecamac.

Figura 7. Ubicacién de los municipios donde se encuentran los tres rastros cunicolas cooperantes. (A)
Huixquilucan, (B) San Felipe del Progreso y (C) Tecamac.

(Tomada de http: //lwww.travelbymexico.com/estados/estadodemexico, 2015).
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6.2.3. Seleccion de rastros comerciales

La seleccion de los rastros comerciales para el estudio se efectué con base a su
registro vigente ante la Secretaria de Salud (SSA) y su volumen de sacrificio
anual; el rastro A procesa 19,200 conejos anuales y el rastro B 31,200 conejos
respectivamente; el rastro C se consideré por su certificacibn como rastro Tipo
Inspeccion Federal otorgada por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién (SAGARPA) a través del Servicio Nacional
de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) y su volumen de
sacrificio anual de 42,000 conejos. Ademas de su distribucién comercial en el
abasto de canales de conejo en el Estado de México.

Rastro A, Huixquilucan

El rastro comercial registrado en el municipio de Huixquilucan se localiza en la
parte centro del Estado de México en la vertiente oriental del monte de Las
Cruces. En las coordenadas 19°18'07" y 19°26'27" de latitud norte; 99°14'10" y
99024'15" de longitud oeste, a una altura variable que va de los 2,501 a los 3,500

msnm (msnm: metros sobre el nivel del mar) (Figura 8).

Figura 8. Localizacién topografia del municipio de Huixquilucan.

£

MEXICO REGION Il ZUMPANGO

(Tomada de INAFED, 2015a).
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Rastro B, San Felipe del Progreso

El rastro comercial registrado en el municipio de San Felipe del Progreso, se
localiza al nor-noroeste del Estado de México. Entre los 19°43' de latitud norte,
99°57' de longitud oeste (Figura 9).

Figura 9. Localizacion topografia del municipio de San Felipe del Progreso.

MEXICO REGION V ATLACOMULCO

e

(Tomada de INAFED, 2015b).

Rastro C, Tecamac

El rastro comercial localizado en el municipio de Tecamac se encuentra en la parte
nororiente de la capital del estado de México y al norte del Distrito Federal, en la
region conocida como el Valle de México. Sus coordenadas son 19°43' latitud
norte y 98°58' de longitud oeste, a una altura de 2,340 sobre el nivel del mar
(Figura 10).
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Figura 10. Localizacion topografia del municipio de Tecamac.

MEXICO REGION Il ZUMPANGO g .
/s

(Tomada de INAFED, 2015c.)

6.2.4. Determinacion del tamafo de muestra

Para determinar el tamafio de muestra se considero la formula recomendada por
Jaramillo y Martinez, 2010, con una prevalencia de 17.2 % basada en (Ortega et

al., 2009) y un nivel de confianza del 95 % como se marca en la siguiente formula:

7 pq
dz

1:

Donde:
Z? = 1.96% (Nivel de confianza de 95%)
p = proporcion esperada (en este caso 17 % = 0.17)
g=1-p(enestecaso1l—-0.17 =0.83)
d?= margen de error (0.05)?
n= 216.8909 (217)
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Una vez que se determind el tamafio total de la muestra (217) se ponderaron en
los 3 rastros de forma proporcional al nUmero de sacrificio estimado anual con

datos proporcionados por los mismos establecimientos (Cuadro 7).

Cuadro 7. Tamafio y proporcion de la muestra.

Rastro Sacrificio Anual No dela % de la
muestra muestra
A 19,200 45 21 %
B 31,200 74 34 %
C 42,000 98 45 %
Total 92,400 217 100 %

6.2.5. Recoleccion de las muestras

Las canales analizadas fueron seleccionadas mediante un muestreo aleatorio
simple, después del eviscerado y antes del lavado. Para la toma de muestras en
cada rastro, se utilizd equipo de proteccion personal como es; overol, botas, cofia
y cubre boca, posteriormente se procedié a lavar y desinfectar las manos y botas,
se secaron las manos usando toallas desechables de papel, posteriormente fueron

colocados guantes estériles.

Las muestras fueron tomadas de cuatro regiones de la canal considerando el
muslo, lomo, costillar y cuello (Figura 11) en una sola toma, bajo condiciones
asépticas mediante el método no destructivo y antes de ser sometidas a
refrigeraciéon (4° C), segun lo establecido por la USDA, 1996; Commission
Decision, 2001; SENASICA 2010b, para especies de abasto de talla mayor.
Modificando la plantilla de muestreo utilizada en la superficie del area de la canal a

2.5 cm x 2.5 cmy sustituyendo la esponja por hisopo estéril (Figura 12).
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Figura 11. Areas muestreadas en la canal de conejo. A) Canales de abasto de talla menor (canal de conejo).
B) Canales de abasto de talla mayor (canal de bovino).

Las muestras de la canal fueron
tomadas de cuatro areas:

Area 1. Muslo: misculo semitendinoso y
cuédriceps femoral.

Area 2. Lomo: musculos dorsales
toracolumbares.

Area 3. Costillar: musculos intercostales.

Area 4. Cuello: musculos del cuello.

Figura 12. Colocacion de la plantilla en la canal. A) Se ejemplifica la delimitacion de un area en canal de
conejo. B) Se ejemplifica la delimitacion de un area en canal de bovino.

Al momento del muestreo se humedecié cada hisopo estéril con agua peptonada
al 2% y se procedi6 a frotar las superficies en las cuatro areas delimitadas por la
plantilla; primero se froté diez veces verticalmente (arriba hacia abajo) y después
diez veces horizontalmente (derecha a izquierda) (Figura 13). Posteriormente cada
hisopo fue colocado en tubos Falcén con 10 mL. de agua peptonada al 2%,
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previamente identificados. Las muestras se refrigeraron a 4°C hasta el momento
de su estudio en el laboratorio (Nom-109-SSA1-1994).

Figura 13. Ejemplo de frotacion de la canal; vertical (izquierda) y Horizontal (derecha).

Al finalizar el muestreo en cada rastro, las muestras fueron transportadas
inmediatamente al Centro de Investigacion de Estudios Avanzados en Salud
Animal (CIESA) en el Area de Inocuidad Alimentaria de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma del Estado de México.

6.2.6. Conteo microbiologico de unidades formadoras de colonias en placay
por cm?

Para el conteo de las unidades formadoras de colonias en placa se utilizé la
técnica descrita en la norma oficial NOM-115-SSA1-1994.

La estimacion de las unidades formadoras de colonia por centimetro cuadrado
(UFC/cm?) presentes en las canales de conejo, se determiné a partir de las UFC
en placa de la dilucién 1X10°3, considerando cuatro regiones a muestrear (muslo,
lomo, costillar y cuello) en un total de 25 cm?, calculadas a través del estimador
Ns= (N*F/A)*D, en donde N= al nimero de UFC en 1 mL. de liquido de dilucion;
F= es la cantidad en mililitros diluyente en tubo; A= es la superficie en cm?
muestreada y D= al reciproco de la dilucion usada (MAP-SOIC, 2004).
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6.2.7. Aislamiento bacteriol6gico de Staphylococcus aureus

El aislamiento de S. aureus se efectu6 directamente en placas de BD Agar Baird
Parker, medio de cultivo selectivo y diferencial para este agente patdgeno como lo
indica la NOM-115-SSA1-1994. A cada tubo Falcén que contenia las muestras de
las canales se les realizaron seis diluciones decuples seriadas (Nom-110-SSA1-
1994), inoculando 0.1 mL. en cada una de las diluciones (1X10™* a la 1X10°) sobre
el agar, distribuyendo uniformemente con varilla estéril de vidrio en &ngulo recto,
incubandose a 37° C por 48 horas. La estimacion de las Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) de S. aureus se realiz6 a partir de las que presentaron una
coloracion negra (telurito positivo) y un halo amarillo (lecitinasa positiva) (Baird-
Parker, 1962). Posteriormente se inocularon en BD Agar Sal y Manitol;
incubandose a 37° C por 48 horas, las colonias confirmadas de S. aureus
mostraron color amarillo debido a la fermentacién del manitol (Bautista-Trujillo et
al., 2013). Finalmente se identificaron con tincion de Gram, prueba de catalasa,
coagulasa, oxidasa, (Wichelhaus et al., 1999) y crecimiento en agar CRHOMagar®
STAPH AUREUS, medio cromogénico especifico confirmatorio para S. aureus
(Figura 14).

Figura 14. Identificacién bacteriolégica de S. aureus por métodos microbioldgicos y bioquimicos. Imagenes
propias del estudio. A) Muestra el crecimiento positivo visualizando colonias negras, convexas, obscuras,
brillantes y con un ligero halo alrededor de las colonias. B) Las colonias positivas fermentan el manitol y viran
a amarillo, las colonias negativas mantienen el color rojo del medio. C) Se observan las colonias
caracteristicas de S aureus a través del resultado visual de un microscopio Optico. D) Se visualiza prueba
positiva en tubo superior y negativa para el tubo inferior. E) La formacion de espuma muestra una reaccion

positiva al perdxido de hidrogeno al 3%. F) El crecimiento de colonias verdes brillantes es la caracteristica
posita en agar cromogénico.

C
M’*

,,,‘y

AgarBaird Parker  Agar Sal y Manitol  Tincion de Gram  Prueba de coagulasa Prueba de catalasa Agar Cromogénico S. aureus
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Se emplearon las cepas de S. aureus ATCC 25923 como control positivo y S.
epidermidis ATCC 12228 como testigo negativo del analisis bacterioldgico.

Se seleccionaron las colonias tipicas de S. aureus y se incubaron 37° C por 24 h.
en infusion cerebro corazéon (BHI), posteriormente se les agrego glicerol 50%

volumen / volumen para ser preservadas a -80° C.
6.2.8. Resistencia Antimicrobiana

Para la deteccion de aislamientos ORSA/MRSA se realizé la prueba de tamizado
de Oxacilina (1pg), en la cual se hizo una suspensién directa de colonias en caldo
Mueller-Hinton, con una concentracion bacteriana a una densidad de 0,5
McFarland (1.5 X 108 UFC/ml.) (Anexo A). Cada cultivo se inoculo por duplicado
en placas de agar Mueller-Hinton adicionadas con 4% de NaCl, empleando
unidiscos de Oxacilina (1ug) e incubando por 24 horas a 35° C (Peterson et al.,
1993). Se emplearon las cepas ATCC 43300 como control positivo y la ATCC

25953 como testigo sensible del analisis bacterioldgico.

Para esta prueba se consideraron como ORSA/MRSA aquellos aislamientos que

resistieron esta concentracion, para identificar posteriormente las cepas MRSA.

Para la deteccion del fenotipo de S. aureus resistente a la meticilina, se emplearon
los unidiscos de Oxacilina (1ug), Cefoxitina (30pug) y Amoxicilina/Acido Clavulanico

(20/10pg) para caracterizar la resistencia a la meticilina (CLSI, 2012).

El in6culo se preparé empleando el método de suspension directa de colonias en
caldo Mueller-Hinton, se comparé la turbidez del crecimiento bacteriano
establecida por el método de McFarland 0.5. Para inocular el agar Mueller-Hinton
se utilizé un hisopo estéril de algodon, el cual se humedecié con la suspension y
se distribuy6 uniformemente en toda la superficie del medio, se dejaron secar por
5 minutos y posteriormente se depositaron los discos correspondientes (CLSI,
2012).

El diametro de las zonas de inhibicion se determinaron después de 24 horas de

incubacion a 35° C y fueron comparadas con los valores establecidos por (CLSI,
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2012) para determinar el fenotipo de resistencia, intermedio y sensibilidad a los
antibidticos para el género Staphylococcus spp. Como controles de la prueba se
utilizaron las cepas de S. aureus ATCC 25923 (sensible) y ATCC 43300
(resistente).

6.2.9. Identificacidon de biotipos de Staphylococcus aureus

Para estimar la presencia del Biotipo de S. aureus de las canales de conejo se
efectuaran los procedimientos bacteriol6gicos estandarizados por (Devriese et al.,
1981), al inocular placas de agar cristal violeta (agar tripticasa soya adicionado
con cristal violeta 1:100,000), incubadas a 37° C durante 24 h. Los biotipos se
identificaron por las caracteristicas de crecimiento (Cuadro 8) y la reaccion positiva
al cristal violeta (CV) de las UFC; la prueba de coagulasa en tubo con plasma
bovino y humano (tubos de 12 mm con 0,3 ml diluido 1 en 3), produccion de
staphylokinasa y la hemolisina en agar sangre preparado con eritrocitos de ovino y
conejo (Devriese, 1984). Los biotipos se interpretaron a partir de las UFC vy las
reacciones de las pruebas, considerandose como biotipo A (humano), al cuagular
el plasma humano y mostrar una reaccion positiva al CV formando UFC color
violeta y ligero halo amarillento en la placa, staphylokinasa positiva y a-hemolisis
(Hajek y Marsalek, 1971); biotipo C (bovino/ovino), al coagular plasma humano y
bovino, reaccion negativa al CV formando UFC color crema y ligero halo
amarillento en placa, staphylokinasa negativa y B-hemolisis (Devriese, 1990 y
Manjarrez et al., 2012); biotipo identificado como E (canino/equino), coagulo
coagulo plasma bovino, reaccion negativa al CV formando UFC de color blanco y
ligero halo amarillento en placa, staphylokinasa negativa y p-hemolisis hemolisis
(Hajek y Marsalek, 1971 y Shimizu et al., 1986). El biotipo no especifico (NE)
presento diferentes variantes coagulando plasma humano y/o bovino, UFC con
reaccion negativa al CV, staphylokinasa negativa asi como a-hemolisis y/o B-

hemolisis (Devriese y Hommez, 1975 y Devriese et al., 1981).
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Cuadro 8. Biotipos de S. aureus.

Caracteristicas A B C D E F G
Staphylokinasa + - - - - - +
Pigmentacién + + + V- - - +
Coagulacion + + + + V- + +
en plasma
humano
Coagulacion - - + - + + +
en plasma
bovino
Alpha + v \ - - V- v+
hemolisis
Beta hemolisis V- v+ + + + + Y%
Crecimiento en + v+ % - + + Y%
agar cristal
violeta
Origen Humano Aves de Vacas. Liebres. Perros. Palomas. Ratones.
presuntivo corral. Ovejas. Caballos.

Cerdos Zorros. Ratas.

(+) = reaccion positiva; (-) = reaccion negativa; (v) = variable o con predominancia + 6 -.

Fuente: Devriese y Hommez, 1975; Devriese et al., 1981; Devriese, 1984; Devriese, 1990; Hajek y Marsalek,
1971; Manjarrez et al., 2012; Shimizu et al., 1986.

