UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

Universidad Autonoma de Querétaro

Facultad de Quimica

“Efecto del huella genética y fenotipica de Salmonella enterica en el
analisis cuantitativo del riesgo de enfermar por el consumo de

alimentos en la region centro de México”

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de

Doctor en Ciencias de los Alimentos

Presenta

M en C. Angélica Godinez Oviedo

Dirigido por:

Dra. Montserrat Hernandez lturriaga

Co-Director:

Dr. John P. Bowman

Santiago De Querétaro, Querétaro, a 26 de Julio 2021



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Quimica
Doctorado en Ciencias de los Alimentos

“Efecto del huella genética y fenotipica de Salmonella enterica en el analisis
cuantitativo del riesgo de enfermar por el consumo de alimentos en la regién
centro de México”

Tesis
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de
Doctor en Ciencias de los Alimentos

Presenta:
M. en C. Angélica Godinez Oviedo

Dirigido por:
Dr. Montserrat Hernandez lturriaga

Co-dirigido por:
Dr. JohnP. Bowman

Dr. Montserrat Hernandez lturriaga
Presidente

Dr. John P. Bowman
Secretario

Dr. Mark L. Tamplin
Vocal

Dr. Sofia Maria Arvizu Medrano
Suplente

Dr. Rocio Campos Vega
Suplente

Centro Universitario, Querétaro, Qro.
Julio 2021
México



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

UTAS

El grado de Doctor en Ciencias de los Alimentos fue obtenido mediante el acuerdo
de Doble Titulacion con la University of Tasmania. El estudiante estuvo inscrito de
manera simultanea en la Universidad Autbnoma de Querétaro y en la University of
Tasmania y completdé de manera satisfactoria los requerimientos para la obtencién

del grado en ambas instituciones



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARD

“This PhD was awarded within a Dual Award Agreement. The student was jointly
enrolled at the University of Tasmania and Universidad Autonoma de Querétaro and

successfully completed the degree requirements”



Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron
generados durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética y que reporto
detalles necesarios para que los resultados de esta tesis sean reproducibles en
eventuales investigaciones futuras.

Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original en el cual-se
declaré y dio reconocimiento a cualquier colaboracion o cita textual presentadas en
el documento.

Parte de la informacion de la seccidn “S. enterica: Un problema de Salud
Publica de México”, asi como las secciones de resultados “Evaluacion de los habitos
de consumo y practicas de manipulacion de alimentos en el hogar y evaluacion de
la percepcion de la exposicion a S. enterica de la poblacion del centro del pais” y
“Estandarizacion del modelo” se encuentran publicados en las revistas: Foodborne
Pathogens and Disease, Journal of Food Science y Food Microbiology,
respectivamente.

e Godinez-Oviedo, A., Tamplin, M. L., Bowman, J. P., & Hernandez-
lturriaga, M. (2020).-Salmonella enterica in Mexico 2000-2017:
epidemiology, - antimicrobial resistance, and prevalence in
food. Foodborne pathogens and disease, 17(2), 98-118.

e Godinez-Oviedo, A., Sampedro Parra, F., Machuca Vergara, J. J.,
Gutiérrez Gonzéalez, P., & Hernandez lturriaga, M. (2019). Food
Consumer Behavior and Salmonella Exposure Self-Perception in
the Central Region of Mexico. Journal of food science, 84(10), 2907-
2915.

e Godinez-Oviedo, A., Cuellar-Nufiez, M. L., Luzardo-Ocampo, I.,
Campos-Vega, R., & Hernandez-Iturriaga, M. (2021). A dynamic and
integrated in vitro/ex vivo gastrointestinal model for the evaluation of
the probability and severity of infection in humans by Salmonella
spp. vehiculated in different matrices. Food Microbiology, 95,
103671.



AGRADECIMIENTOS

A mi, por todo el esfuerzo dedicado para cumplir este objetivo en mi vida
durante estos cuatro afios, que sin duda tuvo de todo, momentos espectaculares
como momentos tristes, que me hicieron reafirmar la pasién que le tengo a la
Microbiologia e Inocuidad de los Alimentos.

A mis padres, Alvaro y Ercilia, y a mi hermana, Nayeli, quienes son los
pilares de mi vida, sin ellos su apoyo constante y motivacion hubiera sido imposible
lograr esta meta. No hay palabras suficientes para demostrar cuan agradecida estoy
con ellos.

A la doctora Montserrat sin duda alguna este camino lo-recorrimos juntas,
le agradezco todo el apoyo recibido durante este tiempo y la motivacion que me dio
para dia a dia ser una mejor profesional y persona. Le agradezco su perseverancia
para logar que se firmara el acuerdo de doble titulacion con la universidad de
Tasmania.

A mis sinodales extranjeros, Dr. Bowman y Dr. Tamplin por todo el apoyo
durante este tiempo, y por aceptar ser mi asesor principal y mi co-asesor en la
Universidad de Tasmania.

A mis sinodales mexicanas, Dra. Sofia y Dra. Rocio, por su apoyo y por
compartirme sus conocimientos.

A todas las personas que colaboraron profesionalmente para la realizacién
de esta tesis: Jessica J. Machuca Vergara, Profesor Porfirio Gutiérrez Gonzalez, Dr.
Fernando Sampedro, Dr. FranciscoJ. Garcés Vega, MSc. Anastacio Palacios
Marmolejo, Olga Berenice Covarrubias, Dr. Elisa Cabrera Diaz, Dr. Liceth Cuellar
Nufiez, Dr. lvan Luzardo Ocampo, M en C. José Eduardo Lucero Mejia, and Claudia
Alejandra Pegueros Valencia.

A mis amigos que estuvieron apoyandome dia a dia, Diana, Jorgelina,
Katy, Liz, sefiora Marta, Ana, Rossana, Montse, Armando, Luis, Maguie, Lalo,
Crystabel, Juan Carlos y Bety.

A mis compafieros del laboratorio y a mis nifias del servicio social, Lupita,
Rocio y Clau.

A toda mi familia, la cual es muy grande y no acabaria de nombrar, gracias
por confiar en mi (tios, tias, primos, primas, sobrinos).

A la Universidad Autbnoma de Querétaro y a la Universidad de Tasmania

por el apoyo recibido durante estos cuatro afios.
Finalmente agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnhologia (CONACYT)
por la beca otorgada para poder realizar mi proyecto doctoral, asi como al Fondo
para el Fortalecimiento de la Investigacion de la Universidad Auténoma de
Querétaro (FOFI-UAQ, 2018/FCQ201813) y FORDECYT-PRONACES/64377/2020
del CONACYT por el apoyo financiero para la realizacién de este proyecto.



RESUMEN

La evaluacion cuantitativa de riesgos microbioldgicos (ECRM) determina
cuantitativamente el riesgo que representa un patdgeno. El objetivo de la tesis fue
evaluar la variabilidad intra-especie de la huella genética (HG) y fenotipica (HF) de
cepas de Salmonella aisladas de alimentos (CA) e incluirla en ECRM de la poblacién
del centro de México. Se recolectaron muestras de pollo (354), mango (300) y
tomate (272) en Aguascalientes, Jalisco y Querétaro. La - prevalencia y
concentracion de Salmonella en pollo (24.9%, -0.61 LogNMP/g) fueron mas altas
que en mango (1.3%, -1.7 LogNMP/g) y tomate (1.1%, -1.7 LogNMP/g). Se
caracterizaron 284 CA'y 38 cepas humanas (CH) segun su HG (genes de virulencia)
y HF (resistencia a antimicrobianos, comportamiento en acidez y formacion de
biopeliculas). Se encontraron siete virulotipos; el virulotipo-2 fue el mas abundante.
Con respecto a la HF, 54.9% y 26.3% de CA y CH fueron multirresistentes a
antibiéticos (MRA), y se observé una alta variabilidad en su desarrollo [(ppH4 (0.003-
0.038 ODsoonm/h), HpHs (0.016 -0.066 ODeoonm/h), DTpHa (13.2-26.3 h), DTpHs (6.1-
17.3 h)], y formacién de biopeliculas (0.109-2.08 ODsgsnm). Se integro HG y HF
mediante un andlisis multifactorial, y con un analisis jerarquico se generaron siete
grupos. Entre estos grupos, se seleccionaron 39 CA y 18 CH para evaluar su
sobrevivencia en condiciones gastricas; encontrando reducciones de 2.7 a 4.7
LogUFC. Se seleccionaron seis CA para evaluar el efecto de la matriz (pollo, mango,
tomate, agua) durante simulacion gastrica; los aislamientos vehiculizados en pollo
mostraron mayor probabilidad de sobrevivencia. Se evalu6 la probabilidad (Pinf) y la
severidad de la infeccion, y la secuenciaciébn del genoma de las seis cepas.
Mediante un andlisis de componentes principales se asocio la presencia de genes
moviles con una mayor Pint y dafio epitelial. Se creé un modelo base para Salmonella
en pollo y posteriormente se refind, mejorando la caracterizacion del peligro con la
inclusién de HG y HF. El modelo refinado estim6 66064 casos, mostrando que cepas
de Salmonella de alta virulencia/MRA fueron responsables del mayor nimero de
casos (66.6%), a pesar de su baja prevalencia. La inclusién de HG y HF en ECRM
generd estimaciones mas realistas

Palabras claves: Salmonella, evaluacion cuantitativa del riesgo microbiologico,
huella genética, huella fenotipica
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SUMMARY

Quantitative Microbiological Risk Assessment (QMRA) is a tool used to determine
the risk of a pathogen quantitatively. This research aimed to evaluate the genotypic
print (GP) and phenotypic print (PP) intra-species variability of Salmonella food
isolates (FI) and include them in a QMRA for the central region of Mexico population.
Samples of chicken (354), mango (300), and tomato (272) were collected-in
Aguascalientes, Jalisco, and Querétaro. The prevalence and concentration
of Salmonella in chicken (24.9 %, - 0.61 Log MPN/g) were higher than in mango
(1.3%, -1.7 Log NMP/g) and tomato (1.1%, -1.7 Log NMP/g). A total of 284 FI and
38 human isolates (HI) were characterized according to GP (virulence genes) and
PP (antimicrobial resistance, behavior at acid conditions, and biofilm-forming).
Seven virulotypes were found; virulotype-2 was the most abundant. Regarding PP,
54.9% and 26.3% of Fl and HI were multidrug-resistant (MDR), and it was observed
had high variability for the ability to grow under acidic conditions [(4pH4 (0.003-0.038
ODeéoonmih), MpHs (0.016-0.066 ODeoonmih), DTpHa (13.2-26.3 h), DTphs (6.1-17.3 h)],
and for biofilm formation (0.109-2.08 ODsgsnm). Multifactorial analysis of GP and PP
characteristics and hierarchical analysis was used to group the isolates into seven
clusters. Among these clusters, 39 FI and 18 HI were selected to evaluate their
survival under gastric conditions; populations were reduced from 2.7 to 4.7 Log CFU.
Six Fl were selected to evaluate the effect of foods (chicken, mango, tomato, water)
on survival during gastric simulation; the isolates vehiculized in chicken showed the
highest survival probability. The prabability (Pinf) and severity of the infection of the
six strains also were evaluated using a gastrointestinal model. These data were
linked to their whole-genome sequencing using a principal component analysis;
mobile genetic elements were associated with higher Pint and epithelial integrity
damage. A baseline QMRA for Salmonella in chicken was created, and a refinement
was performed, improving the hazard characterization with the GP and PP. The
refined model estimated 66064 cases, showing that high-virulent/MDR Salmonella
strains were responsible for most cases (66.6%), despite their low prevalence. The
inclusion of GP.and PP in QMRA generated more realistic estimations.

Keywords: Salmonella, quantitative microbiological risk assessment, genetic print,
phenotypic print
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1 INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son un problema de salud
publica a nivel mundial. Salmonella enterica es un patdgeno al cual se le han
atribuido un gran niumero de casos de enfermedad y brotes en diversos paises. En
México, a pesar de que existe un seguimiento epidemiolégico de casos por
salmonelosis, hay una falta de informacion sobre la asociacion entre S. enterica'y el
consumo de alimentos, lo que complica el desarrollo de medidas preventivas y
correctivas eficaces. Para priorizar esfuerzos es fundamental generar-informacion
gue permita conocer cuales son los alimentos con mayor probabilidad de vehiculizar
a S. enterica en México.

En los paises desarrollados la prediccion realista del riesgo de enfermar de una
poblacion ante el consumo de un alimento contaminado se realiza evaluando la
interaccidon dindmica de la triada huésped-patdégeno-alimento cuyas respuestas se
modelan matematicamente para llevar-a cabo la evaluacion del riesgo, parte
cientifica del Analisis de Riesgos Microbiologicos (ARM). La evaluacién cuantitativa
de riesgo microbiologicos (ECRM) es un proceso que esta compuesto por cuatro
fases: la identificacion del peligro, la caracterizacion del peligro, la evaluacion de la
exposicién y caracterizacion del riesgo. Este proceso que dia a dia debe irse
perfeccionando con la finalidad de generar estimaciones del riesgo mas realistas.

La variabilidad intra-especie puede ser atribuida a diferentes factores como,
como la huella genotipica (HG) y la huella fenotipica (HF) de los microorganismos.
La HG se define como el perfil genético que caracteriza a una bacteria, mientras
que la HF se refiere a las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, metabdlicas y
de comportamiento, que resulta de la expresion de genes ante la exposicion a
factores ambientales. Uno de los mayores retos de la evaluacion cuantitativa del
riesgo de nueva generacion es la inclusion de la variabilidad intra-especie, ya que
la falta de esta informacion genera incertidumbre en las estimaciones del riesgo
(Cocolin et al., 2018; den Besten et al., 2018; Haddad et al., 2018). Hasta ahora en
ninguno de estos estudios se ha tomado en cuenta la variabilidad de la HG y HF de

S. enterica sobre el riesgo de enfermar.



Dado lo anterior en este proyecto se plante6 generar una ECRM para predecir
el riesgo de enfermar de salmonelosis en la regién del centro de México por el
consumo de un alimento, en el cual ademas de incluir factores como edad, habitos
de consumo y manipulacion de alimentos de la poblacién se incorporo la variabilidad

intra-especie de las cepas aisladas de los alimentos en estudio.



2 ANTECEDENTES

2.1 Andlisis de riesgos microbioldgicos

El consumo de alimentos es vital para los seres vivos, por lo cual es
importante asegurar su inocuidad para proteger la salud publica, y promover el
desarrollo economico (FAO/WHO, 2006). La globalizacion en la produccion y
abastecimiento de alimentos, el comercio internacional, el uso de- nuevas
tecnologias, asi como la demanda de los consumidores por productos inocuos ha
llevado a buscar diferentes estrategias que permitan reducir el riesgo del-consumo
de productos no seguros (Chen, Danyluk, & Schaffner, 2012). Una de las estrategias
mas empleadas es ARM. El riesgo es definido como la funcién de la probabilidad de
gue un efecto adverso a la salud pase y la gravedad de este efecto en consecuencia
a uno o mas peligros presentes en los alimentos.

El ARM esta compuesto por tres componentes (Chen et al., 2012):

1. Evaluacion del riesgo. Proceso sistematico y cientifico que consiste en
evaluar el riesgo potencial.

2. Gestion del riesgo. Proceso no cientifico que finalidad implementar
estrategias para reducir el riesgo identificado.

3. Comunicacion del riesgo. Proceso en el cual hay un intercambio de
informacion sobre el riesgo entre las partes (evaluador, gestor, poblacion).

EL AMR estéa disefiado principalmente para ayudar a que las instituciones
gubernamentales establezcan prioridades en los sistemas de control de la inocuidad
y gestion de recursos, definan apropiadamente los niveles de proteccion para cada
patégeno en los diferentes tipos de alimentos y establezcan guias especificas para
asegurar la ausencia de estos microorganismos en los diferentes alimentos. Este
sistema también puede ser empleado por industrias alimentarias para evaluar el
efecto de los procesos de produccién sobre los riesgos microbiologicos y proponer

mejoras en sus sistemas de control (Forsythe, 2002).



2.1.1 Evaluacion del riesgo

La evaluacién del riesgo es la parte cientifica y medular del analisis de
riesgos, en la cual se obtienen resultados de caracter cualitativo, semicuantitativo o
cuantitativo de la probabilidad de enfermar por un patégeno y alimento en particular.
La evaluacion del riesgo esta conformada por cuatro fases:

1. Identificacion del peligro: En esta fase el peligro (agente microbiano)
en cuestion y sus efectos adversos se identifican y se definen en un contexto
de informacion epidemioldgica, clinica, microbiolégica y ambiental ¢

2. Caracterizacion del peligro: Esta etapa se enfoca en determinar el
mecanismo de interaccion del agente etiolégico .con el huésped, su
patogenicidad, su nivel de virulencia y la dosis respuesta. La interaccion entre
el patdgeno, el huésped y el medioambiente es la clave para determinar el
impacto a la salud.

La dosis respuesta se define como la relaciéon de la probabilidad de que un
efecto adverso a la salud (infeccion, enfermedad o muerte) ocurra en un
individuo o poblacién cuando esta expuesta a una dosis especifica del
patbgeno. Para estimar ~dicha probabilidad, se emplean modelos
matematicos en funcion de diversos factores como las rutas y medios de
exposicion, el huésped y el patégeno (USDA/FSIS & USEPA, 2012; Zelner,
King, Moe, & Eisenberg, 2010).

El disefio de modelos dosis respuesta, puede ser obtenida mediante el
estudio con voluntarios, datos epidemioldgicos y/o datos de animales. Cada
uno de ellos tiene ventajas y desventajas. Los modelos realizados a partir de
datos de voluntarios son los mas fiables. Sin embargo, por razones éticas
estos estudios cada vez son menos empleados. Una de las desventajas en
este tipo de modelos es que en la mayoria de los casos, los voluntarios que
participan cuentan con un excelente estado inmunoldgico, y las cepas
bacterianas empleadas son de baja virulencia, para no desencadenar
enfermedades mas serias que una diarrea, mostrando escenarios limitados
(USDA/FSIS & USEPA, 2012). A pesar de que los datos obtenidos de

humanos son preferibles que los datos de animales, el uso de informacion
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obtenida mediante estudios con animales e in vitro pueden proveer
informacion valiosa de la interaccion patdégeno y hospedero, lo que permite
evaluar factores como la susceptibilidad del huésped y la variabilidad en la
virulencia de las cepas (FAO/WHO, 2003). El ajuste de modelos conjuntando
las diferentes formas de obtener informacion pueden generar modelos mas
realistas. Ejemplo de ello se puede observar en el estudio realizado por la
FDA y USDA “Evaluacion cuantitativa del riesgo relativo para la salud publica
de Listeria monocytogenes en algunos alimentos listos para consumo”
(FDA/USDA, 2003), estudio que se integré en el modelo dosis respuesta el
nivel de virulencia de diferentes cepas aisladas de Listeria monocytogenes.
A partir de un modelo dosis respuesta de raton, ajustaron-los parametros de
virulencia, susceptibilidad del huésped y efecto de la matriz alimentaria
empleando modelos animales; mas tarde el modelo también fue ajustado

empleando la tasa anual de muerte por listeriosis del CDC (Figura 1).

Modelo Dosis-Respuesta
(Modelo en raton)

Ajuste de la dosis (modelo animal): Ajuste delmodelo de ratén empleando
*Virulencia las estimaciones de tasa de muerte anual
*Susceptibilidad delhuésped _> + por listeriosis del CDC

+Matriz alimentaria

Modelo Dosis-Respuesta
(parahumanos)
Muertes/porciones

Figura 1. Modelo dosis respuesta ajustado empleando informacién epidemiolégica
y de estudios con animales (FDA/USDA, 2003).

3. Evaluacion de la exposicion

En esta fase se determina la ruta, frecuencia, duracion y magnitud de la
exposicion de un determinado microorganismo en la poblacién. Los
microorganismos pueden venir de mas de una fuente, ser trasmitidos por
diversas rutas de exposicion y diseminarse por malas practicas de higiene

del manipulador. En este punto es importante tomar en cuenta los
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mecanismos de contaminacién cruzada, los nichos ecoldgicos, los gradientes
de concentracion, la persistencia y las caracteristicas de las matrices donde
se puede encontrar presente el microorganismo (Nauta, 2016). La prediccion
de cambios en el niumero de microorganismos a lo largo de las diferentes
vias es necesaria para estimar la dosis de exposicion, tomando en cuenta los
factores ambientales ya que estos pueden influir en el crecimiento o muerte
de los microorganismos (FDA/USDA, 2003). Los escenarios de exposicion
describen una serie de condiciones y suposiciones sobre la fuente,
mecanismo de exposicion, habitos de consumo y manipulacion de alimentos
gue repercuten en la concentracién del patdgeno en el alimento (Figura 2).
Hasta ahora la mayoria de los modelos predictivos empleados para predecir
el comportamiento del patdogeno ante diversas situaciones no toman en
cuenta la variabilidad intra-especie por lo cual se genera un sesgo ya que se
llegan a tomar decisiones con base al comportamiento Gnicamente de ciertas

cepas (Juneja, Marks, & Huang, 2003).

e

Concentracion

Desinfeccion Consumo

- [] —» =

Punto de venta Cortado en tabla

Figura 2. Comportamiento de la concentracion del patdégeno de acuerdo con las
practicas de manipulacion de alimentos. Creacion con informacion de USDA/FSIS
& USEPA, 2012.



Para integrar la informacion para estimar la probabilidad se utiliza
principalmente el analisis de Monte Carlo (USDA/FSIS & USEPA, 2012)
(Figura 3). El analisis de Monte Carlo es un técnica que tiene como finalidad
realizar un muestreo aleatorio de cada una de las distribuciones de la
probabilidad de las variables empleadas en un modelo (ej. prevalencia del
patdogeno, concentracion del patdgeno, frecuencia de contaminacion
cruzada, desarrollo del patdgeno a determinadas condiciones, inactivacion
del patdgeno ante determinadas condiciones, etc.) para estimar la
probabilidad de los posibles resultados (Vose, 2008).

Comportamiento. del patogenode
acuerdoa los habitos de preparacion
yalmacenamiento

Incidenciadel

Frecuenciade

Concentraciondel

- Porcionesde patégenc previo al
. consumo
Concentraciondel consumo
patogeno punto
de venta

Figura 3. Ejemplo de la simulacién de Monte Carlo. Creacién con informacion de

2.2

USDA/FSIS & USEPA, 2012.

