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Resumen
Una de las principales preocupaciones en salud publica es la inocuidad alimentaria,
ya que el consumo de carne contaminada, es causa de una amplia gama de
enfermedades que afectan al hombre, dentro de las cuales podemos encontrar a
las enterobacterias como Salmonella, Shigella, E. coli, Enterobacter entre otras;
debido a su alto potencial de causar enfermedades transmitidas por los alimentos
(ETAs), esto generalmente ocurre por malas practicas higiénico-sanitarias tanto en
el proceso de sacrificio como en la comercializacién de los productos. Para evaluar
la presencia de microorganismos patdgenos en los alimentos se han creado
diferentes técnicas y sistemas, es necesaria la implementacion de métodos rapidos
y confiables para el diagnostico de bacterias relacionadas con las ETA’s. En el
presente trabajo se realiz6 una comparacion entre la eficiencia diagnéstica de un
método utilizado recientemente (Sistema MicroSnapMT), y el método tradicional de
cultivo bacteriano para la identificacion de Enterobacterias. Se analizaron 99
muestras de canal caliente y 99 muestras de carne procesada (Barbacoa), todas se
sometieron a la prueba del sistema MicroSnapMT y al aislamiento bacteriol6gico
tradicional. La prevalencia de enterobacterias encontrada fue de 87.88% para el
caso de canales y 9% en carne procesada. El indice de concordancia Kappa es
pobre entre ambas técnicas por lo cual el sistema MicroSnapMT no es tan confiable.
En cuanto a la especificidad fue de 58.33% y sensibilidad fue de 62.07% para el
caso de canales calientes y para el caso de carne procesada la sensibilidad fue de
27.27% y especificidad fue de 90.91%, lo cual indica que el sistema tradicional
identifica 3 veces mas Enterobacterias que el sistema MicroSnapM'. Por lo que se
infiere que el método convencional de identificacion de Enterobacterias es mejor
gue el sistema de identificacion rapida MicroSnapM', ademas de que con el sistema

MicroSnapM™ no se puede identificar el género bacteriano.

Palabras clave. enterobacterias, Deteccion, Sistemas Rapidos.
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Abstract
One of the main concerns in public health is food safety, since the consumption of
non-harmless meat is the cause of a wide range of diseases that affect man, among
which we can find Enterobacteria such as Salmonella, Shigella, E coli, Enterobacter
among others; Due to its high potential to cause foodborne diseases (ETA's), this
generally occurs due to poor hygienic-sanitary practices both in the slaughter
process and in the commercialization of the products. To evaluate the presence of
pathogenic microorganisms in food, different techniques and systems have been
created, requiring the implementation of fast and reliable methods for the diagnosis
of bacteria related to ETA's. In the present work, a comparison was made between
the diagnostic efficiency of a recently used method (MicroSnapM™ System), and the
traditional method of bacterial culture for the identification of Enterobacteria. 99 hot-
channel samples and 99 samples of processed meat (Barbecue) were analyzed, all
were subjected to the MicroSnapM™ system test and traditional bacteriological
isolation. The prevalence of Enterobacteria found was 87.88% for the case of
carcases and 9%, the Kappa concordance index is poor between both techniques,
which is why the MicroSnapMT system is not so reliable, in terms of specificity it was
58.33% and sensitivity was 62.07% for the case of hot channels and for the case of
processed meat the sensitivity was 27.27% and specificity was 90.91% which
indicates that the traditional system identifies 3 times more Enterobacteria than the
MicroSnapM™ system, so which we can infer that the conventional method of
identification of Enterobacteria continues to be better than the rapid identification
system MicroSnapMT, in addition to the MicroSnapM™ system can not identify the

bacterial genus.

Keywords. Enterobacteria, Detection, Rapid Systems
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|. INTRODUCCION

La carne (principalmente cruda) ademés de ser altamente susceptible a deterioro,
también puede constituir un vehiculo para la propagacion de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA’s) (Bhandare et al., 2007; Podpecan et al., 2007).
Durante el sacrificio y procesamiento, todos los tejidos potencialmente comestibles
pueden estar sujetos a contaminacion por diversas fuentes, ya sea interna o externa
al animal. En animales vivos, las superficies en contacto con el medio ambiente
albergan una variedad de microorganismos, por lo que en muchas ocasiones los
contaminantes se derivan de la piel del animal, o bien, de aquellos presentes en
heces. Sin embargo, se ha determinado que las carnes procesadas son mas
susceptibles a contaminarse con microorganismos patégenos durante las diferentes
etapas de su procesamiento (Datta et al, 2012). La presencia de patégenos en la
cadena de produccion de un alimento, aun en bajos nimeros, es indeseable y se
considera como la mayor causa de enfermedades gastrointestinales alrededor del
mundo (McDonald y Sun, 1999).

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de
bacterias Gram negativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como
saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos, encontrados
de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como parte de la flora
intestinal normal de muchos animales ademas del hombre. Adicionalmente, algunas
enterobacterias de los géneros: Salmonella, Shigellay serotipos de Escherichia coli,
son microorganismos patégenos para el humano y los animales por lo que su
identificacion en alimentos es de suma importancia.

En la actualidad, las infecciones intestinales por enterobacterias son uno de los
problemas mas comunes en todo el mundo. En México este tipo de infecciones se
han notificado de manera ocasional, aunque se sospecha que la frecuencia puede
ser mayor, debido al escaso control que se tiene en la manufactura y distribucion de

alimentos.
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El diagnostico de enterobacterias se basa en el aislamiento del microorganismo a
partir de tejidos recogidos asépticamente en necropsias o de las heces, de frotis
rectales o muestras ambientales, de productos alimenticios o de pienso.

El método tradicional de aislamiento e identificacion bacteriana consiste en
proporcionar a las bacterias condiciones fisicas, quimicas y nutritivas adecuadas
para que puedan multiplicarse de forma controlada, este procedimiento lleva un
periodo de tiempo minimo de 24 horas. Adicionalmente, existen varios métodos para
la identificacion de enterobacterias, uno de ellos es el empleo de un biosensor, que
es una prueba que utiliza una reaccion bioluminogénica que genera luz cuando las
enzimas que son caracteristicas de las enterobacterias reaccionan con sustratos
especializados para producir luz. El tiempo aproximado de la obtencion de
resultados es de 8 horas por lo que podria ser un método atractivo para la
identificacion de enterobacterias en un menor tiempo. Por lo tanto, en el presente
trabajo se identificaron y compararon las técnicas de cultivo bacteriano y la
utilizacién de biosensores para la identificacion de enterobacterias en canales y

carne procesada de ovinos.
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II. Antecedentes
1. Produccidon de carne ovina en el Estado de México.
En México el inventario ovino nacional contaba con una existencia ovina de
7,305,578 cabezas, de acuerdo a las cifras del INEGI 2007, y para el 2010 el SIAP
reporto 8,105,562; sin embargo, la Unidad Nacional de Ovinocultores considera que
en el periodo 2008 al 2010, se ha registrado un decremento estimado hasta en un
30% del inventario, derivado de reajustes en sistemas de produccion al
incrementarse el precio de los granos. Los Estados de la republica con mayor
ndmero de cabezas son: Estado de México con 15.91%, Hidalgo 13.02%, Veracruz
8.02%, Oaxaca 7.04% y San Luis Potosi 5.56%; en su conjunto concentran el
49.55% del total de la existencia ganadera ovina nacional.
En materia de produccion de carne de ovino en canal a nivel nacional fue de 54,996
toneladas (SIAP 2010) y los estados de la republica con mayor produccion: Estado
de México con 15.09%, Hidalgo 12.20%, Veracruz 9.12%, Puebla 6.85%, Jalisco
6.56% y Zacatecas 5.84%; los que acumulan el 55.66% del total (SAGARPA, 2013).
En Capulhuac, se lleva a cabo la mayor distribucion de ovinos en el Estado de
México, la produccion de carnicos es la actividad econdmica principal en este
municipio; de acuerdo con autoridades en la localidad existen alrededor de 9 mil
productores de este alimento y a la semana se matan unos 12 mil ovinos.
El consumo nacional aparente es de 71,871 toneladas, cantidad que no alcanza a
cubrir los volumenes requeridos para satisfacer la demanda nacional, por lo que se
recurre a la importacion de ganado en pie para abasto y carne congelada
principalmente de paises como: de Australia, Nueva Zelanda y Estados Unidos
(SAGARPA, 2013).

Etni Said Peria Hurtado 3
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1.1 Manejo sanitario en la industrializacién de carne en México.

México tiene normativas que sefalan los limites maximos permisibles de
enterobacterias que deben cumplirse en los diferentes tipos de alimentos tanto
crudos como procesados.

Aproximadamente el 15% de los bovinos, ovinos y caprinos, son faenados en
establecimientos con alto o muy alto riesgo sanitario. México es un pais en el que
se consumen grandes cantidades de visceras, entre las que se pueden mencionar
el higado, rifiones, sesos, médula espinal, lengua, intestinos, panza y corazén. Se
considera que anualmente se producen 23,521 toneladas de visceras derivadas de
bovinos, 4457 toneladas de cerdos, 253 toneladas de ovinos y caprinos y 1141
toneladas de aves, todas con niveles altos y muy altos de riesgo sanitario (Signorini
et al., 2006).

2. Enterobacterias relacionadas a las ETA’S

2.1 Inocuidad de los alimentos
La inocuidad se define como la “garantia de que un alimento no causara dafio al
consumidor cuando el mismo sea preparado e ingerido de acuerdo con el uso que
debe darsele”, siempre con un nivel de riesgo aceptable. También puede
entenderse como la implementacién de medidas que protejan al consumidor, y
reduzcan en los alimentos los contaminantes fisicos, quimicos y biologicos (Roberts
y Orden, 1999; Codex Alimentarius, 2003; Martinez et al., 2008).
A menudo se tiende a confundir la inocuidad con la calidad. El concepto de calidad
abarca una compleja gama de atributos que influyen en su valor o la aceptacion del
consumidor. Estas caracteristicas incluyen el valor nutricional, propiedades
sensoriales, como apariencia, color, aroma, textura y gusto; asi como los métodos
de elaboracién y propiedades funcionales (Arispe y Tapia., 2007).
Se necesita identificar los principales factores que intervienen como causas de
infecciones e intoxicaciones alimentarias, para de esta manera determinar las

medidas de control y prevencion (Kopper y Calderén, 2009).

Etni Said Peria Hurtado 4



Identificacién de enterobacterias, en carne de ovino fresca y procesada con empleo de
biosensores y cultivo bacteriano

Los factores de riesgo implicados en la contaminacion de las canales comienzan
con la matanza. Adn en rastros higiénicos es posible que ocurra contaminacion
cruzada con las manos y cuchillos contaminados con heces. Después del sacrificio,
el proceso de faenado teGricamente es un proceso estéril; pero al desarrollarse en
un ambiente altamente nutritivo con disponibilidad de agua y pH cercano a la
neutralidad se favorece la replicacion de un gran namero de microorganismos
algunos de ellos patégenos (Hurtado, 2010).

La distribucion de las canales debe realizarse en condiciones que aseguren la
higiene y el mantenimiento de la temperatura de refrigeracidén, asimismo, en el punto
de venta es indispensable que sean descargadas de manera pronta y expedita y se
almacenen en condiciones adecuadas, en caso contrario la carne del mejor animal
sacrificado de la manera mas higiénica puede ser un riesgo bioldgico para el
consumidor (Hurtado, 2010).

Un alimento se considera inocuo cuando carece de cualquier contaminante o esta
en una cantidad tan baja que no hay efectos adversos significativos a la salud en el
corto o largo plazo (Essers, 2005; Arispe y Tapia, 2007).

El incremento del comercio mundial aumenta los riesgos del consumo de alimentos
no inocuos. Para minimizar tales riesgos, es necesario que la produccion,
abastecimiento, comercializacion, manipulacion y consumo de alimentos se realicen
en condiciones higiénicas adecuadas. Identificar los peligros y su probabilidad de
ocurrencia, desde que los alimentos se producen hasta que llegan a la mesa del
consumidor. El planteamiento preventivo promueve la implementacion de buenas
practicas agricolas (BPA), y buenas practicas de manufactura (BPM) (FAO, 2002;
Avendarno et al., 2006; Henriquez y Lizano, 2008).

2.2 Enfermedades transmitidas por los alimentos
Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETAS) se definen como un conjunto
de enfermedades causadas por microorganismos o0 sustancias toxicas que se

ingieren por el consumo de agua o alimentos contaminados, en cantidades tales

Etni Said Peria Hurtado 5



Identificacién de enterobacterias, en carne de ovino fresca y procesada con empleo de
biosensores y cultivo bacteriano

qgue afectan la salud del consumidor en forma aguda o crénica (Barreto, 2010;
USDA, 2011). Representan un problema de salud publica, se estima que mas de
tres millones de personas mueren al afio en paises desarrollados a causa de las
ETAS. Por eso es necesario promover la inocuidad de alimentos, los paises adoptan
las normas del CODEX ALIMENTARIUS con el propoésito de asegurar la produccion,
almacenamiento y expendio de productos alimenticios inocuos (Codex Alimentarius,
2003).