6.2.10. Identificacion de biofilm
6.2.10.1. Método de Agar Rojo Congo

El medio se compone de infusion de cerebro corazén caldo (BHI) 37 g/L., sucrosa
50 g/L., agar bacteriolégico (AB) 10 g/L. y rojo Congo (RC) 0 8 g/L. El agar se
prepara como una solucién acuosa concentrada y en autoclave (121° C durante 15
minutos) el rojo Congo se preparé por separado de los otros constituyentes del
medio y después se afiadio cuando el agar se habia enfriado a 55° C. Las placas
se inocularon con las cepas de S. aureus previamente identificadas y se incubaron
aerobicamente 37° C durante 24 horas. Un resultado positivo se indic6 mediante
colonias de color negro con una consistencia cristalina seco. Los productores
negativos generalmente tienen un crecimiento rosa. Un resultado intermedio se
indica por un oscurecimiento de las colonias, pero con la ausencia de una
morfologia colonial cristalino seco (Freeman et al., 1989). Como apoyo para
identificacion positiva de biofilm se utiliz6 la cepa (SA 113) ATCC 35556.
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6.2.10.2. Identificacién de biofilm con el método de Christensen

Este método se realiz6 en tubos Falcdn de polipropileno de 15 ml. a los cuales se
les administro 2 ml. de caldo soya tripticasa (TSB) esterilizado en autoclave (121°
C durante 15 minutos) posteriormente se inocularon con colonias previamente
identificadas de S. aureus y se incubaron 37° C por 48 horas, después el
contenido de cada tubo se decantd y afiadié un volumen de 1 mL de una soluciéon
acuosa al 0.4 % de azul de tripano (Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri). Acto
seguido, a cada tubo se hizo girar suavemente para asegurar la tincién uniforme
sobre la superficie interior y finalmente los contenidos se decantaron suavemente.
Los tubos se colocaron boca abajo para drenar. Un resultado positivo se indico por
la presencia de una capa adherente de material pintado en la superficie interna del
tubo. Presencia en la interface liquido-aire por si sola no se considerada como
indicativo de produccion de biofilm (Christensen et al., 1982). Como apoyo para
identificacion positiva de biofilm se utilizo la cepa (SA 113) ATCC 35556.

6.2.11. Reaccién en Cadena de la Polimerasa punto final y tiempo real
6.2.11.1 Extraccion de ADN para PCR punto final

Los aislamientos de S. aureus obtenidos de los rastros cunicolas del Estado de
México se cultivaron en tubos con caldo infusion cerebro corazon (BHI); el total del
crecimiento bacteriano se traspasé a viales para ser centrifugados a 12000 rpm
(revoluciones por minuto) por 1.5 minutos. Posteriormente se decantd el
sobrenadante y se re suspendié con 1 mL de solucion buffer fosfato (PBS) y se
incubo a 37° C durante 10 minutos, centrifugandose nuevamente a 12000 rpm. Asi
mismo, se afiadié 50 pl de 0.5% M-KOH para lisar las células bacterianas y se
incub6 durante 5 minutos mas, seguido de neutralizacion con 50ul, de 1 M-Tris-
HCI (pH 6-7). Por ultimo se centrifugo ligeramente para quitar el condensado y se
conservé en congelacion a -20° C, hasta su utilizacion para PCR (Kobayashi et al.,
1994).
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6.2.11.2. Extraccion de ADN para PCR tiempo real

La extraccion del &cido desoxirribonucleico (ADN) se realizé mediante el kit
comercial Insta Gene ™ Matrix (Bio-Rad). Catalogo 732-6030. (Anexo B)

6.2.11.3. Cuantificacion del ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido se cuantific6 mediante el
espectrofotometro y programa informatico de cuantificacion NANO-DROP. La
pureza del ADN se obtiene por la relacion entre la absorbancia de 260nm y
280nm. La preparacion pura del ADN presenta un cociente entre 1.8y 2.0.

6.2.11.4. Amplificacion del gen mecA por PCR punto final

El total de los aislamientos de S. aureus fueron probados para la deteccion de los
productos de amplificacion del gen mecA relacionados con las cepas MRSA,
empleando los iniciadores descritos por Kobayashi et al., 1994, los cuales se
aprecian en el Cuadro 9. Como control positivo se utilizé la cepa S. aureus ATCC

43300 y como control negativo la cepa de S. aureus ATCC 25923.

Cuadro 9. Secuencias de los iniciadores para el gen mecA

Tamaiio del
Gen Secuencia de nucleétidos (5'~3’)  fragmento (pb) Referencia

Sentido:
AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC Kobayashi
mecA Anti sentido: 533 et al.,
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC (1994)

Las condiciones de amplificacion empleadas fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5min; desnaturalizacién 94°C por 1min;
alineacion a 57°C por 1min; extension a 72°C por 2min y extension final a 72°C

por 7 min, por 30 ciclos.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 25uL. La mezcla de
reaccion consisti6 en 100ng de ADN, 200 uM de cada dNTPs (dATP, dCTP,
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dGTP, y dTTP), 10uM de los iniciadores, 1U de GoTaq® Flexi DNA Polymerase
(Promega, EUA), 1.5 mM de MgClI2 y Buffer 10X.

Del producto final de la PCR se tomaron 5 pl de cada reaccion y se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% por 45 minutos a 100 V., con 1.5 pl de
buffer de carga (TBE 1X). Los productos de la PCR fueron aclarados con bromuro
de etidio y se visualizaron los amplicones de 533 pb mediante un transiluminador
de UV como se observa en la Figura 15 segun lo recomendado por Kobayashi et
al., 1994.

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacién de la PCR. De los genes mecA,

femA y femB asociados a S. aureus meticilina resistente. M = marcador de peso molecular; Carril 1, 4y 7 gen
mecA, Carril 2,5y 8 gen femA; Carril 3,6 y 9 gen femB.

M | 2 3 3 5 t 7 N 9

(Kobayashi et al., 1994).

6.2.11.5. Amplificacién del gen mecA por PCR tiempo real

Los aislamientos de S. aureus se analizaron mediante la cuantificacion relativa de
los productos de amplificacion del gen mecA mediante la PRC en tiempo real,
utilizando los iniciadores descritos por Kobayashi et al., 1994, al emplear la
secuencia de nucledtidos (5'~3’) en Sentido: AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC y
Anti sentido: AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC. Las condiciones de amplificacion

del ADN gendmico de la bacteria de realizaron con un volumen final de 25 L, del
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cual se utilizaron: 5 pL de ADN, 1 pL de cada nucledtido, 12.5 pL de Taq PCR
Master Mix Kit (QIAGEN Quiality, Iberia S.L, Madrid, Spain). Catalogo 201443, Lote
133198112) y 5.5 L de H20.

El programa de la PCR tiempo real se ajust6 a una temperatura de
desnaturalizacién inicial a 94°C por 5min; desnaturalizacion 94°C por 1min;
alineacién a 57°C por 1min; extension a 72°C por 2min y extension final a 72°C
por 7 min, por 30 ciclos (Kobayashi et al., 1994). Como control positivo se utiliz6 la
cepa S. aureus ATCC 43300 y como control negativo la cepas S. aureus ATCC
25923.

Los productos de amplificacion se visualizaron a partir de los reporteros
fluorescentes, que al ser oxidados generan la cronometria emitida y capturada en
la tapa de exencion de los ciclos, proporcional a las copias de ADN de doble
cadena apreciadas en la curva de amplificacion; en el eje “Y” la fluorescencia
emitida y en el eje “X” los ciclos de reaccion para establecer el umbral de las
curvas visualizadas en la cinética de amplificaciéon de la PCR en su fase inicial,
exponencial, lineal y estacionaria (Figura 16). La fase exponencial es en la cual se
producen proporcionalmente el mayor niumero de copias de ADN, lo cual ocurre

entre los ciclos 15 a 25 (Aguilera et al., 2014).

Figura 16. Representacion gréfica de las fases de amplificacion de la PCR en tiempo real.
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6.2.12. Determinacion de puntos criticos de control en rastros

Para la evaluacion de riesgos, se realizé un diagrama de flujo de las actividades
en rastro mediante el modelo HACCP, tomando en cuenta las BPM y los POES y
posteriormente una descripcion de cada una de dichas actividades; asi se logro
determinar los peligros asociados a cada etapa. Una vez finalizada esta etapa, se
procedio a la realizacion del cuestionario de diagnéstico de riesgos para rastros
(Anexo C) utilizado por la Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS), basado en el sistema HACCP. En este estudio solo se
evaludé hasta el Principio 2. Determinar los Puntos Criticos de Control (PCC).
Aplicando la secuencia de decisiones en cada fase para determinar los puntos

criticos de control.
6.2.13. Evaluacion de Resultados

Los resultados fueron evaluados con el programa estadistico IBM-SPSS Statistics
20 (Copyright IBM Corporation 1989, 2011), en donde se realizé la prueba de
Andlisis de Varianza de un factor y prueba de Tukey con una significancia de
P<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. Estudio Preliminar

7.1.1. FASE |I. Identificacién de un método de muestreo no destructivo para

determinar la contaminacidén bacteriana en canales de conejos

Los resultados obtenidos del analisis independiente de cada regién de las canales
de conejos muestran valores semejantes a los resultados de la canal donde se
muestrearon las cuatro regiones en un mismo analisis utilizando una plantilla de
2.5 cm por 2.5 cm (6.25 cm?). Como se observa en el Cuadro 10 la sumatoria de
las regiones individuales presentaron resultados totales de 103 UFC en placa y
412,000 UFC/cm?, comparados con los resultados de las cuatro regiones en un
mismo analisis que fueron de 101 UFC en placa y 404,000 ambos en la en la
dilucién 1x107, se puede apreciar que solo existe un variacién de 2 UFC en placa
y 8,000 UFC/cm?®. Asi mismo, se observa que existe diferente contaminacién de
S. aureus en cada una de las regiones analizadas, siendo mayor para la region del

costillar y la region del cuello.

Cuadro 10. Resultados del estudio piloto con plantilla de 2.5 cm por 2.5 cm.

SD 1x10™" 1X107 1X10° 1X10™ 1X10° | 1x10°
DATOS UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC UFC UFC | UFC
en en en por en por en por cm? en en
placa placa placa cm? placa cm? placa placa placa
C1-R1 I I 51 81600 5 80000 2 320000 0 0
C2-R2 I I 56 89600 17 272000 4 640000 0 0
C3-R3 I I 175 280000 45 720000 3 480000 0 0
C4-R4 I I 148 236800 36 576000 6 780000 0 0
SUMA I I 430 172000 103 412000 15 600000 0 0
MEDIA | | 107.5 43000 25.75 103000 3.75 150000 0 0
DESVEST | | 63.35 o 18.09 o 1.70 o 0 0
C5
(R1+R2+ | | 423 169200 101 404000 13 520000 0 0
R3+R4)

Donde C= Conejo; R=Regidn; SD= Siembre Directa I= Incontables; DESVEST= Desviacion Estandar.
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Los resultados utilizando la plantila de 5.0 cm por 5.0 cm mostraron
contaminacion similar entre el promedio individual de los aislamientos de S.
aureus y la muestra de las cuatro regiones en un mismo andlisis. En el Cuadro 11
se observa que la sumatoria de las regiones individuales aislé 157 UFC en placa
en comparacioén con las 167 UFC en placa que se obtuvo del muestro las cuatro
regiones en un mismo analisis. Asi mismo, se observa que presento mayor

contaminacion en las regiones del costillar y del cuello.

Cuadro 11. Resultados del estudio piloto con plantilla de 5.0 cm por 5.0 cm.

SD 1X10™ 1X107 1X107 1X10™ 1X10° | 1X10°
DATOS UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC | UFC
en en en por en por en por sz en en
placa placa placa cm? placa cm? placa placa placa
C1-R1 | | 83 33200 17 68000 2 80000 0 0
C2-R2 | | 53 21200 26 104000 1 40000 0 0
C3-R3 | | 173 69200 55 220000 4 160000 0 0
C4-R4 | | 181 72400 59 236000 3 120000 0 0
SUMA | | 490 49000 157 157000 10 100000 0 0
MEDIA | | 122.5 12550 39.25 39250 25 25000 0 0
DESVEST I I 64.19 _ 20.88 _ 1.29 _ 0 0
C5
(R1+R2+ | | 503 50300 167 167000 9 90000 0 0
R3+R4)

Donde C= Conejo; R= Regién; SD= Siembre Directa I= Incontables; DESVEST= Desviacion Estandar.

Con respecto a la plantilla utilizada de 10.0 cm por 10.0 cm los resultados de
contaminacién bacteriana fueron igualmente similar entre los aislados por region
individual en comparacién con el aislamiento que compendio las cuatro regiones
de la canal del conejo observandose una mayor contaminacion en la region del
costillar (Cuadro 12).

Todos los aislamientos presentaron colonias incontables en la dilucién 1X10%, asf
como, en la siembra sin dilucién. Para el caso de las diluciones 1x10° y 1X10° no

existié crecimiento bacteriano.
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Cuadro 12. Resultados del estudio piloto con plantilla de 10.0 cm por 10.0 cm.

SD 1X10™ 1X107 1X107 1X10™ 1X10° | 1X10°
DATOS UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC UFC
en en en por en por en por cm? en en
placa placa placa cm? placa cm’ placa placa placa
C1l-R1 | | 33 3300 4 4000 2 20000 0 0
C2-R2 | | 170 17000 41 41000 3 30000 0 0
C3-R3 | | 202 20200 56 56000 7 70000 0 0
C4-R4 | | 105 10500 11 11000 7 70000 0 0
SUMA | | 510 12750 112 28000 19 47500 0 0
MEDIA | | 127.5 3187.5 28 7000 4.75 11875 0 0
DESVEST | | 74.81 24.61 2.69 0 0
C5
(R1+R2+ | | 550 13750 119 29750 16 40000 0 0
R3+R4)

Donde C= Conejo; R=Region; SD= Siembre Directa I= Incontables; DESVEST= Desviacién Estandar.

7.1.2. FASE Il. Instrumentar el método no destructivo para el muestreo de

superficie en canales de conejos

El nivel de contaminacion por S. aureus que se observa en los resultados
presentados en el Cuadro 13, 14 y 15 muestra una diferencia maxima de 50.03
UFC en placa, considerando la media de analisis de las cuatro regiones con

respecto al uso de las diferentes plantillas.