4. Caracterizacion del riesgo

Este es el paso final de la evaluacion de riesgos, en el cual todos los datos y
los analisis obtenidos previamente, son combinados para estimar el riesgo
potencial de enfermar por el patdbgeno en cuestion bajo condiciones

especificas.

Evaluacion de riesgos de S. enterica

2.2.1 Identificacion del peligro

S. enterica no tifoidea (NTS) y S. enterica serotipo Typhi son de los

patogenos transmitidos por alimentos que se encuentran en los primeros lugares de
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causa de enfermedades y muertes a nivel mundial (WHO, 2015). Se ha estimado
gue NTS causa alrededor de 93.8 millones de enfermedades anualmente a nivel
mundial, de los cuales se estima que el 85.6% se debe al consumo de alimentos
(Majowicz et al., 2010). Mientras que en Latinoamérica y el Caribe se estiman mas
de 7 millones de casos de NTS al afio (WHO, 2015).

2211 S. enterica: Caracteristicas aenerales

Salmonella es el género de un microorganismo que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, su nombre se dio en honor al doctor Salmon, codescubridor del
germen (Fernandez, 2008); son bacilos Gram negativos no esporulados, anaerobios
facultativos, catalasa-positivo, oxidasa-negativo y la mayoria son moviles por la
presencia de flagelos peritricos. Existen dos especies:S. bongori y S. enterica
siendo esta ultima la que se ha relacionado con cuadros de enfermedad tanto en
humanos como animales (Faura et al., 2002).-S. enterica se clasifica en 6
subespecies: | (enterica), Il (salamae), llla (arizonae), lllb (diarizonae), IV
(houtenae), and VI (indica) (Bhunia, 2008). Existen alrededor de 2600 serotipos de
S. enterica, los cuales son clasificados en base a sus antigenos flagelares y
lipopolisacaridos (Guibourdenche ‘et al.,, 2010). Aunque todos pueden ser
considerados patdégenos para el hombre, difieren en cuanto a las caracteristicas y
gravedad de la enfermedad que causan (Fernandez, 2008). Los serotipos de S.
enterica pueden causar dos cuadros clinicos principalmente. NTS causan
salmonelosis, una gastroenteritis que se caracteriza por diarrea, dolor abdominal y
nauseas, en_algunas ocasiones causa vomito (WHO, 2015). Mientras que los
serotipos Typhi y Paratyphi causan fiebre tifoidea y paratifoidea, respectivamente,
siendo el principal sintoma la fiebre (39 a 40 °C) (Ao et al., 2015; Horn & Bhunia,
2018). Ambos cuadros clinicos se pueden complicar y causar septicemia. En
algunos casos NTS pueden tener una alta capacidad invasiva, a esas cepas se les
llama NTS invasivas (iNTS). Las INTS causan bacteriemia y septicemia, que
muchas veces no se encuentra relacionada con diarrea, este tipo de cuadro se
desarrollan principalmente en zonas de Africa, en pacientes con VIH, y nifios con

malaria y desnutricion (Ao et al., 2015) (Tabla 1).



Tabla 1. Caracteristicas de las diferentes enfermedades causadas por S. enterica en el mundo.

Peso de la

Enfermedades

Muestres asociadas al

Afios de vida

Agente etioldgico Enfermedad Caracteristicas de la enfermedad di : asociadas al consumo . ajustados por
iscapacidad de ali consumo de alimentos . ’
e alimentos discapacidad
NTS (la mayoria de los Los sjntomas comienzan a m_anifestarse
serotipos de S. enterica deques delas6al2hdela ingesta de la
principalmenté se han ' bacterla.'EI 73 % de los casos expgrlmenta
relacionado cepas de las una diarrea leve. _EI 25 % una dlarree_i
subespecies enterica y _ moderada y el 2 % diarrea severa. En nlﬁ_os
arizonae). Serotipos mas Diarrea menores de 5 afios, la duraglon prpmedlo 0.101 78 439 785 28 693 2183 146
relacion.adOS' Agona de la enfermedad son 4.9 dias, mientras
Dublin, Hadar Enteritidis que para personas mayores a 5 afios es de
Poor,1a Typly1imurium ' _2.8 dias. Los sintomas prmupa/les son
Newport ’ diarrea, dolores abdominales, nauseas y
vomito en algunas ocasiones.
Ocurre principalmente en personas que
tienen VIH, y en nifios con malaria y/o
desnutridos. Los principales sintomas son
INTS (principalmente fiebre, dolor en la parte superior del térax,
serotipos Typhimurium y Invasiva escalofrios, anemia. En ocasiones puede 0.210 284 972 29 391 1794 575
Enteritidis) causar neumonia, hepatomegalia 'y
esplenomegalia. En promedio, la
enfermedad puede durar 28 dias (7 - 56
dias).
Los principales sintomas son fiebre, fatiga,
cefalea, naduseas, dolor abdominal,
Fiebre const!pacic’m y en raras ocasiones diarrga.
paratifoidea El penodq,de mcupamon esdeb5a 2} dias. 0.210
S. Paratyphi La du_rauon aproximada es-de 28 dias. La 1741 120 12 069 855 730
intensidad de la enfermedad es menor que
la de la fiebre tifoidea.
Abscesos y Duracion de la enfermedad 0.254
quistes hepéaticos aproximadamente 42 dias. )
Los principales sintomas son fiebre, fatiga,
cefalea, nduseas, dolor abdominal,
Fiebre tifoidea constipacion y en raras ocasiones diarrea. 0.210
S. Typhi El periodo de incubacioén es de 5 a 21 dias. 7 570 087 52 472 3720565
LA duracién aproximada es de 28 dias.
Abscesos y Duracién de la enfermedad 0.254

quistes hepaticos.

aproximadamente 42 dias.

(Ao et al., 2015; Bhunia, 2008; Faura et al., 2002; WHO, 2015)



2.2.1.2 S. enterica: Un problema de salud en México

En el afio 2019 se reportaron en México 78681 casos de salmonelosis
(NTS), 28815 de fiebre tifoidea y 9429 de fiebre paratifoidea A. La tasa de incidencia
por cada 100000 habitantes (TI) en el pais de NTS, S. Typhiy S. Paratyphi A en el
2019 fue de 62.16, 22.76, 9.28, respectivamente (DGE, 2021). Aunque se realiza el
seguimiento epidemiolégico de los casos de enfermedad generados por S. enterica
se desconoce cuantos de ellos se atribuyen al consumo de alimentos, y cuales de
estos son los mas asociados a estas enfermedades. De acuerdo a diversos estudios
alo largo del tiempo en México se ha observado que S. Typhimurium y S. Enteritidis
son los principales serotipos asociados con esta enfermedad (Gutiérrez-Cogco,
Montiel-Vazquez, Aguilera-Pérez, & Gonzalez-Andrade, 2000b; Paniagua-
Contreras, Monroy-Pérez, & Vaca-Pacheco, 2008; Zaidi et al., 2008, 2006, 2013).
En la Figura 4 se muestra la distrbucion de la Tl por estado acumulada entre el 2000
y 2017 para los tres diferentes cuadros clinicos, observandose que para los casos
de NTS la mayor Tl se encuentra en dos de los estados con menor nivel
socioeconomico, Chiapas y Tabasco.

El rango de la Tl de NTS reportada en el 2019 en los diferentes estados de
México estuvo ente 0.32 y 354.15 casos por 100,000 habitantes. Los rangos de
edad entre 44 y 49 afios fueron los que reportaron la mayor T1 (96.48), mientras que
la Tl para infantes menores de un afo, y entre uno y cuatro afos fue de 11.06 y
22.59 por cada 100,000 habitantes respectivamente (DGE, 2021), tendencias
opuestas a lo que se reporta a nivel mundial donde los nifios menores de 5 afios
con los mas afectados por NTS. Por ejemplo, en Estados Unidos el Centro para el
Control y Prevencion de Enfermedades reporta que el grupo de edad de nifios
menores de 5 afios tienen la mayor Tl (63), la cual es de 3.5 hasta 6 veces mas que
para los demas grupos de edad (CDC, 2017). La discrepancia entre los datos de
nuestro pais con los de Estados Unidos puede asociarse con la falta de
identificacion del agente etioldgico de los casos clinicos. En el 2019, en México hubo
una Tl de las “infecciones intestinales por otros organismos y las mal definidas” de

4235.03, encontrandose que de acuerdo al grupo de edad los infantes menores de



un afno tienen una Tl de 10509.95, seguido por los nifios de entre 1 y 4 afios de
edad con una Tl de 8805.91 (DGE, 2021).

- 10to < 80 1 = .
&

Figura 4 . Distribucion geografica de la tasa de incidencia de casos clinicos
ocasionados por S. enterica en México. A) NTS (periodo 2014- 2017), B) S. Typhi
(periodo 2000- 2017), C) S. Paratyphi A (periodo 2014 — 2017) (Godinez-Oviedo,

Tamplin, Bowman, & Hernandez-lturriaga, 2019).

La falta de diagnostico es una de las causas de la subestimacion de los
casos reales, ya que los casos reportados son solo una proporcion de estos, por lo
cual es importante ajustarlos con un factor de multiplicacion. Para el caso de las
NTS asociadas al consumo de alimentos en México el factor de multiplicacion se ha
estimado que es de 49 (Godinez-Oviedo et al., 2019).

El uso de antibiéticos para tratar cuadros moderados o leves de
salmonelosis no es recomendado, esta terapia se emplea en cuadros severos 0
cuando el paciente tiene algunos factores de riesgo que podrian agravar la
enfermedad. Sin embargo, para conocer a profundidad el problema de salud publica
gue genera S. enterica en nuestro pais es importante analizar la resistencia a
antibioticos (RA) de las cepas que estan circulando, ya que recientemente la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considero la RA como una de las mayores
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amenazas para la salud mundial (WHO, 2014). Pese a que evaluar la RA es
importante, ya que no solo puede haber un efecto en el riesgo sino en la severidad,
México tiene pocos estudios que se enfocan en la RA ya sea en cepas clinicas o
aisladas de alimentos (Aguilar-MontesDeOca et al., 2017; Cabrera-Diaz et al., 2013;
Miranda, Mondragén, Martinez, Guarddon, & Rodriguez, 2009; Nayarit-Ballesteros
et al., 2016; Perez-Montafio et al., 2012; Realpe-Quintero et al., 2018; Talavera et
al., 2011; Villalpando-Guzman, Véazquez-Quifiones, Natividad-Bonifacio, Curiel-
Quesada, Everardo Quifiones-Ramirez, & Vazquez-Salinas, 2017a; Zaidi et al.,
2008, 2006, 2013). En la Tabla 2 se muestra la recopilacion de la RA de cepas
aisladas de alimentos de origen animal, vegetal y casos clinicos. La estreptomicina
y tetraciclina fueron los antibiéticos al cual la mayoria de las cepas aisladas de las

diferentes fuentes tuvieron mayor resistencia.

Tabla 2. Resistencia a antibiéticos de cepas de S. enterica aisladas de casos

clinicos y de alimentos.

Antibitico Alimento§ de origen Alimentos de origen Casos clinicos
animal vegetal

AMP 50.1 (520/1020) 29.4 (5/17) 16.7 (279/1615)
GEN 13.0 (75/575) 0.0 (0/17) 6.8 (110/1615)
KAN 4.7 (36/760) 0.0 (0/17) 5.0 (62/1250)
STR 63.2 (446/706) 41.1 (7/17) 59.3 (741/1250)
CIP 2.0 (14/706) 23.5 (4/17) 0.2 (4/1615)
NAL 18.7.(199/1064) 35.3 (6/17) 23.0 (371/1615)
CEP 11.5 (61/531) 29.4 (5/17) NR
CRO 4.9 (49/988) NR 7.7 (125/1615)
CTX 57.8 (296/512) 0.0 (0/17) NR
CHL 39.1 (399/1020) 35.3 (6/17) 18.3 (296/1615)
SXT 23.16 (271/1170) 23.5 (4/17) 19.7 (318/1615)
TET 67.2 (487/725) 35.3 (6/17) 46.1 (745/1615)

(Cabrera-Diaz et al., 2013; Miranda et al., 2009; Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Perez-Montafio et
al., 2012; Talavera et al., 2011; Villalpando-Guzman et al., 2017; Zaidi et al., 2013, 2008, 2006).

No todos los estudios han evaluado todos los antibiéticos mencionados, de la misma forma se
emplearon aqguellos estudios que separaron las cepas por de fuente de aislamiento. Los datos de
resistencia reportados en su mayoria fueron obtenidos mediante la técnica de difusion en disco.
Todos los datos de cepas clinicas incluyeron cepas resistentes y de resistencia intermedia, mientras
que en el caso de cepas aisladas de alimentos de origen animal solo un trabajo incluyo resistencia
y resistencia intermedia. AMP, ampicilina; KAN, kanamicina; STR, estreptomicina, GEN,
gentamicina; NAL, acido nalidixico; CIP, ciprofloxacino; CEP, cefalotina; CRO, ceftriaxona; CTX,
cefotaxima; CHL, cloranfenicol; STX trimetoprima/sulfametoxazol; TET, tetraciclina.
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Algunas de las cepas estudiadas en las investigaciones pasadas muestran
gue estas son multirresistentes a antibioticos (MRA), es decir que resisten a tres o
mas antibiéticos de al menos tres familias diferentes (Magiorakos et al., 2012),
puede afectar las terapias con antimicrobianos, prologar el tiempo y severidad de la
enfermedad (WHO, 2014). Las cepas aisladas de alimentos de origen animal son
las mas asociadas con la MRA (Cabrera-Diaz et al., 2013; Miranda et al., 2009;
Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Perez-Montafio et al., 2012; Zaidi et al., 2006), lo
puede deberse al uso frecuente de antibidticos en la explotaciébn animal (Doyle,
2015).

2.2.2 Caracterizacion del peligro

La capacidad de ocasionar enfermedad por un microorganismo patégeno
transmisible por alimentos es un proceso complejo en el que interactlan la bacteria,
el hospedero y el alimento. La probabilidad asi como la severidad de la enfermedad
causada por los patégenos depende de la susceptibilidad del hospedero, naturaleza
de la matriz alimentaria, asi como la caracteristicas intrinsecas del microorganismo
(Maurer, 2017). Los posibles resultados de la exposicion a S. enterica se muestran

en la Figura 5.

Exposicion Infeccion ——>  Asintomatico
Enfermedad
I I ¢
Aguda Cronica
|
1 1 1 Artritis reactiva
Leve Moderada Severa ‘

Hospitalizacion
Hospitalizacion

| | |

Muerte

Figura 5. Posibles resultados de la exposicion a S. enterica.

Elaborado con informacion de (Haeusler & Curtis, 2013)
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2.2.2.1 Mecanismo de infeccion de S. enterica no tifoidea

El mecanismo de infeccion de NTS empieza desde su capacidad de
sobrevivir al acido gastrico y tener acceso al epitelio intestinal, donde puede persistir
evadiendo mecanismos bactericidas (enzimas digestoras, sales biliares, globulina
A secretoria, péptidos antimicrobianos) (Ahmed et al., 2016; Griffiths, 2005; Larock
et al.,, 2015; McGhie et al., 2009). En el lumen intestinal, el proceso se divide en
varios pasos: adhesion, invasion, replicacion, resistencia a los mecanismos de
defensay dafio al hospedero (Figueroa-Ochoa & Verdugo-Rodriguez, 2005) (Figura
6). Primero la bacteria tiene que ser ingerida mediante agua 0 un alimento
contaminado, y sobrevivir el paso por el estbmago. Posteriormente atraviesa el
tracto digestivo hasta el lumen intestinal, donde logra atravesar la barrera epitelial,
ya sea por un mecanismo pasivo facilitado por las células dendriticas 0 M, o por un
mecanismo invasivo a través de las células epiteliales. Para atravesar la pared
intestinal por un mecanismo invasivo, la bacteria se adhiere a las células de tejido
intestinal empleando diversos tipos de. adhesinas. Posteriormente el patdogeno
mediante el sistema de secrecion tipo Il uno (SSllI-1), mecanismo especifico que
funciona muy similar a una jeringa, inyecta efectores bacterianos al citoplasma del
hospedero, los cuales provocan un reacomodamiento de los filamentos del
citoesqueleto de las células creando membranas ondulatorias que rodean a la
bacteria patégena y la introducen a las células del intestino. Después de penetrar a
la célula NTS reside en un compartimiento vacuolar denominado la vacuola que
contiene a Salmonella (SCV, por sus siglas en inglés) el cual experimenta
modificaciones y alteraciones en su superficie que la distingue morfolégicamente.
Dentro de SCV se induce la expresion y ensamblaje del segundo sistema de
secrecion tipo Il (SSIII-2), en el cual se translocan varios efectores bacterianos a la
membrana vacuolar. Estos efectores contribuyen a la formacion de filamentos lo
que le da movimiento y proteccion. La SCV permite al patdégeno sobrevivir y
reproducirse dentro de este compartimento. A su vez el patégeno produce efectos
citotoxicos mediante compuestos liberados al citoplasma que resultan en la
piroptosis de macrofagos (Figueroa-Ochoa & Verdugo-Rodriguez, 2005; Larock et
al., 2015; Sanchez-Jiménez & Cardona-Castro, 2003).
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Figura 6. Mecanismo de infeccion de S. enterica no tifoidea.
Modificado de LaRock et al., 2015

2.2.2.2 Patogenicidad de S. enterica

La mayoria de los genes requeridos para que NTS cause enfermedad se
encuentran agrupados en islas de patogenicidad (SPI, por sus siglas en inglés), las
cuales estan constituidas por un grupo de genes involucrados en codificar factores
especificos de virulencia (Gerlach & Hensel, 2007). Hasta el dia de hoy se conocen
23 SPI, de las cuales 5 (SPI1-SPI5) estan presentes en todos las cepas de S.
enterica, y las demas dependen del serotipo y/o de la cepa en cuestion (Gerlach &
Hensel, 2007) (Figura 7).

SPI4 (92) wAB (T)

SPI13 (82)

SPIS (23)
pagC(25)
-PhoP/PhoQ
sifa (27)
SPI2 (31)

Salmonelia

SPI1(63)
SopE2 (40)

50 SirA (42)

SopE (60)

Figura 7. Localizacion de genes de virulencia en el cromosoma de Salmonella

(Figueroa-Ochoa & Verdugo-Rodriguez, 2005).
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A continuacién se describen algunas caracteristicas de las 5 SPI presentes
en todas las cepas de S. enterica (Espinoza et al., 2017; Figueroa-Ochoa &
Verdugo-Rodriguez, 2005):

e SPI1: principalmente requerida para la penetracion de la bacteria a las células
epiteliales del intestino, se localiza en el centisoma 63, correspondiente a un
segmento de 35-40 kb que contiene alrededor 31 genes que codifican en
proteinas translocadoras de moléculas efectoras y chaperonas (SSllI-1).

e SPI2: requerida principalmente para el desarrollo y sobrevivencia del
microorganismo en el huésped, se localiza en el centisoma 31, correspondiente
a un segmento de 40 kb que contiene alrededor de 32 genes que codifican los
componentes del segundo sistema de secrecion tipo 1l (SSIlI-2).

e SPI3: requerida principalmente para el desarrollo-y sobrevivencia del
microorganismo en el huésped, se localiza en el centisoma 82, correspondiente
a un segmento de 17 kb.

e SPIl4: requerida para secrecion de toxinas y se cree que participa en la
adaptacion del patégeno a los macrofagos, se localiza en el centisoma 92,
correspondiente a un segmento de 27 kb que contiene 18 genes.

e SPI5: codifica genes de virulencia que median el proceso inflamatorio y la
secrecion de cloruros que caracterizan la fase enterica de esta enfermedad, se
localizada en el centisoma 23, correspondiente a 7.5 kb.

No todas las SPI, han sido asociadas con la causa de enfermedad,
encontrdndose que los efectores codificados por SPI-1 y SPI-2, son las mas
importantes, ya que son requeridos para la piroptosis de macrofagos (Lostroh & Lee,
2001; Wallis & Galyov, 2000) y para la colonizacion de puntos sistémicos (Rychlik
et al., 2009). Es importante tomar en cuenta que no todos los genes de virulencia
se encuentran en las SPI, sino también en elementos genéticos moviles (profagos
y.plasmidos). Los plasmidos de virulencia de S. enterica son de 50 a 100 Kb, y se
han asociado con la habilidad de propagacion después de la colonizacién, la
invasion del intestino, la habilidad de desarrollar en el bazo y la supresion del

sistema inmune.
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En la Tabla 3 se muestran algunos de los genes involucrados en la

virulencia de cepas de Salmonella (Borges et al., 2013; Figueroa-Ochoa & Verdugo-
Rodriguez, 2005; Kaur & Jain, 2012; Liss et al., 2017; Sanchez-Jiménez & Cardona-

Castro, 2003).

Tabla 3. Principales genes de virulencia de S. enterica.

Ubicacién Gen Funcién general
Codifica componentes reguladores, los cuales son necesarios
hiA para la expresion de los componentes de SSlli-1 y también
son requeridos para invadir la célula e inducir apoptosis en
macréfagos.
invA
InvC
invE Codifica efectores que actian como factores de adhesion y
InvG componentes estructurales del.complejo aguja del SSlII-1.
invF
InvH
SpaP Codifica efectores que actian como componentes
SpaQ estructurales del complejo aguja del SSllI-1, y también
SpaR efectores requeridos para invasién y para la secrecion de
SPI-1 spasS proteinas Sip.
PrgH Codifica efectores que actian como componentes
PrgK estructurales del complejo aguja del SSllII-1
Codifica efectores que actian como componentes
orgA estructurales del complejo SSllI-1 y proteinas requeridas para
invasion de células epiteliales en cultivo y citotoxicidad en
macréfagos.
sipD Codifican proteinas efectoras que se comportan como
sipB translocasas y son responsables de formar poros en la
SipC membrana de la célula eucarionte.
El efector SipA es una proteina de unién a actina, que inhibe la
SipA despolimerizacion de F-actina.
Inducen apoptosis en macréfagos.
85‘33 Codifican proteinas efectoras para el proceso de invasion.
ssaH . .
N Codifica efectores que actian como componentes
estructurales del complejo aguja del SSIII-2.
ssaQ
Ssr Codifica componentes reguladores del SSlII-2.
SPI-2 SseJ Secreta efectores del SSIlI-2.
seeG
Ssc Codifica chaperonas para el SSllI-2.
sifA Codifica efectores los cuales interactlian con proteinas
SifB motoras y estan involucrados en la formacion de filamentos de

la SCV.
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spvB Codifica efectores que ayudan al proceso de invasién y
Plasmido spvC muItipIi(?acic'?n y sobrev_ivencia en el hospeder.o
pefA Operones fimbriales que sirven para la adherencia del
patdégeno a las células epiteliales.
sopE Codifica proteinas involucradas en el proceso de que permite
Profago . L
SOpE2 la internalizacion de Salmonella.
Fim
agfA Cadifica efectores asociados al proceso de adhesion del
Lpf patdégeno a las células epiteliales.
Cromosoma Ser
Codifica la proteina SopB a la cual se le ha relacionado con la
sopB activacion de las vias secretoras, la atraccion de neutrofilos a

los sitios de la infeccion (aumentando asi la inflamacién), y la
alteracion de los equilibrios i6nicos dentro de las células.