Las enfermedades gastrointestinales son el principal problema de salud publica,
anualmente se enferman millones de personas a causa de alimentos contaminados.
Segun la OMS (2012), las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son la
segunda causa de defuncién en nifilos menores de 5 afios a nivel mundial. Uno de
los principales agentes patdgenos causantes de diarrea aguda es Salmonella spp.
(Marcos y DuPont, 2007).

La calidad microbiologica de la carne de ovino se evallUa con la determinacion de
coliformes totales, coliformes fecales y la evaluacion de éstas es posible basandose
en lo que especifican las normas que se encuentran vigentes. La presencia de
Salmonella spp. y sus serovariedades patdgenas se consideran como indicador de
alimentos inocuos (Hurtado, 2010)

La inocuidad de los alimentos esta asociada a todos los riesgos que puedan afectar
la salud del consumidor, ocasionados por la presencia de patégenos microbianos,
toxinas y contaminantes quimicos o fisicos. Debido a esto, la obtencion y garantia

de la inocuidad debe ser un objetivo no negociable (Arispe y Tapia, 2007).

2.3 Enterobacterias
La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de
bacterias Gram negativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como
saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos,

encontrandose de forma universal en el suelo, el agua y la vegetaciéon, ademas de
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formar parte de la flora intestinal normal de muchos animales y el hombre (Stanchi
y Martino, 2007).

2.3.1. Descripcion de la familia
Los representantes de esta familia son parecidos en cuanto a morfologia y

caracteres tintoriles, son bacilos pleomorficos, Gram negativos y asporégenos,
catalasa positivos y oxidasa negativos de un tamafio de 2-3 um por 0,4-0,6 um. Son
moviles por flagelos peritricos 0 no moviles. Crecen en condiciones aerdbicas y
anaerdbicas, fermentan la D-glucosa a menudo con produccién de gas, reducen los
nitratos a nitritos y poseen un contenido de ADN del 39 al 59% de guanina mas
citosina (G+C). Algunos poseen capsula (Stanchi y Martino, 2007).

La temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, aunque se desarrollan entre 20

y 40 °C. El tiempo de division varia entre 20 y 40 minutos (Koneman et al., 1999).

2.3.2. Anatomia celular y composicién
Las enterobacterias son bacilos Gram negativos y como tales poseen una pared

tipica de las bacterias Gram negativas. Dicha pared esta constituida desde el
exterior al interior: de una membrana externa, de una capa delgada de
peptidoglucano que constituye una capa rigida compuesta por cadenas lineales de
poliosidos unidas entre si por péptidos que brinda proteccién frente a las sales
biliares y fermentos digestivos. Ademas de un espacio peripladsmico que recubre la
membrana citoplasmatica en la cual se acumulan enzimas que degradan las

sustancias necesarias para el metabolismo bacteriano (Stanchi y Martino, 2007).

2.3.3. Habitat natural
Estan ampliamente distribuidas en plantas, suelo, agua y en el intestino del hombre

y animales. De la presencia de enterobacterias depende la calidad sanitaria del
agua o de un producto alimenticio; la ausencia de estas bacterias garantiza la
ausencia de patégenos (Giono, 2009).
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2.3.4. Significado clinico
Las lesiones causadas por cepas de la familia Enterobacteriaceae se asocian a

abscesos, neumonia, meningitis, septicemia, y en infecciones de heridas, tracto
urinario e intestino, en este ultimo como productores de diarrea. También estan
implicadas en procesos infecciosos de plantas e insectos (Stanchi y Martino, 2007).
La carne roja de vacunos, bufalos, cerdos, ovejas, cabras, llamas y otras especies,
es un medio de cultivo excepcional para el desarrollo de la mayoria de los
microorganismos. Tiene un alto contenido de proteinas, baja proporcion de
carbohidratos y sustancias solubles de menor peso molecular (Blackie Academic &
Professional, 1998).

Todos los animales transportan grandes cantidades de microorganismos.
Numerosas bacterias, ademéas de mohos y levaduras, estan presentes en el cuero,
los pelos y las pezuias, y son transmitidos a la carcasa luego del sacrificio. Los
restos de estiércol en el pelambre suelen acceder al masculo, asi como el contenido
intestinal si la evisceracion no se hace cuidadosamente. Por otra parte, las bacterias
también pueden proceder de los pisos, paredes, mesadas, cuchillos y manos de los
operadores en la planta de faena (Blackie Academic y Professional, 1998).

En la superficie de la carne bovina suelen encontrarse varios tipos de Escherichia
coli, algunas especies de Enterobacter y Serratia, Pantoea agglomerans,
Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica, Enterococcus,
Listeria, Salmonella, Campylobacter, Clostridium, Streptococcus, Corynebacterium,

Staphylococcus, Bacillus, bacterias lacticas, mohos y levaduras (Hayes et al., 2003).

2.4 Escherichia
Es un bacilo corto Gram negativo que se encuentra clasificado dentro de la familia
Enterobacteriaceae (bacterias entéricas), existe como comensal en el intestino
delgado de humanos y animales. Sin embargo, existen algunas cepas de E. coli
patdgenas que provocan enfermedades diarreicas. Estas se clasifican con base en
las caracteristicas que presentan sus factores de virulencia unicos, cada grupo

provoca enfermedad mediante un mecanismo diferente. Se sabe que sus
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propiedades de adherencia a las células epiteliales de los intestinos grueso y
delgado son codificadas por genes situados en plasmidos. De manera similar las

toxinas son mediadas por plasmidos o fagos (Stanchi y Martino, 2007).

2.4.1 Caracteristicas generales
Se presenta como bacilos rectos, Gram negativos, que miden entre 1y 1,5 pym x 2

y 6 um. Entre los elementos constitutivos de su estructura, pared bacteriana, pili o
fibras, la céapsula, flagelos peritricos y la membrana externa. Algunas cepas
presentan capsula, existen algunas cepas sin movimiento por lo cual no presentan
flagelos (Quinn et al., 2008).

2.4.2 Clasificacion de Escherichia
Escherichia coli diarreogénica ha sido clasificada con base en criterios clinicos,

epidemioldgicos y moleculares en 6 grupos bien definidos: E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteropatdgena (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli enteroadherente
difusa (DAEC). Existen otras cepas que no han sido perfectamente caracterizadas;
de las cepas anteriores, las 4 primeras estan implicadas en intoxicaciones causadas
por alimentos contaminados y por el consumo de agua (Fukushima et al., 2002).
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC): Es reconocida como el agente causal de
la diarrea del viajero, la cual se caracteriza por diarreas acuosas con o sin fiebre.
Este tipo de infecciones es muy frecuente en paises subdesarrollados y afecta
principalmente a los nifios (Michanie, 2003).

Patogénesis: El microorganismo es capaz de producir dos tipos de toxina. Una
toxina termolabil de aproximadamente 89 kDa cuya secuencia, antigenicidad y
funcidn es similar a la toxina del cdlera, la otra toxina que produce es termoestable
y es de bajo peso molecular (4 kDa) y es capaz de resistir temperaturas de ebullicion
hasta por 30 minutos (Quinn et al., 2008).

La infeccién puede ser adquirida por el consumo de alimentos tales como vegetales

frescos (lechuga en ensaladas) y agua. La dosis infectiva para adultos ha sido
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calculada en aproximadamente 108 bacterias, por otra parte, en jévenes y ancianos
la dosis infectiva puede ser mas baja (Quinn et al., 2008).

Escherichia coli enteropatogena (ECEP): Es causa importante de diarrea en los
lactantes particularmente en los paises en vias de desarrollo. La ECEP se adhiere
a las células de la mucosa del intestino delgado. Sus factores de virulencia
favorecen la adhesion y en ocasiones penetra a las células mucosas. La infeccion
por ECEP provoca diarrea acuosa generalmente autolimitada, aungque en ocasiones
puede ser crénica.

Patogénesis: El microorganismo produce dos proteinas: la intimina que es
codificada por el gen eae y un factor de adherencia que es codificado por un
plasmido, ambas proteinas permiten su unién a los enterocitos y la destruccion de
las microvellosidades intestinales.

Las epidemias causadas por este microorganismo se deben al consumo de agua
contaminada y productos céarnicos. En estudios con voluntarios se encontré que la
dosis infectiva es de 10° microorganismos. La diarrea por ECEP se ha vinculado
con multiples serotipos especificos de E. coli los cuales pueden ser identificados
mediante la tipificacion del antigeno O (somatico) y en ocasiones del antigeno H
(flagelar) (Quinn et al., 2008).

Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC): Este microorganismo se encuentra
estrechamente relacionado con el género Shigella, produce una enfermedad similar
a la shigelosis. La enfermedad se presenta comunmente en nifios de paises
subdesarrollados y en personas que viajan a dichos lugares. La EIEC provoca la
enfermedad (diarrea disentérica invasiva) al invadir las células epiteliales de la
mucosa intestinal.

A pesar de que la dosis infectiva para Shigella es de 10 a 100 microorganismos, en
el caso de EIEC la dosis infectiva es de aproximadamente 108 bacterias. Algunas
caracteristicas importantes de este microorganismo que permiten diferenciarlo de la
cepa tipica de E. coli son: No utiliza la lactosa como fuente de carbono, no
descarboxilan la lisina, es inmovil y anaerogénicas. La patogenicidad de este
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organismo se debe a su capacidad para invadir y destruir el epitelio del colon debido
a que es capaz de evadir la lisis en los fagolisosomas (Stanchi y Martino, 2007).
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC): Produce verotoxina, denominada asi
por su efecto citotoxico sobre las células Vero, una linea de células renales de mono
verde africano. Existen al menos dos variantes antigénicas de la toxina. La ECEH
se ha asociado con colitis hemorragica, una variedad grave de diarrea; y con el
sindrome urémico hemolitico, enfermedad capaz de producir insuficiencia renal
aguda, anemia hemolitica microangiopatica y trombocitopenia. La verotoxina tiene
propiedades similares a la toxina shiga producida por algunas cepas de Shigella
dysenteriae tipo 1. De los serotipos de E. coli que producen la verotoxina el mas
comun y el Unico que puede identificarse en muestras clinicas es el 0157:H7. La E.
coli O157:H7 no emplea sorbitol y es negativa a la prueba de MUG (Quinn et al.,
2008).

La causa mas comun de esta infeccion es el consumo de carne sin cocinar 0 poco
cocinada, particularmente carne picada procesada en grandes cantidades. Los
casos de colitis hemorragica y sus complicaciones asociadas pueden prevenirse

mediante la coccion completa de la carne (Quinn et al., 2008).

2.5 Enterobacter
Este género de bacterias viven en el ser humano y animales como parte de una
poblacién microbiana normal, algunas causan principalmente infeccién en el tracto
urinario y respiratorio.

2.5.1 Caracteristicas generales
En cuanto a sus caracteristicas morfolégicas se trata de bastones Gram negativos,

moviles en su mayoria, son anaerobios facultativos

2.5.2 Clasificacion de Enterobacter
Esta integrado por las siguientes especies: E. aerogenes, complejo E. agglomerans,

E. amnigenus (biogrupos 1y 2) E. asburiae, E. cancerogenus, Enterobacter cloacae,
E. dissolvens, E. gergoviae, E. hormaechei, E. intermedius, E. nimipresurais, E.
pyrinus y E. sakazakii (Stanchi y Martino, 2007).
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En cuanto a su poder patégeno:

E. aerogenes: es de aislamiento clinico comun.

Complejo E. agglomerans: se trata de un grupo heterogéneo de microorganismos
gue representan a mas de 13 grupos de hibridacién de ADN.

E. amnigenus biogrupos 1 y 2: estos microorganismos han sido aislados de
muestras humanas, aunque no existen evidencias de que puedan provocar
infecciones en el hombre.

E. asburiae: ha sido recuperado de muestras clinicas humanas de diversos
origenes, como sangre, orina, heces, tracto respiratorio y heridas.

E. cancerogenus: esta especie ha sido aislada de variadas muestras de origen
clinico, incluso sangre y LCR.

E. cloacae (y especies anonimas 1, 2y 3)

E. dissolvens: no ha sido recuperado de muestras clinicas humanas.

E. gergoviae: ha sido hallada en muestras clinicas humanas de tracto respiratorio y
urinario.

E. hormaechei: se ha recuperado a partir de esputo, sangre, y heridas
contaminadas.

E. intermedius: no ha sido aislado de muestras clinicas humanas, pero si de aguay
suelo.

E. nimipresuralis: no ha sido aislada de muestras clinicas humanas.

E. pyrinus: es patdgeno vegetal exclusivo.

E. sakazakii: en neonatos puede provocar bacteriemia, meningitis, y abscesos
cerebrales.

En cuanto a su patogenia Enterobacter aerogenes y E. cloacae son las especies
halladas mas frecuentemente a nivel clinico humano. Ambas especies estan
ampliamente distribuidas en agua, suelo, vegetales y medio ambiente, ademas de
integrar la flora entérica normal, también se les relaciona con infecciones que
incluyen las de los tractos respiratorio y urinario, ademas de heridas y
esporadicamente cuadros meningeos y septicémicos (Stanchi y Martino, 2007).
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E. gergoviae provoca infecciones urinarias.