Las UFC/cm? fueron decreciendo con respecto a cada plantilla utilizada,
considerando los resultados de la media del andlisis de las cuatro regiones, en el
caso de la plantilla de 2.5 cm por 2.5 cm resultaron 154,106.67 UFC/cm? para la
plantilla de 5.0 cm por 5.0 cm fueron 43,533 UFC/cm? y para el caso de la de 10.0
cm por 10.0 cm presentaron 10,356.7 UFC/cm?.
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Cuadro 13. Nivel de contaminacion de Staphylococcus aureus considerando una superficie de
muestreo de 2.5 cm por 2.5 cm en unadilucién 1X10°,

No (R1) MUSLO (R2) LOMO (R3) COSTILLAR (R4) PALETILLA (R1I+R2+R3+R4)
Cgﬁal UFC/P  UFC/cm’ | UFCIP  UFC/cm® | UFC/P  UFC/cm” | UFCIP  UFC/cm® | UFC/P  UFClcm’
1 43 68800 95 152000 136 217600 151 241600 415 166000
2 53 84800 103 164800 146 233600 169 270400 455 182000
3 33 52800 93 148800 128 204800 132 211200 390 156000
4 29 46400 89 142400 141 225600 136 217600 370 148000
5 65 104000 78 124800 159 254400 155 248000 433 173200
6 45 72000 25 40000 145 232000 156 249600 419 167600
7 15 24000 29 46400 40 64000 41 65600 117 46800
8 32 51200 84 134400 189 302400 199 318400 493 197200
9 27 43200 62 99200 119 190400 133 212800 315 126000
10 52 83200 115 184000 167 267200 189 302400 513 205200
11 45 72000 62 99200 172 275200 176 281600 477 190800
12 28 44800 59 94400 112 179200 145 232000 310 124000
13 33 52800 85 136000 177 283200 183 292800 487 194800
14 8 12800 17 27200 19 30400 25 40000 65 26000
15 97 155200 109 174400 189 302400 184 294400 520 208000
Media 40.333 64533.33 73.67 117866.67 135.93 217493.33 144.93 231893.33 385.27 154106.67

Cuadro 14. Nivel de contaminacién de Staphylococcus aureus considerando una superficie de
muestreo de 5.0 cm por 5.0 cm en unadilucién 1X10°,

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA

No MUSLO LOMO COSTILLAR PALETILLA (R1+R2+R3+R4)
Cgﬁal UFC/P  UFC/cm® | UFC/IP  UFC/cm® | UFCIP  UFC/cm® | UFC/P  UFC/cm’ | UFC/P  UFCl/cm®
1 89 35600 41 16400 137 54800 127 50800 401 40100
2 51 20400 52 20800 104 41600 95 38000 370 37000
3 51 20400 92 36800 178 71200 163 65200 526 52600
4 39 15600 91 36400 146 58400 98 39200 452 45200
5 48 19200 51 20400 141 56400 136 54400 425 42500
6 57 22800 96 38400 153 61200 148 59200 486 48600
7 49 19600 89 35600 178 71200 188 75200 522 52200
8 42 16800 41 16400 71 28400 79 31600 315 31500
9 56 22400 39 15600 113 45200 126 50400 412 41200
10 a7 18800 77 30800 158 63200 192 76800 518 51800
11 53 21200 47 18800 96 38400 119 47600 315 31500
12 51 20400 69 27600 185 74000 97 38800 456 45600
13 59 23600 39 15600 88 35200 129 51600 358 35800
14 58 23200 57 22800 135 54000 175 70000 456 45600
15 45 18000 76 30400 175 70000 197 78800 518 51800
Media 53 21200 63.8 25520 137.2 54880 137.9 55173.33 435.3 43533
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Cuadro 15. Nivel de contaminacion de Staphylococcus aureus considerando una superficie de
muestreo de 10.0 cm por 10.0 cm en una diluciéon 1X107,

No MUSLO LOMO COSTILLAR PALETILLA (R1I+R2+R3+R4)
cgﬁal UFC/P  UFC/cm® | UFCIP  UFC/cm® | UFCIP  UFC/cm’ | UFCIP  UFC/cm® | UFC/P  UFClcm’
1 33 3300 170 17000 202 20200 105 10500 473 11825

2 26 2600 160 16000 185 18500 59 5900 395 9875

3 15 1500 61 6100 178 17800 89 8900 379 9475

4 21 2100 68 6800 165 16500 69 6900 311 7775

5 19 1900 110 11000 158 15800 115 11500 426 10650

6 17 1700 58 5800 204 20400 152 15200 436 10900

7 17 1700 83 8300 129 12900 113 11300 394 9850

8 29 2900 159 15900 215 21500 113 11300 502 12550

9 15 1500 91 9100 96 9600 94 9400 316 7900
10 28 2800 159 15900 201 20100 75 7500 458 11450
11 23 2300 117 11700 157 15700 84 8400 349 8725
12 38 3800 95 9500 176 17600 145 14500 478 11950
13 29 2900 185 18500 209 20900 95 9500 528 13200
14 14 1400 56 5600 189 18900 77 7700 356 8900
15 25 2500 97 9700 164 16400 111 11100 413 10325
Media 23.267 2326.7 111.3 11126.7 175.2 17520 99.73 9973.33 414.3 10356.7

El resultado del analisis, con base a la utilizacion de las diferentes plantillas no

mostro diferencia significativa (P<0.05) en el promedio de las unidades formadoras
de colonia en placa que fue de 98.71 UFC a 102.37 UFC (Cuadro 16), asimismo,

las superficies de mayor contaminacion presentada en la canal de conejo fueron la

region del costillar y la del cuello.

Cuadro 16. Nivel de contaminacién por Staphylococcus aureus en las diferentes zonas de

muestreo considerando el &rea en cm>.

Parametros Zona Muestra
Plantilla utilizada de medicion Muslo Lomo Costillar Cuello  Promedio
Grupo uno Promedio
2.5 cm por 2.5 cm UFC/Placa 40.33 73.67 135.93 144.93 98.71
(6.5 cm?)
Grupo dos Promedio
5.0 cm por 5.0 cm UFC/Placa 53 63.8 137.2 137.9 97.97
(25 cm?)
Grupo tres Promedio
10 cm por 10 cm UFC/Placa 23.26 111.3 175.2 99.73 102.37
(100 cm?)
(P<0.05).
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7.2. Evaluacién de la contaminacion microbiolégica de las canales de

conejos

7.2.1. Conteo microbiol6gico de UFC en placa

De las 45 muestras realizadas en el rastro A se obtuvo un limite maximo de 520

UFC en placa y un limite minimo de 65 UFC en placa, correspondientes a las

cuatro regiones de la canal analizadas (Cuadro 17).

Cuadro 17. Conteo bacteriolégico de las UFC en placa del Rastro A.

No de UFC en placa No de UFC en placa No de UFC en placa
muestra muestra muestra
1 415 16 393 31 315
2 455 17 270 32 287
3 390 18 509 33 314
4 370 19 377 34 298
5 433 20 390 35 316
6 419 21 463 36 412
7 117 22 520 37 259
8 493 23 212 38 357
9 315 24 319 39 269
10 513 25 509 40 354
11 477 26 289 41 278
12 310 27 399 42 367
13 487 28 287 43 405
14 65 29 413 44 358
15 520 30 503 45 391
Los resultados mostrados son con base a la dilucion decimal 1X10~.

De las 74 muestras realizadas en el rastro B se obtuvo un limite maximo de 562

UFC en placa y un limite minimo de 309 UFC en placa, correspondientes a las

cuatro regiones de la canal analizadas (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Conteo bacteriol6gico de las UFC en placa del Rastro B.

No de muestra UFC en No de muestra UFC en No de muestra UFC en
placa placa placa
1 357 26 450 51 349
2 365 27 313 52 380
3 422 28 417 53 532
4 512 29 369 54 356
5 389 30 415 55 372
6 562 31 313 56 421
7 345 32 415 57 358
8 417 33 362 58 475
9 502 34 368 59 496
10 363 35 340 60 437
11 415 36 445 61 362
12 487 37 517 62 400
13 356 38 485 63 423
14 412 39 378 64 398
15 326 40 309 65 390
16 847 41 393 66 376
17 368 42 387 67 514
18 456 43 523 68 374
19 507 44 455 69 436
20 389 45 468 70 452
21 487 46 361 71 445
22 351 47 178 72 326
23 512 48 531 73 487
24 406 49 412 74 367
25 408 50 316
Los resultados mostrados son con base a la dilucién decimal 1X107,

De las 98 muestras realizadas en el rastro C se obtuvo un limite maximo de 517

UFC en placa y un limite minimo de 100 UFC en placa, correspondientes a las

cuatro regiones de la canal analizadas (Cuadro 19).
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Cuadro 19. Conteo bacteriolégico de las UFC en placa del Rastro C.

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA

No de UFC en No de UFC en No de UFC en No de UFC en
muestra placa muestra placa muestra placa muestra placa

1 280 26 290 51 234 76 502
2 320 27 345 52 403 77 470
3 289 28 321 53 267 78 493
4 199 29 290 54 378 79 392
5 323 30 245 55 377 80 113
6 412 31 343 56 333 81 517
7 320 32 278 57 234 82 160
8 378 33 217 58 289 83 493
9 276 34 321 59 239 84 439
10 289 35 345 60 367 85 433
11 217 36 412 61 493 86 100
12 321 37 389 62 197 87 413
13 230 38 365 63 170 88 373
14 206 39 342 64 320 89 293
15 217 40 321 65 362 90 114
16 421 41 356 66 327 91 460
17 326 42 278 67 410 92 405
18 376 43 401 68 450 93 505
19 289 44 265 69 375 94 403
20 356 45 341 70 280 95 470
21 234 46 345 71 287 96 350
22 256 47 289 72 410 97 500
23 250 48 291 73 275 98 401
24 280 49 234 74 465

25 267 50 390 75 510

Los resultados mostrados son con base a la dilucion decimal 1X10~,
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7.2.2. Conteo microbiolégico de UFC/cm?

De las 45 muestras realizadas en el rastro A se obtuvo un limite maximo de 2,

080,000 UFC/cm? y un limite minimo de 260,000 UFC/cm?, correspondientes a las

cuatro regiones de la canal analizadas (Cuadro 20).

Cuadro 20. Conteo bacteriolégico de las UFC/cm?® del Rastro A.

No de muestra UFC/cm? No de muestra UFC/cm? No de muestra UFC/cm?
1 1,660,000 16 1,572,000 31 1,260,000
2 1,820,000 17 1,080,000 32 1,148,000
3 1,560,000 18 2,036,000 33 1,256,000
4 1,480,000 19 1,508,000 34 2,500,000
5 1,732,000 20 1,560,000 35 1,264,000
6 1,676,000 21 1,852,000 36 1,648,000
7 468,000 22 2,080,000 37 1,036,000
8 1,972,000 23 848,000 38 1,428,000
9 1,260,000 24 1,276,000 39 1,076,000
10 2,052,000 25 2,036,000 40 1,416,000
11 1,908,000 26 1,156,000 41 1,112,000
12 1,240,000 27 1,596,000 42 1,468,000
13 1,948,000 28 1,148,000 43 1,620,000
14 260,000 29 1,652,000 44 1,432,000
15 2,080,000 30 2,012,000 45 1,564,000

Los resultados mostrados son con base a la dilucién decimal 1X10~.
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De las 74 muestras realizadas en el rastro B se obtuvo un limite maximo de
2,248,000 UFC/cm? y un limite minimo de 1,236,000 UFC/cm?, correspondientes a

las cuatro regiones de la canal analizadas (Cuadro 21).

Cuadro 21. Conteo bacteriolégico de las UFC/cm?® del Rastro B.

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA

No de muestra UFC/cm? No de muestra UFC/cm? No de muestra UFC/cm?®
1 1,428,000 26 1,800,000 51 1,396,000
2 1,460,000 27 1,252,000 52 1,522,000
3 1,688,000 28 1,668,000 53 2,128,000
4 2,048,000 29 1,476,000 54 1,424,000
5 1,556,000 30 1,660,000 55 1,488,000
6 2,248,000 31 1,252,000 56 1,684,000
7 1,380,000 32 1,660,000 57 1,432,000
8 1,668,000 33 1,448,000 58 1,900,000
9 2,008,000 34 1,472,000 59 1,984,000
10 1,452,000 35 1,360,000 60 1,748,000
11 1,660,000 36 1,780,000 61 1,448,000
12 1,948,000 37 2,068,000 62 1,600,000
13 1,424,000 38 1,940,000 63 1,692,000
14 1,648,000 39 1,512,000 64 1,592,000
15 1,304,000 40 1,236,000 65 1,560,000
16 1,948,000 41 1,572,000 66 1,504,000
17 1,472,000 42 1,548,000 67 2,056,000
18 1,824,000 43 2,092,000 68 1,496,000
19 2,028,000 44 1,820,000 69 1,744,000
20 1,556,000 45 1,872,000 70 1,808,000
21 1,948,000 46 1,444,000 71 1,780,000
22 1,416,000 47 1,512,000 72 1,304,000
23 2,048,000 48 2,124,000 73 1,948,000
24 1,624,000 49 1,648,000 74 1,468,000
25 1,632,000 50 1,264,000

Los resultados mostrados son con base a la dilucién decimal 1X107.
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De las 98 muestras realizadas en el rastro C se obtuvo un limite maximo de
2,068,000 UFC/cm?y un limite minimo de 400,000 UFC/cm?, correspondientes a
las cuatro regiones de la canal analizadas (Cuadro 22).

Cuadro 22. Conteo bacteriolégico de las UFC/cm?® del Rastro C.

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA

No de UFClcm? No de UFC/cm? No de UFC/cm?® No de UFClcm?®
muestra muestra muestra muestra
1 1,120,000 26 1,160,000 51 936,000 76 2,008,000
2 1,280,000 27 1,380,000 52 1,612,000 77 1,880,000
3 1,156,000 28 1,284,000 53 1,068,000 78 1,972,000
4 796,000 29 1,160,000 54 1,512,000 79 1,568,000
5 1,292,000 30 980,000 55 1,508,000 80 452,000
6 1,648,000 31 1,372,000 56 1,332,000 81 2,068,000
7 1,280,000 32 1,112,000 57 936,000 82 640,000
8 1,512,000 33 868,000 58 1,156,000 83 1,972,000
9 1,104,000 34 1,284,000 59 956,000 84 1,756,000
10 1,156,000 35 1,380,000 60 1,468,000 85 1,732,000
11 868,000 36 1,648,000 61 1,972,000 86 400,000
12 1,284,000 37 1,556,000 62 788,000 87 1,652,000
13 920,000 38 1,460,000 63 680,000 88 1,492,000
14 824,000 39 1,368,000 64 1,280,000 89 1,172,000
15 868,000 40 1,284,000 65 1,448,000 90 456,000
16 1,684,000 41 1,424,000 66 1,308,000 91 1,840,000
17 1,304,000 42 1,112,000 67 1,640,000 92 1,620,000
18 1,504,000 43 1,604,000 68 1,800,000 93 2,020,000
19 1,156,000 44 1,060,000 69 1,500,000 94 1,612,000
20 1,424,000 45 1,364,000 70 1,120,000 95 1,880,000
21 936,000 46 1,380,000 71 1,148,000 96 1,400,000
22 1,024,000 47 1,156,000 72 1,640,000 97 2,000,000
23 1,000,000 48 1,164,000 73 1,100,000 98 1,604,000
24 1,120,000 49 936,000 74 2,580,000
25 1,068,000 50 1,560,000 75 2,040,000
Los resultados mostrados son con base a la dilucién decimal 1X107.
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7.3. Prevalencia de Staphylococcus aureus

De un total de 217 muestras recolectadas de la superficie de canales de conejos
en los tres rastros del Estado de México, se obtuvo una prevalencia de 57.76 % de

S. aureus comprendida en 121 aislamiento positivos (Cuadro 23).

Cuadro 23. Prevalencia de Staphylococcus aureus en los rastros cunicolas.

Sacrificio Muestra Prevalencia

Rastro Anual No. % de S. aureus
No. %

A (Huixquilucan) 19,200 45 21% 28 62.22%
B (San Felipe del 31,200 74 34% 42 56.75%
Progreso)
C (Tecamac) 42,000 98 45% 51 52.04%
Total 92,400 217 100% 121 57.76%

7.4. Resistencia Antimicrobiana

De los aislamientos de S. aureus se obtuvo una resistencia a la prueba de
tamizado de Oxacilina (1ug) en un 32.23% (Cuadro 24).

Cuadro 24. Prueba de tamizado de Oxacilina (1pg).

Aislamientos de S. Aislamientos Resistentes Aislamientos Sensibles
aureus analizados No cepas % No cepas %
121 39 32.23 82 67.76

Los resultados de resistencia obtenidos para amoxicilina con &cido clavulanico
fueron de 51.23 %, seguida de la cefoxitina con un 35.53 % quedando con menor
resistencia la oxacilina presentando el 32.2 % (Cuadro 25) en las muestras

aisladas de superficie de canales de conejos.
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Cuadro 25. Patrén de resistencia antimicrobiana a meticilina.