Borges et al., 2013; Figueroa-Ochoa & Verdugo-Rodriguez, 2005; Kaur & Jain, 2012; Liss et al.,
2017; Sdnchez-Jiménez & Cardona-Castro, 2003.

2.2.2.3 Interaccién de S. enterica con el huésped

Las células de S. enterica al pasar a través de estbmago activan un

mecanismo denominado respuesta de tolerancia al acido (ATR por sus siglas en

inglés), regulado por los genes rpoS (factor o) y phoP/Q (sensor/regulador), los

cuales activan la expresion de proteinas de choque térmico, que ayudan a la

sobrevivencia del patdgeno en condiciones de acidez fuerte (Griffiths, 2005) (Figura

8).

Estobmago

Figura 8. Mecanismos de respuesta de S. enterica durante su paso por el

estbmago. Elaborado con informacién de Bhunia, 2008.
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Al llegar al intestino delgado, para adherirse a las células M, dendriticas o
enterocitos, el microorganismo emplea adhesinas (Fim, Lpf, PefA, Curli, AgfA)
(Bhunia, 2008; Griffiths, 2005). Para atravesar la barrera epitelial de forma activa
mediante el reordenamiento de la membrana de los enterocitos, se activa el SSIII-1
codificado por la SPI-1, el gen hilA regula la expresion de esta isla. EI SSIlII-1 est4
formado por los efectores de la SPI 1: OrgA, OrgB, OrgC, PrgK, PrgJ, Prgl, PrgH,
SpaO, SpaP, SpaQ, SpaR, SpaS, InvA, InvE, InvG, InvH, InvC, Invl, InvJ (Figura 9).

Host cell

Cytoplasmic

Inner membrane components:
InvA, SpaP, SpaC, SpaR, SpasS

.
Effector proteins

Figura 9. Sistema de secrecion tipo tres codificado por la SPI-1 (Bhunia, 2008)

Por el aparato SSIII-1 son excretados a los enterocitos SopB (efector
codificado por la SPI-5), SopE, SopE2, SppH1 (efector de profagos) y SptP, ArvA,
SipC, SipA (efector codificados por la SPI-1). SopE, SopE2 y SopB activan la
enzima Rho GTPasas de los enterocitos que por un lado activa la polimerizacién de
la actina y por otro induce las rutas de proteinas quinasas activadas por mitbgenos
(MAPK) que activan el factor kB (NF-kB) y la proteina activadora 1(AP1) que
estimula la produccién de IL-8. La IL-8 promueve la migracion de los neutréfilos de

la luz intestinal a la membrana mucosa (Bhunia, 2008; Larock et al., 2015).
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Los efectores SipA y SipC son responsables de la reorganizacién del
citoesqueleto lo que promueve la ondulacién de la membrana para la invaginacion
del patdgeno. SipA activa la caspasa 3 que también promueve la migracion de los
neutréfilos. Cuando el patdégeno es invaginado por los enterocitos SptP inhibe la
RHO GTPasas; AvrAy SptP las rutas MAPK; y SspH1 y AvrA inhiben NF-kB y
AP1(Bhunia, 2008; Griffiths, 2005; Guiney, 1997; Larock et al., 2015). De esta
manera S. enterica atraviesa la barrera epitelial y es capaz de infectar macrofagos
(Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo de invasividad de S. enterica a las células epiteliales.

Elaborado con informacion de Larock et al., 2015

S. enterica dentro de SCV tiene la capacidad de sobrevivir y desarrollar.
Debido a la baja concentracion de oxigeno y magnesio, asi como a la carencia de
nutrientes a la que esta expuesta Salmonella tanto en las células epiteliales como
en macréfago se activa el sensor/regulador PhoQ/PhoP el cual inhibe la expresion
de los genes prgs (genes de represion PhoP) como el gen hilA, y por otra parte

activa los genes pags (genes de activacion PhoP) entre los cuales se encuentran
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genes de la SPI-2 (Guiney, 1997). SopB y SipA persisten en esta etapa del proceso
de infeccidn contribuyendo a la biogénesis dentro de la vacuola (Haraga et al., 2008;
McGhie et al., 2009).

El SSIlI-2 codificado por genes de SPI-2 esta formado por los efectores
SsaB-E y SsaG-U, este sistema secreta efectores codificados por la SPI-2 (SseA,
SseB, SseC, sseD, sseE, SseF y SseG), por profagos (SspH2) y otros genes
cromosomales (SifA). La induccion de filamentos por Salmonella (Sifs) que se
originan en SCV y extienden por toda la célula esta regulados por SifA. Una de las
principales funciones de los Sifs es incrementar el tamafio de SCV que permita
contener a todas las bacterias que se estan replicando en ella (Haraga et al., 2008).
Por otra parte, SseF y SseG promueven la agrupacion de microtubulos adyacentes
a SCV y la atraccion de vesiculas generadas en el aparato de Golgi. SspH2 y Ssel
se han visto involucrados en la polimerizacion de activa alrededor de la SCV.
Mientras SseJ y SseL con la composicion lipidica de la SCV (Haraga et al., 2008;
Larock et al., 2015)

En esta etapa RpoS también regula la expresién de genes de virulencia del
plasmido spv. Este factor sigma activa spvR el cual regula la expresién de spvA,
spvB, spvC y spvD, los cuales se han observado que son esenciales para la
infeccion sistémica en ratones (Guiney, 1997).

En el caso de que SCV se rompa, Salmonella quedaria expuesta en el
citoplasma y por la presencia de nutrientes podria proliferar, pero al mismo tipo se
activa el mecanismo de defensa del huésped que genera la ubiquitinacién y
degradacion del patbgeno mediante la formacién de un autofagosoma (Herhaus &
Dikic, 2017). Para contrarrestar esta respuesta inmunoldgica y prevenir la autofagia,
SselL 'y AvrA que son desubiquitinasas evita que el huésped reconozca los
agregados de ubiquitina. Otro mecanismo que emplea el patégeno es la secrecién
de SSpH1 y SspH2 que son enzimas E3 ligasas de ubiquitina que remueven
proteinas del hospedero mediante ubiquitinacion (Herhaus & Dikic, 2017; Larock et
al., 2015; Narayanan & Edelmann, 2014) (Figura 11).
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Figura 11. Biogénesis de S. enterica en SCV. Elaborado con informacion de
LaRock et al., 2015.

2.2.2.4 Factores que afectan la virulencia de cepas de S. enterica

La virulencia es definida como el grado de patogenicidad de un
microorganismo. La variabilidad de la virulencia intra-especie puede afectar
probabilidad de enfermar como la severidad de la enfermedad. Esta variabilidad
puede depender de las caracteristicas genotipicas o caracteristicas fenotipicas de
las cepas. En-el caso de la HG, la presencia o ausencia de ciertos genes de
virulencia, el polimorfismo y las alteraciones en el nivel de expresion de estos genes
juegan.un rol importante en la variabilidad de la virulencia (Maurer, 2017). Mientras
que, en el caso de la HF, la variabilidad en las caracteristicas fisiol6gicas,
metabdlicas y de comportamiento del patdgeno generadas por la exposicion a
diferentes factores ambientales durante el ciclo de vida del patogeno también se
han asociado con un efecto sobre el nivel de virulencia. Por ejemplo, algunos
estudios en S. enterica demuestran que células que han sido previamente
expuestas y/o adaptadas a condiciones moderadas de acidez y son sometidas

posteriormente a simulaciones gastricas, tienden a sobrevivir mas que aquellas que
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no han sido expuestas (Bacon, Sofos, Kendall, Belk, & Smith, 2003; Berk, De Jonge,
Zwietering, Abee, & Kieboom, 2005; Lianou, Nychas, & Koutsoumanis, 2017a;
Samelis, Ikeda, & Sofos, 2003). Otro ejemplo, es la MRA, algunos estudios han
encontrado que cepas MRA de S. Typhimurium han sido asociadas con un mayor
riesgo de infeccion, mayor frecuencia de la infeccion, incremento en los periodos de
hospitalizacion asi como incremento en el riesgo de morir comparadas con cepas
gue son susceptibles (Gordon et al., 2008; Gupta et al., 2003; Helms, Ethelberg,
Mglbak, & Group, 2005; Leekitcharoenphon et al., 2016).

2.2.2.5 Modelos dosis respuesta de S. enterica

La minima dosis infectiva para causar salmonelosis puede ser tan baja
como una célula, dependiendo de las caracteristicas del huésped y de la cepa (FDA,
2012). Los modelos dosis repuesta que se utilizan para evaluar la probabilidad de
enfermar por el consumo de alimentos pueden dar diferentes estimaciones
dependiendo de la informacion que se empleé para desarrollarlo. En el caso de S.
enterica se han desarrollado modelos a partir de la informacion generada por datos
de alimentacion a humanos, datos de alimentacion a humanos con subrogados
(Shigella dysenteriae), datos epidemioldgicos y pruebas con animales. En la Tabla
4 se muestran algunos de los modelos dosis respuesta desarrollados para S.
enterica. El modelo propuesto por la FDA y OMS es uno de los mas empleados. Por
otra parte, el modelo.de Teunis toma en cuenta la probabilidad de infectar y la
probabilidad dada la infeccién. Finalmente, Unicamente el modelo de Latimer y
colaboradores evalua el nivel de virulencia de las cepas de S. enterica; sin embargo,
esta evaluacion es muy subjetiva, por lo cual es necesario seguir realizando

estudios al respecto.

Tabla 4. Modelos dosis respuestas para S. enterica.

Fuente de Modelo Parametros Caracteristicas
informacion
a=0.3126 Modelo generado por Fazil en 1996,
Beta-Possion 3 =2885 usando datos de diversas pruebas con
Pruebas con humanos -a . .
b 1_(1 +dose> humanos por McCullouigh y Eisele. El
enf = B a =0.4047 primer modelo generado fue tomando en
3 = 5587 cuenta todos los datos solo removiendo 3
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Pruebas con humanos

Re parametrizado Weibull

Peny = 1 — exp(—exp{b(In(d)

Pruebas con humanos e
informacién epidemioldgica

Informacién epidemiolégica

Penle—(1+

Pruebas con humanos

Penf=1—(1+

Estudios con animales

Normal

a =0.2767

B = Normal (u= 21.159, o= 20,
min=0, max.= 60)

Susceptible
a =0.2767
B = Normal (u= 2.116, o= 2,

min=0, max.= 6)

B = Normal (u=-1.22, o= 0.025)
Concentracion = Lognormal (u=
0.15, 0=0.1)

Cantidad consumida= Pert (min=
60, moda= 130, max.= 260)

P =6.6%

as =231

bs= 986

an= 749

b,= 5996

X= dosis
a=0.1324
B=5145
Baja

r=9.32 x10°
Moderada
r=5.58 x 107
Alta

r=2.05*
Baja

a = 9.31 x10*
B =9.99 x10*2
Moderada
a=9.21x10°
B =3.165 x10%°
Alta
a=1.57x10?
B=9.17
r=12x10°
a=0.261

B =769
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datos atipicos. El segundo modelo fue
realizado fue eliminando algunos datos
donde se habian dado mdltiples
alimentaciones (FAO/WHO, 2002).

Este modelo fue creado por USDA-FSIS
FDA en 1998 usando como
microorganismo subrogado a Shigella
dysenteriae. Se realizaron dos modelos
uno para poblaciéon susceptible y otro
para poblacion normal (FAO/WHO, 2002)

Modelo propuesto en el 2000 por el
Departamento de Salud de Canada
(Health Canada), usando pruebas con
humanos y brotes. Sin embargo carece
de transparencia (FAO/WHO, 2002)

Modelo desarrollado por la FAO y OMS
en el 2002, se empled la informacién de
20 brotes. Se comparé sus estimaciones
con los modelos mencionados
anteriormente, siendo este el que
generaba mejores ajustes (FAO/WHO,
2002).

A partir de datos de pruebas en humanos
de acuerdo con el resultado final de las
enfermedades se agruparon en de baja,
moderada y alta virulencia. Observando
que los datos obtenidos mediante
informacion epidemidloga  (brotes)
muestran cepas altamente virulentas se
usé la informacion del subrogado S.
dysenteriae, como de alta virulencia
(Latimer, Jaykus, Morales, Cowen, &
Crawford-Brown, 2001)

Modelo desarrollado a partir de estudio
de ratas macho Wistar, se evalu6 la
probabilidad de infectar (Havelaar,
Garssen, Takumi, Koedam, & Dufrenne,
2001)



Pruebas con humanos

Informacion epidemiolégica

Informacion epidemiolégica

Lineal trifasico

Y= 0 si X £ Xnin
Y=a (X' Xmin) si XMin < X < Xmax
Y=100 8 X2 Ximax

Polinomial fraccionado

Peng = Bo+ P1Sij+ b +
Bo Dyt x (1= S;) + B3 DyP* X
S,

Jerarquico Beta-Poisson

Penf = Pinf X Penf/inf
Penf
= (1—2 F, (a7,

_CVing

+ ﬂ,T)) x (-1
+ Vi) P)

Ejemplo:

Anatum | Xpin= 5.45, Xmed= 5.93
Xmax= 6.41

Bo=10.323

B1=5.616

B2=-8.462

Bs=-7.782

d?>=0.780

p1=-2.25

p1=-0.25

S;j= 1 susceptible, 0 normal

a = 08.54x10°
B = 3.14x10°
p =8.23x 10°
n =6.90 x10*

Se realizaron 13 modelos para diferentes
cepas de S. enterica (Oscar, 2004)

Empleando la misma informacion de los
brotes que el modelo de'la FAO y OMS,
generando un modelo para poblacion
susceptible y otro para normal (Bollaerts
et al., 2008)

Modelo. desarrollado por Teunis vy
colaboradores a partir de datos de 38
brotes.  Este modelo calcula la
probabilidad de infectar y la probabilidad
de enfermedad dada la infeccion (Teunis
et al., 2010).

2.2.3 Evaluacién de la exposicion

La evaluacion de la exposicién de S. enterica en alimentos puede realizarse

desde el campo hasta a la mesa (produccidon en el campo, procesamiento en la

industria, distribucion y almacenamiento, preparacion y consumo) dependiendo el

objetivo final de la evaluacion de riesgos.

Para realizar una evaluacion cuantitativa de la exposicion es importante

conocer la prevalenciay concentracién del patdégeno en los alimentos, asi como los

cambios que puede presentar este microorganismo tanto en prevalencia como en

concentracion dada la produccion, preparacion y patrones de consumo.

2.2.3.1 Prevalenciay concentracion de S. enterica en alimentos

En el pais diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de

evaluar la prevalencia de este patégeno en diferentes alimentos, con la finalidad de

asociarlos con los cuadros de enfermedad, siendo la carne de pollo el alimento con

la mayor prevalencia (Tabla 5). A pesar de que existen algunos estudios de

prevalencia es importante continuar con investigaciones sobre la frecuencia de este
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patdgeno en los alimentos. De la misma forma, con la finalidad de poder realizar
una evaluacion cuantitativa de la exposicion de NTS es importante conocer la
concentracion de este patdégeno en los diferentes alimentos. En México, Escartin y
colaboradores evaluaron la concentracion de S. enterica en chorizo (0.4 a 900
NMP/g), y Martinez-Chavez y colaboradores en carne de res (1.0 a 4.8 Log NMP/25
g) (Escartin, Castillo, Hinojosa-Puga, & Saldafa-Lozano, 1999; Martinez-Chavez et
al., 2015). Sin embargo, son muy pocos los estudios que han evaluado la
concentracion de S. enterica, siendo indispensable profundizar en este tipo de
estudios.

Tabla 5. Prevalencia de S. enterica en diferentes alimentos colectados en México.

Ndmero total Muestras

Alimento . Prevalencia (%) Estado
de muestras positivas
Betabel 100 4 4 Ciudad de México
Pimiento 132 4 3 Querétaro
Broccoli 100 9 9 Ciudad de México
15 6 40 Coahuila
Melén Cantalupe
20 9 45 Nayarit
Coliflor 100 9 9 Ciudad de México
Apio 100 3 Ciudad de México
Perejil chino 100 6 Ciudad de México
Perejil 100 12 12 Ciudad de México
Cilantro 100 11 11 Ciudad de México
Lechuga 100 7 7 Ciudad de México
Lechuga Romana 100 3 3 Ciudad de México
Mango.Ataulfo 30 2 6.7 Nayarit
Cebolla 100 0 0 Ciudad de México
Naranja 75 10 13.3 Jalisco
. . 100 12 12 Hidalgo
Chile Jalapefio
40 1 25 Nuevo Lebdn
40 0 0 Nuevo Lebn
Chile Serrano
100 10 10 Hidalgo
Papas 100 1 1 Ciudad de México
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Verdolaga
Espinaca
Jitomate Bola
Jitomate Cherry
Jitomate Saladette

Berro
Calabacin

Germinado de alfalfa

Tortilla

Germinado de soja
verde

Jugo de betabel

Jugo de zanahoria

Ensalada de vegetales
cocidos

Jugo de naranja

Ensalada cruda

Carne de res

Carne de pollo

100
100
40
333
40

100

100
100

100
200

100

100
280

220

100

220

88
126
73

505
115
238

100
93

57
74

160

91
121
864
295

44
116

39

10

15

10
68
11

78

87
16

11

152

117

41

27

2.5
11.7

8.6

4.1

6.8

114
54
151

154
6.1

36.6
16
3.2

19.3

55
1.2
17.6
39.7

4.5
35.3

Ciudad de México
Ciudad de México
Ciudad de México
Querétaro
Nuevo Leodn

Ciudad de México
Hidalgo
Ciudad de México

Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo

Hidalgo
Hidalgo
Hidalgo
Jalisco

Hidalgo
Ciudad de México
Yucatan
Hidalgo
Jalisco
Tamaulipas
Jalisco

Ciudad de México
Ciudad de México

Jalisco

Nuevo Leén
Ciudad de México

Jalisco
Nuevo Leodn
Ciudad de México
Yucatan

Tamaulipas

Hidalgo



Carne de puerco

Chorizo
Longaniza

Albumina de huevo

Cascara de huevo

Yema de huevo

Huevo liquido

Queso

Almeja
Pescado

Pulpo

Camaron

76
864
339

81

73

55

10
110

78
124
864

50

50
400
400

180

100

400

100

180

629

33
200
260

61
147
549

60

48
244
197

14

10

115
18
24

7

10
54
29

1
64

0

63.2
28.2
58.1
17.3
13.7

12.7

10.9

1.6
13.3
36
48

0.6

0.25

0.6

1.1

30.3
27
11.2

0.7
11.7

0

Durango
Ciudad de México
Yucatan
Hidalgo
Ciudad de México
Jalisco
Nuevo Leodn
Ciudad de México
Jalisco
Nuevo Leodn
Ciudad de México
Jalisco

Jalisco
Ciudad de México

Ciudad de México

Coahuila, Chihuahua,
Hidalgo, Nuevo Ledn,
Querétaro, Puebla

Jalisco
Ciudad de México

Jalisco

Coahuila, Chihuahua,
Hidalgo, Nuevo Ledn,
Querétaro, Puebla

Tamaulipas
Hidalgo
Jalisco

Veracruz
Hidalgo
Tamaulipas

Campeche

Sinaloa

(Bautista-De Ledn, Gomez-Aldapa, Rangel-Vargas, Vazquez-Barrios, & Castro-Rosas, 2013;
Cardenas, Molina, Heredia, & Garcia, 2013; Casas et al., 2005; Castillo, Villarruel-Lopez, Navarro-
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Hidalgo, Martinez-Gonzalez, & Torres-Vitela., 2006; Castro-Rosas et al., 2011; Cerna-Cortes,
GOmez-Aldapa, Rangel-Vargas, Ramirez-Cruz, & Castro-Rosas, 2013; Estrella-Gémez, Escalante-
Réndiz, Gonzalez-Burgos, Sosa-Cordero, & Rojas-Herrera, 2016; Gomez-Aldapa, Rangel-Vargas,
Bautista-De Leo6n, & Castro-Rosas, 2014; GOmez-Aldapa, Rangel-Vargas, & Castro-Rosas, 2013;
Leal-Cervantes, Arvizu-Medrano, Martinez-Peniche, Martinez-Gonzales, & Hernandez-lturriaga.,
2018; Miranda et al., 2009; Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Perez-Montafio et al., 2012; Quifiones-
Ramirez, Vazquez-Salinas, Pedroche, Moreno-Sepulveda, & Rodas-Suarez, 2000; Quiroz-Santiago
et al.,, 2009; Ragazzo-Sanchez et al., 2009; Rangel-Vargas et al., 2015; Rodriguez-Ceniceros,
Gomez-Hernandez, & Vazquez-Sandoval, 2016; Torres-Vitela et al., 2013; M. R. Torres-Vitela et al.,
2012; Villalpando-Guzman et al., 2017a; Zaidi et al., 2006)

2.2.3.2 Comportamiento de S. enterica en el hogar asociado a los patrones de

preparacion y consumo

Estudios epidemioldgicos en Europa, Norte América, Australia y Nueva
Zelanda reportan que hasta el 87 % de los brotes y casos por el consumo de
alimentos se deben a las inapropiadas préacticas de manipulacion de alimentos en
el hogar. Dada esta informacion en este estudio se plantea evaluar la exposicion de
S. enterica en alimentos en el hogar.

Después de comprar un alimento, el consumidor puede prepararlo o
almacenarlo para su posterior preparacion. En el ultimo caso, si el consumidor
almacena el producto, dependiendo del tipo de producto y las condiciones a las
cuales esté sea almacenado podria influir en el desarrollo del patdgeno. Alimentos
con baja actividad de agua, acidos, con baja disponibilidad de nutrientes y/o
empacadas y procesados térmicamente como frutos secos, yogurt, chorizo, frutas y
hortalizas intactas sin dafio en su superficie, entre otros, no propician el desarrollo
de S. enterica, sin embargo, el microorganismo puede llegar a sobrevivir (Alvarez-
Ordofez, Valdés, Bernardo, Prieto, & Lépez, 2013; Beuchat & Mann, 2014; Cirone
etal.,2013; Da Silva Felicio et al., 2015; EFSA, 2012; Hew, Hajmeer, Farver, Glover,
& Cliver, 2005b; Podolak, Enache, Stone, Black, & Elliott, 2010; Savran, Pérez-
Rodriguez, & Kadir Halkman, 2018).