En medicina humana, E. asburiae ha sido aislada de muestras tales como sangre,
orina, materia fecal, tracto respiratorio y heridas, por su parte E. hormaechei ha sido
recuperado de heridas, sangre, esputo, heces, vesicula biliar y oido, se le ha
responsabilizado de picos septicémicos neonatales en internados de terapia

intensiva.

2.6 Salmonella

El género Salmonella causa la salmonelosis, enfermedad de distribucion mundial
que afecta a humanos y animales de sangre caliente y fria. La epidemiologia de
Salmonella es muy compleja debido a su distribucion ubicua, su crecimiento
numeroso de serovares, su amplio rango de hospedadores y su compleja
patogénesis. Habita el tracto intestinal de animales vertebrados e invertebrados, y
su excrecion da como resultado la contaminacion del agua, los alimentos y el medio
ambiente.

2.6.1 Caracteristicas generales
En cuanto a sus caracteristicas morfoldgicas, se trata de bastones Gram negativos,

de 0,7 a 1,5 umde anchoy 2,0 a5 um de largo, méviles por flagelos distribuidos en
forma peritrica (Unicamente dos especies son inmdviles S. Gallinarum y Pullorum).
Son anaerobios facultativos y no formadores de esporas (Figueroa y Verdugo, 2005;
Caffer et al., 2008).

Es una de las principales bacterias patdgenas que contaminan la carne de ovino,
pueden infectar al humano con un bajo nimero de células 144 UFC/g. de alimento.
Algunas serovariedades de Salmonella spp. producen principalmente fiebre tifoidea
y paratifoidea (OMS, 2012).

El tracto intestinal del ganado ovino puede ser reservorio de este patdégeno por lo
gue la carne y leche, asi como sus derivados son vehiculos de transmision (Todd,
2000; FDA, 1999).
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2.6.2 Clasificacion de Salmonella
La clasificacion del género Salmonella es muy compleja, su nomenclatura y

taxonomia se ha modificado en varias ocasiones, aunque aun se usa la filogenia
descritos por Kauffmann-White (1966) (Tindall et al., 2005).
Minor y Popoff propusieron que el género Salmonella estaba uUnicamente
representado por la especie Salmonella Entérica. Calva (2007) coincide e indica que
S. Bongori se ubica dentro de las subespecies de S. Entérica (Tindall et al., 2005).
Tindall et al. (2005) refutan lo indicado por Minor y Popoff proponiendo que el género
Salmonella esta constituido por tres especies: Salmonella Entérica, Salmonella
Bongori y Salmonella Choleraesuis. Donde Salmonella Enterica esta dividida por
seis subespecies: Enterica, Salamae, Arizonae, Diarizonae, Houtenae e Indica
(Fukushima et al., 2002; Tindall et al., 2005; Caffer et al., 2008).
A su vez las subespecies se dividen en mas de 2400 serovariedades, organizadas
de acuerdo al esquema de Kauffmann-White (1966) y se definen en funcion de las
asociaciones de los factores antigénicos somaticos O y flagelares H.
La mayoria de las serovariedades aisladas del hombre y animales de sangre
caliente pertenecen a la subespecie Entérica (subespecie |) (Calva, 2007).
Dado que las serovariedades no tienen nivel taxondmico de especie, sus nombres,
escapan al dominio del Cédigo Internacional de Nomenclatura Bacteriana, por
ejemplo, Salmonella Entérica subespecie Entérica serovariedad Typhimurium para
términos practicos pasa a simplemente Salmonella Typhimurium sin utilizar letra
cursiva (Caffer et al., 2008).
Los miembros del género se pueden clasificar en tres grupos:

e Los que infectan sélo al hombre: Salmonella Typhi, S. Paratyphi A y S.

Paratyphi C.
e Los que infectan a un hospedero animal: S. Abortusovis, a los ovinos; S.

Abortusequi, a los equinos y S. Gallinarum, a las aves.

Etni Said Peria Hurtado 14



Identificacién de enterobacterias, en carne de ovino fresca y procesada con empleo de
biosensores y cultivo bacteriano

e Los que no tienen preferencia por algun hospedero. En este grupo se
encuentran la mayoria de las serovariedades responsables de las
salmonelosis.

La enfermedad generada por algunas especies de Salmonella es conocida como
Salmonelosis, es una de las enfermedades alimentarias mas comunes causada por
el consumo de alimentos y agua contaminada. Se le considera una zoonosis de
distribucion mundial. La morbilidad de la salmonelosis es elevada, aunque la
mortalidad es baja. Tiene un periodo de incubacion de 6 a 72 h, generalmente entre
12 a 36 h y la gastroenteritis persiste de 24 a 72 h. La dosis infectiva es de 144 a
106 UFC/g (Vargas et al., 2004).

Las causas mas frecuentes de infeccion son los alimentos contaminados de origen
o por manipulacién de un portador, también de persona a persona (Calva, 2007).
La infeccion por alimentos contaminados incluye el huevo y sus productos; carne y
sus derivados; leche cruda y productos lacteos; agua contaminada; aves de corral
y frutas, jugos y hortalizas. Otra fuente de contaminacién son las mascotas (reptiles
y aves) y los productos farmacéuticos de origen animal no esterilizados (polvo de
tiroides, hormonas pancreaticas, sustancias corticoadrenales, etc.). La tasa de
incidencia de la infeccién es mayor en los lactantes y menores de cinco afios (Caffer
y Terragno, 2001; Calva, 2007).

La salmonelosis humana puede dividirse en dos sindromes:

1) La gastroenteritis 0 envenenamiento por alimentos o salmonelosis no tifoideica.
No es acompafiada de una infeccion sistémica. Las cepas mas comunes son S.
Typhimurium y S. Enteritidis.

2) La fiebre entérica, que incluye la fiebre tifoidea y la fiebre paratifoidea. Implica
una infeccion sistémica, debido a la invasion de la bacteria. Es causada por S. Typhi
y S. Paratyphi A, B o C.

Las salmonelosis tipicamente producen manifestaciones clinicas como
gastroenteritis aguda (que va desde diarrea leve a diarrea fulminante, nduseas y

vomitos), bacteriemia o septicemia (accesos de fiebre alta con hemocultivos
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positivos), fiebre tifoidea o paratifoidea (fiebre continua con o sin diarrea) y la
condicién de portadoras de personas infectadas anteriormente (Caffer et al., 2008).
Puede también ocurrir una invasion sistémica sin gastroenteritis, principalmente en
individuos inmunocomprometidos, como en el caso de las infecciones
intrahospitalarias. La fiebre tifoidea, puede establecer la condicion de portador
asintomético (Caffer y Terragno, 2001; Calva 2007).

Las infecciones por serotipos no tifoideos se asocian principalmente con el contacto
entre personas, el consumo de diversos alimentos contaminados y la exposicion a
animales. La infeccion por especies tifoideas se asocia con el consumo de agua o
alimentos contaminados, es poco frecuente la transmision directa entre personas
(Parra et al., 2002; Calva, 2007; Caffer et al., 2008).

2.7. Shigella

Este género estd considerado como el principal responsable de la disenteria
bacteriana, enfermedad que en el ser humano provoca enteritis graves con
eliminacion de heces diarreicas que contienen mucus, sangre y/o pus. El contagio
se hace por contacto directo o por alimentos. Puede llegar a producir brotes
epidémicos por su enorme transmisibilidad (Stanchi y Martino, 2007).

2.7.1 Caracteristicas generales
Son Gram negativos, aerobios, anaerobios facultativos. Citocromo-oxidasa

negativos. Fermentan la glucosa sin produccién de gas; no obstante, debido a su
afinidad con E. coli, se han encontrado biotipos que producen gas de la glucosa. No

decarboxilan la lisina. No fermentan la lactosa.

2.7.2 Clasificacion de Shigella
En cuanto a su clasificacion: todos los miembros integrantes de este género son

bastones Gram negativos sin organizacion definida, que miden de 0.7 um x 3 um,
no esporulados, sin capsula aparente, inmoviles, su cultivo in vitro no es exigente,
oxidasa negativa y fermentadores de glucosa, con produccion de acido o acido y
gas, y su tipo respiratorio es anaerogénico excepto los biotipos de Shigella flexneri
6.
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Hay cuatro especies de shigellas que constituyen el género, las cuales son Shigella
dysenteriae (grupo A), Shigella flexneri (grupo B), Shigella boydii (grupo C) y
Shigella sonnei (grupo D). En algunas oportunidades las shigellas del grupo C
pueden formar colonias mucoides.

Poder patdgeno:

Se trata de un grupo bacteriano con marcada actividad patégena ya que con tan
solo 2x102 UFC/mL o gramo de muestra para provocar enfermedad, es decir que
con tan solo 200 microorganismos viables se puede padecer un proceso infeccioso
grave.

En cuadros de shigelosis, el hombre es el hospedador natural y la contaminacion
se realiza por via fecal-oral, a partir de una persona enferma, de un portador, o bien
de agua, leche y alimentos contaminados con materia fecal. Los sintomas varian de
graves a leves dependiendo la especie de Shigella pudiendo encontrar pacientes
asintomaticos.

La patogenicidad de Shigella est4d asociada a su habilidad de invadir y colonizar el
epitelio intestinal humano mediante factores de virulencia. Forma poros a través de
la membrana de las células del epitelio intestinal, permitiendo la penetracion de la
bacteria al citoplasma del enterocito. Luego se multiplican e infectan células
adyacentes a través de protrusiones, sin tomar contacto con el medio extracelular,

destruyendo las células del hospedero (Stanchi y Martino, 2007).

2.8 Citrobacter
Es uno de los patégenos mas importantes en unidades de cuidados neonatales
hospitalarios. En los seres humanos producen, por ejemplo, infecciones urinarias,
meningitis neonatal y abscesos cerebrales. Destruyendo las microvellosidades del
intestino, formando lesiones muy caracteristicas denominadas de adherencia y
eliminaciéon (Quinn et al., 2008).

2.8.1. Caracteristicas generales
El género Citrobacter es un grupo de bacilos Gram negativos aerobios encontrados

con mucha frecuencia en el agua, el suelo, la comida y como flora saproéfita en el
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tracto intestinal de animales y humanos; son microorganismos ubicuos que son
causa frecuente de infecciones importantes, especialmente en hospederos

inmunodeprimidos (Quinn et al., 2008).

2.8.2. Clasificacion de Citrobacter
Citrobacter freundii: es un tipo de bacteria que puede hallarse en el agua, las heces

y los intestinos. Cumple un rol importante en la digestiéon y rara vez produce
enfermedad, es desactivada a temperaturas mayores a 70°C. A nivel digestivo,
estas bacterias pueden ser recolectadas a partir de productos lacteos, mariscos y
vegetales crudos. Citrobacter freundii invade y se replica en las células cerebrales
humanas endoteliales microvasculares, provocando dafio a nivel cerebral (Quinn et
al., 2008).

Su porciodn relativa de cepas patdgenas y no patdgenas es desconocida. Puede
poseer el gen AmpC de resistencia, siendo capaz de resistir a antibidticos B-
Lactamicos como las cefalosporinas de primera a la tercera generacion.

Diarrea, fiebre, convulsiones, decaimiento, ictericia, distension abdominal son los
sintomas mas frecuentes en los pacientes con infeccién de Citrobacter freundii a
nivel gastrointestinal. Los sintomas a nivel intrauterino incluyen sensacién de ardor
al orinar, aumento de la necesidad de orinar e incluso es posible que sélo se pueda
eliminar una pequefia cantidad de orina cada vez. En algunos casos, la orina puede
contener sangre o puede ser mas oscura o con un olor mas fuerte que lo normal.
También puedes experimentar ardor o dolor en la parte baja de la espalda o la pelvis
(Quinn et al., 2008).

En el caso de pacientes neonatales se presentan también sintomas como

insuficiencia respiratoria, pérdida de consciencia y visceromegalia.
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2.9. Métodos de deteccion y aislamiento de enterobacterias encontradas
comunmente en ovinos.
La deteccion de microorganismos en alimentos se debe realizar con la metodologia
adecuada de acuerdo con el tipo de microorganismo y las caracteristicas del

alimento.

2.9.1. Salmonella
Los miembros del género Salmonella han sido muy estudiados como patégenos

cuando se encuentran presentes en los alimentos. El control de este
microorganismo, tanto por parte de las autoridades sanitarias, como en las plantas
procesadoras de alimentos, depende en cierta medida del método analitico utilizado
para su deteccion (Stanchi y Martino, 2007).

Este microorganismo fue inicialmente identificado en muestras clinicas y los
métodos empleados para estos casos se adaptaron posteriormente para su
deteccion en alimentos.

Existen diferentes protocolos para el aislamiento de Salmonella, todos ellos son
esencialmente similares en principio y emplean siguientes etapas:
Preenriquecimiento: en donde se emplea medios como el Agua de peptona
tamponada, caldo lactosado.

Enriguecimiento selectivo: los medios que se ocupan para esta etapa son el Caldo
selenito-cistina, caldo tetrationato, Vassiliadis-Rappaport, caldo de soya tripticasa,
leche descremada reconstituida, caldo soya tripticasa estéril adicionado con sulfito
de potasio.