Aislamientos de OX AmC FOX
Staphylococcus aureus Resistente Sensible Resistente Sensible Resistente Sensible
Rastro No % No % No % No % No % No % No %
A 28 62.22 4 3.30 24 19.83 15 12.39 13 10.74 4 3.30 24 19.83
B 42 56.75 17 14.04 25 20.66 30 24.93 12 9.91 18 1487 24 19.83
C 51 52.04 18 14.87 33 27.27 17 14.04 34 28.09 21 1735 30 24.79
Total 121 100 39 32.2 82 67.76 62 51.23 59 48.76 43 3553 78 64.46

OX (Oxacilina 1pug), AmC (Amoxicilina con Acido Clavulanico 30ug), FOX (Cefoxitina 30ug)

7.5. Identificacion de biotipos

Las UFC en crecimiento de agar cristal violeta (Figura 17) se visualizaron
claramente para los biotipos A (UFC violetas), C (UFC amarillo-crema) y E (UFC

blancas).

Figura 17. Identificacion de biotipos en agar cristal violeta.

BIOTIPO “C” BIOTIPO A
(HUMANO) MORADO

BIOTIPO C

(BOVINO/OVINO)
AMARILLO CREMA

' 5

BIOTIPO E

(CANINO/EQUINO)
BLANCO

1

agh”
¥ ‘\.y

BIOTIPO “A” BIOTIPO “E”

Los biotipos de S. aureus identificados fueron diferentes en su frecuencia; el 77.68
% correspondieron al biotipo A (Humano), el 9.09 % al biotipo C (Bovino/Ovino), el
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1.65 % al biotipo E (Canino/Equino) y el 11.57 % se consideraron como
hospederos no especificos (NE). El biotipo A se consider6 predominante en los
aislamientos identificados (Cuadro 26).

Cuadro 26. Distribucion de biotipos de Staphylococcus aureus aislados de canales de conejo.

Biotipos Origen Numero de % de Promedio de
aislamientos Rastro Rastro Rastro Aislamientos aislamientos
de A B C de
S. aureus S. aureus
A Humano 94 21 36 37 77.68 31.33°%
C Bovino/Ovino 11 3 4 4 9.09 3.66°
E Canino/Equino 2 2 0 0 1.65 0.66"
NE No especifico 14 2 2 10 11.57 4.66"
Total 121 28 42 51 100 40.33

Literales diferentes por fila indican diferencias significativas (P<0.05).

7.6. Identificacion del biofilm

Se determiné la identificacion de cepas de S. aureus positivas a biofilm por el

método de placa en agar rojo Congo (Figura 18). De igual manera se identificaron
también en tubo por el método Christensen (Figura 19).

Figura 18. Identificacion de biofilm por el método Figura 19. Identificacién de biofilm por el método
de agar rojo Congo. Christensen.

De los aislamientos positivos a S. aureus se determiné un 14.8 % de biofilm
positivo en tubo, utilizando el método de Christensen. Sin embargo, con el método

de agar rojo Congo se obtuvo solo un 6.6 % positivo a biofilm (Cuadro 27).
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Cuadro 27. Determinacion de biofilm en aislamientos de Staphylococcus aureus.

Aislamientos de Biofilm en placa Biofilm en Tubo
Staphylococcus aureus .
(Rojo Congo) (Christensen)

Rastro No % P % | % N % P % I % N %
A 28 13.36 2 1.6 10 8.2 16 13.2 9 7.4 17 14.0 2 1.6
B 42 20.04 4 3.3 13 10.7 25 20.6 3 2.4 30 24.7 9 7.4
C 51 24.34 2 1.6 18 148 31 25.6 6 4.9 29 23.9 16 13.2

Total 121 100 8 6.6 41 33.8 72 59.5 18 14.8 76 62.8 27 22.3

P (Positivo); | (Intermedio); N (Negativo).

7.7. Amplificacion de gen mecA por medio la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa en punto final y tiempo real
7.7.1. Cuantificacion del ADN

La concentracién y pureza del ADN oscilo de 237.44 ng. a 430.55 ng.
7.7.2. PCR punto final

Se corri6 PCR punto final (Figura 20) en los aislamientos positivos a S. aureus
para determinar la resistencia a meticilina amplificando el gen mecA en un
35.53%.

Figura 20. Amplificacién de ADN por PCR punto final del gen mecA. El carril M es el marcador de peso

molecular; carril 1 cepa control positiva ATCC 43300; carril 2 aislamiento MRSA de rastro A; carril 3
aislamiento MRSA de rastro B; carril 4 aislamiento MRSA de rastro C y carril 5 control negativo ATCC 25923.

M 1 2 3 < S

600
500

mecA
(533 pb)

300

-87-

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA



7.7.3. PCR tiempo real

Se corrié PCR tiempo real (Figura 21, 22, 23 y 24) identificando la presencia del
gen mecA en los aislamientos positivos por S. aureus que determinaron

resistencia a meticilina en un 35.53 %.

Figura 21. Gréfica de la PCR tiempo real para identificacion del gen mecA. Al) Muestra la amplificacion
de la cepa control positivo ATCC 43300 (MRSA) en el ciclo 22.05; A2) Presenta la ATCC 25923 (MSSA)

control negativo, no se visualiza amplificacion en la gréfica; A3) Se observa amplificacion del gen mecA en un

aislamiento de S. aureus meticilina resistente en el ciclo 24.79.
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(Amplificacién de cepa control y aislamiento 3 de MRSA).

Figura 22. Gréafica de la PCR tiempo real con amplificaciones del gen mecA en rastro A.
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(Amplificacién de cepa control y aislamiento 3 y 5 de MRSA).
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Figura 23. Gréfica de la PCR tiempo real con amplificaciones del gen mecA en rastro B.
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(Amplificacién de cepa control y aislamiento 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 15y 16 de MRSA).

Figura 24. Grafica de la PCR tiempo real con amplificaciones del gen mecA en rastro C.
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(Amplificacién de cepa control y aislamiento 5, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 14 y 15 de MRSA).
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7.7.4. Genotipo MRSA

De los aislamientos de S. aureus se obtuvieron 43 cepas portadoras del gen mecA
identificadas mediante la técnica de PCR punto final y PCR tiempo real,
representando un 35.53 % positivo a MRSA (Cuadro 28).

Cuadro 28. Identificacion genotipica para MRSA

S. aureus Presencia del gen mecA
Rastro
No. % No. %
A (Huixquilucan) 28 62.22% 4 14.28 %
B (San Felipe del Progreso) 42 56.75% 18 42.85 %
C (Tecamac) 51 52.04% 21 41.17 %
Total 121 57.76% 43 35.53 %
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7.8. Determinacion de los puntos criticos de control en los rastros

La aplicacion del sistema de andlisis de riesgos en el proceso de obtencidén de

carne de conejo en los rastros figuro de la siguiente manera:

Andlisis de riesgo. En esta etapa se evalud el proceso de obtencién de la carne,

de tal manera que en cada uno de los rastros se supervisod el manejo en que se

realiza a cada uno de los trabajadores, para poder asi empezar a realizar la

evaluacion.

Descripcion de producto y descripcion del uso presunto

Cuadro 29. Ficha de descripciéon del producto y determinaciéon de uso presunto en los rastros.

Tipo de proceso

Obtencién dela carne

Datos de los establecimientos

Rastro cunicola de Huixquilucan

NUmero de empleados: 9
Sacrificio semanal promedio: 400 conejos
Horario de trabajo: 08:00-15:00

Rastro cunicola de San Felipe del Progreso

NUmero de empleados: 6
Sacrificio semanal promedio: 650 conejos
Horario de trabajo: 07:00- 20:00

Rastro cunicola de Tecamac

Numero de empleados 35
Sacrificio semanal promedio: 875 conejos
Horario de trabajo 08:00-:16:00

Nombre del producto

Carne fresca en canal

Composicién del producto

% en peso humedo
Agua: 70

Proteina: 19-25
Grasa: 3-8

pH: 6-7
Carbohidratos: 0

Uso

En el caso del rastro de Huixquilucan la carne de
conejo es distribuida para su venta y consumo en la
zona gastrondémica de la marquesa. Para el rastro de
San Felipe del Progreso su distribucion se realiza en
el comercio de varios municipios de la zona norte del
Estado de México. En el caso del rastro de Tecamac,
la carne es distribuida directamente en centros de
autoservicio comerciales de zonas conurbadas del
Estado de México y Distrito Federal.

Tipo de presentacion

En el caso del rastro de Huixquilucan y de San Felipe
del Progreso la canal del conejo no se empaca, sale
entera o piezas. En el caso de Tecamac la canal se
empaca al alto vacio y su presentaciéon es canal
entera, media canal o por piezas.
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Vida de anaquel Esto es de acuerdo a la temperatura y humedad
relativa de almacenamiento. Con un conservacion
entre los 2°y 4° C su vida de anaquel esta entre los 6

y 8 dias.
Tipo de venta Al menudeo y mayoreo.
Instrucciones de manejo No se especifica en el producto. Se recomienda la

refrigeracion o congelacion hasta el momento de la
preparacion para el consumo.

Rastro cunicola de Huixquilucan
Verificacion de material de trabajo

El establecimiento cuenta con un Médico Veterinario, el cual es el encargado de
verificar que antes de realizar el sacrificio de los conejos se cuente con todo el

equipo e instrumental necesario para tal fin.

Los utensilios de trabajo se encuentran en buen estado, la principal probleméatica
recae en el personal que no realiza bien su higienizado antes de realizar las

faenas diarias.

Arribo de animales e Inspeccidén ante mortem

Los conejos son transportados en camionetas para su arribo al establecimiento y
son colocados en jaulas dentro de una nave para su inspeccion antes de ser
sacrificados (Figura 25). Los animales sospechosos de alguna enfermedad son
colocados en jaulas separadas para su seguimiento. La nave donde son
colocados los conejos se encuentra en buenas condiciones, sin embargo no

manejan medidas de bioseguridad para su ingreso.
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Figura 25. Arribo de conejos en el Rastro de Huixquilucan.

Area de Aturdimiento

El aturdido es realizado en la parte exterior de la sala de matanza, se realiza
mecanicamente por concusion, una persona es la encargada de realizar este

procedimiento.

lzado

Los conejos son colgados en ganchos para realizarle las demas faenas del
proceso de obtencién de la canal, con esta accion facilita el proceso de deguelle y
evitan una posible contaminacién al no tener contacto el animal con otra

superficie.

Deguelle

Se realiza con forme a la normatividad, sin embargo, las instalaciones del
establecimiento, aln no estan totalmente habilitadas (Figura 26), lo que puede

representar un riesgo de contaminacion en las canales de los conejos.
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Figura 26. Area de degiielle en el rastro de Huixquilucan.

Desollado

El desollé se realiza de manera eficaz, sin embargo, las pieles no son colocadas
de manera correcta en los contenedores correspondientes para estas (Figura 27),
ocasionando que se contaminen otras areas del establecimiento o ensucien su

indumentaria los mismos trabajadores.

Figura 27. Pieles de conejos desolladas.

Eviscerado

Este proceso se realiz6 de manera rdpida y adecuada evitando perforar las
visceras verdes, asi como la vesicula biliar. El Unico problema es que los
trabajadores no esterilizan o lavan los cuchillos frecuentemente con los cuales

realizan esta actividad.
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Inspeccion post mortem

Es realizada por el Médico Veterinario del establecimiento, el cual garantiza que
las canales de los conejos sean aptas para el consumo humano (Figura 28).

Figura 28. Inspecciéon post mortem de una canal de conejo.

Lavado

Se realiza de manera rapida e inadecuada con el uso de una manguera de agua,
no visualizan en la parte interior de la canal el correcto lavado.

Escurrimiento

Las canales de los conejos son puestas en rejillas para su escurrimiento antes de
ser conservadas en refrigeraciéon por un periodo de 15 minutos, sin embargo,
algunas de las rejillas utilizadas no estaban bien lavadas presentando condiciones

higiénicas inaceptables.

Conservacion

Finalizado el escurrimiento, las canales de conejo son apiladas para ser
conservadas en refrigeracion a una temperatura entre los 0-4° C. Si alguna canal

no fue lavada correctamente existe el riego de contaminacién cruzada.
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Rastro cunicola de San Felipe del Progreso
Verificacion de material de trabajo

El equipo y material de trabajo no es supervisado por ninguna persona en
especial, no existe un encargado que prevea las necesidades primordiales del
buen funcionamiento de las herramientas de trabajo que son utlizadas en el

proceso de sacrificio de los conejos.

Los diferentes materiales utilizados en todo el proceso de faena se encontraron
funcionales para su correcto uso pero descuidados en su generalidad.

Arribo de animales e Inspeccién ante mortem

Los conejos destinados al sacrificio son resguardados en jaulas (Figura 29)
colocadas de forma tactica dentro de una nave de produccion la cual contiene
vientres en reproduccién. No existen medidas de bioseguridad en la nave de
produccién. No existe personal capacitado que realice una inspeccion ante
mortem.

Figura 29. Jaulas de resguardo para conejos.

Area de Aturdimiento

El aturdido se realiza mecanicamente por concusion, una persona es la encargada
de realizar este procedimiento. No existe un area establecida para realizar este
proceso.
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lzado

Una vez aturdidos los conejos, estos son sujetados de las patas para ser izados y
posteriormente realizar las demas actividades del proceso (Figura 30).

Figura 30. Delimitacion del &rea de izado.

Deguelle

El deguelle es realizado como lo menciona la normatividad, sin embargo, el area

destinada para este proceso no cuenta con las medidas de bioseguridad.
Desollado

Este proceso es realizado de manera manual, las pieles son colocadas en botes
de plastico. Una mala practica identificada fue que los faenadores manipulan en su
totalidad las canales de los conejos con el fin de quitar la piel, no utilizan cuchillos
y no se observa que se laven las manos frecuentemente, lo que puede representar

un riesgo de contaminacion entre varias canales.
Eviscerado

La cuchilleria utilizada para este proceso no se esteriliza, dado que no se cuentan
con esterilizadores en este establecimiento. No se aprecié ruptura de visceras ni
de vesicula biliar. El escurrimiento del contenido visceral contamina el suelo del
establecimiento durante el proceso de faenado y no es lavado hasta el final de la

labor, lo que puede ocasionar un riesgo por el crecimiento bacteriano.
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Inspecciéon post mortem
No existe personal capacitado que realice esta tarea tan importante.
Lavado

Se realiza introduciendo las canales en botes de plastico con agua por varias
ocasiones. Una mala practica detectada en los operadores fue que en la misma

agua donde se introducen las canales, ellos se lavan las manos.
Escurrimiento

Las canales de los conejos son puestas en mesas de plastico para su
escurrimiento y otras tantas son colgadas en tubos previamente lavados. Las
mesas se visualizaron percudidas y los tubos percudidos, siendo esto un posible

factor de contaminacion.
Conservacion

Las canales son conservadas en refrigeracion a 4° C hasta su proceso de entrega
en los diferentes puntos de venta. Las canales al ser acomodadas para su
conservacion tienen contacto una con otra; si alguna canal no fue lavada
correctamente puede ocasionar proliferacion bacteriana y contaminar a las demas

canales.

Rastro cunicola de Tecamac
Verificacion de material de trabajo

Este establecimiento cuenta con un Médico Veterinario Responsable Autorizado
en Establecimientos TIF (MVRATIF), autorizado como coadyuvante de la
SAGARPA, el cual es el encargado de verificar que antes de realizar el proceso de
faenado de los conejos, las instalaciones se encuentren sanitizadas en su
totalidad. El rastro no puede iniciar su proceso sin la presencia del MVRATIF.

Todo el equipo y material de trabajo se encontr6 funcional y en buen estado.
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Arribo de animales e Inspeccién ante mortem

La produccién en este establecimiento es netamente privada, por lo que no existe
arribo de animales de producciones externas. Existen naves definidas para el
resguardo de los animales destinados al sacrificio (Figura 31), en las cuales el
MVRATIF es el encargado de realizar la inspeccion ante mortem.