En el caso de las condiciones de almacenamiento, la temperatura es uno
de los factores fundamentales. S. enterica puede llegar a desarrollar a partir de los
5.2 °C (FDA, 2012), por lo cual si el patdgeno se encuentra en un alimento que es

almacenado a temperaturas superiores a esta se podria propiciar el desarrollo. Con
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la finalidad de estimar el desarrollo de este microorganismo se han generado
modelos predictivos en diferentes alimentos. En la Tabla 6 se muestran algunos
modelos predictivos secundarios que se han generado para S. enterica, que pueden
permitir evaluar el comportamiento a diferentes condiciones de acuerdo con los

hébitos de la poblacién.

Tabla 6. Modelos predictivos secundarios del desarrollo de S. enterica en diferentes

alimentos.
Alimento Modelo Pargmetros Referencia
estimados
b =0.0356 Mgller et al.,
Carne de puerco Viumax = b(T — Tpi) _ 9013
min =Z.
a=0.0019 ;
Juneja et al.,
Carne de pollo umax = a(T — Trin)*(1 — exp(b(T — Tyax))) Tmin = 3.35 21007
b=0.29
Tmax=48.01
Juneja,
0=6.98X10+* Melendres,
Tmin =0.55 Huang,
Carne de res wmax = (T — Trpin)?(1 — exp(b(T — Trnax))) g":no 06 Subbiar? 2
Tmax= 46.96 Thippareddi,
2009
a=0.092
_ f1=-0.183
] VAGR = a + B1 (lactate) + B2(T) B2= 0.047 Hwang, Sheen,
Jamon + 3 (lactate x T) B3= 0.004 & Juneja, 2011
+ B4 (lactate)? + B5(T)? B4= 0.013 '
5=-0.001
bo=-12.67
Salchicha In(W) =by + by T + b,T? b1=0.6535 Oscar, 2008
b2=-0.009919
Pulpa
b =0.0165
Tmin °C = 2.92 Rezende,
Crucello,
Aguacate \/li max = b(T = Tynin) Piel Moreira, Silva, &
b =0.0287 Sant’Ana, 2016
Tmin °C=4.94
Pulpa
Rezende et al.,
Papaya Viumax = b(T — Tpi) b =0.03 ( 2016)
Tmin °C = 6.14
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Sandia

Meldn

Hortalizas de hoja

Pepino

Camaron

Ostras

Viumax = b(T = Tpyin)

Viumax = b(T = Tpin)

Viimax = b(T = Tpyin)

Viimax = b(T = Tpyin)

\/umax =k (T _ Tmin)O.SOSB(X _ Xmin )4.9830

Vumax = a(T = Tpin)*°75(1
- exp(b(T - Tmax)))

Pulpa
b =0.031
Tmin °C = 3.86
Pulpa
b =0.025
Tmin °C =1.9

Piel
b =0.0235
Tmin °C = 1.66

b =0.020
Tmin °C = 0.57

b=0.0297
Tmin=6.5185
k=3x107
Tmin= 6.0
X=12.8
a=0.083
b=0.313

Tmin (OC) =499
Tmax (OC) =48.05

Rezende et al.,
2016

Rezende et al.,
2016

Mishra, Guo,
Buchanan,
Schaffner, &
Pradhan, 2017

Jung, 2018

Zhou, Sheen,
Pang, Liu, &
Yam, 2015

Fang, Huang,
Liu, Mei, &
Chen, 2015

En el caso de la preparacion 'y el consumo existen algunos habitos que

podrian incrementar el riesgo de exposicién, como por ejemplo (Carrasco, Morales-
Rueda, & Garcia-Gimeno, 2012; Gkana, Lianou, & Nychas, 2016; Hillers, Medeiros,
Kendall, Chen, & DiMascola, 2003; Ravishankar, Zhu, & Jaroni, 2010a; Snary et al.,
2016; Swart, van Leusden, & Nauta, 2016):

e Consumo-de huevos crudos

e Consumo de jugos, leche y productos lacteos no pasteurizados

¢ No cocinar a adecuadas temperaturas la carne (res, puerco, pollo, pescado)

y el huevo

o Falta de lavado o lavado inadecuado de cuchillos, tablas de picar y

superficies de contacto con los alimentos que puedan producir una

contaminacion cruzada

e Falta de lavado o lavado inadecuado de manos antes y después de la

manipulacion de alimentos
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La contaminacién cruzada es uno de los principales factores de riesgo en

el hogar y tienden a incrementar la exposicion; este mecanismo de contaminacion

ademas de depender de los habitos de preparacion de alimentos también es

afectado por las superficies que se emplean. En el caso de S. enterica se han

evaluado algunos escenarios de contaminacién cruzada (Tabla 7).

Tabla 7. Tasas de transferencia de S. enterica entre alimentos y superficies.

Escenario Caracteristicas Tasa d.e Referencia
transferencia (%)
De filetes de res a superficie Plastico 0.58 0.01
De filetes de res a superficie Acero 0.45 + 0.006
De filetes de res a superficie Madera 1.57+0.01
De filetes de res a superficie Plastico/Enjuagada con agua 0.02 +0.002
De filetes de res a superficie Acero/Enjuagada con agua 0.09 £+ 0.009
De filetes de res a superficie Madera/Enjuagada con agua 0.13 +0.001
Superficie a jitomates Plastico 26.92 £ 0.27 Gkana etal., 2016
Superficie a jitomates Acero 86.98 £ 0.75
Superficie a jitomates Madera 85.98 + 0.86
Superficie a jitomates Plastico/ Enjuagada con agua 37.90 £ 0.39
Superficie a jitomates Acero/ Enjuagada con agua 92.13 +0.92
Superficie a jitomates Madera/ Enjuagada con agua 52.08 £ 0.66
Esponja a superficie Alta concentracién/Acero 29+ 23
Esponja a superficie Moderada concentracion (acero 21+8
Superficie a pepinos Inmediatamente Ejerciendo presion/Acero 105+ 26
Superficie a pepinos 15 min después /Ejerciendo presion/Acero 90 + 27
Superficie a pepinos Inmediatamente/Sin ejercer presién/Acero 65+ 21 Kusumaningrum, Riboldi,
Superficie a pepinos 15 min después/Sin ejercer presion/Acero 50 + 18 HazelegeZBg;Beumer,
Superficie a pollo rostizado Inmediatamente/Ejerciendo presion/Acero 94 + 42
Superficie a pollo rostizado 15 min después /Ejerciendo presion/Acero 55+21
Superficie a pollo rostizado Inmediatamente/Sin ejercer presién/Acero 49 + 21
Superficie a pollo rostizado 15 min después/Sin ejercer presion/Acero 32+9
Pollo a superficie Media 1.58
Pollo a superficie Peor escenario 2.76 Kusumaningrum, van
Asselt, Beumer, &
Superficie a ensalada Media 34.8 Zwietering, 2004
Superficie a ensalada Peor escenario 75.6
Cuchillo a mango Inoculo alto 0.02 Penteado, de Castro, &
Cuchillo a mango Inoculo moderado 0.12 Rezende, 2014
Chuchillo a mango Inoculo bajo 0.18
Perejil a perejil Picado en tablas /Inoculo bajo 60 (2 a 100) Faour-Klingbeil, Kuri, &
Perejil a perejil Picado en tablas /Inoculo bajo/Enjuagado con agua 64 (2 a 100) Todd, 2016
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Perejil a perejil
Perejil a perejil
Lechuga a agua de lavado
Agua de lavado a col
Agua de lavado a jitomate
Lechuga a superficie
Superficie a col

Superficie a jitomate

Pollo a cuchillo

Pollo a superficie

Pollo a superficie

Pollo a tijeras

Pollo a superficie

Pollo a superficie

Pollo crudo a superficie
Superficie a pepino
Cuchillo a pepino
Pollo crudo a manos a pepino
Pollo crudo a superficie
Superficie a pepino
Cuchillo a pepino
Pollo crudo a manos a pepino
Pollo crudo asuperficie
Superficie a pepino
Cuchillo a pepino
Pollo crudo a manos a pepino
Pollo crudo a superficie
Pollo crudo a cuchillo
Superficie y cuchillo a lechuga
Pollo crudo a superficie
Pollo crudo a cuchillo

Superficie y cuchillo a lechuga

Picado en tablas /Inoculo alto

Picado en tablas /Inoculo alto/Enjuagado con agua

Tratamiento de lavado

Tratamiento de lavado

Tratamiento de lavado
Pléastico
Pléastico

Plastico

Acero

Plastico /Cortando con cuchillo

Madera /Cortando con cuchillo

Acero

Plastico/Cortando con tijeras

Madera/Cortado con tijeras

Madera/Inoculo bajo
Madera /Inoculo bajo
Acero /Inoculo bajo
Sin lavado de manos /Inoculo bajo
Madera/Inoculo medio
Madera /Inoculo medio
Acero /Inoculo medio
Sin lavado de manos /Inoculo medio
Madera/Inoculo alto
Madera /Inoculo alto
Acero /Inoculo alto
Sin lavado de manos /Inoculo alto
Plastico
Acero

Plastico/Acero

Plastico /Enjuagada con agua caliente

Acero/Enjuagada con agua caliente

Enjuagada con agua caliente Plastico/Acero

1.2 (0.01 a 25)
1.4 (0.05a 7.5)

26+17
23.0+6.9
1.3+0.8
49+1.7
26.2+11.0

175+0.2

0.11 +0.02
244 +0.20
0.4+0.23
36+131
0.05+0.01
1.08 +0.27
0.33+0.04
1.2+0.39
0.05+0.1
1.39£0.19
3.48 +1.59
1.83+0.01
0.20 £ 0.05
0.12 +0.03
1.47 +0.33
0.73+0.16
0.03 +0.00
0.13 +0.03
1.47+0.33
0.14+0.01
0.02 +0.00
0.40 +0.23
0.86 +0.58
0.93+0.16

7.4+53
16.3+5.3
8.1+7.9
6.6+6.1
21.0+1438
27.8+11.3
85+7,6
18.0x7.1
31.1+157
37.1+45
17.4+15.2
18.8+9.5
1.25+0.9
0.05 +0.005
45.62 £10.11
0.017 £0.01
0.018 £ 0.007
74.74 £ 6.70

Kuan et al., 2017

Sarjit & Dykes, 2017

Zhu et al., 2017

Ravishankar et al., 2010a
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2.2.4 Caracterizacion del riesgo

En México, la evaluacion de riesgos ha sido una herramienta poco

explorada, hasta nuestro conocimiento Unicamente un trabajo de maestria ha

evaluado el riesgo de enfermar de salmonelosis por el consumo de hortalizas en el

pais (Castela-Farias, 2015). Sin embargo, a nivel mundial dia con dia esta

herramienta, ha tomado importancia. En la Tabla 8 se muestran algunas de las

ultimas evaluaciones de riesgo de S. enterica en diferentes alimentos realizadas en

los Ultimos diez afios.

Tabla 8. Evaluacion cuantitativa del riesgo de enfermar por S. enterica

Alimento

Lugar

Caracteristicas

Referencia

Carne de pollo
Carne de pollo

Pistaches
Nueces

Pistaches

Carne de puerco

Carne de pollo

Hortalizas de hoja listas
para el consumo

Carne de puerco

Nueces pecanas

Pistaches

Carne de puerco
Productos de carne de
puerco (carne de puerco en
cubos, carne para
hamburguesa y salchichas
fermentadas)

Canada
Estados Unidos

Estados Unidos
Estados Unidos

Estados Unidos

Australia

Corea de Sur
Brasil
Vietnam

Estados Unidos

Estados Unidos

Unién Europea

Unién Europea

De la granja al consumo
De la granja al consumo
Desde la produccién hasta
al consumo
Desde la produccién hasta
al consumo
Desde la produccién hasta
al consumo
Desde punto de venta al
consumo
Carne de hamburguesa
Desde punto de venta al
consumo
Desde la produccién hasta
al consumo
Desde punto de venta al
consumo
Desde la produccion hasta
al consumo

Desde la produccién hasta
al consumo

De la granja al consumo

Desde la produccion hasta
al consumo

Collineau et al., 2020
Akil & Ahmad, 2019
Casulli, Calhoun, &

Schaffner, 2019

Farakos et al., 2019
Farakos et al., 2018
Gurman, Ross, &

Kiermeier, 2018

Jeong, Chon, Kim, Song,
& Seo, 2018
Maffei, Sant'Ana, Franco,
& Schaffner, 2017

Dang-Xuan et al., 2017

Farakos et al., 2017

Lambertini, Barouei,
Schaffner, Danyluk, &
Harris, 2017
Snary et al., 2016

Swart et al., 2016
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Leche cruda
Carne de pollo
Carne de pollo

Salchicha de puerco

Hortalizas de hoja listas
para el consumo

Italia
Canada
Senegal

Brasil

Unién Europea

Desde punto de venta al
consumo

Desde punto de venta al
consumo

Desde punto de venta al
consumo

Desde punto de venta al
consumo

Desde la producciéon hasta

al consumo

iacometti et al., 2015)
Smadi & Sargeant, 2013

Pouillot et al., 2012

Mirmann, Corbellini,
Collor, & Cardoso, 2011
Tromp, Rijgersberg, &
Franz, 2010
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3 JUSTIFICACION

Debido a los numerosos casos de NTS en México, y al desconocimiento de
los alimentos implicados en estos, es necesario emplear nuevas herramientas como
ECRM, que ayuden determinar cuales son los alimentos con una mayor probabilidad
de enfermar de salmonelosis a la poblacion mexicana del centro del pais. Esta
informacion permitird establecer prioridades de los sistemas de control, y a largo
plazo disminuir la incidencia de esta enfermedad.

Para poder desarrollar una estimacion precisa del riesgo, es necesario
recopilar, generar e integrar informacién de nuestro pais sobre la triada huésped-
alimento-patégeno, como la edad, estado de salud, los habitos de consumo y
preparacion de alimentos de la poblacion, la prevalenciay concentracion de S.
enterica en diferentes alimentos, asi como la variabilidad intra-especie de las cepas
de S. enterica que estan circulado en el pais y que pueden tener un efecto en la
caracterizacion del peligro, la evaluacién de la exposicion y la caracterizacion del
riesgo.

La informacion generada en este proyecto sera de gran utilidad para las
autoridades gubernamentales (COFEPRIS y SENASICA), ya que representa una
herramienta de gran apoyo para la toma de decisiones objetivas que ayuden al
disefio de estrategias de control adecuadas, encaminadas a disminuir los casos de

salmonelosis asociados al consumo de alimentos en México.
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4 HIPOTESIS

La variabilidad intra-especie de la HG y HF de cepas de S. enterica aisladas
de alimentos de una regién en particular influye directamente en el riesgo de
enfermar de salmonelosis; la inclusion de ambas caracteristicas en un modelo

ECRM genera estimaciones mas realistas.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la variabilidad intra-especie de cepas de S. enterica aisladas de
alimentos de acuerdo con su HG y HF, e incluirla en un modelo de evaluacion
cuantitativa del riesgo de enfermar de salmonelosis asociado al consumo de

alimentos en la region centro de México.

5.2 Objetivo especifico

1) Evaluar la exposicion de la poblacion del centro de México a S. enterica en
alimentos seleccionados.

2) Realizar una mejora en la identificacion del peligro de S. enterica tomando
en cuenta la HG y HF de las cepas que circulan en el centro de México.

3) Construir un modelo de la evaluacion cuantitativa del riesgo de enfermar de

S. enterica incluyendo la variabilidad intra-especie de la HG y HF.
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6 METODOLOGIA

6.1 Evaluacion de los hébitos de consumo y practicas de manipulacion de
alimentos en el hogar y evaluacion de la percepcién de exposicion a S.
enterica de la poblacion del centro del pais

Se realizé una encuesta en linea (Formularios de Google) para evaluar las
preferencias, habitos de consumo y practicas de manipulacion de alimentos de la
poblacion del centro del pais (Aguascalientes, Colima, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Querétaro, Estado de México y Ciudad de México),
asi como la percepcion de la exposicidbn a S. enterica. La encuesta se realizd
mediante un muestreo no probabilistico. El tamafio de muestra se calcul6
empleando la Ecuacion 1 (poblaciones infinitas), donde Z es el nivel de confianza
(99%); p la probabilidad de que un evento suceda, (0.5); g la probabilidad de que un
evento nos suceda (0.5); y d la precision (minimo sera de 0.05). Por lo que el minimo
de encuestas a realizar fueron 666.

2
n= Z“;szq Ecuacion 1

6.1.1 Disefo de la encuesta

La encuesta estuvo compuesta de cuatro secciones. La primera seccién
contenia preguntas demograficas (sexo, edad, nivel de estudios, ocupacion, estado
de residencia y —autopercepcion de padecimiento de enfermedades
gastrointestinales y crénicas degenerativas). La segunda seccion tenia preguntas
sobre los-habitos de consumo de cinco grupos de alimentos: 1) carne (pollo, res,
puerco, pavo); 2) embutidos (jamén, salchicha, tocino, chorizo); 3) frutas y hortalizas
(frutas citricas, frutas de semilla, frutas tropicales, frutillas, frutas secas, hortalizas
de tallo, raiz o tubérculo, hortalizas de fruta, hortalizas de hoja); 3) productos lacteos
(leche, yogurt, queso, crema); y 5) mariscos (pescado, camaron, atin, mariscos de
concha). La tercera seccion mostraba las practicas de manipulacion de los
alimentos en el hogar, como es el caso de las condiciones de almacenamiento de

alimentos y practicas comunes durante la preparacion de los mismos. Por ultimo, la
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cuarta seccion tenia preguntas sobre la autopercepcion de haber padecido

salmonelosis, asi como caracteristicas sobre el padecimiento (Apéndice 1).

6.1.2 Anadlisis estadisticos

La confiabilidad de la encuesta fue determinada mediante el coeficiente alfa
de Cronbach empleando el software Minitab version 18. Se considera una encuesta
confiable cuando el valor del coeficiente alfa de Cronbach es igual o superiora0.7.

La asociacion entre algunas preguntas se realiz0 mediante tablas de
contingencia y la prueba de Pearson.

6.2 Priorizacion del riesgo de grupos de alimentos asociados S. enterica en

el centro de México

Se realiz6 la priorizacion de los 25 alimentos mencionados en el inciso 6.1,
de acuerdo con su asociacion con S. enterica. La priorizacion se realiz6 empleando
el Andlisis de Decisiones de Criterios Mdltiples (ADCM), el cual estuvo compuesto
por 4 criterios. Criterio 1: probabilidad de la exposicion de S. enterica en el hogar a
través del consumo de alimentos (Pe); criterio 2. potencial de desarrollo de S.
enterica durante el almacenamiento en el hogar (Pd); criterio 3: consumo per capita
(Pp); criterio 4: probabilidad de que un brote de S. enterica sea causado por un

alimento en especifico (Pb).

6.2.1 Criterio 1: probabilidad de la exposicion de S. enterica en el hogar a

través del consumo de alimentos (Pe)

Pe se estim6 usando la informacion de la prevalencia de S. enterica y las
practicas de consumo que pueden ocasionar una contaminacion cruzada o permitir
la sobrevivencia de este patdgeno para cada categoria. Para la prevalencia se
buscaron estudios del 2000 al 2019 sobre la frecuencia de S. enterica en los
alimentos mencionados anteriormente en México, en caso de no encontrar estudios

en el pais se empled informacion de otros paises. La prevalencia empleada se
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obtuvo dividiendo el niumero total de muestras positivas sobre el nimero total de

muestras analizadas en todos los estudios (Tabla 9).

Tabla 9. Prevalencia de S. enterica por en cada alimento.

Grupo de alimentos Tipo de alimento Prevalencia % "
Carne Puerco 21 (364/1734)
Pavo 14.1(117/829)
Pollo 32.4 (452/1395)
Res 16.9 (458/2705)
Productos céarnicos Chorizo 52.9 (127/240)
Jamon 4.4 (112/2539)
Salchicha 4.0 (39/982)
Tocino 4.5 (11/247)
Frutas and vegetables Frutas citricas (jugo y superficie de naranja) 10.9 (19/175)

Frutas de semilla (manzana, chirimoya)
Frutas tropicales (mango, melén)
Frutillas (fresas)
Frutas secas (cacahuate, nueces, pasas)
Hortalizas de tallo, raiz y tubérculo (papa, cebolla, betabel)
Hortalizas de hoja (cilantro, lechuga, perejil, espinaca,
verdolaga, espinacas, berros)
Hortalizas de inflorescencia (coliflor, brécoli)
Hortalizas de fruta (pimiento, chiles, jitomate, calabacita)
Productos lacteos Crema
Leche
Queso
Yogurt
Mariscos Atln
Camaron
Mariscos de concha (almeja)
Pescado

2.5 (6/240)
5.0 (18/360)

0.7 (1/143)
33.8 (71/210)

1.7 (5/300)

7.8 (62/800)

9 (18/200)
7.5 (77/1025)
0.1 (4/3725)

3.0 (7/231)
16.8 (77/459)

0 (0/224)

0 (0/100)
13.8 (18/130)
11.2 (29/260)

0.5 (1/208)

*NUumero de muestras positivas/namero total de muestras

(Ahmed & Shimamoto, 2014; Busani et al., 2005; Cabedo, Picart, & Teixidd, 2008; Casalinuovo,
Brindisi, Rippa, & Ceniti, 2018; Castillo et al., 2004; Chekol & Ashenafi, 2009; Cook et al., 2009; Diaz
De Aguayo, Leon Duarte, & Montes De Oca Canastillo, 1992; Escartin et al., 1999; FDA, 2001;
Godinez-Oviedo et al., 2019; Kegode, Doetkott, Khaitsa, & Wesley, 2008; Khaitsa, Kegode, &
Doetkott, 2007; Kim et al., 2017; Leyva-Castillo, Cisneros-Despaigne, Valdés-Amey, Nolasco-
Charén, & Pérez-Rodriguez, 1998; Parrilla-Cerrillo, Saldate-Castafieda, & Nicoli-Tolosa, 1978; Sarti-
Gutiérrez, Parrilla-Cerrillo, Saldate-Castafieda, & Rodriguez-Peralta, 1989; Tesfaw et al., 2013)

Para cada grupo de alimentos se plantearon diversos escenarios tomando

en cuenta las practicas de manipulacion riesgosas mas asociadas a cada uno de

los grupos de alimentos (Carrasco et al., 2012; Gkana et al., 2016; Hillers et al.,

2003; Ravishankar, Zhu, & Jaroni, 2010b; Snary et al., 2016):
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1) Carne cruda

a. Escenario 1 (E1): Adecuada coccion, pero posterior contaminacion
cruzada entre carne cruda y cocida.

b. Escenario 2 (E2): Inadecuada coccion de carne molida, y posterior
contaminacion cruzada entre carne cruda y cocida.

c. Escenario 3 (E3): Inadecuada coccion de carne molida, pero sin
posterior contaminacion cruzada entre carne cruda y cocida.