Aislamiento en medios de cultivo selectivos y diferenciales: Agar verde brillante
(VB), Agar con sulfito de bismuto, Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), Agar para
Salmonella y Shigella (SS), Agar entérico Hektoen.

Identificacion bioguimica: Agar de tres azucares y hierro (TSI), Agar de hierro y lisina
(LIA), Agar nutritivo, Medio de SIM (para Sulfuro, Indol y Movilidad), Agar citrato de
Simmons, Caldo MR-VP (Rojo de metilo-Voges Proskauer), Caldo manitol, Caldo
malonato, Caldo urea, Caldo de urea rapido, Caldo infusion cerebro corazon (Diario
Oficial de la Federacion, 1994).
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2.9.2. E. coli
Los medios de cultivo selectivo para E. coli son:

Agar MacConkey: es apropiado para el aislamiento de enterobacterias a partir de
materias fecales, orina, alimentos, aguas residuales, etc.

Agar EMB (eosina-azul de metileno). Es un medio selectivo para demostrar la
presencia de enterobacterias patdgenas y propiciar su aislamiento. No es
confirmativo y solo sirve de orientacion (Stanchi y Martino, 2007).

Los medios de cultivo para identificacion.

Caldo MR-VP (Caldo Rojo de metilo segun Voges y Proskauer). Este medio de
cultivo se emplea para efectuar el ensayo del “Rojo de metilo”, y la reaccién de
“Voges y Proskauer”, para procurar la caracterizacion de enterobacterias.

Agua de triptona (o caldo triptonado). Se emplea para demostrar la produccion
microbiana de indol a partir de triptéfano.

Agar citrato de Simmons. Permite identificar microorganismos, especialmente
enterobacterias, que pueden desarrollarse empleando como Unica fuente de
carbono al citrato.

2.9.3. Enterobacter
Comparte con las especies de Klebsiella muchas pruebas bioquimicas, pero las que

pueden diferenciar a ambos géneros son la decarboxilacion de la lisina y la

movilidad pues en ambos casos Enterobacter es positivo.

2.9.4. Citrobacter
Medios de cultivo como Agar CIN (cefsulodina, irgasan, novobiocina), contiene

manitol y rojo neutro como indicador, presentan un borde transparente con un
amplio centro rojo muy intenso.

2.9.5 Shigella
Medios selectivos como Salmonella-Shigella.

Pruebas bioquimicas: Agar Hierro Tres Azucares (TSI) y Agar Kligler. Las pruebas
citrato de Christensen, acetato de sodio y mucato de sodio son de valor en la

diferenciacion de los miembros del género Shigella y Escherichia, particularmente
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de biotipos anaerogénicos, no moviles, porque los aislamientos que fermentan
mucato o son alcalinos en agar acetato o citrato de Christensen es muy probable

gue sean E. coli (Stanchi y Martino, 2007).

2.10. Conteos de coliformes (E. coli spp., Enterobacter spp., Shigella spp.,
Citrobacter spp. de acuerdo ala NOM-113-SSA1-1994).
El grupo de los microorganismos coliformes es el mas ampliamente utilizado en la
microbiologia de los alimentos como indicador de préacticas higiénicas inadecuadas.
El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:
La deteccidn de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacion de
los alimentos.
La evaluacion de la calidad microbioldgica de un producto, aunque su presencia no
necesariamente implica un riesgo sanitario.
Evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas del equipo.
La calidad sanitaria del agua y hielo utlizados en las diferentes é&reas del
procesamiento de alimentos.
La demostracion y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse
mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o sélidos con caracteristicas
selectivas o diferenciales.
El método permite determinar el nUmero de microorganismos coliformes presentes
en una muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se
desarrollan bacterias a 35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la
produccion de gas y acidos organicos, los cuales viran el indicador de pH y
precipitan las sales biliares.
Soluciones diluyentes:
Solucién reguladora de fosfatos (solucién concentrada): Agua peptonada

Medio de cultivo: Agar-rojo- violeta-bilis-lactosa (RVBA)
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La preparacion de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-
SSA1-1994 "Preparacion y Dilucibn de Muestras de Alimentos para su Andlisis

Microbiol6gico”.

2.11 Epidemiologia de la familia Enterobacteriaceae

2.11.1. Epidemiologia en ovinos
Se han encontrado diversas enterobacterias en los ovinos, sin embargo, Salmonella

y E. coli son las que se reportan con mayor frecuencia. La salmonelosis produce
de forma esporadica, enteritis y muerte de corderos. Los casos individuales suelen
ser muy graves cursando con fiebre, abortos, diarrea y alta mortalidad en las ovejas
y de los rebafios (Calva, 2007).

Los principales serovares que se encuentran relacionados con la presencia de
Salmonella en ovinos son Salmonella Typhimurium y Salmonella Dublin. En los
casos de S. Typhimurium es dificil identificar la fuente primaria de la infeccion debido
a que este serotipo puede ser patdégeno para una amplia gama de especies
animales (salmonelosis inespecificas). Por otro lado las ovejas pueden ser
portadoras asintomaticas. (Gonzales, 2000).

Las heces de animales con septicemia pueden contener organismos y algunas
ovejas excretan la bacteria en el calostro o la leche. Es posible que las secreciones
respiratorias sean infecciosas en corderos jovenes (Gonzales, 2000).

Con respecto a Escherichia coli es un colonizador habitual del intestino delgado y
grueso los ovinos. Se excreta por las heces y puede sobrevivir en los excrementos
y medio ambiente durante meses.

La estructura antigénica de Escherichia coli es compleja. Existen cuatro antigenos:
el antigeno H (flagelar), el antigeno K (capsular), el antigeno O (somatico) y el
antigeno F (fimbrias/pili); de los que existen 75, 102, 167 y 12 variantes,
respectivamente.

La mayoria de las cepas aisladas a partir de ovinos pertenecen al grupo de E. coli
enterotoxigénicos (ECET), los cuales expresan como factores de patogenicidad
fundamentalmente las adhesinas (k99, k88 y F41) y las enterotoxinas, y son los
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responsables de los casos de enteritis con mas regularidad en neonatos ovinos
(Méndez, et al., 2016).

Por otro lado la E. coli (enteropatégenos) también son causantes de diarreas en
ovinos. Recientemente se han detectado en la flora intestinal de ganado ovino cepas
enterohemorragicas de Escherichia coli, por lo cual se considera a los ovinos como

reservorios de dicho patdgeno (Mendez, et al., 2016).

2.11.2. Epidemiologia en humanos
En los udltimos afios se ha producido un incremento de las infecciones por

enterobacterias en los hospitales favorecido por el uso cada vez mayor de técnicas
diagndsticas y terapéuticas agresivas, el empleo de potentes inmunosupresores y
las estancias hospitalarias prolongadas, entre otros factores (OMS, 2012).

El espectro de enfermedades infecciosas estd cambiando en conjunto, y se
observan variaciones draméticas en la sociedad y medio ambiente. En los Ultimos
20 afios se han logrado varios avances en el conocimiento de las infecciones
gastrointestinales. Entre las enfermedades del tracto gastrointestinal mas
frecuentes se encuentran las diarreas. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que cada afio tienen lugar 1,500 millones episodios en paises en vias de
desarrollo, resultando de éstos en 1,5 millones de muertes. En México, un estudio
gubernamental realizado en 2003, reportd 4 556 decesos causados por infecciones
intestinales. En 2001, la Secretaria de Salud (SSA) inform6 que las enfermedades
gastrointestinales, ocasionadas por bacterias 0 parasitos, ocupaban la
decimocuarta causa de fallecimientos en el nivel nacional, y que los estados con
mayor incidencia eran: Chiapas, Oaxaca, Guanajuato, Veracruz, Puebla, y el Distrito
Federal. Tan solo en 2008, el Seguro Social brindé 2 millones 188 consultas por
enfermedades gastrointestinales, y los Estados con mayor incidencia de estas
infecciones fueron: Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Michoacan, Guerrero, y Oaxaca.
De acuerdo con estadisticas del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), las

infecciones como gastroenteritis, salmonelosis, tifoidea, coélera y rotavirosis
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representan un severo problema de salud publica para México (Paniagua et al.,
2007).

2.11.2.1. Salmonelosis
Las salmonelosis constituyen una de las causas mas comunes de gastroenteritis en

bebés y nifios. Tienen una mayor incidencia en los meses de calor y pueden existir,
ademas, portadores asintoméaticos. Se estima que se presentan mas de 16 millones
de casos de fiebre tifoidea por afio, con aproximadamente 6 millones de decesos y
1 300 millones de casos de gastroenteritis con una mortalidad de 3 millones.

Con respecto a la morbilidad en 2003, la paratifoidea y otras salmonelosis ocuparon
el vigésimo cuarto lugar dentro de todas las causas de enfermedad, con 103 815
casos y una incidencia de 99.62. En 2008, ocup6 el décimo noveno lugar, con 122
422 casos y una incidencia de 114.75. Los estados en los que se ha reportado el
mayor nimero de casos son: Tabasco, Chiapas, Coahuila, Sinaloa, y Veracruz. Las
entidades federativas con menos reportes fueron Durango, Hidalgo, México, San
Luis Potosi, y Tlaxcala. Con respecto al sexo, en 2008, el mayor porcentaje de

casos correspondié a mujeres, con 67% (Giono, 2009).

2.11.2.2. Shigelosis
También conocida como disenteria bacilar, es endémica en paises en desarrollo

con medidas sanitarias pobres. Se considera un problema de salud publica mundial.
Segun datos de la OMS, se ha estimado que 1 millébn de millones de episodios de
diarrea ocurren anualmente en todo el mundo en nifios menores de 5 afios, con 5
millones de casos fatales. Otros informes mencionan que, en todo el mundo, 164.7
millones de casos de diarrea son causados anualmente por Shigella, de los cuales
163.2 millones (99.9%) tienen lugar en paises en vias de desarrollo. De esos 163.2
millones de casos, 1.1 millones culminan en decesos (OMS, 2012).

La shigelosis es endémica en los climas tropicales y templados. En México y en
otros paises en vias de desarrollo, la mas frecuente es Shigella flexneri, con 60%
de aislamientos con serotipo 2%, mientras que Shigella sonnei es la especie mas

comun en los paises industrializados (77%). En nuestro pais causa 11% de

Etni Said Peria Hurtado 24



Identificacién de enterobacterias, en carne de ovino fresca y procesada con empleo de
biosensores y cultivo bacteriano

frecuencia en enteropatias. En un estudio realizado de 1999 a 2000 con muestras
diarreicas de infantes y preescolares, se hallé una prevalencia del 4.3% de Shigella
spp. Paniagua y colaboradores encontraron una prevalencia de 2.6%,
correspondiendo 1.6% a Sh. flexneri y 1% a Sh. sonnei. La shigelosis es importante
porqgue su principal complicacion es el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH), entidad
clinica que representa una de las causas mas frecuentes de falla renal en nifios
menores de 10 afios (Hernandez et al., 2011).

2.11.2.3. E. coli
E. coli agrupa diversas cepas que causan padecimientos extraintestinales, y otras

gue destacan entre los principales agentes etiolégicos del sindrome diarreico. La
frecuencia de cepas de E. coli patogénicas—grupos enterotoxigénicos (ETEC),
enteroinvasivo (EIEC), enteropatogénico (EPEC), y enterohemorragico (EHEC)-y
no patogénicas ha mostrado una proporcibn heterogénea bajo condiciones
endémicas; mientras que en los brotes se ha encontrado un patron homogéneo
debido a la extension de las aguas residuales en comunidades cercanas a la ciudad
de México (Giono, 2009).

El ETEC se presenta principalmente en nifios menores de dos afos v,
particularmente, durante los primeros seis meses de vida. La frecuencia de
aislamiento de esta bacteria es de 10-30%. La infeccion en los nifios en edad
escolar y en adultos puede cursar de manera asintomatica y poco frecuente, asi
como producir la diarrea del viajero. En algunos estudios realizados por el INDRE
(Instituto de Referencia Epidemiologica) se encontré que el grupo mas frecuente es
el de ETEC (48%), seguido del EIEC (9%), el EPEC (4%), y el EHEC (1%), aislando
cepas de E. coli no O157:H7. También se determind que la presencia de E. coli es
mayor durante los meses himedos y calurosos, y que afecta a menores de cinco
afios. Dentro de la vigilancia epidemiologica que llevan a cabo las autoridades de
salud de México, se ha reportado que el EPEC se presenta de manera endémica
hasta en 6% de la poblacién, cifra muy parecida a la que presentan paises
industrializados como Alemania y Australia (Hernandez, et al. 2011).
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Uno de los estudios mas importantes, realizados en nuestro pais, reporta 21% de
cepas de EPEC atipicas, aisladas de 62 nifios menores de cinco afos, internados
por diarrea aguda en hospitales de las ciudades de México y Villa Hermosa
(Tabasco). Con los datos epidemioldgicos obtenidos, se advirtié que el EPEC puede
causar de 17% a 19% de los casos de diarrea infantil en diversas regiones del pais.
Esto indica que, en México, uno de cada cinco nifios que enferma de diarrea puede

estar infectado por este grupo de E. coli (Giono, 2009).