El establecimiento maneja estrictas medidas de bioseguridad.

Figura 31. Nave de resguardo para animales destinados al sacrifico.

Area de Aturdimiento

Existe un area especifica para realizar el aturdimiento. El cual es realizado por
electro insensibilizacién (Figura 32). La sala de aturdimiento y el equipo electro

insensibilizador se encuentran en buenas condiciones.

Figura 32. Método de electro insensibilizacién en conejos.
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lzado

Los conejos son colgados en ganchos para realizarle las demas faenas del
proceso de obtencion de la canal, con esta accion facilita el proceso de deguelle y
evitan una posible contaminacién al no tener contacto el animal con otra superficie

(Figura 33).

Figura 33. Izado del conejo.

Deguelle

Se realiza con forme a la normatividad, los cuchillos son cambiados
constantemente y colocados en los esterilizadores para evitar un posible riesgo

por contaminacion (Figura 34).

Figura 34. Deguelle del conejo.
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Desollado

Se realiza con el uso de cuchilleria previamente esterilizada (Figura 35). Las pieles
son colocadas en carritos de acero inoxidable. Todo el equipo se encuentra en

buenas condiciones.
Figura 35. Desollado del conejo.

Eviscerado

Este proceso se realiz6 de manera rapida y adecuada, evitando perforar las
visceras verdes, asi como la vesicula biliar (Figura 36). El personal que realiza
esta actividad esta altamente capacitado, cambia constantemente de cuchillo para

evitar riesgos de contaminacion entre las canales evisceradas.

Figura 36. Eviscerado del conejo.
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Inspeccion post mortem

Es realizada por el MVRATIF del establecimiento, el cual garantiza que las
canales de los conejos sean aptas para el consumo humano identificando las

posibles patologias existentes (Figura 37).

Figura 37. Patologia en higado de conejo identificada en la Inspeccidn post mortem.

Lavado

Se realiza con agua corriente utilizando una manguera a presion (Figura 38),
posteriormente se efectla un sanitizado pasando por un tanel de sanitizaciéon, con

el propésito de disminuir la contaminacion lo mayormente posible.

Figura 38. Lavado de la canal del conejo.
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Escurrimiento

Las canales se colocan en rejillas para su escurrimiento antes de ser conservadas.
El equipo que se encontraba en esta area se visualizd en perfecta condiciones
(Figura 39).

Figura 39. Area de escurrimiento de canales de conejo.

Conservacion

La conservacion de las canales se realiza en camaras de refrigeracion (0-4°C) y

congelacion (-18°C) después de realizado el empaque (Figura 40).

Figura 40. Conservacion en refrigeracion de una canal de conejo.
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7.8.1. Evaluacion de riesgos sanitarios de los rastros cunicolas de

Huixquilucan, San Felipe del Progreso y Tecamac.

Los resultados obtenidos indican que el rastro cunicola de San Felipe del Progreso
se encuentra clasificado con un alto riesgo sanitario, asi mismo, el rastro de
Huixquilucan se diagnosticO con riesgo sanitario medio, mientras que los
resultados para el rastro de Tecamac lo consideraron en riesgo sanitario bajo
(Cuadro 30) de acuerdo a la evaluacion ajustada a rastros cunicolas de riesgos
sanitarios de los rastros de la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS).

Cuadro 30. Evaluacion de riesgos sanitarios de los rastros cunicolas de Huixquilucan, San

Felipe del Progreso y Tecamac.

Rastro Huixquilucan San Felipe del Tecamac
Progreso

Ubicacion Rural Rural Suburbano

Instalaciones Si Si Si

cercadas
Tipo de acceso

Area de arribo de
animales

Camino terraceria
Si

Camino terraceria
Si

Camino pavimentado
Si

Jaulas de descanso Si Si Si

Jaulas para animales No No Si

en observacion

Realizan inspeccion Si Si Si
ante-mortem

¢ Quién realiza Meédico Veterinario No existe inspeccién MVRATIF
inspeccién sanitaria? sanitaria

Examenes clinicos a No No Si

personal

Método de sacrificio

Mecanico por

Mecanico por

Insensibilizador

concusion concusion eléctrico
Se cuenta con rieles Si No Si
para el manejo de la
canal
Se realiza faenado Si Si Si
aéreo
La sangre se destinaa No No No

algin proceso

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA

-104 -



Se produce harina de
Sangre

Como se separa la
piel

Existen esterilizadores
de cuchillos y sierras

Se capacita al
personal para realizar
su trabajo

En que se depositan
las visceras

Existen salas
separadas para el
manejo de visceras
verdes y rojas

Se identifican las
visceras de cada
canal

Existe registros de los
decomisos

Se cuenta andlisis
bacteriol6gicos y
fisicoquimicos del
agua

El personal cuenta
con vestimenta de
trabajo

Se cuenta con
incineradores

Cuenta con planta de
rendimiento

Existe fosa de
Sedimentacion

Cudl es el destino de
las visceras y canales
decomisadas

Se lavan las canales
después de remover
la piel

El agua que se utiliza
es potable

Procedencia del agua

Las aguas residuales
se vierten en

No

Manual

No

Si

Botes de plastico

No

Si

No

Si

Si

Si

No

No

Se incineran

Si

Si

Red Publica

Drenaje Publico

No

Manual

No

Si

Botes de plastico

No

Si

No

No

No

Si

No

No

Se incineran

Si

Si

Red publica

Drenaje publico

No

Manual

Si

Si

Carritos de acero
inoxidable

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Planta de Rendimiento

Si

Si

Red Publica

Drenaje Publico
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Existe camaras de Si No Si
refrigeracion para
canales

Programa de No No Si
trazabilidad de
productos

Puntaje total 67 83 44

Tipo de riesgo MEDIO ALTO BAJO
sanitario

7.8.2. Desarrollo de los principios de Andlisis de Riesgos y Determinacion de
Puntos Criticos de Control en los rastros cunicolas de Huixquilucan, San

Felipe del Progreso y Tecamac

Principio 1. Analisis de peligros. Enumeracion de todos los peligros asociados
con cada fase del proceso y estudio de las medidas preventivas para el control de

los riesgos.

En este estudié se evalud la contaminacién por S. aureus meticilina resistente
(MRSA) la cual constituye un riesgo biolégico de peligro moderado, dado que si se
realizan las medidas higiénico — sanitarias adecuadas en el proceso de obtencion

de las canales de conejos, este riesgo puede ser reducido o eliminado de la canal.

Principio 2. Establecer puntos criticos de control. Aplicacién de la secuencia

de decisiones en cada fase para determinar los PCC.

Se encontrd que en los rastros cunicolas de Huixquilucan, San Felipe del Progreso
y Tecamac los puntos criticos de control estan presentes en el deguelle, en el
corte de cabeza y patas, en el desollado, en el eviscerado, en el lavado, en el

escurrimiento y en la conservacion (Cuadro 31).

Cuadro 31. Hoja de Andlisis de Peligros

¢Es
. , . o L . esta
Etapa del Identifique SAlgan peligro es  Justifique su decision  ¢Qué etapa
proceso Peligros significativo para de la columna anterior medidas un
potenciales la inocuidad del preventivas PCC?
S ! " oloy
bioldgicos alimento~ pueden ser (si/ no)
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Arribo de los
animales

Aturdimiento

Izado

Deguelle

Corte de

cabezay patas

Desollado

Evisceracion

Lavado

(si/no)

Ninguno No

Ninguno No

Ninguno No
MRSA Si
MRSA Si
MRSA Si
MRSA Si
MRSA Si

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA

Solo es la llegada de los
animales. Esta actividad
no genera ningun tipo de
contaminacion bioldgica.

El uso del electro
insensibilizador o mazo
no genera ningun
problema de
contaminacion.

Solo es la colocacion del
animal en los ganchos.
Esta actividad no genera
ningdn tipo de
contaminacion.

La limpieza que se
realiza en los cuchillos
€s un punto critico, ya
que estos pueden estar
contaminados.

La limpieza de la cizalla,
es un punto critico ya
que esta puede estar
contaminada.

Cuchillos o  manos
insalubres pueden ser un
riesgo de contaminacion.

Manipulacion
inadecuada de las
visceras, una ruptura de
estas puede ocasionar
una contaminacion.

Un lavado deficiente
puede no eliminar los
microorganismos.  Otro
riesgo es lavar con agua
contaminada.

aplicadas?

Realizar
adecuada
sanitizacion de
los utensilios
de corte.

una

Realizar
adecuada
sanitizaciéon de
la cizalla
utilizada en el
corte de
cabeza y
patas.

una

Realizar
adecuada
sanitizacion de
los utensilios
de corte y en
las manos de
los

una

operadores.
Tener una
adecuada
manipulacion
de las visceras
evitando la
ruptura de
estas.
Capacitacion
de personal.
Realizar un
lavado a
presion y

monitorear las
propiedades
fisicoquimicas
y
bacteriologias

No

No

No

Si

Si

Si

Si

Si
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del agua.

Escurrimiento MRSA Si Sanitizado deficiente en Realizar una Si
las superficies para limpieza y
escurrimiento pueden desinfeccion
permitir proliferacion estricta en las
bacteriana. superficies de

escurrimiento.

Conservacion MRSA Si Resguardado de canales Supervisar el Si
sucias pueden higienizado
contaminar a  otras correcto de las
canales. La variacion de canales y
temperatura puede realizar
afectar la calidad monitoreo
microbioldgica. constante  a

las camaras
de
conservacion.
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8. DISCUSION
El presente trabajo, se realiz6 para determinar los niveles de contaminacion

microbiana de Staphylococcus aureus y la caracterizacion del antibiotipo
ORSA/MRSA para identificar las cepas MRSA, en los aislamiento obtenidos de
canales de conejo procedentes de rastros comerciales del Estado México, se
observé un nivel elevado de contaminacion de la superficie de las canales por S.
aureus en los rastros evaluados. Esta situacién puede influir sobre la inocuidad de
la carne de conejo en su comercializacion, lo cual coincide con el estudio realizado
por Veldzquez et al., 2008, en donde se identific6 un 36 % de las canales
contaminadas por S. aureus en mercados populares y supermercados en el Valle
de Toluca. Asimismo, la identificacion de los fenotipos de los aislamientos
realizados permiti6 establecer una asociacion del nivel de contaminacion y el
origen presuntivo de los aislados con factores de virulencia que pueden implicar

un riesgo a la salud animal y humana.

El analisis de la contaminacion de la canal de conejo en los rastros evaluados se
realiz6 de forma facil y confiable, a partir de la modificacion del método de
muestreo de superficie en canales de abasto (Gardufio et al., 2015a), permitiendo
establecer una relacion entre la superficie de muestreo proporcional para las
regiones del muslo, lomo, costillar y cuello con la contaminacién por cm? de la
superficies de la canal del conejo (Garduiio et al.,, 2015b). El nivel de
contaminacién observado en las canales de conejo estudiadas en los rastros
puede ser atribuido a factores de manipulacion inadecuada durante el proceso de
faenado o por la posible contaminacién ambientales del establecimiento (Signorini
et al., 2005).

En el estudio se aprecié una elevada contaminacion de S. aureus en la superficie
de las canales de conejo, mayor a la establecida por la normatividad mexicana
gue establece no mas de 100 UFC por 25 g o ml. (NOM115-SSA1-1994). La
inspeccién sanitaria de las canales destinadas al abasto de carne establece que
en la superficie de las canales exista ausencia de Salmonella, E. coli y Listeria en

25 g., sin embargo, no precisa cual es el nivel de contaminacién por S. aureus
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(SENSICA, 2010b). Las diferencias de contaminacion de las canales observadas
entre los diferentes rastros pueden ser atribuidas a la linea de sacrificio, equipo,
materiales, la manipulacion del personal durante el proceso, manejo de la carne y
su conservacion (USDA, 1996).

En los resultados del estudio se obtuvo que las superficies consideradas con las
plantilas de 2.5 cm por 2.5 cm, proporcionalmente mostraron una relacion
semejante con los valores obtenidos de las areas delimitada de 5 cm por 5 cm y
las de 10 cm por 10 cm. El estudio propuso que la evaluacién de la contaminacién
en superficie de canales de conejos puede ser evaluada a través de cuatro areas
delimitadas por una plantilla de 2.5 cm por 2.5 cm para establecer la cuenta total
microbiana expresada en UFC/cm? (MAP-SOIC, 2004), en un procedimiento
similar al recomendado para las especies de abasto de talla mediana y mayor que
consideran plantillas de 5 cm por 5 cm y 10 cm por 10cm (USDA, 1996;
Commission Decision, 2001; SENASICA 2010b).

En salud publica se considerada al S. aureus una bacteria oportunista, debido a
gue ocasiona enfermedades al humano, principalmente cuando éste atraviesa
lapsos de vulnerabilidad asociados a circunstancias andmalas que disminuyen la
competencia de su sistema inmunologico. Bajo tales condiciones, el
microorganismo es capaz de provocar afecciones en casi cualquier region
anatémica, lo cual refleja su amplio poder en cuanto a genes de virulencia que lo
habilitan para establecerse, reproducirse, sobrevivir y diseminarse en diversas

clases de tejidos (Massey, 2006).

La identificacion de los biotipos de S. aureus en los aislamientos obtenidos de los
canales de conejo estudiadas, permitio establecer entre el nivel de contaminacion,
el origen presuntivo de los aislamientos, lo cual sugiere una relacion con los
factores de virulencia identificados y los ecovars del biotipo de S. aureus en las
canales implicando un riesgo a la salud animal y humana (Devriese et al., 1981,
Ortega et al., 2009).
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El estudio sugiere una amplia distribucion de los biotipos entre los rastros
determinada posiblemente por las unidades de produccién que los abastecen, al
considerar que el S. aureus puede estar presente en la piel de animales sanos y
en los que presentan infecciones superficiales y profundas (Ortega et al., 2009).
La biotipificacion puede identificar el origen presuntivo de S. aureus para
establecer medidas de prevencién para reducir el riesgo sanitario por la
contaminacion. El S. aureus y los biotipos asociados pueden ser considerados un
indicador del nivel de contaminacién de la superficie de la canal, atribuida a una
manipulacion inadecuada de canales y posible contaminacién ambiental de los
rastros (SENASICA, 2010Db).

Los biotipos identificados en el estudio fueron A (humano), C (bovino/ovino), E
(canino/equino) y NE (no especifico), los cuales indican una variacion importante
entre los aislamientos relacionados con los ecovares presentes en los rastros
comerciales estudiados. Algunos de los biotipos de S. aureus estan asociados a
factores de virulencia de riesgo a la salud publica que se han identificado en

ciertas clonas del patégeno en los conejos (Devriese, 1981).

La mayor frecuencia de los biovares en las canales fue atribuida al biotipo A de
origen humano, sugiriendo también una fuente de contaminacion durante el
proceso de faenado de las canales que incrementa el riesgo a la salud publica por
la ocurrencia de enfermedades alimentarias e infecciones cruzadas hombre —

animal (Devriese, 1990).

La presencia de S. aureus en las canales de conejo indica un alto grado de
contaminacién asociada a la manipulacion e inadecuadas practicas de higiene
durante el proceso de obtencion de la canal, la cual frecuentemente puede estar
asociada al ecovares de los biotipos (A) humano, (B) cerdos (C) ovino/bovino, (D)
conejos (F) aves, (G) ratas/ratones y (E) canino/equino (Hajek and Marsalek,
1971; Menes et al., 1984).