2) Productos cérnicos

a. Escenario 1 (E1): Consumo de productos carnicos directo del

empaque sin cocinar en el hogar.
3) Frutasy hortalizas

a. Escenario 1 (E1): Consumo de frutas y hortalizas crudas sin ningin
tratamiento de lavado y/o desinfeccidn.

b. Escenario 2 (E2): Consumo de frutas y hortalizas crudas sin ningun
tratamiento de lavado y/o desinfeccion, y posterior contaminacion
cruzada entre carne cruday los productos hortofruticolas.

c. Escenario 3 (E3): Consumo de frutas y hortalizas lavadas y/o
desinfectadas, pero con una posterior contaminacion cruzada entre
carne cruda y los productos hortofruticolas.

d. Escenario 4 (E4): Consumo de frutos secos como productos listos
para el consumo.

4) Productos lacteos
a. Escenario 1 (E1): Consumo de productos lacteos sin pasteurizar.
5) Mariscos
a. Escenario 1 (E1): Consumo de mariscos crudos.
b. Escenario 2 (E2): Consumo de pescado cocido, pero con posterior

contaminacion cruzada entre el pescado crudo y cocido.

En la Tabla 10 se muestra como se calcularon los escenarios, y en la Tabla
11 los parametros con sus distribuciones que se utilizaron para estimar la

probabilidad de que cada uno de ellos ocurra.
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La probabilidad total de la exposicion a S. enterica en el hogar para cada
alimento se calcul6 sumando la probabilidad de cada uno de los escenarios
planteados. Estas probabilidades fueron generadas mediante la simulacion de
Monte Carlo (10000 interacciones) usando el programa @Risk (versién 6.1,
Palisade Corporation, Nueva York, EUA).

Un analisis de regresion de coeficiente se realizo para evaluar el efecto de

cada uno de los factores de riesgo sobre la probabilidad total.

Tabla 10. Estimacién de la probabilidad de que cada escenario ocurra.

Grupo de alimento Alimento Escenario Probabilidad de que cada escenario ocurra
(1-Fmg) *(Occl_w)

Carne entera E1l (1-Fmg) *(Occl_rw)
(2-Fmg) *(Occl_nc)
(Fmg)* (1-Puc) *(Occl_w)

E1 (Fmg) *(1-Puc) * (Occl_rw)
Carne fresca (Fmg) *(1-Puc) *(Occl_nc)
Carne molida (Fmg)* (Puc) [(P) + (Occl_w)]
E2 (Fmg)* (Puc) [(P) + (Occl_rw)]
(Fmg)* (Puc) [(P) + (Occl_nc)]
E3 (Fmg)* (Puc)* (P)
Productos carnicos Todos E1l (P) *(Fcp)
E1l (P) *(Fcrl) *(Fwdt) *(1-Pcov)
(Ferl) *(Fwdt) *(Pcov)* [(P)+(Occ2_w)]
E2 (Fcrl) *(Fwdt) *(Pcov)* [(P)+(Occ2_rw)]
T?rﬂfjseg‘:ce&to (Ferl) *(Fwdt) *(Pcov)* [(P)+(Occ2_nc)]
Frutas y Hortalizas (Ferl) * (Pcov)* (Occ2_w)
E3 (Fcrl) * (Pcov)* (Occ2_rw)
(Ferl) * (Pcov)* (Occ2_nc)
Frutos secos E4 (P)*(Fer1)
Productos lacteos Todos El (P)*(Pup)
Todos El (P)*(Fcr2)
(1-Fcr2) *(Occl_w)
Mariscos
Pescado E2 (1-Fcr2) *(Occl_rw)

(1-Fcr2) *(Occl_nc)
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Tabla 11. Parametros empleados para evaluar la probabilidad de exposicidon a S. enterica en el hogar.

Parametros Simbolo Caracteristicas y suposiciones Distribucion/Valor Referencia
Prevalencia de S. enterica P Prevalencia del patdgeno en cada producto Distribucion Beta (a1, a2) Tabla 9
Prevalencia de S. enterica en Pm Prevalencia general del patégeno en pescado y Distribucién Beta Tabla 9
pescado y carnes carnes (1392+1, 6871-1392+1)
Distribucion Beta
Frecuencia de consumo de Frecuencia de compra de carne molida, se asume Res (234+1, 1378-234+1) .
carne molida Fmg que es el misma de consumo Pollo (25+1, 1094-25+1) Este estudio
Pavo (25+1, 687-25+1)
Puerco (101+1, 1095-101+1)
. Porcentaje de personas que no consumen la Distribucion Beta .
Porcentaje de carne no PuC came bien cocida, este porcentaje es as®gjala Res (364+1, 1120-364+1) Este estudio
cocida adecuadamente con Ia’1 falta de coccion Aves (259+1, 1618-259+1) Sampers et al., 2012
Puerco (5+1, 100-5+1) Swart et al., 2016
Distribucion Beta
Frecuencia de productos Frecuencia de productos carrfCog® son Tocino (35+1, 690-35+1)
carnicos que se consumen Fcp consumidos directo dlenfGafive Jamén (716+1,1170-716+1) Este estudio
sin un tratamiento adicional Chorizo (18+1, 875-8+1)
Salchicha (293+1, 1170-293+1)
Frecuencia de frutas y Frecuencia de g N ortalizas que son Distribucién Beta
hortalizas que son consumida Ferl consumidas crudas Frutas (1135+1,1392-1135+1) Este estudio
cruda Hortalizas (732+1, 1916-732+1)
Frecuencia de frutas S
hortalizas crudas que s{)n Frecuencia de frutas y hortalizas crudas que son Distribucion Beta .
. L Fwdt . . . ! Frutas (52+1, 1135-52+1) Este estudio
consumidas sin ningdn consumidas sin lavado y/o desinfeccion .
. Hortalizas (28+1, 732-28+1)
proceso de descontaminacion
Porcentaje de personas que son vegetarianas en
Porcentaje de personas que Pcov México. Se asume que los vegetarianos no estan 28 % Nielsen, 2016

solo consumen vegetales

expuestos a contaminacién cruzada con carnes
crudas



Porcentaje de productos
lacteos que se consumen sin
pasteurizar

Porcentaje de persona que
consume maricos crudos

Porcentaje de preferencia de

método para descontaminar

superficies en contacto con
alimentos

Probabilidad de la presencia
de S. enterica después del
proceso de descontaminacion

Ocurrencia de contaminacion
cruzada entre carne y
pescado crudo y cocido

Ocurrencia de contaminacion
cruzada entre carne y
pescado crudo y productos
hortofruticolas

Pup

Fcr2

Ppc

Pps

Occl

Occ2

Porcentaje de las personas que compran
productos lacteos no pasteurizados o que no
saben si estan pasteurizados. El porcentaje de
compra es asociado al consumo

Frecuencia de maricos que son consumidos
crudos

Dato obtenido de la media de los porcentajes de
preferencia de método de descontaminacién para
tablas de picar y cuchillo cuando son usadas para

cortar dos productos diferentes

Porcentaje de superficies (cuchillo y tabla de picar)
positivas a S. enterica después de ser expuesta al
patégeno y recibir un proceso de
descontaminacion

Occl_w=lavado
Occl_rw=enjuagado con agua
Occl_nc= sin limpiar

Occ2_w=lavado
Occ2_rw= enjuagado con agua
Occ2_nc= sin limpiar

Distribucién Beta
Queso (306+1, 1095-306+1)
Crema (185+1,075-185+1)
Leche (88+1, 1082-88+1)
Yogur (148+1, 1083-148+1)

Distribucion Beta
Pescado (21+1, 1677-21+1)
Atln (107+1,1221-107+1)
Mariscos de concha (100+1, 461-100+1)
Camarén (80+1, 1251-80+1)

Distribucion Beta (a1, a2)

Nuevo (314+1, 1199-314+1)
Lavado (463+1, 1199-463+1)
Enjuagado con agua (243+1, 1199-243+1)
Sin limpiar (180+1, 1199-180+1)

Nuevo (0)

Sin limpiar (0.999,1,1)
Distribucion Beta
Enjuagado con agua (0, 0.5,1)
Lavado (0, 0.33,1)

P*Ppc*Pps

Pm*Ppc*Pps

Este estudio

Este estudio

En este estudio

Gkana et al., 2016

Este estudio

Este estudio
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6.2.2 Criterio 2: potencial de desarrollo de S. enterica durante el
almacenamiento en el hogar (Pd)

Pd de Salmonella en cada alimento fue estimado bajo abuso de
temperaturas en condiciones de refrigeracion usando modelos secundarios de-la
tasa de crecimiento. El chorizo, yogurt, frutos secos, frutos citricos, frutillas, y las
hortalizas de tallo, raiz y tubérculos fueron excluidos de este criterio debido a que
su baja actividad de agua, alta acidez y/o componentes antimicrobianos no permiten
el desarrollo de este patogeno (Aguilar-Vazquez, 2015; Alvarez-Ordofiez et al.,
2013; Beuchat & Mann, 2014; Christieans, Picgirard, Parafita, Lebert, & Gregori,
2018; Cirone et al., 2013; Gradl, Sun, Larkin, Chirtel, & Keller, 2015; Hew, Hajmeer,
Farver, Glover, & Cliver, 2005a; Islam et al., 2004; Knudsen, Yamamoto, & Harris,
2001; Nguyen, Friedrich, & Danyluk, 2014; Sanz-Puig, Pina-Pérez, Martinez-Lopez,
& Rodrigo, 2016; Savran et al.,, 2018; Szczawinski, Szczawinska, tobacz, &
Jackowska-Tracz, 2014; Vandamm, Li, Harris, Schaffner, & Danyluk, 2013).

En el caso de las frutas y hortalizas, con excepcion de las hortalizas de
hoja, el modelo empleado para la estimacion fue de un alimento representativo de
cada categoria. Para la seleccion del alimento representativo se tomé en cuenta la
informacion disponible, asi como un alimento cuyo pH estuviera alrededor del
promedio de los alimentos de la categoria que representaba. Pera, melon y pepino
fueron los alimentos seleccionados para frutas de semilla, frutas tropicales y
hortalizas de fruta, respectivamente. Los modelos empleados para evaluar el
potencial 'de desarrollo en los productos hortofruticolas fueron de los productos
picados o rebanados, dado que en estas condiciones los microorganismos pueden
desarrollar (Qadri, Yousuf, & Srivastava, 2015), mientras que cuando el producto
esta entero y sin dafos en la mayoria de los casos no permite el desarrollo de S.
enterica (Castro-Rosas et al., 2010; Da Silva Felicio et al.,, 2015; Delbeke,
Ceuppens, Jacxsens, & Uyttendaele, 2015; Eblen et al., 2004; Kenney & Beuchat,
2002; Knudsen et al., 2001; Podolak et al., 2010; Vandamm et al., 2013).

La mayoria de los modelos secundarios empleados en esta categoria se

obtuvieron de estudios previos (Tabla 6). Sin embargo, para tocino, frutas de



semilla, hortalizas de inflorescencia, crema, leche, queso y pescado no se
encontraron modelos secundarios disponibles, por lo cual se desarrollaron en este

estudio (Apéndice 2). Los modelos secundarios realizados fueron polinomiales

(regresion lineal) usando el programa DMFit (www.combase.cc).

Finalmente, el potencial de desarrollo se estimé empleando los rango de
abuso de temperatura de 7.1 a 15 °C, usando una distribucion general segmentada
(RiskGeneral (7.1,15, {9.5,13.5}, {0.385,0.145}), esta distribucion se" genero
tomando como base la informacion reportada por Macias-Rodriguez et-al. (2013),
quienes encontraron que en Guadalajara alrededor de la mitad de los refrigeradores
domésticos se encontraban en temperaturas de abuso; el 38.5 % y 14.5 % se
encontrabande 7.1 °Ca 12 °C,y 2 12.1 °C, respectivamente. La estimacién de este
criterio fue realizada mediante simulaciones de Monte Carlo (10000 interacciones)
en el programa @RISK (version 6.1, Palisade Corporation, Nueva York, EUA).

6.2.3 Criterio 3: Consumo per capita

Este criterio fue obtenido a partir de la informacion de la encuesta online.
El consumo per capita (CPP) se calculd con la frecuencia de consumo (FC), las
porciones de consumo (PC), el peso de la porcion (P), y el nUmero de semanas que
tiene un afo (S) usando la Ecuacion 2
CPP=FCxPCxPxS Ecuacion 2

6.2.4 Criterio- 4. Probabilidad de que S. enterica cause un brote por un

alimento

Este criterio se obtuvo del valor del factor Pj, probabilidad de que un brote
de S. enterica sea causado por una fuente j, desarrollado por (Pires, Vieira, Perez,
Wong, & Hald, 2012), el cual fue calculado a partir de la informacion de brotes
reportados de 1993 al 2010 en América Latina y el Caribe.
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6.2.5 Estimacién del puntaje final

Los datos para cada alimento estimados en cada criterio fueron
normalizados en una escala del 1 al 5 (Tabla 12). El peso (P) de cada criterio fue
obtenido mediante un panel de expertos en el area de Inocuidad Alimentaria (Tabla
13). El puntaje final se calculd6 sumando la multiplicacion del peso de cada criterio
por su valor normalizado, como se observa en la Ecuacion 3.

Puntaje final de riesgo = Pe*P1 + Pd*P2 + Pp*Ps + Pb*P4 Ecuacion 3

Tabla 12. Valores y valores normalizados de cada criterio.

Criterio Valor promedio Valor normalizado
<0.025
> 0.025 to <0.050
> 0.050to0 <0.100
> 0.100to < 0.200
=0.200
No desarrollé
> 0.000 to < 0.013
>0.013 to £ 0.025
> 0.025 to < 0.050
> 0.050
<1.00
=21.00 to <5.00
Consumo per capita (Pp) =>5.00 to <10.00
= 10.00 to < 20.00
=20.00
0 o no reportado
>0.00t0 < 0.05
20.05t0<0.10
20.10t0<0.20
>0.20

=

Probabilidad de la exposicion de S. enterica en el
hogar a través del consumo de alimentos (Pe)

Potencial de desarrollo de S. enterica durante el
almacenamiento en el hogar (Pd)

Probabilidad de-que un brote de S. enterica sea
causado por un alimento en especifico (Pb)

O ODNRFRORAWONRERORAWDNROPWDN

Tabla 13. Peso de cada criterio asignado por un panel de expertos en Inocuidad

Alimentaria.

Peso (%)

Criterio promedio (95% intervalo de credibilidad)

Probabilidad de la exposicién de S. enterica en el hogar a
) ) 35 (20, 60)
través del consumo de alimentos (Pe)

Salmonella growth potential during storage at home (Pd) 23 (10, 40)
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Per capita consumption (Pp) 18 (10, 35)

The probability of a Salmonella outbreak caused by the
24 (5, 50)
food category (Pb)

La variabilidad e incertidumbre sobre el peso de cada criterio se caracterizé
mediante una distribucion Beta-Pert, en donde el valor maximo, mas probable y
minimo fueron los percentiles del 2.5 %, 50 % y 97.5 % de los datos de los pesos,
respectivamente. Simulaciones de Monte Carlo (10000 interacciones) fueron
realizadas en @RISK (version 6.1 Palisade Corporation, Nueva York, EUA).

Finalmente, un andlisis de sensibilidad se realiz6 utilizando el mismo valor

del peso para todos los criterios.

6.3 Deteccion y cuantificacion de S. enterica de jitomate, mango y pollo

adquirido en puntos de venta en la region centro de México

De acuerdo con el ADCM se seleccionaron tres alimentos para detectar,
cuantificar y aislar S. enterica: mango, jitomate y pollo. Los muestreos se realizaron
en los estados de Jalisco, Aguascalientes y Querétaro. En Querétaro los muestreos
se realizaron durante el 2018 y 2019, en Aguascalientes en el 2019 y Jalisco durante
el 2019 y 2020. Los muestreos de Jalisco fueron realizados por personal del
Laboratorio de Inocuidad de Alimentos del Centro Universitario de Ciencias
Bioldgicas y Agropecuarias de la Universidad de Guadalajara, datos que formaran
parte de una tesis de maestria; y los muestreos en Aguascalientes por personal del
Laboratorio Estatal de Salud Publica de Aguascalientes.

Los muestreos de Jalisco y Querétaro se realizaron en dos periodos,
diciembre-febrero, y julio-septiembre, en tres sitios (mercado, supermercado y
tiendas de la esquina). EI nimero minimo de muestras a analizar por alimento por
periodo en cada estado se emple6 usando la Ecuacion 4 (Jarvis, 2007), donde P es
la probabilidad de obtener una muestra positiva (0.999) y la d la prevalencia en el
alimento, la cual depende del tipo de alimento. El valor d para mango, jitomate y pollo
fue de 0.08, 0.10 y 0.32, respectivamente (Cardenas et al., 2013; Charles-Hernandez,

Medina-Solis, & Hernandez-Romano, 2007; Leal-Cervantes et al., 2018; Miranda et al.,
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2009; Ragazzo-Sanchez et al., 2009; Rodriguez-Ceniceros et al., 2016; Villalpando-
Guzman et al., 2017a; Zaidi et al., 2006). El minimo numero de muestra a analizar

fueron 55, 43y 12, respectivamente.

l 1-P. .,
n = 291007P0) Eoacion 4
logyo (1-4d)

Cada muestra (una pieza de mango, una pieza de jitomate, un-filete de
pechuga de pollo, o una cuarta parte de una pechuga de pollo) fueron pesados
dentro de una bolsa estéril y se les adicion6 agua peptonada amortiguada (APA)
[10 g de peptona (Neogen Acumedia, Michigan, USA), 5 g de cloruro de sodio
(Karal, Aguascalientes, México), 3.5 de fosfato disddico - anhidro (Karal,
Aguascalientes, México), and 1.5 de fosfato de potasio (Karal, Aguascalientes,
México) por litro] en una relacién 1:1 (p/v). Las muestras se homogeneizaron
mediante masaje manual durante un minuto y Se dividieron en dos alicuotas. Los
homogeneizados de tomate y mango se dividieron en volumenes iguales (alicuota
1 y alicuota 2). EI mango o tomate se quedd en la alicuota 1. Para los
homogeneizados de muestras de pollo se retiraron 33.3 mL y se colocaron en un
tubo Falcon (alicuota 2), y el trozo de pollo y el volumen restante conformaron la
alicuota 1. En todos los casos, la alicuota 2 se almacend en refrigeracion (4 = 1 °C)
para la cuantificacion adicional de patdgenos en muestras positivas. La alicuota 1
fue empleada para la deteccidn de S. enterica usando el método para la deteccion
molecular de Salmonella 3M™ (MDS) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El kit consta de tubos de lisis para la extraccion del ADN y microtubos de
reaccion parala amplificacion isotérmica. Brevemente, la alicuota 1 se incub6é a 41.5
°C/19.h. De las muestras pre-enriquecidas se trasfirieron 20 uL a los tubos de lisis,
se colocaron en un blogue térmico a 100 °C por 15 min, y se dejaron enfriar por 10
min. Del tubo de la solucién de lisis se transfirieron 20 yL a los microtubos de
reaccion. Los microtubos se colocaron en el equipo MDS para su deteccion. Las
muestras positivas se confirmaron mediante la metodologia de cultivo tradicional
propuesta por la FDA (FDA, 2018). Brevemente, se transfirié un mililitro del caldo
de preenriquecimiento a 10 mL de caldo de tetrationato (TT, Neogen Acumedia®,
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Michigan, EUA), y de 0.1 mL a 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV, Neogen
Acumedia, Michigan, EUA). Los tubos RV y TT se incubaron a 42 y 43 °C,
respectivamente, durante 24 h en un bafio de agua circulante controlado
termostaticamente. Después de la incubacion, los tubos se agitaron en un vortex y
las alicuotas se estriaron sobre agar sulfito de bismuto (BS, Neogen Acumedia,
Michigan, EUA.) y agar xilosa lisina desoxicolato (XLD, Neogen Acumedia,
Michigan, EUA). Todas las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h. Las cepas
presuntivas a S. enterica se confirmaron mediante la deteccion de un-fragmento
especifico del gen 16s rRNA (MinF: ACGGTAACAGGAAGMAG, MinR:
TATTAACCACAACACCT). Para la mezcla de reaccion se emplearon 5.0 pyL de la
mezcla de reaccion (Green GoTaq, Promega, Madison, USA),), 0.5 pL de MinF (10
pm), 0.5 pL MinR (10 pM), 3.0 pL de agua libre de nucleasasy 1.0 uL de ADN. Las
condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se realizo en el
termociclador TC-512 (Teche, Cambridge, UK), y las condiciones fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial 94 °C/3 min, amplificacion de 30 ciclos
(desnaturalizacion 94 °C/20 s, alineacion 55 °C/30 s, y extension 72 °C/30 s), y
extension final 72 °C/2 min. Los productos de la PCR se corrieron en un gel al 2 %
de agarosa (Bioline, London, UK) con 0.004 % de SYBER® Safe (Invitrogen,
Carlsbad, USA). Los geles fueron revelados en el fotodocumentador EDAS 290
(Kodak ®, Rochester, EUA). Las cepas aisladas de S. enterica se conservaron en
caldo soya tripticaseina (CST; Difco, Detroit, EUA) con 15 % de glicerol en

congelacion a -80 °C.

6.3.1 Andlisis estadistico

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para determinar si el tipo de
alimento, el lugar de muestreo, el sitio de muestreo y el periodo tuvieron un efecto
significativo sobre la prevalencia y concentracion del patdégeno. El andlisis
estadistico fue realizado en RStudio version 3.6.2 (RStudio, PBC, Boston, MA).
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6.4 Caracterizacion de la huella genotipica y fenotipica de cepas de S.
enterica aisladas de jitomate, mango y pollo

Todas las cepas de S. enterica aisladas en el punto anterior y cepas
obtenidas de casos clinicos se caracterizaron de acuerdo con su HG y HF. La
evaluacion genotipica consistio en la determinacidon de genes de virulencia
(virulotipificacion), mientras que en la fenotipica se evalué la resistencia a
antibioticos, la capacidad de desarrollo a condiciones acidas y la formacion de
biopeliculas.