2.12. Biosensores:
Los métodos tradicionales de laboratorio, para deteccion de agentes patdgenos, no

son lo suficientemente sensibles, principalmente por el gran numero de
microorganismos saprofitos que contiene el alimento, la poblacion del patégeno es
baja o se distribuyen heterogéneamente en el alimento por lo cual se han
desarrollado técnicas para realizar un diagnéstico mas réapido y certero como los
biosensores.

El desarrollo de biosensores no es ninguna novedad, el primer biosensor fue un
analizador de glucosa creado en 1962 por Clark y Lyons, sin embargo, el desarrollo
de esta tecnologia se ha enfocado a las areas clinicas y fue hasta hace pocos afios
gue ha ocurrido un incremento en el desarrollo de biosensores aplicables a otras
areas. (Nakamura y Karube 2003).

Un biosensor se define como un dispositivo compacto de andlisis que incorpora un
elemento de reconocimiento biolégico (acido nucleico, enzima, receptor, anticuerpo,
tejido, célula) o biomédico-Polimeros de impresion molecular (PIMs) aptameros-
cadena de oligonucledticos de cadena sencilla sintetizada artificialmente, Acidos
Nucleidos Peptidicos (PNAs), asociado a un sistema de transduccion que permite
procesar la sefal producida por la interaccion entre el elemento de reconocimiento

y el analito. (Nakamura y Karube 2003).
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2.12.1. Tipos de biosensores
Se clasifican de acuerdo con la heterogeneidad de materiales, las variables de sus

componentes estructurales, los mecanismos quimicos, fisicos o fisiolégicos de su
funcionalidad, y también de acuerdo a los mecanismos de deteccion de la sefial.
Los biosensores se pueden clasificar atendiendo a las siguientes variables:

e Tipo de interaccion: biocataliticos o de bioafinidad.

e Meétodo de deteccion: directo o indirecto.

e Elemento de reconocimiento: célula, organela, tejido, enzima, receptor,
anticuerpo, acido nucleico, polimero de impresion molecular(PIM), &cido
nucléico peptidico (PNA) u optémero (Mello, 2002).

e Sistema de transduccién: nanomecanico, piezoeléctrico, electroquimico,

termoeléctrico u oOptico.

Sensores de interaccién biocatalitica y sus principales sistemas de
reconocimiento.

Son sistemas in-situ, constituidos por organelas, células, tejidos, sistemas
enzimaticos o multienziméaticos de origen animal o vegetal, utilizados para la
deteccion de sustratos mediante el comportamiento estequiométrico de productos
0 reactivos, o mecanismos de inhibicidn enzimatica que intervienen en el proceso,
caracterizados por su capacidad regenerativa que no condiciona la dependencia del
proceso de la cantidad del mismao.

Entre los elementos de reconocimiento tipicos de este tipo de interacciones, se
destacan las enzimas, son moléculas inmovilizadas de naturaleza proteica o
ribozimica, altamente especificas, eficientes y regulables, acoplables a trasductores
de tipo calorimétrico, potenciométrico, amperometrico, piezoeléctrico u optoeléctrico
(Halamek, 2005); células completas o sometidas a procesos metabolomicos que
permiten monitorear metabolitos primarios o secundarios, aunque no de forma muy
especifica y con limitaciones de permeabilidad (Sippy, 2003); organelas encargadas

de la produccion energética e implicadas en el metabolismo de xenobioticos
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especificos, convirtiéndose en indicadores ambientales de contaminacion por
agentes como pesticidas y contaminantes industriales (Da Silva, 1998), y elementos
de reconocimiento como tejidos para control de calidad mediante la determinacién

de productos de descomposicion (Mei, 2007), entre otros.

Sensores de bioafinidad y sus principales sistemas de reconocimiento
Presentan una gran ventaja en cuanto a sus aplicaciones para la deteccion de
residuos de pesticidas, agentes microbianos y alergenos en alimentos. Se
caracterizan por su capacidad para formar complejos entre el analito de interés y el
receptor, sin llevar a transformaciones quimicas, pero generando excelentes
mecanismos de respuesta, aunque con grandes exigencias analiticas para
determinar su magnitud (Wang, 2005). Dichas interacciones generan respuestas
gue demandan sistemas de alta sensibilidad y precisién, cuantificAndose a través
del seguimiento cinético del proceso en presencia de inhibidores competitivos,
marcaje isotdpico, comportamiento optico del proceso o variaciones gravimétricas.
Entre los receptores de bioafinidad se destacan las lectinas, las cuales son
proteinas de reconocimiento del glucocdlix, que exhiben efectos tdxicos para la
salud (Ramos, 2001), y polimeros de impresion molecularMIPs, los cuales son
moléculas de sintesis con propiedades biomiméticas sobre mecanismos de
sefalizacion celular asociados a mecanismos competitivos (Bossi, 2007).

A los anteriores sistemas se suman los anticuerpos, moléculas de naturaleza
proteica selectiva, cuyo mecanismo se fundamenta en la reaccion antigeno-
anticuerpo, aplicable a la determinacibn de enterotoxinas, secuencias
monocatenarias de &acido nucleico similares a las abzima, de alta afinidad e
incorporables a cromatografia; proteinas periféricas e integrales que generan
canales, activacion enzimatica, gradientes eléctricos que permiten el flujo de
moléculas y la intervencion de mensajeros celulares, herramienta importante en la
deteccion de residuos de antiobioticos B-lactamicos en productos lacteos; sondas
de acidos nucleicos utilizadas en procesos de hibridacién in-situ acoplados a
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transductores Opticos, gravimétricos o electroquimicos para la deteccion de
organismos genéticamente modificados en alimentos; células completas como
esporas cuya Vviabilidad puede ser vulnerada ante metabolitos secundarios,
xenobidticos o condiciones de proceso y los acidos nucleicos peptidicos-PNAs, los
cuales son moléculas sintéticas, sin pentosa, sin grupo fosfato y en su reemplazo
hay una molécula de N-2-aminoetilglicina, permitiendo mimetizar los acidos

nucleicos, de importancia en citogenética (Mairal, 2008).

Sistema de transduccion

La naturaleza de la interaccién entre el elemento de reconocimiento y el analito
constituye el factor determinante para la seleccion del sistema de transduccion, sin
el cual no es posible obtener, amplificar, registrar, sistematizar, almacenar e
interpretar las sefiales producto de la interaccion entre estos. En tres los sistemas

de transduccién mas referenciados estan los siguientes:

Transductores Opticos

Entre estos se destacan los sensores de fibra 6ptica u optodo, caracterizados por
tener inmovilizado en sus extremos el elemento de reconocimiento y el elemento de
deteccién, asi mismo la presencia de marcadores que permitan detectar cambios
entre el analito y el elemento de reconocimiento y difundirlos a través de la fibra. Un
caso particular lo constituye su uso para la determinacion del tiempo de corte del
coagulo de la leche en la fabricacion de queso de cabra. Al igual que los
transductores de fibra Optica, los de onda evanescente-EW requieren marcaje y se
fundamentan en la reflexién interna total de fluorescencia por la absorcién y emision
de fotones. La concentracion del analito de interés se relaciona con los cambios en
las caracteristicas de luz propagada a través de la guia de ondas, que ha podido
usarse para sensibilizar la concentracion de micotoxinas en cereales (Ngundi et al.,
2006). Los interferémetros Mach-Zender fundamentados en los anteriores y en cuyo
caso la concentracién del analito depende del cambio del campo evanescente
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producido por la interaccién entre el analito y el elemento de reconocimiento, han
tenido poca aplicacion en el sector agroalimentario. Los transductores de
resonancia de plasmones superficiales-SPR, en los cuales los electrones de
conduccion de un metal oscilan simultaneamente; los plasmones son oscilaciones
colectivas de los electrones de conduccion de un metal (oro o plata) ante la
exposicion a un haz de luz polarizada y la medicion del &ngulo de resonancia, el
cual da informacion acerca de la concentracion real del analito. Contrario a los
interferometros los SPR son de gran utilidad en investigacion de productos y
procesos alimentarios. Un caso particular lo constituye la investigacion de pesticidas
organofosforados en matrices liquidas con patron inverso en el comportamiento de
la longitud de onda SPR y la sensibilidad con respecto a la concentracién del

pesticida estudiado (Rajan y Gupta 2007).

Transductores electroquimicos

Caracterizados por su capacidad de convertir la sefial obtenida en una sefal
eléctrica, son utilizados en sistemas de reconocimiento biocataliticos. Los
biosensores mas comunmente utilizados son los de tipo impedimétrico,
conductimétrico, potenciométrico y amperométrico. Entre las aplicaciones mas
recientes se destacan la utilizacion de los biosensores amperométricos para el
monitoreo de la fermentacion malolactica, determinante de las caracteristicas de
acidez en vinos y monitoreo de concentraciones de glucosa y etanol en procesos
de fermentacion; monitoreo mediante biosensores impedimétricos de
concentraciones de a-solanina y a-chaconina, presentes en papa y tomate;
deteccién de carbofuran y carbaril en aguas utilizando biosensores conductimétricos
e inmovilizaciéon enzimatica en silica gel, y biosensores potenciométricos para la
determinacion de butiricolinesterasa, como sensor para glicosidos,

organofosforados, carbamatos y metales pesados en papa (Korpan et al., 2006).
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Transductores potenciométricos de luz direccionada-LAPS

Son producto de la combinacion entre sistemas de transduccion Optico y
electroquimico. Son sensores quimicos constituidos por un electrolito, un aislante y
un semiconductor de silicio, sensibles a cambios de pH y multianalisis. Estos
sistemas tienen gran aplicacion en estudios de genotoxicidad y recientemente se ha
publicado una aplicacién sobre un sensor artificial de olor y sabor (Wang et al.,
2007).

Transductores nanomecanicos

Son de gran impacto y proyeccion en estudios de genotoxicidad. Constituidos por
una microplaca de silicio donde se inmoviliza el elemento de reconocimiento
biologico (anticuerpos): la determinacion se efectia por medio del cambio en la
tension superficial entre los dos componentes. Uno de los trabajos de mayor
impacto en esta tecnologia fue el desarrollado para la determinacién del pesticida

DDT a concentraciones inferiores a las nanomolares (Alvarez et al., 2003).

Trasductores piezoeléctricos

Conocidos también con el nombre de sistemas de transduccion masicos,
gravimétricos 0 acusticos, constituyen un material piezoeléctrico (cristales),
caracterizado por entrar en resonancia ante la exposicibn a un campo
electromagnético y soportar el elemento de reconocimiento (proteinas), son
versatiles y su uso en el sector alimenticio ha permitido hacer seguimiento de
propiedades reoldgicas como la textura mediante la deteccion de vibraciones por
fractura de las muestras de interés. Su funcionamiento se rige por la deteccién de
cambios masicos del complejo antigeno-anticuerpo, con frecuencias de oscilacién
de tipo: paquete de onda acustica-BAW, en los cuales la resonancia cubre toda la
masa del cristal y de onda acustica de superficie-SAW, donde la resonancia solo
ocupa la superficie del cristal (Chang et al., 2000).
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Trasductores termomeétricos

De gran robustez en reacciones enzimaticas y proceso exotérmicos, en las cuales
la transferencia de calor se puede relacionar con la concentracion del analito de
interés, ha permito determinar valores pk para sustancias a muy baja concentracion
(Najib et al., 2007).

MicroSnapMT:

Es un método de prueba bioluminogénico rapido para la deteccién y enumeracion
de bacterias, dando resultados de prueba accionables en menos de 8 horas. La
plataforma de prueba MicroSnapMT consiste en un dispositivo de enriquecimiento
gue contiene un medio de crecimiento especifico y un dispositivo de deteccidén que
contiene un sustrato bioluminogénico (que produce luz). Cuando MicroSnapM®
detecta el microorganismo especifico, la luz se emite y se mide con el luminébmetro
EnSURE de Hygiena. Los resultados se almacenan y se rastrean con el software
SureTrend gratuito de Hygiena para analisis de datos y tendencias (Meighan, 2014).
MicroSnapM™ EB es una prueba rapida para la deteccién y enumeracion de bacterias
Enterobacteriaceae (EB). La prueba utiliza una reaccién de prueba bioluminogénica
novedosa que genera luz cuando las enzimas que son caracteristicas de las
bacterias EB reaccionan con sustratos especializados para producir luz. La sefal
de generacion de luz se cuantifica entonces en el luminémetro EnSURE™. Los
resultados estan disponibles en 6 a 8 horas, lo que permite a MicroSnapMT™ dar
resultados en el mismo dia de trabajo o turno.