El biovar de S. aureus del biotipo C (Ovino/Bovino) denota su importancia en las

unidades de produccion cunicola asociados al ambiente de produccién (Devriese
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et al., 1981). Otros estudios relacionados mencionan que los aislamientos de S.
aureus de origen animal muestran menor proporcion de cepas enterotoxigénicas
comparadas con los biotipos de origen humano (Yasser et al., 2009). Las cuales
generalmente poseen una tendencia a producir cantidades apreciables de proteina
Ay alfa toxina, incrementando el peligro para la poblacién humana en cepas de S.
aureus de tipo epidémico (Isigidi et al., 1990 y Veladzquez et al, 2004).

En el estudio se identific6 una proporcion de ecovares de biotipos de S. aureus
asociados a hospederos NE, lo que representa una alerta epidemioldgica. La
relacibon de los biotipos con hospederos NE, se puede asociar
epidemiologicamente a un origen probable de los conejos. Algunos de estos
aislamientos producen (3-hemolisis, no coagulan el plasma de bovino y difieren en
la actividad de la staphylokinasa (Devriese et al., 1981). También se ha propuesto

gue los biotipos NE se asocian a ecovares del biotipo humano (Devriese, 1984).

Existe la posibilidad de que los biotipos de las cepas de S. aureus pueden ser
portadoras de genes de virulencia asociados con la produccion de enterotoxinas,

biofilms y plasmidos de resistencia a los antibiéticos (Leonard y Markey, 2008).

En la industria alimentaria es muy comun la presencia de biofilms en equipos y
materiales ya que pueden formarse en cualquier tipo de superficie, incluyendo
plastico, cristal, madera, metal y sobre los alimentos (Chmielewsky y Frank,
2003). Considerando que estas formaciones pueden contener microorganismos
patdgenos y presentan una mayor resistencia a la desinfeccion, se incrementan
las probabilidades de contaminacion del producto y de provocar infecciones
alimentarias, razon por la que se considera que la presencia de biofilms en las
superficies de contacto de la industria alimentaria constituye un evidente riesgo
para la salud (Di Ciccio et al.,, 2015). Uno de los principales problemas en la
industria alimentaria esta representado por la supervivencia de microorganismos
patégenos o alterantes debido a una desinfeccion insuficiente de las superficies o
de los instrumentos en contacto con los alimentos. (Carpentier y Cerf, 1993; Fuster
y Valls, 2006).
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La presencia de biofilms en superficies es la causa principal de contaminacion del
producto final. Las consecuencias de esta contaminacion pueden conducir a
pérdidas econ6micas debidas tanto al necesario rechazo del producto como,
incluso a el desarrollo de enfermedades, si intervienen microorganismos
patdgenos como el S. aureus (Piera Serra, 2003). Los biofilms formados sobre las
carnes crudas y en el entorno del manipulador aumentan considerablemente los
problemas de contaminacion cruzada, resistencia microbiana y de
contaminaciones posteriores en el procesado. Esto se debe a que las bacterias del
biofilm pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes a los antibidticos que las
mismas bacterias crecidas en medio liquido (Donlan y Costerton, 2002; Mah y
O’Toole, 2001; Stewart y Costerton, 2001). Dentro del biofilm, las bacterias estan
protegidas de la accion de los anticuerpos, del ataque de las células fagociticas y
de los tratamientos antimicrobianos (Lasa et al, 2005).

Considerando estas premisas se identifico el biofilm en los aislamientos de las
canales de conejo por dos métodos de crecimiento, el primero en agar rojo congo
(Freeman et al., 1989), que permiti¢ identificar el tiempo critico de crecimiento por
la temperatura de incubacion y el segundo con el método de deteccién en tubo
(Christensen et al.,, 1982). Los resultados positivos obtenidos en el estudio con el
método de rojo congo se presentaron en menor proporcion a comparacion con el
método en tubo, sin embargo, algunos investigadores recomiendan mas el método
en tubo para la deteccion de biofilm por que se visualiza una adherencia en una
superficie bien definida que representa la biopelicula bacteriana (Freeman et al.,
1989).

Los mayores riegos en la salud publica por la presencia de los biofilm bacterianos
es que estos se pueden encuentran involucrados en superficies como el acero
inoxidable, el aluminio, el vidrio, catéteres, superficies de contacto con alimentos e
indicar un riesgo en la contaminacién de alimentos de origen animal y su

transmision al hombre (Chavarrias, 2013).

El aislamiento de S. aureus a partir de las canales de conejo estudiadas, indica

una contaminacién cruzada derivada de procedimientos inadecuados de
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sanitizacion, asi como de una mala ejecucion de las buenas précticas de
manufactura ocasionando riesgos a la salud. La solucién a esta situacion se
garantiza al realizar estos programas en los establecimientos de una manera
oportuna y con estricto control sanitario para reducir el riesgo por la posible
presencia de cepas de S. aureus potencialmente patégenas las cuales causan
enfermedades transmisibles por alimentos a causa de posibles enterotoxinas o

resistencia a los antibiéticos (FAO, 2009).

Los alimentos pueden servir de vehiculo para diseminar S. aureus meticilina
resistente (MRSA). Existen estudios en los que se reporta que la carne de venta al
menudeo contiene un bajo nivel de contaminacion por S. aureus (Kluytmans,
2010). Sin embargo, otros estudios reportan la presencia de MRSA en una
variedad de carnes como: pollo, pavo, cerdo, ternera, res, cordero e incluso conejo
(Harper et al., 2010; Kitai et al., 2005; Kluytmans, 2010; Kwon et al., 2006; Weese
et al., 2010; Lozano et al., 2009; Van den Broek et al., 2009;). Los niveles que se
informan varian ampliamente desde < 0.5% hasta 35%, dependiendo del tipo de
carne y del pais de origen. La identificacion de MRSA en las canales de conejos
analizadas de los rastros de estudio se reporté mayor a la de 17.2 % mencionada

en una investigacion similar realizada en otro pais (Ortega, et al., 2009).

De igual manera, se han identificado MRSA a partir de otras fuentes en animales
de produccién como son: granjas lecheras, médicos veterinarios, empleados de
rastros, trabajadores de granjas (Haran et al., 2011; Huber et al., 2010; Lim et al.,
2013), condiciones ambientales (Missohou et al., 2011), asi como a partir de los
alimentos carnicos y lacteos (Vandendriessche, 2013; Normanno et al., 2007). En
diferentes estudios se concluye que los aislamientos se S. aureus en los
alimentos, pueden no ser de origen animal y que en una gran mayoria son de
origen humano, pero pueden proceder de personas que tienen contacto con
animales (Turutoglu et al., 2009; Sakwinska et al., 2011; Haenni et al., 2011). Sin
embargo, también el aislamiento de S. aureus puede provenir de la contaminacién
del medio ambiente influyendo sobre la contaminacion animal y en los procesos de

transformacion de los productos de origen animal (Missohou et al., 2011). Es
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posible que los resultados obtenidos en el estudio se denoten de una
contaminacion del proceso de faenado, el cual pudiera tener relacion con los
niveles de contaminacion ambiental en la unidades de procesamiento de las

canales y la contaminacion cruzada por manipulacion (Signorini et al., 2005).

La identificaciébn de S. aureus meticilina resistente en las canales de conejos
establece un riesgo importante a la salud publica, al estar asociadas a la
contaminacién de superficies de la canal, con cepas productoras de biofilm
durante el proceso (Da Silva et al.,, 2012), incrementando la posibilidad de que
ocurra la contaminacion de la carne y de otros productos procesados, poniendo en
riesgo la salud de la poblacion, al ocurrir una diseminacion de las cepas MRSA de
origen animal al hombre por un riesgo ocupacional en los rastros (Cha et al., 2013;
Devriese, 1984). La identificacion genotipica de la resistencia intrinseca a la
meticilina en los aislamientos obtenidos de S. aureus, mediante la amplificacion
del gen mecA con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) establece la
evidencia en la ocurrencia de cepas MRSA en canales de conejos de abasto.
Demostrando la utilidad de la PCR tradicional para detectar en gen mecA
siguiendo el protocolo establecido por (Kobayashi et al., 1994), la cual confirmo la

presencia del gen mecA, igualmente por la PCR tiempo real.

La confirmacion a través de la PCR alerta de manera definitiva sobre el peligro de
las cepas MRSA de origen animal, las cuales se pueden trasmitir al hombre e
incrementar las infecciones a la poblacion humana (Huber et al., 2010). La
diseminacion potencial de las cepas MRSA a la poblaciéon humana puede ocurrir
por medio de los alimentos y la manipulacién de animales portadores de estas
cepas MRSA-LA que potencialmente pueden ser de caracter comunitario y
epidémico tanto para el hombre y como para los animales. (Leonard y Markey,
2008).

Siguiendo el método descrito por Kobayashi et al., 1994, los resultados del estudio
a través de la PCR punto final mostraron visualizaciones de la amplificacion del
gen mecA de 533 pares de bases, mientras que con la técnica de la PCR en
tiempo real se observd la cuantificacion de las amplificaciones de las cepas
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portadoras del gen mecA. Los resultados obtenidos de la PCR convencional no
mostraron diferencia con los datos adquiridos de la PCR tiempo real para la
amplificacion del mismo gen, pero esta Ultima técnica fue mas eficaz en sus
tiempos de diagnéstico y menos riesgosa si consideramos el uso de productos
cancerigenos como el bromuro de etidio utilizado generalmente en la PCR
convencional (Huletsky et al., 2004; Tamay et al., 2013).

Considerando los riegos sanitarios en los rastros de estudio, no existe informacién
reportada de analisis de riesgos en rastros cunicolas, pero esta investigacion
coinciden con otros estudios donde se determina que el riesgo sanitario se debe a
malas condiciones sanitarias, instalaciones deficientes, equipo inadecuado de
limpieza y desinfeccion, malos habitos de higiene de los trabajadores y deficiencia
en la limpieza de utensilios e indumentaria de trabajo (Reyes, 2010). Asimismo,
se observa que la inadecuada ejecucion de las Buenas Practicas de Manufactura
y los deficientes Procedimientos de Operacion Estandar de Sanitizacion son de
vital importancia para contrarrestar los riesgos y como menciona (Peace et al.,
2004) los riesgos de seguridad no pueden ser eliminados, pero pueden prevenirse

o reducirse.
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9. CONCLUSIONES

La frecuencia de la contaminacion por Staphylococcus aureus en las canales de
conejos fue de 57.76 %, mostrando un 35.53 % de resistencia a la meticilina.

El método de muestreo no invasivo realizado en superficie de canales de conejo
utilizando una plantilla de 2.5 cm por 2.5 cm analizando cuatro regiones de la
canal permitié establecer el nivel de contaminacién de la superficie en las canales
en rastros comerciales. Evidenciando que las regiones con mayor contaminacién

de la canal en la linea de sacrificio fueron las regiones del costillar y del cuello.

Los biotipos de S. aureus identificados correspondieron al A, C, E y NE asociados
a la elevada contaminacion de las superficies de canales de conejo en los rastros
comerciales evaluados, indicando el origen presuntivo de los ecovares

relacionados al hombre y los animales de produccion.

Al evaluar el riesgo sanitario en los rastros cunicolas, bajo el protocolo modificado
de la COFEPRIS en el proceso de obtencion de la carne de conejo se apreciaron
diferencias entre los rastros C (Tecamac), fue el mas bajo; el rastro A
(Huixquilucan) mostro valores medios y el rastro C (San Felipe del Progreso) los

valores mas altos.

Los puntos criticos que se identificaron en los rastros cunicolas A, B 'y C
respectivamente fueron en las areas de deguelle, corte de cabeza y patas,
desollado, eviscerado, lavado, escurrimiento y conservacion se determiné donde

de determino que existe riesgo de que la canal se contamine.
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10. SUGERENCIAS

Se recomienda realizar mas estudios que determinen la fuente de contaminacién
microbioldgica de las canales de conejos al efectuar el analisis de los genotipos de
S. aureus.

Identificar el tipo de cepas de S. aureus meticilina resistente asociadas a los
genotipos presentes en los rastros.

Realizar capacitacion de BPM, POES y HACCP en los establecimientos dedicados
al sacrificio de conejos para reducir los riesgos sanitarios y cumplir la normatividad
mexicana para garantizar la inocuidad de los productos céarnicos.

Evaluar el riesgo sanitario de las cepas MRSA de origen cunicola en la salud
publica y su posible diseminacién a traves de la canal del conejo.
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37 the carcass (15 om® each), wams 1% peptome water af £°C during transporiation for microbdological
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Alsterisl and Methods

The smudy took place i thres commendial r=hbit abartairs in Central Mexico, located in three regions of
the Smte of Memco: Huoigguihocen (A) (latimde IS°1EU7" and 19726727 N, OO°14'10" amd O0°24'15"
lensituds W), San Felipe del Progrese (B) (latitode 12°43° N, lemgitude 26°37 W) and Tecamac (C)
{lamimdz 12°43" M, lonsimde 28737 W), chosen according to itz anme] sacrifice volome, dismibotion and
commercialization 217 surfacs samples were takan by satified sampling (Jaramillo and Martimesz, 20100
in the sarTifice [ine to obtzin 5. anrenr izolatiaes.

Surface comtaminsiion ;ampling procedure

To obtain the sampls, the pom destoctive method used for biE species in abattoirs fo detect
microbiplogical contamiretion (UEDA, 1904 Commission Decision, 201), was adapted to rabbit
carcassas by sampling four megiops @ 15 om® (showlder, neck, ko and leg) (Gardumo et al. 2013)
Swface dstection of 5 owrews was performed according to MOM-110-35A1-1994, using 2 smab
moistaned im 1% peptone water and swabbing the fmr regions, » <erving the sample at 4° C in
accondance to MOOAL-109-55A1-1994, Eajzllﬁhujmsmpmﬁ;"(mﬂ' [zboratory as stated
MOAL-115-535A1-1024 Cams:mmmummv.ﬂ:ﬂchcm'} according to CFUT counts
(CFU'e”) im plates neins the dilution 1310, h;LWAmnahmgmmﬂs—m*FM*D
where M= CFU mumber in 1 ml. nfdﬂmmnme&m_\dmwtm.ﬂMM'smﬂiembe A= zampled surface
nmmkhmﬁmdﬁmm 2, 2004).

\
| | P

Suplslococeus qureus idge~ “su |

amwuiy gerfl bed msing Baird Parker azar (ED Biogon, Megica), by bomogeneous
cultore of 0.1 ml-:d.ﬁfl;ii}?iﬂ"’]iltphﬂ. and meobating at 37° C for 48 b CFU positive strain: to
mmmmﬁmmmm@{ﬂanmﬂm: I Cior4b
Gram :mim, cafalaze, coasulase mbe teat and ogddase fests (MIOAL-113-33A1-1524), 23 well as Voges
Proskansr, nifrate m broth (Boeerdin #f i, 2003), mannitol m anaerobiosis and maltose in aerobiosis were
e for bacternological confirmation (Coken, 1977). 5. gureus ATCC 25873 and 5 epigermidic ATCC
1I278 sizzims were n2ed as conirals for bacteriplozical amatysis.