A continuacion, se explica cOmo se prepararon las cepas empleadas para
todos experimentos. Los cultivos de stock de las cepas de S. enterica se activaron
transfiriendo 20 pL del cultivo a tubos con CST y se incubaron 35 °C por 24 h.
Después del tiempo de incubacién, se tomé una asada de cada tubo y se estriaron
en tubos de agar base sangre (ABS; Neogen Acumedia, Michigan, EUA) inclinados
y se incubaron a 35 °C por 24 h. Los cultivos de trabajo se almacenaron a 4°C.
Estos cultivos se renovaron cada 2 meses, siguiendo la metodologia antes
mencionada. A partir de los cultivos de trabajo se prepararon cultivos frescos
tomando una asada de cada uno y se inocularon en tubos con CST, los cuales se
incubaron a 35 °C/24 h. Este procedimiento se repitid, pero con un tiempo de
incubacion de 19 h. Los cultivos frescos se lavaron con solucion salina isotonica
(SSI; 0.85 % de NaCl) mediante centrifugacion a 15,000 x g por 3 min. Este
procedimiento se realizé dos veces y finalmente los paquetes celulares se
resuspendieron en SSI. Se determiné el recuento inicial de cada cepa empleando
agar soya tripticaseina (AST; Neogen Acumedia, Michigan, EUA) y se incubaron las
placas a 35 °C/24 h.

6.4.1 Virulotipificacion

Se evaluo la presencia de trece genes de patogenicidad de S. enterica presentes
tanto en el cromosoma (hilA, agfA, orgA, sipA, sifA, sseF, sseL, invA, ssaQ), en
profagos (sspH1, sopE) y en plasmidos (spvC, pefA) (Tabla 14). La evaluacion se

realizO mediante cuatro reacciones de PCR-multiples, que se estandarizaron y

52



validaron previo a su uso. S. Typhimurium ATCC 14028 que contiene agfA, orgA,

SipA, sifA, sseF, sseL, invA, ssaQ, sspH1, pefAy spvC, y S. Heidelberg que contiene

agfA, orgA, sipA, sifA, sseF, ssel, invA, ssaQ, sspH1 y sopE se utilizaron como

controles positivos. EI ADN de las cepas se extrajo por calor a 95 °C por 15 min y

se centrifugd a 15,000 x g durante 60 s. Las condiciones de reaccién y de PCR se

muestran en la Tabla 15. El equipo para realizar la amplificacion, asi como el equipo

y condiciones de la electroforesis fueron las mismas que se emplearon para la

deteccion del gen 16s rRNA.

Tabla 14. Iniciadores para la deteccion de genes de virulencia de S. enterica.

Gen Iniciadores Peso (pb) Referencia
. F: GGTTCAATCCGAGAGTCTGCAT
hila R: AGGCCAAAGGGCGCATA 66 Bohez et al., 2006
A F: CGCGCTTGATGAGCTTTACC " Kim, Ryu, Biswas, &
R: CTCGTAATTCGCCGCCATTG Ahn, 2014
oraA F: TTTTTGGCAATGCATCAGGGAACA 255 Skyberg, Logue, &
9 R: GGCGAAAGCGGGGACGGTATT Nolan, 2006
. F: CCAGGGGTCGTTAGTGTATTGCGTGAGATG
SIPA R: CGCGTAACAAAGAACCCGTAGTGATGGATT 550 Skyberg et al., 2006
F: ACTCCTTGCACAACCAAATGCGGA .
spvC R: TGTCTCTGCATTTCGCCACCATCA 571 Chiu & Ou, 1996
. F: TTTGCCGAACGCGCCCCCACACG
SifA R: GTTGCCTTTTCTTGCGCTTTCCACCCATCT 449 Skyberg et al., 2006
F: GGGCCGCTCAGCCGAACCAG
pefA R: GCAGCAGAAGCCCAGGAAACAGTG 157 Skyberg et al., 2006
F: GGATTCCACGTTGAGCATTT .
agfA R: GTTGTTGCCAAAACCAACCT 313 Smith et al., 2010
SODE F: TCAGTTGGAATTGCTGTGGA 665 Hopkins & Threlfall,
P R: TCCAAAAACAGGAAACCACAC 2004
ssad F: GAATAGCGAATGAAGAGCGTCC 613 GHoenrgg‘z_ﬁZ‘f/'goé
R: CATCGTGTTATCCTCTGTCAGC '
Mendoza, 2006
F: TTCCGCGACAACCGACCTTTCTAA
) R: TTCTTGAACCAGACCTTGCGTTGC 169 Peterson etal., 2010
ccor F: ATGCGCAAATAATGGTTGAT - vaheov(‘;:/nvg:’ .
R: TCAGGCGCGTTAACAGGACG gowda,
Karunasagar, 2011
sspH1 Fr TGCAGAAAAAGGGGAATACG 221 Borriello et al., 2012

R: GCAGCCTGAAGGTCTGAAAC
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Tabla 15. Condiciones de la mezcla de reaccion y de los PCR multiples para la

deteccion de genes de virulencia.

Condiciones de

PCR multiples Genes de virulencia Mezcla de Reaccién PCR
Green GoTag 2X 7.5 uL
efAF (10 uM 0.3 puL
pefA 157 pb P (10 M) H
pefAR (10 pM) 0.3 puL
94° C/'3 min
orgAF (10 pMm 0.9 uL .
OrgA 255 pb 9 ( H ) H 27 ciclos
OrgAR (10 uM) 0.9 pL 94°C/30 s
M1 . °
, iNVAF (10 pM) 0.9 1L 57 °C/30's
invA 341 pb VAR (10 UM L 72°C/30's
VAR (10 uM) & 72 °C/5 min
SipAF (10 uM 0.9 uL
SipA 550 pb 'p (10 uM) !
sipaR (10 uM) 0.9 uL
DNA 1.5uL
Green GoTag 2X 7.5 yL
hilA 66 pb hilAF (10 uM) 0.3 puL
hilAR (10 pM) 0.3 uL 94 °C/ 3 min
sifA 449 pb SIfAF (10 pM) 0.9 uL 33 ciclos
) 94 °C/30 s
M2 SIfAR (10 uM) 0.9 uL 57 °C/30 s
ssaQ 667 pb ssaQF (10 uM) 0.9 uL 72 °C/30 s
ssaQR (10 pM) 0.9 pL 72 °C/5 min
H20 3.0uL
DNA 1.5 pL
Green GoTaqg 2X 7.5 pL
sseL 169 pb sseLF (10 uMm) 0.5 uL
94°C/ 3 min
sseLR (10 uM) 0.5 puL 40 ciclos
sspH1 221 pb sspH1F (10_uM) 1.0 uL 94°C/30s
M3 o
sspH1R (10 pM) 1.0 pL 53°C/45s
72°C/30s
sopE 665 pb SOpEF (10 uM) 1.5uL 72°C/5 min
SOpER (10 puM) 1.5uL
DNA 1.5uL
Green GoTaqg 2X 10 pL
agfA 313 pb agfAF (10 uM) 0.95 pL
94 °C/ 3 min
agfAR (10 pM) 0.95 pL 47 ciclos
M4 spvC 571 pb spvCF (10 uM) 0.55 pL 94 °C/30 s
SpvCR (10 pM) 0.55 L 55 °C;50 S
72 °C/30s
sseF 888 pb sseFF (10 uM) 2.5 uL 72 °C/5 min
sseFR (10uM) 2.5 uL
DNA 1.5uL
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6.4.2 Resistencia a antimicrobianos

Se evalud la susceptibilidad a 14 antibidticos: amikacina (AK, 30 pg),
ampicilina (AMP, 10 ug), carbencilina (CB, 100 ug), cefalotina (CEP, 30 pg),
cefoxitina (CFX, 30 ug), ciprofloxacino (CIP, 30 pg), cloranfenicol (CHL, 30 pg),
gentamicina (GEN, 10 pg), netilmicina (NET, 20 ug), nitrofurantoina (NFT, 300 pg),
norfloxacina (NOF, 10 pg), trimetoprima/sulfametoxazol (SXT, 1.25/23.75 pg),
estreptomicina (STR, 10 ug), tetraciclina( TET, 30 pg), empleando el método de
difusion en disco en agar Muller-Hilton (Bioxon, Cuautitlan Izcall, México), siguiendo
la metodologia del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI, 2015, 2017).
Los diametros de las zonas de inhibicion se midieron y se clasificaron en resistentes,
resistencia intermedia y susceptibles de acuerdo con lo establecido en el CLSI. Se
empled Escherichia coli ATCC 25922 como control de calidad. Las cepas fueron
clasificadas como MRA cuando fueron resistentes a tres o0 mas antibioticos de al

menos tres familias diferentes (Magiorakos et al., 2012).

6.4.3 Evaluaciéon del comportamiento de S. enterica a condiciones acidas

La evaluacion del comportamiento de S. enterica en condiciones acidas se
evalu6 por un método indirecto (turbidimetria) a dos condiciones de acidez:
moderada (pH=5) y severa (pH= 4). Se empledé CST como medio de cultivo el cual
fue previamente ajustado con HCI 1 N al pH indicado. Se emplearon microplacas de
96 pozos, y en cada pozo se adicionaron 180 uL de los medios evaluados y
posteriormente se inocularon con 20 uL de las cepas a analizar (~1x10° UFC/mL).
Las microplacas se incubaron a 25 °C durante 30 h. Aproximadamente cada 2 h se
midi6 la densidad Optica a 600 nm en un el espectrémetro Multiskan 60 (Thermo
Scientific, Waltham, EUA). Se realizaron dos experimentos independientes con tres
replicas cada uno. Con los datos de desarrollo se modelaron curvas de crecimiento
empleando tres diferentes modelos (Baranyi y Roberts, Gompertz y Scale Free) en

el programa in DMFit v.3.5 (www.combase.cc). Se eligio el mejor modelo evaluando

el coeficiente de regresion ajustado (R?) y el error estandar del ajuste (error

cuadratico medio ECM). Empleando el mejor modelo se estimaron los parametros
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de desarrollo, fase Lag, que para los métodos turbidimetros es en realidad el tiempo
de deteccion (TD), y la velocidad de desarrollo (i), de cada una de las cepas a las
dos condiciones.

La variabilidad intra-especie de los aislados de S. enterica se caracterizé
mediante una escala semicuantitativa del desarrollo global de cada cepa. Esta
escala se calculé usando dos criterios: el TD y la y. Cada uno de estos criterios se
dividio en tres niveles denominados lento, moderado y rapido a los cuales se les
asignd un valor numérico 1, 2 y 3, respectivamente. En el caso del TD, en el nivel 1
se encontraron aquellas cepas que tuvieron un valor de TD mayor al de la media +
una desviacién estandar, en el nivel 2 aquellas cuyo valor de TD estuvo entre la
media + una desviacidn estandar y el nivel tres las cepas que presentaron un valor
de TD menor a la media + una desviacion estandar. Para el caso de la y, el nivel 1
incluyé las cepas con una g menor a la media = una desviacion estandar, en el nivel
2 aquellas con un valor de u entre la media + una desviacion estandar y el nivel tres
las cepas con un valor de pu fue mayor a la media + desviacidon estandar. La media
y desviacidon estandar de ambos parametros unicamente fueron calculados con los
valores de las cepas de Querétaro y se mantuvieron fijos para caracterizar las cepas
provenientes de los otros estados.

El desarrollo global de cada cepa se calculé multiplicando el valor asignado
de acuerdo con su TD y la p (Tabla 16). La escala semicuantitativa se dividi6 en las
siguientes categorias: muylento (puntaje=1), lento (puntaje = 2), moderado (puntaje

= 3 0 4), alto (puntaje = 6), muy alto (puntaje =9) y sin desarrollo (puntaje =0).

Tabla 16. Niveles de los parametros empleados para estimar el desarrollo global
de los aislados de S. enterica.

Tiempo de deteccién

Moderado (2 Lento (1)
s o Rapida (3) 3
'g ®§ derada (2
5 g § Moderada (2) 2
o (o))
> O Lenta (1) 3 2 1
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6.4.4 Evaluacion de laformacion de biopeliculas

La capacidad de formacion de biopeliculas de los aislados de S. enterica
se determindé mediante la metodologia propuesta por Beshiru, Igbinosa e Igbinosa
(2018) con algunas modificaciones. Brevemente, en una microplaca de 96 pozos se
adicionaron 180 pyL de CST en cada pozo y cada uno se inoculé con 20 pL de la
suspension de las cepas del patégeno (~1x10° UFC/mL). Las microplacas se
incubaron por 24, 48 y 72 h. Transcurrido este tiempo se evaluo el desarrollo del
patégeno en el espectrofotometro Multiskan 60 a una absorbancia.de 600 nm.
Posteriormente, se decanté la placa y se realizaron dos lavados sucesivos con 200
ML de SSI, se adicionaron 200 uL de metanol al 99 % y se dejo actuar por 15
minutos; trascurrido el tiempo se decanté y se adicionaron 200 uL de cristal violeta
(0.1 %) (Meyer, Ciudad de Meéxico, México), dejando reposar por 5 min.
Nuevamente se realizaron dos lavados con 200 pL de agua destilada. La placa se
dejo secar y su contenido se solubilizé con 200 yL de acido acético glacial 30 %
(Meyer, Ciudad de México, México) y ‘se midi6 la absorbancia a 595 nm. Se
realizaron tres experimentos independientes con tres réplicas cada uno.

Los aislados de S. enterica fueron clasificados de acuerdo a lo propuesto
por Stepanovi¢ et al. (2000) en no formadoras, formadoras débiles, formadoras
moderadas y altamente formadoras usando el promedio de DOsgsnm.

Finalmente, tomando en cuenta la formacion de biopeliculas a través del
tiempo las cepas se clasificaron de acuerdo con su persistencia. Para realizar esta
clasificacion se emplearon 2 criterios: 1) Tiempo de formacion (TF), y 2)
Clasificacion de la formacion de biopeliculas (CFB).

La capacidad de persistir (CP) de las cepas de S. enterica se calculd
empleando la Ecuacién 5 donde el valor de TF alas 24,48y 72 hfuede 1,2y 3,
respectivamente, y el valor de la CFB fue de 0 a 3, dependiendo la clasificacion

obtenida con la metodologia anterior.

CP = (TFy4 * CFByy) + [ TFyg % (CFByg — CFBy4 )] + [ TFyy % (CFB7, — CFByg )]
Ecuacion 5
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Las cepas se clasificaron en: no persistentes (puntacién=0), muy baja
persistencia (puntacion= 1 o 2), baja persistencia (puntuaciéon= 3 o 4), persistencia

moderada (puntuacion 5 o 6), persistencia alta (7 o 8) y persistencia muy alta (9).

6.4.5 Andlisis estadisticos

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) y comparaciones de medias
con la prueba t de Student y Tukey. También se realizaron asociaciones entre
diferentes variables mediante tablas de contingencia y la prueba de Pearson o
regresiones lineales. Los analisis estadisticos se realizaron en el programa RStudio
3.6.2 (RStudio, PBC, Boston, MA).

6.4.6 Integracion de lainformacién de la huella genotipica y huella fenotipica

para la seleccion de cepas

Se integré la informaciéon de la HG y HF de las cepas mediante un analisis
de factores mdltiples y posteriormente se realizé una agrupacion jerarquica de las
cepas en 7 grupos. De cada grupo se seleccionaron cepas para los experimentos

subsecuentes.

6.5 Evaluacién de la variabilidad intra-especie en la probabilidad y severidad
de la infeccion de S. enterica en humanos vehiculizada en diferentes

matrices

6.5.1 Evaluacion de la variabilidad intra-especie en sobrevivencia de S.

enterica en condiciones gastricas

La evaluacion de la sobrevivencia de S. enterica en condiciones gastricas
se desarrolld simulando el comportamiento del patdgeno en la fase de la boca y
estomago.

Un mililitro de agua destilada estéril se inocul6 con 100 pL de una
suspension de S. enterica (1 x 10° UFC/mL) y se dejoé reposar 1 h. Posteriormente

se le adicionaron 5 mL de la saliva humana y se homogenizo durante un minuto. La
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saliva humana se obtuvo de 3 voluntarios sanos en ayunas, cada uno se enjuago
por 1 min la boca con 5 mL de agua, posteriormente simularon el proceso de
masticacion con otros 5 mL de agua por otro 1 min. La muestra de saliva se recopild
en cada uno de los pasos, este proceso se repitio 3 veces. Las muestras de saliva
de los tres voluntarios se conjuntaron en una sola.

Posteriormente a la mezcla (agua/saliva/S. enterica) se le adicionaron 5 mL
de jugo gastrico artificial a pH 2.0 + 0.2 (6.9 mM KCI, 0.9 mM KH2POg4, 25 mM
NaHCOs, 47.2 mM NaCl, 0.1 mM MgClz(H20)s, 0.5 mM (NH4)2CO3, 9.75 mM CaCl2
(H20)2 [Karal, Aguascalientes, México], y 0.055 g de pepsina [2250 unidades/mg
sélido, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) y se incub6 en un bafio con agitacion (150
rpm) durante 2 horas a 37 °C.

En cada una de las fases (boca y estomago) se realiz6 el recuento de S.
enterica, mediante la técnica de extensién en .superficie empleando agar SB
(Bioxon, Cuautitlan lzcall, México). Las placas se incubaron a 35 °C por 24 h. Para
realizar los recuentos de las cepas que fueron expuestas al jugo gastrico artificial
se les adicion6 5 mL de una solucion amortiguadora de Krebs-Ringer (118 mM de
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM MgSOg4, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM NaHCOs3, 11 mM
Glucosa y 2.5 mM CacCl: [Karal, Aguascalientes, México]) y se ajustaron con NaOH
1 N a6.8 +0.2. Las soluciones se dejaron reposar 30 min y transcurrido el tiempo
se realizaron los recuentos.

Se calcularon las reducciones de cada una de las cepas evaluadas, y se
realizd un analisis ANOVA (RStudio version 3.6.2, PBC, Boston, MA) para
determinar si la agrupacion, el virulotipo, la MRA, y el origen tenia algun efecto

significativo sobre el comportamiento en la simulacion gastrica.

6.5.2 Reagrupacion de las cepas de S. enterica

Las cepas que se seleccionaron se reagruparon usando nuevamente un
analisis de factores multiples y una agrupacion jerarquico afiadiendo la informacion
de su sobrevivencia en condiciones gastricas. Con esta informacion se clasificaron
las cepas en tres niveles de virulencia (alta, moderada, baja) y se seleccionaron dos

cepas de cada nivel, una de las cepas MRA y otra no.
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6.5.3 Evaluacion del efecto de la matriz alimentaria en la sobrevivencia de

cepas de S. enterica en condiciones gastricas

El efecto de la matriz alimentaria (mango, jitomate y pollo) sobre la
sobrevivencia de las 6 cepas seleccionadas de S. enterica se evalué empleando la
misma metodologia del punto 6.5.1. Solo que durante la simulacion de la fase del
estomago se realizaron recuentos a los 30 s, 30, 60, 90 y 120 min.

Para describir la cinéticas de inactivacion de las cepas de S. enterica en
condiciones gastricas se empled el modelo de Geeraerd con cola (Geeraerd,
Valdramidis, & Van Impe, 2005) (Ecuacion 7) cuando fueron vehiculizadas en agua,
jitomate y mango, en donde No es la poblacion inicial, Nres €s la poblacién residual
que representa la cola de sobrevivencia, t es el tiempo. y kmax (Min?) es la tasa

especifica de inactivacion.
Nt=No —Nres -ekmaxt+Npos  Ecuacion 7

Para evaluar las cinéticas de inactivacion cuando el patégeno se vehiculizé

en pollo se empleo el modelo log lineal (Ecuacion 8)
Ne=No -e-kmaxt Ecuacion 8

Los modelos fueron realizados empleando el programa GlnaFIT version 1.6
(Katholieke Universiteit Leuven, Belgium).

De ‘igual forma se evalu6 la probabilidad de cada cepa de sobrevivir a
condiciones gastricas P(sca). Los recuentos bacterianos asumieron una distribuciéon
de Poisson, en donde la concentracion (Log) tiene una distribucion normal. Para
evaluar P(scc), se emplearon los datos del recuento en boca (Logs) y en estomago

después de los 120 min (Loge120), empleando la Ecuacién 9 y Ecuacion 10.
Loge120= Logg + Dn Ecuacion 9

P(sce) = 10P" Ecuacién 10
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6.5.4 Evaluacién de la variabilidad intra-especie en la probabilidad y
severidad de la infeccién de S. enterica

La evaluacion de la probabilidad y severidad de la infeccion de cepas de S.
enterica se realizé empleando un modelo gastrointestinal dinamico e integrado in
vitro/ex vivo. En este modelo se simularon las fases de la boca, estomago e
intestino. Las fases boca y estdbmago se realizaron como se explico en el punto
6.5.1. La fase intestinal se realizé empleando el modelo ex vivo desarrollado por
Campos-Vega et al. (2015). Brevemente, a la mezcla procedente del estomago, se
le adicionaron 5 mL de una solucién amortiguadora de Krebs-Ringer (118 mM de
NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM MgS0O4, 1.2 mM KH2PO4, 25 ' mM NaHCO3, 11 mM
Glucosa y 2.5 mM CaCl2) gasificada con CO2 y adicionada con 2.6 mg de
pancreatina (pancreas bovino (8xUSP, Sigma-Aldrich, St Louis, USA) y 3 mg de bilis
de buey (Sigma-Aldrich, St Louis, USA), y se ajusté a pH 6.8 £ 0.2. Dentro de esta
solucién se colocé un saco invertido de un segmento de ileon de rata Wistar el cual
contenia 1 mL de la solucién Krebs-Ringer, y se incubd en un bafio con agitacién
(150 rpm) a 37 °C por 90 min con-agitacion continua. Transcurrido el tiempo se
realizaron los recuentos de S. enterica como se menciond anteriormente en: 1) la
solucion externa del saco, 2) la solucién interna del saco, y 3) el saco. Para
cuantificar las células adheridas al saco este se lavo 5 veces en 5 diferentes
recipientes que contenian SSl, con la finalidad de eliminar las células no adheridas
al tejido; posteriormente el liquido interno se retir6 mediante una incision con tijeras
estériles y se emple6 para cuantificar las células que invadieron el tejido. El tejido
se colocé. en una bolsa estéril y se le adicionaron 10 mL de una solucién
amortiguadora de fosfatos para contar las células adheridas.