MicroSnapMT™ ofrece mejoras significativas sobre los métodos tradicionales y otros
reduciendo el tiempo, los costos y mejorando la empleabilidad. Las pruebas
detectan un mayor rango dindmico que las pruebas tradicionales, lo que lo hace
flexible para una variedad de las solicitudes. Con MicroSnapM', las empresas
reciben resultados antes, son mas eficientes, y lo mas importante, mejoran la

inocuidad de los alimentos (Meighan, 2014).
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. Justificacion
Los ovinos son importantes reservorios y transmisores de algunas enfermedades
gue causadas por la Familia Enterobacteriaceae, dentro de las que se pueden
mencionar a Salmonella y E. coli las cuales son las de mayor importancia en la
produccién Ovina.
Con relacién a al género Salmonella encontramos diversos serovares que afectan
a los ovino y a los humanos, el mas comun es el serovar S. Typhimurium, este
serovar ocasiona gastroenteritis tanto en ovinos como en humanos.
Para el caso de E. coli esta bacteria es un habitante normal de la flora intestinal de
los ovinos dentro de este género se encuentran las E. coli enterohemorragicas y
productoras de toxina Siga | y Il, estas bacterias no afectan a los ovinos por lo que
son considerados como un reservorio importante de estos patdogenos y puede ser
un foco de infeccidn para los seres humanos.
En la actualidad las gastroenteritis asociadas a las ETAS son un problema de salud
publica ya que aproximadamente 1,500 millones de casos son reportados
anualmente por la OMS 2012 de los cuales 1,5 millones son defunciones, estas
infecciones estan relacionadas a la contaminacion de los alimentos debido a las
malas técnicas de sacrificio, el poco control en rastros, el mal manejo que se le da
a la canal, el mal procesamiento de la carne, la poca higiene que tienen los
despachadores y los expendios.
La principal familia asociada con las ETA’s es la familia Enterobacteriaceae en
donde se puede encontrar a Salmonella, E. coli, Shigella entre otras, las cuales
producen cuadros gastroentéricos graves, debido a esto surge la necesidad de
analizar los alimentos para prevenir la transmision de estas enfermedades. La carga
microbiolégica también es un factor importante ya que de acuerdo a las normas
mexicanas hay limites establecidos para que un alimento no sea de riesgo al

consumirlo el ser humano.
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Para facilitar la identificacion de los agentes posibles en las enfermedades
transmitidas por los alimentos, estos sintomas se clasifican segun el periodo de
incubacion y el tipo de sintoma.

La determinacion de la presencia o ausencia de esta familia bacteriana se realiza
con métodos convencionales descritos en las NOM-112-SSA1-1994, NOM-113-
SSA1-1994 y NOM-114-SSA1-1994, sin embargo, estas técnicas tradicionales
llevan un periodo prolongado para llegar a la identificacion del agente infeccioso y
regularmente retrasan el tratamiento y control de las enfermedades transmitidas por
los alimentos, por lo tanto, surge la necesidad de identificar la presencia de
enterobacterias tanto en carne cruda como en productos procesados que son
destinados al consumo humano de una manera mas rapida y confiable.

Una de las técnicas innovadoras y rapidas para la identificacién de enterobacterias
y otras familias bacterianas son los biosensores en los cuales dependiendo de su
factor de luminiscencia podria dar buenos resultados y superar a los métodos
tradicionales como lo son los métodos de cultivo usados por los laboratorios.

Por lo mencionado anteriormente el propdsito del proyecto es analizar la calidad
microbiolégica de la carne de ovino fresca y procesada, con la evaluacion de la
presencia de enterobacterias mediante el empleo de biosensores y los métodos de
cultivos tradicionales, a partir de muestras de carne fresca y carne para consumo

humano en distintos expendios de carne.
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IV. Hipotesis
El método de cultivo tradicional bacteriano en canales calientes y carne procesada

de ovinos es mas especifico y sensible que el uso de biosensores para la
identificacion de enterobacterias.
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V. Objetivos
Objetivo general
Identificar la presencia de enterobacterias, en la carne de ovino fresca y procesada
a través del uso de biosensores y cultivo bacteriano.
Objetivos Especificos
Identificar la presencia de enterobacterias en carne de ovino fresca y procesada en
rastro mediante el uso de biosensor.
Identificar la presencia de enterobacterias en carne de ovino fresca y procesada en
rastro mediante cultivo bacteriolégico y pruebas bioquimicas.
Evaluar la especificidad y sensibilidad al identificar enterobacterias con el empleo

de biosensor y cultivo bacteriologico.
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VI. Material y Método
Para probar el valor diagnéstico del sistema MicroSnapM™ (Método Bioluminégeno)
como herramienta diagndstica para emplearse en los procesos de monitoreo
higiénico-sanitario de los productos carnicos en establecimientos de sacrificio y
puntos de venta de carne de ovino; se llevdO a cabo un estudio de campo
intencionado (Método de encuestas), tomando muestras biolégicas (Hisopados) a
partir de canales de ovinos sacrificados en el Rastro Municipal de Capulhuac,
Estado de México, y en muestras de carne procesada (Barbacoa) expendidas en

diferentes puntos de venta en la periferia de la Ciudad de Toluca, México.

1. Determinacion de tamafio de muestra.
El tamafio de muestra se realiz6 con el procedimiento estandar para determinar un
tamafio de muestra, con el uso del método de proporciones, del que se obtiene
como resultado 99 muestras de canal ovino y 99 muestras para carne de ovino
procesada.

El estadistico de prueba utilizado fue:

_ (22 )(p *q)
n = T
n=Tamafo de muestra

z2=1.96 Valor z del intervalo de confianza (1.C.=95%)
p = 0.07 Estimador de frecuencia
g=0.93(1-p)
E =0.05 Error esperado
2. Tipo de muestreo.
Es un estudio observacional y transversal. El tipo de muestreo es aleatorio simple,

sin remplazo.
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3. Obtencion de la muestra

3.1. Muestras de canales de ovinos.
El muestreo de campo se llevo a cabo en el Rastro municipal de Capulhuac, Estado
de México, se obtuvieron 99 muestras de canales de ovino en el area de inspeccion
y sellado, las muestras se recopilaron en el periodo de enero a julio del afio 2015.
Para obtener las muestras se utilizaron hisopos comerciales MicroSnapM™ para
Enterobacterias, marca Hygiena, con niumero de catalogo 064547. El Paso 1 o
“enriquecimiento” especifico para deteccidn de enterobacterias: se identificd el
costillar izquierdo de la canal de ovino y en una superficie aproximada de 30 cm? el
hisopo se froto en zigzag de acuerdo a lo sefialado por el fabricante. El hisopo se
regresd a su empaque original y se inicidé con el proceso. El tubo se guardd y se
transporté a temperatura de refrigeracion. Las muestras fueron tomadas de esta
zona ya que Bravo (2006) menciona en el Manual de procedimientos para el
muestreo microbiolégico oficial en carnes faenadas en mataderos de exportacion
gue esta es una de las zonas con mayor probabilidad de contaminacion.

Figura 1. Lugar de donde se obtuvo la muestra en canal.

Fuente: https://www.hygiena.com/microsnap-eb-enterobacteriaceae-food-and-

beverage.html
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3.2.  Muestras de carne procesada (barbacoa).
Las muestras de carne procesada de ovino (Barbacoa) se obtuvieron a partir de 99
establecimientos diferentes. La recoleccion de la muestra se realizé en un horario
entre las 9 y 10 de la mafiana de los dias domingos, durante octubre del 2015 a
enero del 2016. La cantidad recolectada de cada muestra fue aproximadamente
50g. La muestra se guardé bajo condiciones de refrigeracion para transportarse al
laboratorio del Centro de Investigacion y Estudios avanzados en Salud Animal.
FMVZ UAEM.

4. ldentificacion de la familia Enterobacteriaceae utilizando la técnica de

biosensor

En el laboratorio, se continuaron con los pasos establecidos por el fabricante para
la identificacidon y conteo de enterobacterias (Figura 2. Pasos del a al c¢).
Paso 1. Enriquecimiento. En la figura 2 paso ¢ se muestra la introduccion y agitacion
del hisopo al tubo con medio de enriquecimiento especificos para enterobacterias.
Este procedimiento tarda 8 horas en incubacién a 37°C (d).
Paso 2. Deteccion. En la figura 2 pasos e, fy g, se muestra el procedimiento para
la deteccion de enterobacterias. Después del periodo de incubacién se vierte la
muestra en un tubo con medios especificos para detectar enterobacterias. La
muestra se incuba nuevamente por un lapso de 10 minutos.
Paso 3. Lectura. En la figura 2 paso h, muestra el procedimiento para hacer la
lectura utilizando el bioesensor. El hisopo es introducido al luminédmetro y si hay
presencia de enterobacterias, el luminOmetro emite una lectura expresada en

Unidades Relativas de Luz (URL), cuyas equivalencias se muestran en la Tabla 1.
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Figura 2. Procedimiento para la toma de muestra bioldgica,
enriquecimiento, deteccibn y conteo de Cepas de
enterobacterias por medio de la técnica de Luminiscencia
(MicroSnapMT).
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Fuente: https://www.hygiena.com/microsnap-eb-enterobacteriaceae-food-and-beverage.html
Se realiz6 la lectura de ellos con el lumindbmetro (biosensor), que es un sistema
rapido de monitoreo de microorganismos patdégenos usado en la industria
alimentaria. Los resultados fueron capturados en un software Sure Trend version
3.01.
Tabla 1. Equivalencias entre Unidades Relativas de Luz (URL) y Unidades Formadoras de
Colonias (UFC/ml).

Enterobacteriaceae | UFC/ml o
URL hisopo
NA <10
NA <20
<10 <50
<20 <100
<40 <200
<100 <500
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<200 <1000
<1000 <5000
TNTC <10000

NA (no aplica), TNTC (aerobios con un nimero incontable de colonias).

Fuente: Modificado de: http://www.hygiena.com/microsnap-e-coli-food-and-beverage.html

4.1. Interpretacién de lalectura en el Biosensor
La lectura de URL fue interpretada segun el tipo de Muestra:
La muestra de canal asi como la muestra de carne procesada se considero positiva
a enterobacterias cuando la lectura revel6 resultados >40 URL (Unidades Relativas
de Luz).
5. Cultivo bacterioldgico
Después de observar el resultado obtenido mediante el luminometro, se realiz6
el aislamiento e identificacion de las bacterias mediante el cultivo tradicional.
Primeramente, se tomé el hisopo y se sembrd en agar verde brillante y agar
MacConkey, las placas se incubaron durante 24 horas a 37°C; posteriormente
se observd el crecimiento, las colonias sospechosas a enterobacterias se
resembraron en agar verde brillante a 37°C durante 24 horas, acto seguido se
realizaron las pruebas bioquimicas TSI, Citrato, MIO, SIM y Urea, las cuales se
inocularon a 37°C por 24hrs y se realiz6 la interpretacion de la siguiente manera
(Stanchi y Martino, 2007).
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Tabla 2. Interpretacidn de las pruebas bioquimicas

Salmonella E. coli Enterobacter Citrobacter Yersinia | Klebsiella | Serratia Shigella
Spp.- Spp. Spp. Spp. Spp. Spp. Spp.
TSI KIA AJA AJA K/IA KIA AJA AIA K/A
Citrato + _ + T ~ " " ~
MIO +-1+ +++ +-1+ +VIV -IVI+ -I-1-1 +/++ -[-1+
SIM +-1+ -[++ -1+ VIVI+ -IVI- -I-/- -[++ -I-I-
Urea \% \% \% \%

K/A (base sobre acido), A/A (acido sobre acido), V (variable). (Koneman
1999).

6. Analisis estadistico.

6.1.

Estimacién de la prevalencia.

et al,,

En Estimacioén de la Prevalencia de muestras contaminadas con enterobacterias en

canales calientes y carne procesada de ovino se utilizaron como criterio los

resultados del método estandar o prueba de oro (Cultivo en Placa). Se obtuvo la

prevalencia con un intervalo de confianza del 95%.

6.2.

Evaluaciéon diagnoéstica del sistema MicroSnapMT™ frente al Método

Estandar para detectar Enterobacterias en canales calientes y carne

procesada de ovino

a. Prevalencia de muestras contaminadas con

enterobacterias (%)

-~ 0o a0 T

o @

Valor predictivo negativo (%)

Cociente de probabilidades positivo

Cociente de probabilidades negativo

Muestras correctamente diagnosticadas (%)
Sensibilidad (%)
Especificidad (%)

Valor predictivo positivo (%)
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Tabla 3. Calculo de indicadores para evaluar la capacidad diagnostica del Sistema
MicroSnapMT frente al Método Estandar para identificar y cuantificar cepas de enterobacterias
(UFC) en canales y carne procesada de ovino.

Indicador Ecuacion

Prevalencia C

N

C= muestras positivas

n=total de muestras

Se = a
a+c
Sensibilidad
a= Verdaderos Positivos
c= Falsos Negativos

Es= d
b+d
Especificidad
b= Falsos Positivos
d= Verdaderos Negativos

VPp =
Valor Predictivo de los positivos P .
a+b
o ) VPn = d
Valor predictivo de los negativos EE—
c+d
CP+= Sen
Cociente de probabilidades positivo 1-Esp
CP-= 1-Sen
Cociente de probabilidades negativo
Esp
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6.3. Iindice de Concordancia (indice Kappa) entre el Sistema MicroSnap™™
frente al Método Estandar para detectar enterobacterias en canales
y carne procesada de ovino.
Para poder realizar el calculo del indice de kappa es necesario ordenar los
resultados en una tabla de contingencia de 2x2 como la que se muestra en la tabla
4,

Tabla 4. Tabla de contingencia 2x2 para evaluar el sistema MicroSnapM’
frente a la técnica estandar (Cultivo en Placa) segun Norma Oficial
Mexicana (NOM-092-SSA1-1994).