EE B EEB EEEREEEE S EEREEREBEEE g8 985 88828
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B

Pherorypical chersterivation wes parirmed arrondine to Devrisse or 2, (1981 methodolozy to identity
the presmmptive ani=i= of 3. ;e solstioes fom the @nmsy sice of bbis. Briedy, violet szl

K

2z (Wipticase oy 2z with cyistal vielet 1:100,000 added), were incubated at 37° C for 24 b Biotypes
were idemtifiad according to their srowth charactsristic: znd CFU positive reaction to cristal violet {CV),
coasulzse tube tast peins bovine and homan plesma (12 mm test tobes with 0.3 ml of plasma diluted 1:3),
stepiviokyrase prodaction and type of bzemolyzin prodoction in bioed 2zar prepared with shesp and
reibit ervitrocyess (Devriese, 1084). CFU isalations wers classifiad jreo hiotypes accordins o the tests”
resuit: 2: follows: biope A (hmar) was positve to coaznase sins humom plasma and showed 2
positive raaction to CV (violet CFUs and lisht vellow kalo ir the plate. positive 1o stephylokinase ard o-
Eaemolysis (Hizjek and Movolek, 1071; Cottral, 1978); biotype C {bulr'ltu'r'ln] positive to coagulaze
nsing buman and bovine plasma mecxive reaction to OV, niiumr/nin[:ﬂ.uuﬂuimlhnhh
mﬂz.mmw-ﬂlﬂnﬂﬂaﬁhﬂl?& Qﬁﬂ&"ﬂﬂ}:hﬂp&]’:’.
{m!u]um}.pusﬁrehcnﬂmhmﬁh\\{ﬂummﬂ white CFUs and
lishs vellow kalo in plass, meswrive 10 sagiy ,,"/(; mmmmlrl
ﬂnmnauhIMQJWnsndthnuzrn\\k 
mmaﬂmhpmmm\*mimuJ% Devrisse ezl 1281)
N \>
Results evalustion <L \\

7 \W‘\\/
mmmr'éﬁﬁmiﬂhmmmemm

BN REEHRR

b

H

B W B YRR ESR

Erl]:ﬂﬂ:lma.m\ /mﬁmﬂmmmﬂm‘ﬂlﬂ}ﬂ:Mu&ﬁmr

B

varznrs zmalvzis and Tokey test (P0.03), in which isol=tion fremmencies and biotypes were evalnated

R

nuins IBAW-3PES Vesion 1 setstical procrzmms.

B

Fesmlix

B

From the overzll zmalysed samplss 3775 were idenfifed 25 § murews (Table 1) Abesioir A with the

BB

lpast pomber of s2vificed snimals showed the hishest jzalanon fegoency (62 17%), when compared to
147  zhetipir C, which bad the hichect sarvifices vobhome #nd the leas: izalation frequency (37 4300
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176
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The mverase smiace confzmination level in mbbis” swrfce cased by 5. gurews was caloulated as
147645 37 = 38,5344 34 UFC'cmn” (Table ). Abattoir B kad the hishest contamiration with 165,678,358 +
25129353 UFC/on” when comparad to the athers (P=0.05).

5 owews identified biotypes were: biogype A (Homem) 77468 % C (BovineOwins) 9.08 i, E
(CanmeEquine) 1.62 % and E (NE) 11.37 % which were clas:ified as comms from non specific hosts
(Tahle 3}

Discassi
The hiotypes ideptifiad in Stapiplorocsus qureus isolations are varied and related to the ecovars presemt
in the commercial abattoirs (Dievmaze, 1994, which may reflact the type of production famms: that provide
mmmmmgmmimﬂmlhepmmmﬂmﬁu " oaly in healtiy animals, bt i
mmmﬂmmmﬁmmmﬂ(mmgau.mﬁm !
Thmmumnfte:ﬂzﬂ:ﬁmmuf;mmuhuﬁna \nbbnmﬁ iz that these might be
Eummdmmlmcmmdm:nngw ahn;m:umﬂammtm& Zurews is
mahmm;hnnﬂmeufhmmsm\m 2s pert of its microflora, amd should be kept
iz mind that it may o come directly o in. N, W Other sources such as facilities, bed materia] or
pgmpment (Devmess, 1084) -'erﬂn ‘VK;T‘AEICJL {2010), 5. owrens mishi be considersd as an
mmﬂmﬁ&cm*iufhm due o madsgoate maripnlation ad possible
mum.mln:mwm mal hm:s
S-um.eSmbmﬁa‘wmmumdmmnﬂureﬁﬂm&nmuennﬂmmﬁh:beﬂ&mﬂ:m
those identified in cerain clonss jsolzted fom rbbits (Devriese, 1981).

The hishest fieguency of isolations i the cresses in this sndy was classified 2= biotype A {men
eCovar), azssestins that if became coptammated during the sacrifice proce:s, which may merease the risk
in puhblic health due to the poszibility of ooumeace of food diseases and buman - amimal oross infections
(Deviesz, 1997), durins its memipularion, or beranze of inadequate Irygiene practices during the proces:
(Gardusio e al, 2015), wually associated to biotypes (A) buman, (B) pig, (C) ovinebovine, (D) rabbit,
(F) poultry, (&) rze='mice and (E) canine equine scovar: (Hijek and Marzalak, 1971; Meres &t af, 1954)..
3. mureut bistype C (OwineBowvine) is mporfant becanze it may indicate that the spurce of the smain:
misht be 2ssocizied to the microhiological eironment of the frm (Devwiese er oi, 1981} This hishpe

haz besn identified In mest coptammated with 5 owrens moother cowmtries (Tszidi &7 ai, 1897) Other
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ol

smiier mennton tes 5 ooerr oozin: fom mmime] soovers beve shown 2 low proportonm of
EntErotEGCOEENC trEns ke compared wn the ones from e ecover (Yaszar er al, 2009), wiich may
produce 2 Comsifershle guentity of protelm A = well 2= 2l toxin, incessier the rizk for hmem
poplation dve o epidemic 5. mews strins (s o al, 1990 7 Velimpes & ai 2004).

Even thoush = o sindy thers wes 2 low proporton of NE 5 gureus bioiypes, & mishi as well represent
an epideminlosical alam, beranse they can probebly be reled m the rbbic scovar. Same of these are
czpable of prodncne S-bemelvzis, 4o mot cozsolae bovime plame md & in remmds o their
stepbviokinese activity (Devriese e7 o, 1981) [t has alsp besm proposed that this hiotvpe misht be
a=sprizied] o baman binispe ecover (Devtese, 1984).

T s 2l beem demimeiried fhot when NE Hniypes are cherarierized psins fep vimses they may come
from several ecovars, some related 10 ofher production amimals (Adegoke er ol 1985). Differences
hammnﬂnpmmﬁmmwéy/gmmuuqmﬁm
m&mmmmmmnu v/.ara.u 1981).
Msh]ﬂhndﬂimmmmvav:;&'/mm&m&
enteroteins, biofilms and plemids that codify | A\ﬁmg_mﬂyw 200%).

The cle=mficainm of 5. murews oiypes < \“hg \mﬂmmmﬂm&ﬁmﬁe
mmuuﬂmwwxﬁxmmmmuwmn
mmtﬁ;dmté\mmmﬂﬂmmm
p:ahlmnmw"‘brﬁ h}\‘m-mluihmmm-:ih@ﬂmu 1892 v Baz-
Gal eral. 2015). \ ///,/‘
O resuits rezarding B emtzmmanon svalumnon due to O gurens imrabba camas: swface comslas o
pEevions sndies perfEmed o edzhiih the smiwe and samphns methed (GadmSe & o, 2015
Fodrizser ef ai, 2015), where the sorfare fhet should be sampled in domestic apimals i 5 on® and 10
on® according to the animal sive Rasardine rabbit carcasses, resnlations 4o not specify an equivalent
surface for smpling (USDA, 1906; Commission Decision, 2001).

3 mrews cormminetion i kb czroess soice mizk represers 2 risk for poblic beslth wher relzed o
fond minyirtors (DAS and FAD, 2009) In addition fhe emersency of fenamission of 5. sureus
nsicillin Fesistamt straine from amimols i mens rEyesent 2 werkinide risk Oriesa, et 2, 2000).

Even thonsh the bistyps methodolosy = not new, I may [EOTiSe 2n appnommation o e cont=mrinstion

8§ B R BB RBREB EESE RBE ER BEEERBESBR BB REEER

somrce of the sz, winch could dweaty refler the erroements] copditior: of the frm from which
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208  the mbbis proceds. Therefore, the Sigpiylocscous aurens bintype: idsnfified were 4. C, E and NE in

B

BB EEEEREEE

st

B BN E N EHENEEREBE

OO OM M

2azpciztion to bish srface comtamination of rabbit @rceszss from commerdial abatteirs, which may

presumably be asspoiated to ecovers related with mans ard prodictian mmimals,
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Table 1 Click here 1o download Table renamed_41ade docx &

Table 1. Sample size, propostban and number of 5 gurews iselations
per abattois

Abartair  Anuel  No and e ofsample 5 gureur [iolations

Sacrifice
Mo, %

A 15,200 T i W %

31,200 4% 42 5%
c 42,000 BB 45% 51 52.04%
Totsl #2400 217 100% ‘,/(;jf'l/'""/ill 57.76%

Q
‘O
\ b
ahle 1 || V;’A | Uhick here to download | able renamed_343a/.docx 1

Vs

Table 2. WMM gurews contamination levels in rabhit carcass surface sampled in commercial

ahattoirs.
Total comnt in surface / No. CFUla’
Abatioir N Aversze = Standard deviation
A ] 14816550 = 43188.171
E 2 165678.38 = 15129381
C 31 13378367 = 30301700
Total 121 14764332 = 33544344

Different letiers per colmmt dhow Sgnyc@T Harsiod dyerences (P<0.00).
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Table 3 Chick here to download Table renamed_T5343 docx &

Table 3. Sugpigiococows aurens biiotvpe distribution in carcasses sampled in rabbit sbbanirs.

Biotype Presumptive Mumber of % of I sureus
s Origin 5 sureps  Abstolr Ababni  Absmei Isolsfions Iscd=tion
isoistions A rB rc SvErEge
A Human B4 21 38 = 7768 3133
C Bovwine/Ovine 11 3 4 4 ao0e aee
E Canine/Eguine 2 2 0 o 185 0.86°
NE Mon specific 14 2 2 10 11.57 4 86
Totsl 121 28 42 51 100

Different letters per column show significos sl differences (P<0.05).
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12.2. Divulgacién en la publicacion de Journal of de World Rabbit Science

Association.

January - March 2015. Word Rabbit Sci. 23 (1) 1
1 Wortd Work Rabbit Sci 2015, 23: 55-86
a Rabbit doi-10 49954wrs 2015 3531

4 Sc © WRSA, UPV, 2003

ABSTRACTS OF THE 5™ AMERICAN RABBIT CONGRESS
Touwxa, Estano o Mixco, Mioco, Septemeir 8-11, 2014

NON DESTRUCTIVE STANDARDISED METHOD TO
DETERMINE BACTERIAL CONTAMINATION BY
STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN RABBIT CARCASSES

GARDURO-Guaparrava V.*, VELAZOUEZ-Onponez V!, ALonso-
Fresan MUY, Zamosa-Espivosa JL.',  Taavera-Rouns
M.!, Dommcuez-Vaaa LAY, Mennoza-Beoerai J Y
*Programa de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales —
UAEM. Area salud animal. Centro de Investigacion y Estudios
MAvanzados en Salud Animal Km 155, carretera Toluca-
Atlacomulco, Estado de Médco. 'CIESA. Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia. Universidad Auténoma del Estado
de México. Cuerpo Académico en Salud Animal (UAEM-
CA-3 Salud Animal). 'CIESA. FMVZ. UAEM. *FMVZ. UAEM. E1
Cermmro, Pledras Blancas, México

mual@uaemex mx

Rabbit meat is Increasingly consumed woridwide,
regardiess ol s microblal counts. There IS no specific
method W determine the microbial count in rabbit
carcasses. This s the main reason for developing a non
destructive surface sampling, taking into consideration the
sampling method for large species 10 determine microbial
counts for Staphylococcus aureus. Fifteen rabbit carcasses
were sampied, 1aking a different surface sample per group
(5 rabbits/group). Wet swabs with peptone waler were
scrubbed in different regions: R1 in the thigh, RZ in the
back, R3 in the ribs and R4 in the shoulder (1 rabbit per
region). The 4 regions were sampled in 1 rabbit from each
group. The surface sampled for Group 1 was 2 5x2.5 cm;
Group 2, 5x5 cmand Group 3, 10x10 cm. Serial decimal
dilutions were made and cultured In Baird Parker Agar
for Staphylococcus aureus growth. The best surface
for sampling was the smallest S. aureus CFU/cm? In
the samples exceeding the national and Intematonal
maximum limits, representing a hygiene alert due t
possible S aureus strain dissemination

86.
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12.3. Participacion en la obra Investigacion en la Cunicultura de las Américas.
Rabbitry Research in the Americas. Publicada por la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Campus “El cerrillo”, UAEM y La Rama Americana de la
Asociacion Mundial de Cunicultura, AB- WRSA, American Branch of the World
Rabbit Science Association. 12, Edicién, 2015

a E | Unfversidad Auténoma
Ul Eslaco de México

v CONGRESO MRICANO DE CUNICULTURA, MEXICO 2014

F: de dn Clentifica Mundial de Cunicultura - Rama
Secretaria de Dasarrolio Agropecuarno dal Goo‘emo del Estado de México, Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desamolio Rural,
Poscay A 6n, Consojo de Cioncia y Tecnologia

NON DESTRUCTIVE STANDARIZED METHOD TO DETERMINE
BACTERIAL CONTAMINATION BY Staphylococcus aureus
IN RABBIT CARCASSES

GARDUNO-GUADARRAMA V.!, VELAZQUEZ-ORDONEZ V.7,
ALONSO-FRESAN M.U.”', ZAMORA-ESPINOSA J.L.”, TALAVERA-ROJAS M2,
DOMINGUEZ-VARA LA.Y, MENDOZA-BECERRIL J'.

1.-Programa de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales — UAEM. Area salud animal.
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal. Km 15.5 carretera Toluca-
Atlacomulco, Estado de México. )

2.-CIESA. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Universidad Auténoma del Estado de
México. Cuerpo Académico en” Salud Animal (WUAEM=CA-3 Salud Animal).

3.-CIESA. FMVZ. UAEM. * FMVZ. UAEM. El Cerrillo Piedras Blancas, México.
*Corresponding author:muaflauaemex.mx '

ABSTRACT 3 3 2
Rabbit’s meat is increasingly consumed worldwide, regardless of its microbial counts. There is
not an specific method to determine the micnybi:al count in rabbit carcasses. This is the main
reason for developing a non destructive surface sampling, taking into consideration the sampling
method for big species to determine microbial counts for Staphylococcus aureus. Fifteen rabbit
carcasses were sampled, taking a different surface sample per group (five rabbits per group). Wet
swabs with peptone water were scrubbed in different regions: R1 in the thigh, R2 in the back, R3
in the ribs and R4 in the shoulder (one rabbit per region). The four regions were sampled in one
rabbit from cach group. The surface sampled for Group | was 2.5 X 2,5 cm; Group 2, 5 X Scm
and Group 3, 10 X 10cm. Serial decimal dilutions were made and cultured in Baird Parker Agar
for Staphylococcus aureus growth. The best surface for sampling was the smallest. S. aureus
CFU/em” in the samples exceed the national and international maximum limits, representing a

hygiene alert due to possible S. aureus strain dissemination.