El saco invertido se empled para poder evaluar la adhesion e invasion
intestinal de S. enterica. El segmento de ileon se obtuvo de ratas macho de la cepa
Wistar (250 a 300 g de peso corporal), las cuales se adquirieron en el Bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México,
Campus Juriquilla. La obtencion del saco intestinal invertido se realizdé en una zona

libre de bacterias patdgenas. Para el sacrificio de las ratas, estas se anestesiaron
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en una cadmara de CO2 (60 %). Posteriormente se les realiz6 una incisibn abdominal

en la linea media y luego un corte en la aorta para provocar su muerte instantanea.

6.5.4.1 Estimacion de la probabilidad de infectar de S. enterica

La probabilidad de infectar (Pin) de S. enterica se determiné considerando
la concentracion del patdégeno en cada etapa [boca, estobmago, intestino 1 (afuera),
intestino 2 (tejido), e intestino 3 (adentro)], empleando la formula propuesta por

Wijnands, Teunis, Kuijpers, Delfgou-Van Asch, & Pielaat (2017), Ecuacién 10.
Log(Pint): > °n=1 Dn Ecuacion 10

De igual forma se calcul6 la reduccion gastrica contemplando la
concentracion en la fase de la boca y estbmago, y se calcularon los radios entre las
células adheridas y las que llegaron a la luz intestina (Raowi), y el radio de las células
que invadieron y las que se adhirieron (Rin/ap).

6.5.4.2 Evaluacioén del dafo

Para la evaluacién histopatolégica, cada segmento intestinal se fijé en
formalina al 15 % y se procesaron mediante procedimientos estandar para la
incrustacion de parafina. Los cortes se realizaron de 4 a 5 micras de grosor
coloredndose con Hematoxilina-Eosina. Las muestras tefiidas se observaron en un
microscopio de contraste de fase Zeiss Axio D1 (Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Alemania) usando un filtro 54 HEC/Y/HR a 2.3 V y 100x. La severidad de la infeccion
(Sinf) fue realizada a ciegas por un patdlogo que se centré en dos parametros:
integridad epitelial e infiltracién de leucocitos polimorfonucleares (PMN) en la lamina
propia. La integridad epitelial se clasificO como sin cambios (0), descamacion (1),
erosion (2) y ulceracion (3); mientras que los PMN como sin agregaciones (0), una
agregacion pequefia (1), varias agregaciones de células (2) y gran agregacion de

células (3).

6.5.5 Andlisis estadistico
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La variabilidad de la Pinty Sint entre las cepas de S. enterica se evalu6
mediante un analisis de varianza y se realiz6 una comparacion de medias por la
prueba de Tukey. Los analisis fueron realizados en el programa RStudio version
3.6.2 (RStudio, PBC, Boston, MA).

6.6 Andlisis de la secuenciacion del genoma completo (SGC)

6.6.1 Extraccion de ADN

Las cepas de S. enterica se cultivaron en ATS a 35 °C durante 19-h. Luego,
se extrajo el ADN utilizando un kit ZymoBIOMICS DNA Microprep (Zymo Research,
Irvine, EUA). La calidad del ADN y la concentracion se midieron utilizando el
nanodrop 2000 / 200c (Thermo Scientific TM, Waltman, EUA).

6.6.2 SGC

Las muestras de ADN se enviaron a Macrogen Inc. en Seul, Corea del Sur,
para la secuenciacién del genoma completo. Brevemente, las librerias genémicas
se sintetizaron utilizando el kit TruSeg Nano DNA (llumino, San Diego, EUA), y se
secuenciaron (lecturas de pares) empleando la Plataforma lllumina. Los archivos de
secuencia FASTQ se obtuvieron utilizando el paquete bcl2fastq de lllumina.

El ensamblaje de las secuencias se realizé usando Unicycler version 0.4.8
y la anotacion usando Prokka version 1.14.5 en el servidor Galaxy

(www.usegalaxy:orq).

6.6.2.1 Analisis del pan-genoma

El analisis del pan-genoma se realizé utilizando los archivos gff3 obtenidos
en el programa Roary version 3.13.0, con un 95 % como porcentaje minimo de
identidad para blastp y un 99 % como porcentaje minimo de identidad de un gen
para formar parte del genoma nucleo (core genoma). Se creo un arbol filogenético

y la visualizacion del pan-genoma con Phandango (http://phandango.net).
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6.6.2.2 Serotipificacion, tipificacion multilocus de secuencias y deteccion de

genes de virulenciay resistencia a antibioticos

Los genomas ensamblados se utilizaron para evaluar el serotipo, las
secuencias tipo (ST), y la presencia de genes de virulencia y resistencia a
antimicrobianos. El serotipo y la prediccion del ST se realizaron utilizando los
servidores SeqSero 1.2 (Zhang et al., 2015) y MLST 2.0 (Larsen et al., 2012). La
presencia de los genes resistentes a los antimicrobianos adquiridos y las
mutaciones cromosOmicas asociadas a la resistencia a los antimicrobianos se
obtuvieron utilizando el servidor ResFinder 4.1 (Bortolaia et al., 2020; Zankari et al.,
2017) (https: //cge.cbs.dtu. dk / services / ResFinder /). Finalmente, la presencia de
genes de virulencia se realizé mediante el servidor MyDbFinder 2.0, que permite
identificar genes en un genoma mediante el uso de una base de datos propia. La
base de datos de S. enterica empleada contenia 391 genes (18 genes de
regulacion, 164 genes de adhesién, 6 genes de colonizacién, 49 genes de invasion,
41 genes de maduracién de SCV, 22 de genes asociados a la replicacion dentro de
los genes del huésped y 91 de genes asociados a la resistencia ante los
mecanismos de defensa del huésped). Esta base se cre6 empleando las secuencias
de las bases de datos: factores de virulencia (VFDB) (http://www.mgc.ac.cn/VFs/),
factor de virulencia Victors (http://www.phidias.us/victors), KEEG base de datos
(https: / /Iwww.kegg.jp/kegg/genes.html) y UniProt (https://www.uniprot.org/). Se
empleo un 90 % como porcentaje minimo de identidad, y una longitud minima del
80 %.

6.6.3 Integracion de la SGCy lavirulencia de S. enterica

La asociacion de la SGC y la capacidad de virulencia de las seis cepas de
S. enterica, se realiz6 mediante un analisis de componentes principales. Para ello
se empled el promedio de la reduccidn gastrica, Rapiwi, Rinvap, Pint, integridad
epitelial, PMN y Sint, asi como la presencia de los genes de virulencia y resistencia
a antimicrobianos que variaron entre las seis cepas. Cuando el gen estaba presente

se coloco un valor de 1y si estaba ausente 0. Para obtener una mejor visualizacion
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de los resultados se crearon conjuntos de genes de acuerdo con su perfil de
frecuencia en las cepas. Conjunto 1 = fliB, sttACDEF y STM0557, conjunto 2 = fljA
sciC-scil, sciK-sciT y vgrS, conjunto 3 = pegABCD, conjunto 4 = sefABC, pefBACD,
steABC, sopE, ssel / srfH, gtgE, spvRABCD, mig -5, rck, sseK3 y SodCl, conjunto 5
= staABCDEFG, pltBA, hlyE y oafA, conjunto 6 = stcABCD, stkABCDEFG y stjACB,
conjunto 7 = tcfABCD, conjunto 8 = IpfABCDE, sspH1, sspH2, envF, sseK2, sciUV
y msgA, conjunto 9 = tae4, conjunto 10 = sseK1, conjunto 11 = gogB, conjunto 12 =
gtgA, conjunto 13 = aac (3) -IV, apH (3") -1a, aph (4) -La, blacTX.M-65, sull y aadAl,
conjunto 14 = dfral2 y tet (A), conjunto 15 = aadA2 y conjunto 16 = qnrB19 y sciJ.
El analisis estadistico se realiz6 utilizando RStudio versién 3.6.2 (RStudio, PBC,
Boston, MA).

6.7 Evaluacion cuantitativa del riesgo de S. enterica por el consumo de pollo

en laregion centro de México

Se desarrollé6 un modelo base empleando la simulacion Monte Carlo para
evaluar el riesgo de consumo doméstico de pollo en piezas o filetes asociado a S.
enterica para la poblacién de la region centro de México (Aguascalientes, Colima,
Ciudad de México, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, México, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Querétaro). EI modelo cubre la cadena de suministro desde el punto de
venta minorista del pollo ‘crudo hasta el consumo doméstico. Se propusieron
dieciséis escenarios diferentes; de ellos, cuatro no son riesgosos, debido a las
practicas de consumo. El modelo considera seis pasos: compra en el punto de
venta, transporte por parte del consumidor, almacenamiento en casa, coccion,
manipulacion después de la coccion y consumo. La Figura 12 y la Figura 13
muestran el diagrama de flujo de cada escenario, y la Tabla 17 muestra las entradas
para calcular la frecuencia de cada escenario, y la Tabla 18 como se calcularon. El
modelo se construydé con 100.000 interacciones utilizando @Risk (version 6.1,
Palisade Corporation, Nueva York, EUA).
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cada simbologia se describe en las Tablas 17, 18 y 19.
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Tabla 17. Parametros empleados para determinar la frecuencia de cada escenario.

Parametros Simbolo Valor/Distribucion Pais/Regién Referencias
Frecuencia de compra de pollos en pollerias,
tianguis, mercados Fl 0.78
Frecuencia de compra de pollos en F2 0.22 ML OCDE/SE, 2018
supermercados y mini super.
Frecuencia de almacenamiento de pollo en F3 0.394 México Pegueros-Valencia, 2021
refrigeracion. (Regidn centro)
Frecuencia de abuso de temperatura en México . Obt_e,nido con
refrigeradores domésticos F4 03375 (Jalisco) informacion de Macias-
9 ' Rodriguez et al., 2013
. - F5. Ba 0.074
Frecuencia de preparacién del pollo al horno.
Frecuencia de preparacioén del pollo a la plancha  F5. Gb 0.605
0 empanizado. México Este estudio
Frecuencia de preparacién del pollo frito. 5. F $:103 (Region centro)
Frecuencia de preparacion del pollo hervido. F5. Bo 0218
Frecuencia de sobrevivencia de S. enterica
cuando el pollo se hornea. F6. Ba 0.00001
Frecuencia de sobrewvenqa de S. enterica £6. Gb 0.00012 .
cuando el pollo se empaniza o a la plancha. Trinidad y
. ' ) . Dookeran, 2012
Frecuencia de sobrevivencia de S. enterica Tobago
; F6. F 0.0
cuando el pollo se frie.
Frecuencia de sobrevivencia de S. enterica
cuando el pollo se hierve. F6. Bo 0.0
Frecuencia de manejo del p(_)llo después de la F7 0.329
preparacion (cocinado). "
Meéxico .
- Pegueros-Valencia, 2021
. N ! (Regiodn centro)
Frecuencia de no limpiar, enjuagar con agua o
lavar con detergente las superficies expuestas al F8 0.599

pollo crudo y luego pollo cocinado.
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Tabla 18. Frecuencia de que cada escenario ocurra.

Escenario Férmula Frecuencia
s1 F1* (1-F3*F4) * [1-> (F5.i*F6.0)] *
(1-F7*F8) 5.43 x 101
s2 F1* (1-F3*F4) * [1-> (F5.i*F6.i)]
* (F7*F8) 1.33x 101
s3 F1 *(1-F3*F4) * > (F5.i*F6.i) * (1-
F7*F8) 3.98 x 10°
s4 F1* (1-F3*F4) * Y (F5.i*F6.i) *
(F7*F8) 9.76 x 106
S5 F1* (F3*F4) * [1->(F5.i*F6.i)] *
(1-F7*F8) 8.33 x102
s6 F1* (F3*F4) * 1-> (F5.i*F6.i)] *
(F7*F8) 2.04 x 102
S7 F1* (F3*F4) * Y (F5.i*F6.i) * (1-
F7*F8) 6.10 x 106
S8 F1* (F3*F4) *3 (F5.i*F6.i) *
(F7*F8) 1.5 x 10°®
s9 F2 * (1-F3*F4) * [1-> (F5.i*F6.i)]
* (1-F7*F8) 1.53 x 101
s10 F2 * (1-F3*F4) * [1-> (F5.i*F6.i)]
* (F7*F8) 3.76 x 102
s11 F2 *(1-F3*F4) * 3 (F5.i*F6.i) * (1-
F7*F8) 1.12 x 10°
S12 F2 * (1-F3*F4) * Y(F5.i*F6.i) *
(F7*E8) 2.75x 10°%
s13 F2 * (F3*F4)* [1-> (F5.i*F6.i)] *
(2-F7*F8) 2.35x 1072
S14 F2 * (F3*F4) * 1-> (F5.i*F6.i)] *
(F7*F8) 5.76 x 103
s15 F2* (F3*F4) * 5 (F5.i*F6.i) * (1-
F7*F8) 1.72 x 10
S16 F2 * (F3*F4) *> (F5.i*F6.i) *
(F7*F8) 4,22 x 107
>S -- 1.00

6.7.1 Escenarios de exposicion

6.7.1.1 Punto de venta

El punto de venta al puablico se dividié en dos: el punto de venta 1 (RP1),

gue incluye pollerias, tianguis y mercados, y el punto de venta 2 (RP2), que incluye

mini supers y supermercados. Esta division se realiz6 considerando la diferencia de

prevalencia y concentracion del patdégeno entre establecimientos de las dos

categorias, asi como las condiciones de almacenamiento empleadas en cada punto

de venta.



Se utilizaron datos de prevalencia y concentracion de S. enterica en
pechuga de pollo crudo vy filete comprado en el Jalisco y Querétaro por punto de
venta al publico. Para la prevalencia se empled una distribucion Beta, y para la
concentracion se utilizaron distribuciones normales y se truncaron, siendo el valor
minimo en ambos casos -1.52 Log NMP/g, y el valor m&ximo de 2.08 Log NMP/g y
0.64 Log NMP/g cuando se adquiri6 en RP1 y RP2, respectivamente. El valor
minimo es el limite de cuantificacién de la técnica utilizada, y en ambos casos, se
encontraron muestras por debajo de él. El valor maximo en los casos de muestras
de RP2 fue la concentracién mas alta encontrada en una muestra de este punto de
venta. Mientras que para las muestras de RP1, el valor maximo fue la concentracion
mas alta encontrada en otros estudios (2.85 Log NMP/g (Shashidhar, Srivastava, &
Bandekar, 2011), porque algunas muestras compradas en RP1 tuvieron una
concentracion de S. enterica por encima del limite. de cuantificacién superior (LCS)
(0.64 Log NMP/g) (Tabla 19).

Tabla 19. Pardmetros para calcular el punto de venta

Pardmeteros Simbolo  Valor/Distribucion Pais/Regién Referencia

Prevalencia de S. enterica en

pechuga y filete de pechuga México
de pollo crudo comprado en P1.1 =RiskBeta (44,160) (Jalisco y
polleria, tianguis, mercados. Querétaro)

Prevalencia de S. enterica en
pechuga y filete de pechuga

de pollo crudo comprado en . Mé_X|co
. P1.2 =RiskBeta (27, 77) (Jalisco y
supermercados y. mini .
Querétaro)
supers.
Concentracion de S. enterica
en pechugay filete de Este estudio
pechuga de pollo crudo =RiskNormal (-0.497, Mexico
comprado en polleria, Cl.1 0.532), RiskTruncate (Jalisco y
tianguis, mercados (-1.52, 2.90) Querétaro)
(Log NMP/q).
Concentracion de S. enterica
en pechuga y filete de
pechuga de pollo crudo =RiskNormal (-0.806, Mexico
comprado en supermercado Cl1.2 0.569), RiskTruncate (Jalisco y
y mini supers (-1.52, 0.64) Querétaro)

(Log NMP/g).
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6.7.1.2 Transporte por el consumidor

La capacidad de crecimiento esta relacionada con el punto de venta
comprado debido a la temperatura a la que se vende el pollo. El crecimiento durante
el transporte se describié utilizando un modelo secundario polinomial cuadratico
propuesto por Oscar (2007) para un inéculo bajo de S. enterica. Este modelo fue
creado en presencia de la microbiota nativa. La temperatura utilizada para modelar
el comportamiento de S. enterica cuando se compra en RP1 fue el promedio de la
temperatura ambiente de la region del centro de México (minima, media, maxima).
Cuando se compré en RP2, la temperatura utilizada fue el promedio entre la
temperatura del producto en el punto de venta y en el hogar. En México, no se
dispone de datos de la temperatura del pollo en los puntos RP2. Por este motivo,
se utilizaron datos de otro producto (queso) -que también se encuentran
almacenados a temperatura de refrigeracién en estos puntos. Esta decision se tomé
considerando que en un estudio en Estados Unidos la temperatura de
almacenamiento es similar entre productos lacteos y la carne cruda en puntos de
venta (EcoSure, 2008). Se estimo la temperatura del producto al llegar al hogar,
asumiendo un aumento exponencial por hora (Jeong et al., 2018). El tiempo de
transporte fue tomado por una encuesta realizada en Trinidad y Tobago (pais del
Caribe). No se considero la fase Lag. La poblacion méaxima para la temperatura de
exposicidn se calculé utilizando la formula propuesta por Oscar (2007) para indculos
bajos de S. enterica (Tabla 20).

6.7.1.3 Almacenamiento en el hogar

Para evaluar el desarrollo del patdogeno durante el almacenamiento se
empled el mismo modelo mencionado anteriormente. La temperatura a la cual se
evaluo el desarrollo fue a una temperatura de abuso en refrigeracion. El pollo es un
producto perecedero, por lo que tiende a deteriorarse, lo que modifica los habitos
de consumo. Para evitar combinaciones poco realistas de tiempo y temperatura
durante el almacenamiento en refrigeracion que conduzcan al consumo de pollo en

mal estado, se utilizé una correlacion negativa entre estos dos parametros (Pérez-
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Rodriguez, Van Asselt, Garcia-Gimeno, Zurera, & Zwietering, 2007). El coeficiente
de correlacion entre el tiempo y la temperatura durante el almacenamiento en
refrigeracion se calculd utilizando datos de tres estudios realizados en Corea,
Tailandia e Iran, en donde evaluaron la vida Gtil del pollo crudo cuando se almacené

a diferentes temperaturas de refrigeraciéon (0° C a 15 °C) (Tabla 21).

6.7.1.4 Cocinado

La frecuencia con la que S. enterica sobrevive después de la coccion se
estimé dependiendo del método de coccion empleado (al horno, a la plancha o
empanizados, freido y hervido), y la frecuencia de sobrevivencia de S. enterica en
cada método de coccidn propuesto por Dookeran (2012). Dookeran encontré que
cuando el pollo se hornea o0 se cocina a la plancha, S. enterica puede sobrevivir. Se
asumié un comportamiento similar al de cocinado a la parrilla para cuando se
empaniza el pollo y se unieron estos dos tipos de métodos de coccion. El horneado
(escenario A) y el cocinado a la parrilla o empanizado (escenario B) son los Unicos
dos escenarios de riesgo contemplados en este estudio. Los tiempos y temperaturas
utilizados para los dos métodos de coccion también se obtuvieron del estudio de
Dookeran (Tabla 22). Para este estudio se asumié que Log NMP/g es equivalente
a Log UFC/g.

6.7.1.5 Manejo después de la coccidon

Se propusieron tres escenarios diferentes para simular una contaminacion
cruzada del pollo después de la coccion mediante el uso de tablas de picar: A) no
limpiar.las superficies, B) enjuagar las superficies con agua corriente y C) lavar las
superficies con detergente. Lo anterior se establecié considerando que Gkana et
al. (2016) encontraron que aun cuando una superficie contaminada con S. enterica
se enjuaga con agua o se lava con detergente, el patbgeno aun puede persistir en
la superficie. Los porcentajes de positividad de S. enterica después del tratamiento
de descontaminacion dependen del tratamiento. La Tabla 23 muestra los

parametros para estimar los escenarios de contaminacion cruzada.
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Tabla 20. Parametros para calcular el transporte por el consumidor.

Parametero

Simbolo

Valor/Distribuciéon

Pais/Regién

Referencia

Tiempo de transporte del punto de
venta al hogar
(h)
Temperatura del pollo en RP1
°C)
Temperatura del pollo en RP2
4
Temperatura del pollo al llegar al
hogar cuando se compra en RP2
4
Promedio de la temperatura del pollo
entre el punto de venta y en el hogar
cuando se compra en RP2
(°C)
Tasa de crecimiento de S. enterica
durante el transporte por parte del
consumidor cuando se compra en
RP1
(Log NMP/g/h)
Tasa de crecimiento de S. enterica
durante el transporte por parte del
consumidor cuando se compra en
RP2
(Log NMP/g /h)
Poblacion maxima de S. enterica
durante el transporte por parte del
consumidor cuando se compra en
RP1
(Log NMP/g)
Poblacién maxima de_S. enterica
durante el transporte por parte del

t1

T1

T2

T3

T4

pl

u2

Nmax1

Nmax2

=RiskCumul (0.33,1,
{0.33,0.5,0.667,1},
{0.228,0.661,0.748,1})

=RiskPert (13.1, 20.8, 29.5)

=RiskPert (9, 9, 14)

=RiskOutput () + e®-1 + T2

(T2 +T3)
2

=RiskOutput () +

=RiskOutput () + e 5853+
(0:2776*T1) + (-0.003248*T1*T1)

=RiskOutput () + e 5853+
(0.2776*T4) + (-0.003248*T4*T4)

:RlskOutput () +e ((2.393 (T1-9.175))

/(T1-6.74))

:RlskOutput () +e ((2.393(T4-9.175))

(T4-6.74))

Trinidad y Tobago

México
(Regidn centro)
México (Querétaro)

Corea

Estados Unidos

Dookeran, 2012

CONAGUA, 2020

Lucero-Mejia, 2016

Jeong et al., 2018

Oscar, 2007



consumidor cuando se compra en
RP2
(Log NMP/g)

Incremento de S. enterica durante el
transporte por parte del consumidor
cuando se compra en RP1
(Log NMP/q)

Incremento de S. enterica durante el
transporte por parte del consumidor
cuando se compra en RP2
(Log (NMP/qg)
Concentracion de S. enterica después
del transporte cuando se compra en
RP1
(Log NMP/q)
Concentracién de S. enterica después
del transporte cuando se compra en
RP2
(Log NMP/q)

Al =RiskOutput () + p1*t1

A2 =RiskOutput () + p2*tl

=RiskOutput () + if (C1+

2.1 A1)>Nmax1, Nmax1, C1+ A1)

=RiskOutput () + if (C1+
A2)>Nmax2, Nmax2, C1+ A2)
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Tabla 21.Parametros para la evaluacion de almacenamiento en el hogar.