Prueba Estandar

+ -
A b
H MT +
MicroSnap Verdaderos Positivos Falsos Positivos
C d
Falsos Negativos Verdaderos Negativos

El indice de kappa es una medida que ajusta el efecto del azar en la proporcién de

la concordancia observada para elementos cualitativos. Se obtuvo con la siguiente

ecuacion:
Po-Pc
K= -
1-Pc
a+d
Po= -
N

(f1*gl) + (f2*g2)
n2

Pc=
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Donde:

PO= Es la proporcién de acuerdos observados

Pc= Es la proporcién de acuerdos esperados por casualidad
a= Verdaderos positivos

d= Verdaderos negativos

n= Total de muestras

fl=a+c

f2=b+d

gl=a+b

g2=c+d

Para saber que indice de concordancia tienen ambas pruebas se emplean los
valores descritos en la tabla 5.

Tabla 5. Equivalencia entre valor de kappa con su fuerza de concordancia

Valor de kappa Fuerza de concordancia
<0 Pobre
0a0.20 Leve
0.21a0.40 Mediana
0.41a0.60 Moderada
0.61 a0.80 Sustancial
0.81al1.0 Casi perfecta
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VII. Limite de Espacio
El muestreo se llevé a cabo en el Rastro Municipal de Capulhuac, ubicado en la

calle de Ignacio Allende S/N, Capulhuac de Mirafuentes CP: 52700. Capulhuac,

Estado de México. Coordenadas 19°11°10.70"°, Latitud Norte vy

99°2879.73""Longitud Oeste.
Figura 3. Ubicacion de rastro de Capulhuac, Estado de México

CENTRO o S
Registro Civil Capulhuac fg STA
de Mirafuentes o COoA
5
&
'Rastro Municipal
Av 5 de Mayo
(a4]
Cesu Centro de Estuc
@ Superiores Universital
ERIAL ()
6 Plaza Mia @
500 m

pa ©2018 GoogleINEGI México Condiciones Enviar comentarios

Fuente: INEGI México 2018

Capulhuac es un Municipio del Estado de México. Se encuentra localizado en la

zona centro del Estado de México, colinda con los municipios de Xalatlaco, Lerma,

Santiago Tianguistenco y Ocoyoacac, presentando una altitud promedio de 2,800

msnm.
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El muestreo de carne procesada (barbacoa) se llevé a cabo en puntos de venta

especificos de la ciudad de Toluca y municipios de Zinacantepec, Almoloya de

Juéarez, Atlacomulco, Metepec y Capulhuac Estado de México, los cuales fueron

elegidos por el método de muestreo aleatorio simple.

Los procedimientos de laboratorio se llevaron a cabo en el Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) ubicado en Kilometro 15.5

Carretera Panamericana Toluca-Atlacomulco, Toluca, Estado de México, C.P.
50200. Coordenadas 19°23°57-04"" Latitud Norte y 99°42°46.93"".
Figura 4. Ubicacion del Centro de Investigacién y Estudios Avanzados en Salud
Animal (CIESA). Toluca, Estado de México.
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VIII. Limite de Tiempo

Actividad

Periodo de tiempo

Muestreo de carne

de ovino fresca

Del mes de Enero al mes de Julio 2015

Lectura de
patdgenos mediante

biosensores

Del mes de Enero al mes de Julio 2015

Muestreo de carne

de ovino procesada

Del mes de Agosto al mes de Octubre 2015

Registro de

Protocolo de Tesis

Octubre del 2015

Localizaciéon de
muestreo de

barbacoa

Se llevo a cabo en los municipios de
Atlacomulco, Zinacantepec, Metepec,
Capulhuac y Toluca

Lectura de
patdogenos mediante

biosensores

Del mes de Agosto al mes de Octubre 2015

Cultivo bacteriano

para carne frescay

Del mes de Enero del 2015 al mes de enero

procesada 2016
. Del mes de Enero del 2015 al mes de Enero
Pruebas bioquimicas
del 2016

Analisis de

resultados

Noviembre del 2015 a Enero del 2016

Aprobacion de

Protocolo de Tesis

30 de Mayo del 2016
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Registro de Tesis
Concluida

23 de Marzo del 2018

Aprobacion de Tesis

Concluida

Abril del 2018
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IX. Resultados

1. Prevalencia de canales y carne procesada de ovinos contaminadas con

enterobacterias.

El andlisis de la eficiencia diagnéstica del sistema MicroSnapMT, para identificar

enterobacterias en canales calientes y carne procesada de ovinos, durante el

proceso de la inspeccion higiénico-sanitaria de la carne en establecimientos de

sacrificio y puntos de venta, y su comparacion frente al método Estandar, arrojé los

siguientes resultados (Tabla 6).

Tabla 6. Identificacion de enterobacterias en muestras de canales calientes y

carne procesada de ovino, comparando el sistema MicroSnapMT frente al

Método Estandar “cultivo en Placa”

Tipo de muestra

Método

Cultivo en Placa Sistema MicroSnapMT’

Positivas 87 43
Canales Negativas 12 56
calientes Prevalencia 87.87 43.43

Positivas 33 14
Carne Negativas 66 84
procesada Prevalencia 33.33 14.14

(p<0.05).

En muestras de canales calientes de ovinos se estima una prevalencia de

87.87%(87/99), la presencia de enterobacterias por medio de la técnica de cultivo
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en placa; mientras que con el sistema MicroSnapMT, sélo el 43.43%(43/99), teniendo
una diferencia de 44 muestras, lo que representa una amplia discrepancia entre los
dos métodos (P<0.05).

En muestras de carne procesada la prevalencia fue de 33.33% por el método
estandar y del 14.14%, la diferencia entre ambos métodos fue estadisticamente
diferente (P<0.05).

2. Evaluacion diagnéstica del sistema MicroSnapVT frente al Método
Estandar para detectar enterobacterias en canales calientes y carne
procesada de ovino.

2.1. Canales calientes

La Tabla 7. Muestra el resumen del andlisis de la capacidad diagndstica del sistema
MicroSnapM™ frente al método estandar (Cultivo en Placa) para identificar
Enterobacterias en muestras de canales calientes de ovinos. El Sistema
MicroSnapMT tuvo un indice de verosimilitud de 61.62% (VP+VN/N) frente al método
estandarizado; su sensibilidad fue de 62.07% y la especificidad de 91.53%. Por cada
muestra detectada con Enterobacterias por el sistema MicroSnapMT se identifican
1.4 muestras por el método estandar. La prevalencia de muestras positivas a
Enterobacterias por el sistema MicroSnapM™ fue del 87.88%, sin embargo, el 8.5%
(5/59) de estas muestras fueron falsos positivos (FP). La mejor bondad que mostré
el sistema MicroSnapM™ fue para estimar el valor predictivo de los positivos
(91.53%).
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Tabla 7. Evaluacion de la capacidad diagndstica del Sistema MicroSnapMT frente al

Cultivo bacteriolégico tradicional para identificar la presencia de enterobacterias en

Canales calientes de ovinos.

Cultivo en Placa

Verdadero diagnéstico (Criterio

de referencia)

Positivo  Negativo Total

Sistema Positivo 54 5 59

MicroSnapMT Negativo 33 7 40

Total 87 12 99

Parametros valor 95% I.C.
Puntual

LI LS
Sensibilidad (%) 62.07 51.3 72.84
Especificidad (%) 58.33 26.27 90.39
indice de validez (%) 61.62 51.53 71.7
Valor predictivo + (%) 91.53 83.57 99.48
Valor predictivo - (%) 17.5 4.47 30.53
Prevalencia (%) 87.88 80.94 94.81
Razdn de verosimilitud + 1.49 0.75 2.97
Razdn de verosimilitud - 0.65 0.38 1.13

Software: EPI DAT,v=3.1

2.2. Carne procesada

En la Tabla 8. se muestra el resumen del andlisis de la capacidad diagnéstica del

sistema MicroSnapM™ frente al método estandar para identificar cepas de
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Enterobacterias en muestras de carne procesada (Barbacoa). El Sistema
MicroSnapMT obtuvo un indice de verosimilitud 69.70% (VP+VN/N) frente al método
estandarizado; sin embargo, la sensibilidad fue de 27.27%, pero la especificidad de
90.91%. En las muestras de carne procesada, por cada muestra positiva a
enterobacterias identificada por el sistema MicroSnapMT habia 3 que se detectaron
por el método estandar.

La prevalencia de muestras positivas a Enterobacterias por el sistema MicroSnapMT
fue del 33.33%, sin embargo, el 66.67% (6/9) de estas muestras fueron falsos
positivos (FP). La mejor cualidad de este método fue para detectar a los verdaderos

negativos (Es=71.43).

Tabla 8. Evaluacioén de la capacidad diagnéstica del Sistema MicroSnapMT frente al
Cultivo bacterioldgico tradicional para identificar la presencia de enterobacterias en
carne procesada de ovino.

Cultivo en Placa
Verdadero diagnostico (Criterio

de referencia)

Positivo  Negativo Total

Sistema Positivo 9 6 15

MicroSnapMT Negativo 24 60 84

Total 33 66 99

) Valor
Parametros 95% I.C.
Puntual

LI LS
Sensibilidad (%) 27.27 10.56 43.98
Especificidad (%) 90.91 83.22 98.6
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indice de validez (%) 69.7 60.14 79.25
Valor predictivo + (%) 60 31.87 88.13
Valor predictivo - (%) 71.43 61.17 81.68
Prevalencia (%) 33.33 23.54 43.12
Razon de verosimilitud + 3 1.17 7.72
Razon de verosimilitud - 0.8 0.64 1

Software: EPI DAT,v=3.1

Con respecto a las 99 muestras tomadas en rastro se encontré6 que 43 fueron
positivas con la lectura del biosensor de los cuales no se puede saber el género
bacteriano ya que Unicamente da el resultado de unidades formados de colonias
(UFC) mediante la medicion de las unidades relativas de luz (URL); y 56 fueron
negativas véase el anexo 1.

Con relacion al cultivo bacteriano tradicional se encontraron 12 negativos y 87
positivas a la familia Enterobacteriaceae se identificaron los géneros E. coli 72,
Enterobacter 2 y Citrobacter 13, Los cuales fueron identificados mediante pruebas
bioguimicas véase anexo 2.

Con respecto a las 99 muestras tomadas en expendios de barbacoa encontraron
gue 15 fueron positivas con la lectura del biosensor de las cuales no se puede saber
el género bacteriano por la forma en que se expresa el resultado, y fueron 84
negativas véase anexo 3.

Con relacion al cultivo bacteriano tradicional se obtuvieron 66 negativos y 33
positivas a la familia Enterobacteriaceae encontrando los siguientes géneros E. coli
22, Enterobacter 6 y Citrobacter 5, los cuales pudieron ser identificadas mediante

pruebas bioquimicas véase anexo 4.
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3. indice de Concordancia (indice Kappa) entre el Sistema MicroSnap™™
frente al Método Estandar para detectar cepas de enterobacterias en
canales y carne procesada de ovino.

La tabla 9. Muestra el indice Kappa (IK) para el nivel de concordancia entre el
Sistema MicroSnapM™ y el método estandar para identificar Enterobacterias en
canales y carne procesada de ovino. El indice Kappa muestra una fuerza de
concordancia leve entre ambos procesos en las muestras de canales (IK=0.105) y
una fuerza de concordancia mediana en las muestras de carne procesada
(IK=0.210).

Tabla 9. Valor de concordancia (indice Kappa) entre el Sistema MicroSnapM™ y el Método
Estandar (Cultivo en Placa) paraidentificar cepas de enterobacterias en muestra de canales

y carne procesada de ovino.

Tipo de muestra indice Kappa
Canales 0.105
Carne procesada. 0.210

De acuerdo a la escala de interpretacion del indice Kappa (Tabla 5), se puede
observar que el indice de concordancia entre ambas técnicas (MicroSnapM™ y cultivo
bacteriano tradicional) es pobre, lo que significa que la técnica con MicroSnapMT no
es tan confiable para detectar correctamente Enterobacterias; en comparacion con

el método estandar de cultivo bacteriano en placa.
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X. Discusién

En el presente trabajo se realizd la evaluacion de la capacidad diagnostica del
sistema MicroSnapMT frente al cultivo bacteriolégico convencional como método de
referencia para detectar la presencia de Enterobacterias en canales frescas y carne
procesada de ovino, se obtuvo una baja capacidad para detectar a los verdaderos
positivos 91.53% en canal y del 60% en barbacoa; asi como, una baja capacidad
para detectar a los verdaderos negativos en canal 17.5%; y un 71.43% en la carne
procesada.