Key words: surface sampling, non destructive method, Staphylococcus aureus, rabbit carcass,
CFU/em’,
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Introduction

Over the years, it has been undoubtable the people’s interest on achieving and maintaining a
healthy life according to today’s needs and demands, through the implementation of optimal diet
strategies directed towards disease prevention. Therefore, it has been necessary to look for new
food sources, as well as screening their microbiological quality. Meat is one of the main foods
providing nutrients such as proteins, lipids and vitamins amongst others. Nevertheless, there are
controversies nowadays regarding its nutritional role, due to/the fact that consumers consider that
high ingestion is correlated with health problems; including obesity and cardiovascular diseases,
therefore reducing its consumption (Schdnfeldt and Gibson, 2008). This is the reason why people
tend to modify their lifestyler by exﬁloring new healthy diet habits; in which rabbit meat
(Oryctolagus cuniculus), stands out as a nuiritious and-healthy election (Hu and Willett, 2002; 333
Herndndez, 2008; Heméndez and Dalle, 2010; giﬁonové et al., 2010). Nevertheless, there has
not been developed specific sampling methods lb”j determine its bacterial load without affecting
the carcass presentation quality. Sevéral pathogens which could be present in raw meat might as
well contaminate the workers’ hands dunng ptopcssmglndhandlmg of the meat, with posterior
transmission to other food, equipment and other workers as well (Rodriguez, 2002). To guarantee
the microbiological quality of rabbit’s :frheal, a screening program should be followed, in
compliance with microbiological criteria which could dcmonslmle that the implemented

measures for quality assurance in meat maintains an adequate control of microorganisms.

Material and Methods

Fifteen rabbit carcasses were randomly selected in a slaughterhouse in Toluca Valley to carry out
surface sampling using different area templates. Baird Parker medium was prepared as
established in NOM-115-SSA1-1994, (DOF, 1995a). In the same way, peptone water was
prepared, which was used as moisturizing solution for the swabs used when sampling (10 mL per
sample), from which different dilutions were prepared according to NOM-110-SSA1-1994,
(DOF, 1995b).
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Samples were taken from different carcass regions: thigh, back, ribs and shoulder (one rabbit per
region) according to the European Union approved method (European Directive 2001/471/EC)
(U.E., 2001). This sampling technique was performed in three groups with 5 rabbits cach,
limiting the sampling surface area per group. In the first one, a surface area of 2.5 X 2.5 cm was
sampled, rubbing this area in a different region per rabbit: R1 in the thigh, R2 in the back, R3 in
the ribs and R4 in the shoulder. In the fifth rabbit the sample was taken by rubbing the same area
in the four regions. This same procedure was followed for the other two groups with the
difference of sampling surface in group 2 (5 X 5 ¢m) and grth three (10 X 10 cm).

Serial decimal dilutions were performed m accordance to NOM-115-SSA1-1994, (DOF, 1995a),
from which 0.ImL of each dilution was éultﬁrcd in BamlParker agar, which was distributed
using a 90° sterile glass rod. Plates wue incubated at 35°C f&rﬁ»hom;to determine CFU counts
in the carcasses. Resulls were amlywd using variance analyﬁ (P<0.05) in a random block
experimental design using Megastat for Microsoft office Excel 2007.

—

334
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Results and Discussion
In Table | the microbial contamination is shown at the last dilution where CFU could be counted.
Calculation for CFU/cmz, was obtained according to the formula: Ns = (N*F/A) * D established
by (MAP-SOIC, 2004).

Sampled Surface | Region | Rabbit | CFU (1 X 10%) | CFU/em”
1 1 20000 320000
25 X25cm 2+ 2 40000 640000
3 3 30000 480000
4 4 60000 780000
14243 4" 5 130000 520000
I 6 20000 80000
5X5cm A2 7 10000 40000
A 8 40000 160000
4 9 |~ 300000 | 120000
1+2+3+4 10 90000 90000
1 11 20000 20000
10 X 10cm R 2 12 30000 3000
3 13 70000 ). 70000
4 14 ___70000 70000
1424344 | 15 160000 40000

The microbial contamination found in all regions and sampled surfaces were different (P<0.05),
with the highest numbers probably representing the zones with more exposure to the environment
or handling. Nevertheless, regarding the sampling template, the most suitable one was 2.5 X 2.5
cm, because of the rabbit’s size. There were some handling problems when sampling with the 5
X 5 cm template, and the 10 X10 cm template was simply too big for the rabbit carcass. There
may have been more sampling errors when using the mid-size or biggest one, and less when
using the smallest. A previous study in which microbial load in popular markets was performed,
only 1 cm” was sampled from the right dorsal region of the carcass, finding 36% of the carcasses
contaminated with S. aureus (Velazquez et al., 2008). Based on our results, there is a high

prevalence of Staphylococcus aureus on the rabbit’s carcass surface. Mexican legislation

335
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establishes a minimal detection count of 100 CFU/g for solid foods or 10 CFU/mL for liquid
ones. Nevertheless, the maximum limits per cm” have not been established, but when comparing
our results with the limits stated in different international legislations they are above 10° CFU/g
in food according to Mexican legislation (DOF, 1995a), 10° UFC/g according to Venezuelan
legislation (MSAS, 1996) and 10° CFU/g according to Northamerican legislation (Jablonkin y
Bohach, 2001). Heinz and Hautzinger (2007) recommendations for microbiological criteria in
fresh meat (total plate counls/cmz) are: good with less than 10000, critical between 10000 and
100000 and not acceptable with more than 100000. The microbiological counts found in this
study might have resulted from rabbit carcass masbandlxng, representing a potential public health
risk if the strains are capable of poducmg toxIns. S. aureus can be present in the
slaughterhouse’s environment'or may reach the carcass via cmzlgv_epntamm‘lt]on (USDA, 2005).

336

Conclusions ‘

Based on these results, it can be inferred that the surface method used for the analysis of big
species carcasses can be used for small ones, such as the rabbit carcass, with slight modifications
according to surface sampling, coneluding that the mostsuitable one for rabbit carcasses is 2.5 X
2.5 cm. The other two are discarded du to the small Surface area of the whole rabbit,

These results do not imply health nsk regarding rabbit meat consumption, due to the
microorganisms’ elimination when cooked, but it rises a sanitary alert because of the possible S.

aureus strain dissemination regarding the carcasses handling in different distribution points.
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12.4. Participaciéon en XVII Congreso internacional Inocuidad de Alimentos y
XXXII' Reunion Nacional de Microbiologia, Higiene y Toxicologia de los
Alimentos México 2015

A7

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

Centro Universitano de Ciencias Exactas € Ingeniernas

XVil Congreso Internacional sobre inocuidad de Alimentos
XXXIl Reunion Nacional de Microbiologia, Higiene y Toxicologia de los Alimentos

OF/CUCEI'DV.CS BSFARM/LMSL'080/2015

Estimado(a) s: Gardufio Guadarrama, V.M., Velazquez Ordoriez, V., Valladares Carranza,
B., Alonso Fresan, M U.. Talavera Rojas, M. vy Rodriguez Correa, J.L.

Por este conducto comunicamos a Ustedes que su trabajo “Estimacién de la
contaminacién por Staphylococcus aureus en superficie de canales de conejos en un
rastro comercial.” ha sido aceptado para presentarse en la modalidad de ORAL dentro del
programa de actividades del XV1I Congreso Internacional Inocuidad de Alimentos y de la
XXXII Reunién Nacional de Microbiologia, Higiene v Toxicologia de los Alimentos, a
celebrarse los dias 5. 6 v 7 de Noviembre de 2015 en Nuevo Vallarta, Nayarit, México.

La fecha v hora de su presentacion seran enviadas al autor v publicadas en el programa, que
estara disporible a partir del 20 de Octubre de 2015 en la pagina

http://inocuidad cucei.udg mx/

En caso de que el autor designado para presentar el trabajo no pueda asistir al evento,
deberan notificar al Comité Cientifico Editorial al menos tres semanas antes; si los autores
no asisten a su presentacion, el Comuté Cientifico Editorial se reservara el derecho de
aceptar sus resumenes en el evento del préximo afio.

Sin otro particular v agradeciendo su participacidn en este evento, les reiteramos que la
direccion electrénica inocuidad resumenes@yahoo.com.mx se encuentra a sus ordenes para
cualquier informacion adicional.

ATENTAMENTE
Guadalajara, Jal.. 18 de agosto de 2015

SR
Mtra Laura O. Orozco Hernindez
Coordinadora del Comité Cientifico Editorial
XVII Congreso Internacional Inocuidad de Alimentos

XXXII Reunién Nacional de Microbiologia, Higiene v Toxicologia de los Alimentos

C.c.p.- archivo
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12.5. Participacion en LI Reunidén Nacional de Investigacion Pecuaria México
2015
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Se ha recibido el archivo de resumen y ha sido registrado, en nuestra base de datos con la
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3295
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RESUMEN PARA REUNION NACIONAL PECUARIA 2015.docx
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IDENTIFICACION DE BIOTIPOS Y NIVEL DE CONTAMINACION POR STAPHYLOCOCCUS
AUREUS EN CANALES DE CONEJOS PARA ABASTO EN RASTROS COMERCIALES DEL ESTADO
DE MEXICO

Sistema Producto:

Otros

Seccion:

Inocuidad de alimentos

Tipo presentacion:

Cartel

Autores:

VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA » UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MEXICO
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JESUS VAZQUEZ NAVARRETE » CENID MICROBIOLOGIA INIFAP
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13. ANEXOS TECNICOS

ANEXO A. Método de McFarland 0.5

1.

N o o bk~ w

Agregar .5mL de 0.048 mol/L de BaCl; (1.175% w/v BaCl, -2H,0) a 99.5 mL de
0.18 mol/L de H,SO, (1% v/v), en constante agitacion hasta obtener una
suspension.

Verificar la correcta densidad de la turbidez mediante la medicion del a
absorbancia en un espectrofotdmetro. La absorbancia a 625nm deberia de ser
0.08 a 0.13 para el estdndar de McFarland.

Transferir la suspension de sulfato de bario en alicuotas de 4 a 6 mL.

Guardar los tubos en un lugar oscuro a temperatura ambiente.

Antes de cada uso mezcla vigorosamente la solucion.

Verificar cada mes la densidad.

Duracion maxima recomendable seis meses.
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ANEXO B. Extraccién de ADN para PCR tiempo real con el kit Insta Gene ™
Matrix (Bio-Rad). Catalogo 732-6030.

1. Anadir en un microbial 50 pl de Insta Gene.

2. Seleccionar algunas bacterias bien identificadas de crecimiento fresco y
colocar en el microbial con los 50 pl de Insta Gene.

3. Colocar en bortex por un periodo de 5 segundos el microbial en mencion.

4. Calentar el microbial en bafio Maria a una temperatura de 56° C. por un
tiempo de 15 a 30 minutos.
Colocar nuevamente en bortex el microbial por 10 segundos.

6. Calentar nuevamente el microbial en bafio Maria a una temperatura de 100°
C. por un tiempo de 8 minutos.

7. Colocar nuevamente en bortex el microbial por 5 segundos.

8. Realizar un centrifugado a 12,000 revoluciones por minuto, por un tiempo
de 5 minutos.

9. Finalmente se extrae el ADN, teniendo cuidado de no tocar el pellet que se

gueda en la parte inferior del microbial.
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ANEXO C. Cuestionario para la evaluacion de riesgos en rastros
1. ¢ Cudl es la ubicacion del rastro?

Urbano (3) Suburbano (2) Rural (2)

2. ¢ Las instalaciones del rastro estan cercadas en la periferia?
Si (1) No (3)

3. ¢ Qué tipo de acceso hay al rastro?

Camino pavimentado (1) Camino de terraceria (2) Otro (2)

4. ¢ Cuenta con area de arribo de animales?

Si (1) No (2)

5. ¢ Cuenta con jaulas de descanso?

Si (1) No(3)

6. ¢ Cuenta con jaulas para animales en observacion?

Si (1) No (3)

7. ¢ Realiza la inspeccion ante-mortem?

Si (2) No (5)

8. ¢ Quién realiza la inspeccion sanitaria?

MVRATIF (1) Inspector sanitario (3) No existe inspeccion sanitaria (5) Médico

veterinario (2)

9. ¢ El rastro cuenta con examenes clinicos a personal?
Si (1) No(3)

10. Método de sacrificio:

Insensibilizador eléctrico (1) Mecanico por concusion (2) Dislocacién del cuello (4)

-167 -
MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA



11. ¢Se cuenta con rieles para el manejo de las canales?
Si (1) No (5)

12. ¢ Se realiza el faenado aéreo?

Si (1) No (5)

13. Destino de la sangre: Se destina a algun proceso:
Si (1) No (3)

14. ¢ Se produce harina de sangre?

Si (1) No (2)

15. ¢ Como se separa la piel?

Mecanicamente (1) Manualmente (3)

16. ¢ Existen esterilizadores de cuchillos?

Si (1) No (3)

17. ¢ Se capacita al personal para realizar su trabajo?
Si (2) No (5)

18. ¢ En qué se depositan las visceras?

Carretillas, carretones, carritos para visceras, carritos de acero inoxidable, carros
rifidn, carros transportadores, charolas, equipo adecuado, equipos automaticos,

canaleja y recibidor, canastillas, cuarto para visceras y cuarto frio (1)

Botes de plastico, botes y perchas, cajas de plastico, cestas de plastico, cubetas,
depdsitos de plastico, dispositivos, recipientes plasticos, utensilios plasticos,

contenedores (2)

Lavaderos, bancos de concreto, mesas, pilas, piletas, plancha, tambos, tanques,

tarimas, tarjas, tinas, tolvas, anaqueles, bidones, taras, bolsas, botes y javas (3)
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Ganchos o perchas (4)

Piso, suelo, basura o no hay depésitos (5)

19. ¢ Existen salas separadas para el manejo de visceras?
Si (1) No (4)

20. ¢ Se identifican las visceras de cada canal?

Si (1) No (4)

21. ¢ Existe registros de los decomisos?

Si (1) No (2)

22. ¢ Cuenta con andlisis bacterioldgicos y fisicoquimicos del agua?

Si (1) No (3)

23. ¢ El personal cuenta con vestimenta de trabajo?
Si (1) No (4)

24. ¢ Se cuenta con incineradores?

Si (1) No (4)

25. ¢ Cuenta con planta de rendimiento?

Si (1) No (3)

26. ¢ Existe fosa de sedimentacion?

Si (1) No (4)

27. ¢ Cudl es el destino de las visceras y canales decomisadas?
Se incineran o planta de rendimiento Si (1) No (4)

28. ¢ Se lavan las canales después de remover la piel?

MVZ VICTOR MANUEL GARDUNO GUADARRAMA
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Si (1) No (5)

29. ¢ El agua que se utiliza es potable?

Si (1) No (5)

Procede de: Red publica (1) Pozo (2) Otra (2)
30. ¢ Las aguas residuales se vierten en?

Drenaje publico (4) Tanque de tratamiento de aguas (1) Canales o arroyos (5)
Otros (4)

31. ¢ Existe camara de refrigeracion de canales?

Si (1) No (5)

32. ¢ Cuenta con programa de trazabilidad de productos?
Si (1) No (5)

Como resultado general de la metodologia de evaluacidn semicuantitativa de
riesgos, se obtiene que la mayor calificacion (mayor riesgo sanitario) que podria
obtener un rastro sea de 123 puntos, mientras que el menor (menor riesgo

sanitario) seria de 36.

Por lo tanto, el riesgo sanitario de los rastros queda de la siguiente forma:
Entre 36 y 57 puntos Riesgo Sanitario Bajo.

Entre 58 y 80 puntos de Riesgo Sanitario Medio.

Entre 81 y 103 puntos de Riesgo Sanitario Alto.

Entre 104 y 123 puntos de riesgo Sanitario muy Alto.
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