El uso de biosensores tiene ventajas las cuales fueron anteriormente descritas por
Altamirano et al, (2004), la rapidez, repetibilidad, exactitud, andlisis directo de las
concentraciones sin pretratamiento de muestras o con un pretratamiento minimo de
las mismas, lo que posibilita la deteccion in situ, sin embargo, un aspecto que
compromete su uso es la falta de diferenciacion de los géneros bacterianos, tal es
el caso del biosensor MicroSnapM™ para enterobacterias. Normalmente los
biosensores presentan una limitada especificidad, debido a que se obtiene una
sefal global para un conjunto de bacterias que estan presentes en la muestra y que
eventualmente podrian estar afectando de forma sinérgica. Es decir, que la
aplicacion de estos biosensores con frecuencia trata de determinar “niveles de
contaminacién” en general, o contaminacion de la carne en términos generales, sin
poder especificar las bacterias que estan presentes. Este dato puede resultar
suficiente en algunos casos, pero conforme a la normatividad se hacen mas
restrictivas y exigentes, la determinacion exacta de un determinado parametro
puede resultar una exigencia insoslayable. La especificidad en los biosensores
puede conseguirse a través de un procedimiento de seleccién para la obtencién de
biosensores especificos. La aplicabilidad de los biosensores asi obtenidos es
potencialmente muy elevada, pues en principio solo se veria restringido por los
limites naturales de cada especie de bacterias (Altamirano et al, 2004).

La inocuidad alimentaria es tema de importancia en salud publica. En México la
NOM-194-SSA1-2004 nos sefiala que en las canales calientes no se debe de
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identificar la presencia de ningun agente bacteriano debido a que el consumo de
carne contaminada o de mala calidad es causa de enfermedades en poblaciones
humanas expuestas (Momtaz et al., 2013). En la cadena de produccion,
trasformacion y comercializacion de alimentos de origen animal, cada dia se
presentan nuevos y novedosos procedimientos automatizados para evaluar la
calidad e inocuidad de los alimentos. La industria alimentaria dia a dia incorpora
distintas técnicas que proporcionan informacion complementaria de forma mas
rapida y mas precisa. En este escenario en las dos ultimas décadas del Siglo
pasado y la primera del presente Siglo, aparecieron nuevos sistemas de ultrasonido
junto con otras técnicas como los biosensores, sensores 6pticos e infrarrojos, con
el objetivo de optimizar el proceso diagndstico.

Los métodos microbiologicos estandares para identificar la presencia de
Enterobacterias, sefialan un aislamiento en placa o la dilucion en tubo (NMP),
utilizando un medio de cultivo como lo es el agar MacConkey, Agar Base Sangre
Sales Bilis Verde Brillante los que permiten la recuperacién de microorganismos
dafados presentes en la muestra, de lo cual, este proceso lleva aproximadamente
8 dias.

Las enterobacterias constituyen un grupo heterogéneo con habitat primordialmente
intestinal para la mayoria de las especies que involucra. El grupo de bacterias
coliformes totales comprende todos los bacilos Gram negativos aerobios o
anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con produccion
de gas en un lapso maximo de 48 h. a 35°C + 1°C. Este grupo esta conformado por
5 géneros principalmente: Enterobacter, Escherichia, Citrobacter, Salmonella y
Klebsiella de los cuales en el presente trabajo solo se encontraron los 3 primeros
géneros. Sin embargo, en la NOM-194-SSA1-2004 se menciona que no se debe de
encontrar ninguna bacteria en las canales refrigeradas a excepcion de E. coli la cual
tiene como limite maximo de 1000 UFC/g, al encontrar en el presente estudio

aislamientos de bacterias que podrian ser patégenos para el hombre, asi como
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arriba de 1000 UFC/g de E. coli se infiere que en los establecimientos estudiados
no cumplen con esta horma, lo que podria representar un riesgo en salud publica.
Como se observa el método estandar de cultivo bacteriologico para Enterobacterias
permite numerosas fuentes de variacion, algunas de ellas controlables, pero sujetas
a la influencia de diversos factores por lo que es importante apegarse a la técnica y
controlar cuidadosamente las condiciones (Swanson, KM et al., 2001; FDA, 2003).
Por su parte el sistema MicroSnapM™ es un método novedoso disefiado para
identificar y cuantificar Enterobacterias, en una variedad de alimentos como carne
fresca molida, pollo crudo fresco, pollo cocido, leche liquida, bacalao crudo fresco,
y agua embotellada. La asociacién cientifica internacional dedicada a la excelencia
analitica (AOAC) demostré que el método tiene una buena correlacion con el
meétodo oficial 966.24 (Meighan, 2014) de la AOAC y con los métodos de referencia
para la enumeracion y deteccion de coliformes y E. coli de la Administracion de
Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos (FDA). Sin embargo, en el presente
estudio al obtener el indice Kappa revelé que el método MicroSnapM™ no es tan
confiable en comparaciéon con las pruebas bacteriolégicas convencionales, debido
a que se muestra un bajo indice de concordancia entre ambas pruebas, en canales
calientes se obtuvo un indice de kappa de 0.105 menor al encontrado en carne
procesada que fue de 0.210. Esto se puede relacionar a que en el proceso de
elaboracién de la barbacoa puede alcanzar temperaturas mayores a los 60°C
temperatura a la que la mayoria de las enterobacterias no pueden sobrevivir segun
lo menciona Michanie, 2003.

Se menciona que las agencias reguladoras de la inocuidad alimentaria, los
laboratorios de control de calidad y los propios consumidores, podran disponer en
un futuro de dispositivos biosensores capaces de realizar analisis de manera mas
rapida, descentralizada y econémica en muestras alimentarias complejas, tanto en
las unidades de produccion, como en establecimientos de trasformacion y

comercializacion de alimentos (FDA, 1999).
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La vigilancia epidemiolégica se auxilia de herramientas especificas y sensibles para
evaluar la calidad sanitaria de la carne. La microbiologia de los alimentos cérnicos
hace uso de diversas técnicas para identificar patdgenos contaminantes; sin
embargo, las técnicas de laboratorio disponibles no satisfacen las necesidades en
funcion de costos y tiempo requerido para agilizar el proceso, asi como la capacidad
y eficiencia diagndstica requerida.

El sistema MicroSnapM™ es un biosensor conformado por un elemento enzimatico
(B-galactocidasa y B-glucoronidasa) y un substrato bioluminigénico que desarrolla
un haz de luz como sefial de salida, proporcional a la concentracién de la enzima
producida en la reaccién cuando hay presencia de un microorganismo especifico
(Meighan, 2014). El sistema MicroSnapMT™ promete superar la eficiencia diagnéstica
de los métodos tradicionales para identificar y cuantificar microorganismos
patdgenos en el area agroalimentaria; de tal forma, la técnica todavia se encuentra
en fase de desarrollo y ajuste.

Los trabajos reportados que usan esta metodologia son escasos y relativamente
recientes (Meighan, 2014). Las ventajas que ofrece esta técnica, sobre los procesos
convencionales se refieren sobre todo al tiempo empleado para obtener un
resultado. El proceso oscila entre 6 y 8 horas, agilizando los resultados de
diagndstico en campo. De tal manera que tiene la desventaja de no ser una prueba
con buena sensibilidad y especificidad, principalmente al tener pocos valores
predictivos de los negativos (VPN), afectandose su especificidad e incrementando
la proporcion de falsos positivos. No obstante, este proceso técnico se encuentra
en desarrollo y requiere de estudios mas amplios para evaluar principalmente la
fase relacionada con el periodo de incubacién, ya que consideran que esta etapa
es critica para el correcto funcionamiento del sistema MicroSnapMT.

Las empresas 0 establecimientos que trasforman o procesan carne se ven en la
necesidad de garantizar que los productos que proveen, sean inocuos. En el mismo
tenor, las instancias regulatorias oficiales deben verificar la calidad e inocuidad de

los productos que se ofrecen al consumidor. En materia de andlisis de alimentos de
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origen animal para consumo humano se realiza el analisis microbioldgico que dé
indicios de la inocuidad del producto y de su idoneidad para ser apto para el
consumo humano. Muchas veces estos analisis resultan ser exorbitantes en sus
costos y demorados; por lo cual se hace necesario contar con métodos o técnicas
gue permitan desarrollar analisis de manera rapida aumentando la productividad de
los laboratorios y lo mas importante que proporcione resultados confiables y

seguros.
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XI. Conclusiones

1. Empleando las técnicas convencionales de aislamiento se lograron identificar
los géneros Enterobacter, Citrobacter y E. coli pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae en canales de ovino y carne procesada de ovino
(Barbacoa).

2. Se identifico la presencia de enterobacterias mediante el uso de los
biosensores, sin embargo, no se pudo determinar el género bacteriano en las
muestras sometidas al biosensor, caso contrario con el cultivo bacteriano
tradicional en donde si se pudo identificar el género bacteriano.

3. La mejor bondad que mostro el del biosensor como técnica de identificacion
fue para estimar el valor predictivo de los negativos (ES=71.43) en las
muestras de carne procesada (Barbacoa).

4. En la actualidad la presencia de una gran cantidad de Enfermedades
transmitidas por los alimentos es un problema creciente y por ello surge la
necesidad de un diagnéstico rapido y efectivo para determinar si los
alimentos de origen animal se encuentran contaminados con bacterias
patdgenas que podrian afectar a los humanos, sin embargo, en el presente
estudio se determin6 un indice de concordancia pobre entre las técnicas
MicroSnapMT y cultivo bacteriano tradicional, debido a esto se concluye que
la técnica con MicroSnapMT no es tan confiable como el método tradicional
de aislamiento e identificacion microbiologico, por lo cual el trabajo para
poder realizar diagnosticos mas rapidos aun tiene un recorrido largo de
perfeccionamiento, pero que un dia no tan lejano se contara con técnicas lo

suficientemente confiables y rapidas para el diagndstico.
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XIll. Anexos
Anexo 1. Medicion de las unidades relativas de luz (URL) en los biosensores

cultivados en muestras de carne de ovinos.

Enterobacterias

Ndamero Resultado Resultado
muestra hisopo URL hisopo +/-
Referencia
4 43 1
5 10 0
6 51 1
7 37 0
8 43 1
9 33 0
13 25 0
20 348 1
26 37 0
27 38 0
28 157 1
29 63 1
31 892 1
32 165 1
33 640 1
34 362 1
35 357 1
37 353 1
38 406 1
39 218 1
40 576 1
41 519 1
42 615 1
43 612 1
44 631 1
45 262 1
46 393 1
47 145 1
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Nota: 0: Negativo, 1: Positivo

48
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65
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69
71
72
73
75
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78
79
80
82
83
84
90
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93
95
96
97
98

24

28

220

12

21

56

16

52

159

12

74

26

55

10

41

36

612

290

145

60

568

274

11

325

138

87

776

12

318

147

83

Rl ] ~| o] | ~| ] ~| o ~r| ~] ~| ~| ~] | o »r]|] o »r|] of Rr| o] k| »r|] of Rr|] o] ol »|] o] ©

Etni Said Pefla Hurtado

70



Identificacion de enterobacterias, en carne de ovino fresca y procesada con empleo de
biosensores y cultivo bacteriano

Anexo 2. Pruebas bioquimicas a los aislamientos de bacterias obtenidos de canales

de ovinos.
Namero B
PRUEBAS BIOQUIMICAS
muestra
Identificaci
TSI CITRAT MIO SIM URE 6n
° A bacteriana
Referenc | fond | superfic | Ga | Sulfur | cambio | movilida | indo | ornitin | sulfur | indo | movilida
ia 0 ie S 0 de color d | a o | d
3 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
4 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
5 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
6 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
7 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
8 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
9 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
11 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
Enterobact
= 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 or
13 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
14 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
15 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
16 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
17 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
18 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
19 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
20 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
21 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
24 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
26 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
29 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
31 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
32 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
33 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
34 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
35 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
36 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
37 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
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E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

Citrobacter

Citrobacter

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

Citrobacter

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

Citrobacter

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

E. coli

0
0

0

0

38

39

40

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

66

67

68

69

70

71

72
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77
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79

72
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80 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
81 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
82 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
83 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
84 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
85 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
86 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
87 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
88 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
89 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
90 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
92 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
93 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
Enterobact
94 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 or
95 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
96 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
97 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
98 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
99 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
Nota: 0: Negativo, 1: Positivo
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Anexo 3. Mediciéon de las unidades relativas de luz (URL) en los biosensores

cultivados en muestras de carne procesada (Barbacoa).

NUmero

muestra

Referencia

Nota: 0: Negativo, 1: Positivo

Enterobacterias

108
115
125
126
134
135
138
140
144
146
148
152
162
182
183

Resultado
hisopo URL

Resultado

hisopo +/-

370

307

11

598

109

152

220

73

104

245

240

42

373

161

122
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Anexo 4. Pruebas bioquimicas a los aislamientos de bacterias obtenidos de canales

de ovinos.
Numero PRUEBAS BIOQUIMICAS
muestra
TSI CITRATO MIO SIM UR | Identificacion
EA bacteriana
Referencia | fondo | superficie | gas | sulfuro ca:"loblioc:’de movilidad | indol | ornitina | sulfuro | indol | movilidad
103 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
104 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 E. coli
105 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 Citrobacter
108 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
110 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 Enterobacter
115 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
116 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 Citrobacter
117 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 Enterobacter
118 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 Citrobacter
120 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
125 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
126 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
133 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
134 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
135 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
136 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
140 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 Enterobacter
145 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 Enterobacter
152 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
155 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
159 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
160 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
163 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
164 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 Citrobacter
166 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
174 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 Enterobacter
183 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 Citrobacter
187 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
192 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
194 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
197 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 Enterobacter
198 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli
199 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 0 E. coli

Nota: 0: Negativo, 1: Positivo
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