Parametros Simbolo Valor/Distribucién Pais/Regién Referencia
T etando estan en abuso de temperatiia s =RiskGeneral (92,15, México MiaciasRodriguez et a
0) P {9.5,13.5}, {0.1925,.145}) (Jalisco) 201% .
Tiempo de almacenamiento del pollo en
refrigeradores domesticos t2 =RiskPert (24, 24, 120) \(Egico Pegueros-Valencia, 2021
(h) (Regio6n centro)
Obtenido con datos de
Farahnaz, Reza
Correlacién entre el tiempo y temperatura de Corea Housaindokht,
almacenamiento en refrigeradores . Mohsenzadeh, & Varidi,
e crl -0.78 Iran . .
domésticos Tailandia 2016; Lee, Baek, Kim, &
(°C) Seo, 2019; Rukchon,
Nopwinyuwong, Trevanich,
Jinkarn, & Suppakul, 2014
Méxima poblacion de S. enterica durante el
almacenamiento en refrigeradores N 3 =RiskOutput () + e (2:393(T5>
domésticos max 9.175))/(T5-6.74))
(Log NMP/q) .
Tasa de crecimiento de S. enterica durante Estados Unidos (Oscar, 2007)
el almacenamiento en refrigeradores 3 =RiskOutput () + et
doméstlcos M 5.853+(0.2776*T5) +(-0.003248*T5*T5)
(Log NMP/g))
Incremento de S. enterica durante el
almacenam(ljento,er] refrigeradores A3 —RiskOutput () + U3*2 _ _
omeésticos
(Log NMP/Q))
Concentra.crlon de S. enterica previo a la . ~RiskOutput () + If (C2+ A3)
coccion cuando se almacena C3.i -- --

(Log NMP/Q))

> Nmax3, Nmax3, C2+ A3)




Tabla 22. Parametros para la evaluacion de la coccion.

Parametros Simbolo Valor/Distribucién Pais/Region Referencia
Frecuencia de escenario de coccion A SA ¢ 0.01 M,EXICO _
(Regibn centro)
Frecuencia de escenario de coccion B SB ¢ 0.99 M,eX|co _
(Region centro)
Temperaturas de coccion de
escenario A T6 =RiskPert (37.8, 79, 79)
(°C)
Temperaturas de coccion de
escenario B T7 =RiskPert (33.3, 63.5, 72.5) Dookeran et al., 2012
(°C)
Tiempo de coccidn de escenario A 13 =RiskCumul (15,60{15,30,45,60}, Trinidad y
(min) {0.029,0.075,0.468,1.00) Tobago
Tiempo de coccién de escenario B 4 =RiskCumul (15,60{15,30,45,60},
(min) {0.092,0.231,0.780,1.00)
Correlacién de tiempo y temperatura cr2 0.99 Obtenido con
_para escenario A informacion de
Correlacion de tiempo y temperatura or3 0.98 Dookerah et al. 2012
para escenario A
Valor D para escenario A D-values_A =RiskOutput () + 10(-0.139*T6) + 8.58) - FAO/WHO, 2002
Valor D para escenario B D- value_B =RiskOutput () + 10(-0.139*T7) + 8.58) - FAO/WHO, 2002
—Ri C3-(t3/D-value_A)
Concentracion de S. enterica después RiskOutput () + 10 e
del escenario A C4.A D or C2-(3/D-value_A) - -
(UEC/g) =RiskOutput () + 10 -
—Ri C3-(t4/D-value_B)
Concentracion de S. enterica después RiskOutput () + 10 e
del escenario B C4.B ~Risk or C2-(t4/D-value_B) -- --
(UFC/g) =RiskOutput () + 10 -B))
Concentracién de S. enterica después ca —RiskOutput () + SA_c * CA.A + SB_c* C4.B) _ _

de la coccién (UFC/g)




Tabla 23. Parametros para la evaluacion del manejo del pollo después de la coccion.

Parametros Simbolo Valor/Distribucion Pais/Region Referencia
México
. . . A 757 L -
Frecuencia del escenario de manejo A SA_ac 0.75 (Regidn centro)
Frecuencia del escenario de manejo B SB_ac 0.194 México -
Frecuencia del escenario de manejo C SC_ac 0.049 (Region centro) -
Frecuencia de superf!mes positivas en P_SA ac =RiskPert (0.99,1.0,1.0)
escenario A
E . fici . _ _
recuencia de superficies positvas en g o =RiskPert (0.25,1.0,1.0) Grecia Gkana et al., 2016
escenario B
E . fici . _
recuencia de super fCles positivas en P SC_ac —RiskPert (0.0.0.5.1.0)
escenario C
Kusumaningrum, Van
Tasa de transferencia de S. enterica de Azr\s/vsiilttérlignegungg f
Il fici TR1 =RiskP p 1. A4 -- . ’ ’
pollo crudo(;))super icies iskPert (0.005,1.30, 3.48) Ravishankar et al.. 2010
Sarjit & Dykes, 2017;
Zhu et al., 2017
Tasa de transferencia de S. enterica de Kusumaninarum et al
superficies a pollo cocido TR2 =RiskPert (32,52,94) - 9 B
2003
(%)
[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢?
*Pp_SA_ac]
or
Concentracién de S. enterica después [(TR1/100) *(TR2/100) *10¢2
del escenario de manejo A C5.A *Pp_SA_ac] -- --
(UFClg) +C4
[(TR1/100) *(TR2/100) *10°¢3
*Pp_SA _ac]

or




Concentracion de S. enterica después
del escenario de manejo B
(UFCJg)

Concentracion de S. enterica después
del escenario de manejo C
(UFC/g)

Concentracién de S. enterica del manejo
(UFC/g)

C5.B

C5.C

C5

[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢3
*Pp_SA_ac]
+C4

[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢?
*Pp_SB_ac]
or
[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢?
*Pp_SB_ac]
+C4
[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢3
*Pp_SB_ac]
or
[(TR1/100) *(TR2/100) *10°¢3
*Pp_SB_ac]
+C4

[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢?
*Pp_SC_ac]
or
[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢2
*Pp_SC_ac]
+C4
[(TR1/100) *(TR2/100) *10°¢3
*Pp_SC_ac]
or
[(TR1/100) *(TR2/100) *10¢3
*Pp_SC_ac]
+C4
=RiskOutput

(O+(SA_ac*C5.A)+(SB_ac*C5.B+(SC

_ac*Ch.C)

78



6.7.1.6 Consumo

El consumo de S. enterica en una sola exposicion se calculé considerando
el peso de la porcidon segun la edad de las personas. El modelo de dosis-respuesta
empleado fue el propuesto por la FAO/WHO (2002), el cual se desarroll6 a partir de
datos de brotes. La Tabla 24 muestra como se estimd el numero de casos por afio

para cada escenario.

6.7.2 Andlisis de sensibilidad

El analisis de sensibilidad se realiz6 utilizando los coeficientes de
correlacion de Spearman, el cual muestra qué entradas tienen una gran influencia
en la variabilidad de la probabilidad de enfermedad. Esto se realiz6 mediante
simulacion de Monte Carlo (100.000 interacciones) el programa @Risk (version 6.1,
Palisade Corporation, Nueva York, EUA).

6.8 Refinamiento de la evaluacion cuantitativa del riesgo de S. enterica por

el consumo de polloen laregiéon centro de México

El refinamiento del modelo se realiz6 considerando la prevalencia de cepas
de S. enterica de baja, moderada y alta virulencia en pollo crudo, en combinacién
con su MRA. Se crearon seis grupos: 1) Baja virulencia - no MRA, 2) Baja virulencia
- MRA, Moderada virulencia - no MRA, 4) Moderada virulencia - MRA, 5) Alta
virulencia-no MRA'y 6) Alta virulencia - MRA. Se emplearon tres modelos diferentes
de dosis-respuesta para S. enterica de baja, moderada y alta virulencia (Tabla 25).



Tabla 24. Parametros para la evaluacion del consumo de pollo.

Parametros Simbolo Valor/Distribucion Pais/Regién Referencia
=RiskCumul (28.7, 450, {29.7, 71.5, .
L México L
Peso de la porcion. Sw 114.8, 150, 300, 450}, {0.076,0.158, (Regién centro) Apéndice 3
0.242,.0.748,0.96,1.0}) 9
Concentracion de S. enterica en pollo .
>niracl ‘caenp c6 —RiskOutput () + SW*C5 - -
cocinado en una sola exposicion.
P ili f I C
robabilidad de enfermar por €l consume ol 1— (1428 B FAO/WHO, 2002
de pollo contaminado con S. enterica. B
Poblacién en la region centro de México PCRM 56,181,482 M,eX|co INEGI, 2020
en 2020. (Region centro)
. México .
Frecuencia de compra de pollo crudo. F9 0.777 . Este estudio
(Region centro
Porcentaje de personas gue consumen Shamah-Levy etal.,
cmﬂe;ﬂesé;sﬂncm 2ndo ollo) F10 0.62 Mexico 2020
y P ' (Region centro Apéndice 4
NG I ’
Umero de personas que consumen pollo N1 ~RiskOutput()+(PCRM* F9*F10) 3 3
cuando este es comprado crudo.
. =RiskCumul (1,7 . .
F Il . Mé E
recuencia deSZ‘::j::o de pollo por F11 {1,2,3,4,5,6,7},{0.214,0.653, 0.878, Re iéenx"feomro) AStZ:;Z“ed'SO
' 0.956,0.996,1.0}) 9 P
NuUmero de porciones servidas al afio. N2 =RiskOutput()+(N1*F11*52) -- --
Frecuencia de.q.u'e un escenario de Si Table 18 B B
exposicion ocurra.
Numero de porciones servidas al afio por . :
P . P N3 =RiskOUtput()+N2*S.i . .
escenario.
Ndmero de porciones cont.amlnadas al afio N4 —RiskOUtput()}+N3*PL.i B B
por escenario.
Numero de casos de enfermedad por afio N5 —RiskOUtput()+ N4*p1 B

por escenario.




Tabla 25. Modelos dosis-respuesta para los diferentes niveles de virulencia de S.

enterica.
Nivel de virulencia Modelo Referencia
Bajo Beta-Poisson (B= 9.99X102, 0=9.31X10%) Latimer et al., 2001
Moderado Beta-Poisson (B= 3.165x1010, 0=9.21X103%) Latimer et al., 2001
Alto Beta-Poisson (B= 51.54, ad=0.1324) FAO/WHO, 2002

La probabilidad de enfermedad no fue separada por MRA. Sin embargo, la
MRA se consideré en la evaluacion de la severidad de enfermedad, la cual se
determind con los afios vividos con discapacidad (AVD) causada por cada grupo de
S. enterica para personas <5 afios y > 5 afios. AVD fue calculada empleando la
Ecuacién 11, donde N = el numero de casos en la poblacion, PD = peso de la

discapacidad, D = duracién media del caso hasta la remision (afios).
AVD=N*PD*D Ecuacion 11

Para calcular los AVD se utilizaron los datos propuestos por la OMS (WHO,
2015). Para el peso de la discapacidad se asumié que S. enterica de baja, moderada
y alta virulencia producen una leve (0.061 (95% Ul 0.036 - 0.093)), moderada (0.202
(95% Ul (0.133-0.299)) y severa (0.281 (95% UI (0,184-0,399)) diarrea,
respectivamente. La duracién de la enfermedad, para los nifios <5 afios para diarrea
grave, moderada y leve fue de 8.4, 6.4 y 4.3 dias. La duracion media de la diarrea
en <5 afios es de 4.9 dias, con base en esta informacion y sabiendo que la media
para > 5 afios es 2.8 dias, la duracion para diarrea severa, moderada y leve se
calculo en 4.8, 3.7 y 2.4 dias, respectivamente. En el caso de los grupos MRA la
duracion _de la enfermedad se multiplic6 por 1.3 considerando la informacién

obtenida por la revision generada por Parisi et al. (2018) (Tabla 26).

Tabla 26. Parametros para la evaluaciéon de los AVD.

AVD <5 afos > 5 afos
I =0.24*Tc x g =0.76*Tc x g
PD_baja_virulencia =RiskPert (0.036,0.061,0.093) =RiskPert (0.036,0.061,0.093)
PD_ moderada_virulencia =RiskPert (0.133, 0.202, 0.299) =RiskPert (0.133,0.202,0.299)
PD_ alta_virulencia =RiskPert (0.184,0.281,0.399) =RiskPert (0.184,0.281,0.399)

D_ baja_virulencia_no_MRA =4.3/365 =2.4/365




D_ baja_virulencia_ MRA =(4.3/365)*1.3 =(2.4/365)*1.3

D_ moderada_virulencia_no_MRA =6.4/365 =3.7/365
D_ moderada_virulencia_ MRA =(6.4/365)*1.3 =(3.7/365)*1.3

D_ alta_virulencia_no_MRA =8.4/365 =4.8/365
D_ alta_virulencia_MRA =(8.4/365)*1.3 =(4.8/365)*1.3
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Evaluacion de los hébitos de consumo y practicas de manipulacion de
alimentos en el hogar y evaluacion de la percepcion de exposicion a S.
enterica de la poblacion del centro del pais

Un total de 1,511 respuestas fueron recibidas de las cuales 1,199
cumplieron con las caracteristicas necesarias. El coeficiente alfa de Cronbach
estimado fue de 0.77, lo que seguiré una confiabilidad aceptable de la consistencia
interna de las preguntas de la encuesta.

Primera seccién: Caracteristicas demogréficas.

La encuesta fue principalmente respondida por mujeres (61.6 %; n=739),
jovenes entre los 25 y 29 afios (28.4 %; n= 340) y personas con grado universitario
(60.4 %; n=724). El empleo de internet (principalmente redes sociales) como medio
de distribucion de la encuesta pudo haber sido un factor que influyo en las personas
gue contestaron la encuesta. Algunos estudios demogréaficos sobre el uso de
distintas redes sociales han observado que los usuarios tienden a ser en su mayoria
mujeres, de un rango de edad entre los 18 y 29 afios y que viven en zonas urbanas
(Chaffey, 2016; Duggan & Brenner, 2013).

El 40 % de las personas que respondieron la encuesta padecen una o mas
enfermedades gastrointestinales, entre las que destacan gastritis (n= 282), colitis
(n=257), estrefiimiento (n=107) y reflujo (n=72). En México siete de cada diez
personas padece algun padecimiento gastrointestinal destacando la gastritis y el
reflujo (Rebolledo, 2016). En la ENSANUT 2012 se report6 que las enfermedades y
sintomas gastrointestinales son la segunda causa de consulta con un médico en el
pais para personas menores de 20 afios y la tercera para los mayores a 20 afios
(SS/INSP, 2012).

En el caso de las enfermedades cronico-degenerativas, el 10 %
comentaron conocer que padecian este tipo de enfermedades. El ENSANUT MC
(Medio Camino) 2016 reportd que en México el 9.4 % de los adultos entrevistados
han sido diagnosticados con diabetes, el 25.5 % padecen hipertension arterial pero

Gnicamente la mitad conocia su diagnéstico y en el caso de la autopercepcion del
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peso no saludable, el 48.4 % se identificé con sobrepeso y el 6.7 % con obesidad.
En México 7 de cada 10 adultos y 3 de cada 10 nifios padecen alguno de estos dos
padecimientos (SS/INSP, 2016).

Segunda seccion: Habitos de consumo.

Las frutas y hortalizas son el grupo de alimentos més consumido por las
personas (99.2 %; n=1190). El consumo recomendado de estos productos es diario,
sin embargo, Unicamente alrededor de un cuarto de las personas consume frutas
(28.2 %, n= 338) y hortalizas (23.4 %, n= 281) todos los dias (Figura 14A). Cuando
se consumen estos productos, aproximadamente la mitad de los encuestados
consume una porcién de los diferentes tipos de frutas y hortalizas (Figura 15A y
Figura 13B).

Las frutas se consumen principalmente crudas (81.5 %), seguido de
deshidratadas (6.3 %), hervidas (7.0 %), al vapor (3.2 %) y a la plancha (2.0 %). De
las frutas que se consumen crudas, el 47.9 % de los consumidores las lava, el 26.0
% las lava y desinfecta, el 21.5 % las desinfecta, y una pequefa fraccion las
consume sin lavar y/o desinfectar (4.6 %). En el caso de las hortalizas, también la
mayoria de las veces se consumen crudas (38.2 %), seguido de hervidas (29.0 %),
al vapor (21.8 %), a la plancha (9.7 %) y deshidratadas (1.3 %). De las hortalizas
gue se consumen crudas, el 17.2 % de los consumidores las lava, el 34.2 % las lava
y desinfecta, el 44.8 % las desinfecta, y una pequefia fraccién las consume sin lavar
y/o desinfectar (3.8 %). En-un estudio realizado en Estados Unidos se encontré que
el 6 % de las personas nunca lavan los productos hortofruticolas previo al consumo
(Li-Cohen & Bruhn, 2002). El bajo porcentaje de personas que no lavan ni
desinfectan los productos hortofruticolas puede deberse, a la preocupacion de la
poblacién-a enfermarse por el consumo de estos productos ya que han sido
rutinariamente asociados en brotes, principalmente de salmonelosis (Lynch, Tauxe,
& Hedberg, 2009). Asimismo la mayoria de la poblacion identifica como una practica
segura el consumo de frutas y verduras previamente lavadas (McCarthy et al.,
2007).

La carne fresca es el segundo grupo de alimentos de mayor consumo (96.3

%, n= 1155), siendo la carne de pollo de los cuatro tipos de carne la preferida por el
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consumidor (43.8 %, n= 506), seguido de la carne de res (40.7 %, n= 470), cerdo
(12.1 %, n=140) y pavo (3.4 %, n= 39). La carne de pollo es la que se consume con
mayor frecuencia, dos veces a la semana (41.3 %), seguida de la carne de res
donde el 37.5 % y 33.2 % la consume una vez a la semana y dos veces a la semana
(Figura 14B). Una porcion de 150 g es el consumo regular para los cuatros tipos de
carne (Figura 15C). La carne se compra con mayor frecuencia en fresco (58.8-77.7
%) (Tabla 27).

Tabla 27. Forma de compra de la carne fresca en México.

i 0,
Tipo de carne Porcentaje (%)

Cruda Cocida Congelada Marinada Molida Precocida

Puerco 12.2 8.9 4.8 2.6 9.2 2.3
Pavo 58.8 7.0 12.8 5.6 3.7 12.2
Pollo 7.7 8.7 7.0 2.7 2.3 1.6
Res 63.1 7.5 5.2 6.7 17.0 0.7

La forma de consumo varia de acuerdo con el tipo de carne, siendo la carne
de pavo consumida principalmente al horno (45 %), mientras que la de res (53.0 %),
cerdo (40.5 %) y pollo (35.5 %) se consume principalmente asada (Tabla 28). En el
caso particular de la carne de. res, la mayoria de los encuestados reportan
consumirla bien cocida (67.5 %), el 24.6 % en punto de coccion tres cuartos, el 7.2%

término medio y el 0.7 % rojo inglés.

Tabla 28. Forma de consumo de la carne fresca.

Porcentaje (%)

Tipo decarne

Asado Empanizado Frito Al horno  Hervido
Puerco 40.5 4.6 24.7 12.6 17.7
Pavo 36.5 6.0 4.2 45.0 8.3
Pollo 35.5 24.9 10.3 7.4 21.8
Res 53.0 13.3 13.1 7.0 13.6

El tercer puesto lo ocupan los productos lacteos con un 92 % (n=1103) de
la poblacion que los consume, siendo la leche el producto preferido de los cuatro
analizados (53.1 %, n= 586), seguido del queso (32.5 %, n= 359), yogurt (12.9 %,
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n=142) y crema de leche (1.5 %, n=16). La crema (37.5 %) y el yogurt (22.4 %) se
consumen con mayor frecuencia (Figura 14C). De manera general la mayoria de las
personas consumen una porcion diaria de cada uno de los productos lacteos (Figura
15D). La mayoria de la poblacion encuestada compra productos lacteos
pasteurizados como leche (91.9 %), yogurt (86.3 %), crema (82.8 %) y queso (72.1
%); mientras que un 2.6 %, 3.0 %, 3.3 % y 6.8 %, respectivamente, los compra sin
pasteurizar. El resto de los encuestados desconocen si se realiza este proceso. En
el caso particular de los quesos, los quesos frescos se consumen .con mayor
frecuencia (84.3 %) que los madurados (15.7 %). En México los quesos frescos son
el tipo de queso que se ha asociado con mayor frecuencia a la contaminacion con
S. enterica. Estudios recientes han reportado una prevalencia de S. enterica en
queso fresco que oscila entre el 1.1 % y 30.3 % (Charles-Hernandez et al., 2007;
Miranda et al., 2009; M. R. Torres-Vitela et al., 2012).

En el pendltimo puesto, se encuentran los productos carnicos procesados
con un porcentaje de consumo del 81.7 % (n=980), siendo el jamon el producto
preferido de los cuatro evaluados (75.4 %), seguido del chorizo (11.1 %), salchicha
(10.9 %) y tocino (2.6 %). El tocino y el chorizo son los menos consumidos, mientras
gue el 26.4 % consume jamon dos veces a la semanay el 37.9 % salchicha una vez
a la semana (Figura 14D). Cuando la gente consume este tipo de productos en su
mayoria ingiere una porcion (Figura 15E). La forma de consumo de los productos
carnicos varia de acuerdo con el tipo de producto. El jamén se consume
principalmente directo del empaque (61.2 %), mientras que el tocino (74.8 %),

chorizo (66.4 %) y salchicha (52.8 %) se consumen asados y/o cocidos (Tabla 29).

Tabla 29. Forma de consumo de los productos carnicos procesados.

- Porcentaje (%
Producto céarnico procesado je (%)

Directo del empaque Cocinado/Asado Guisado
Chorizo 2.1 66.4 31.5
Jamon 61.2 21.9 16.9
Salchicha 29.9 52.5 17.6
Tocino 51 74.8 20.1
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Por ultimo, el grupo de alimentos que menos personas consumen son los
pescados y mariscos (79.9 %, n=958). La frecuencia de consumo de estos
productos es muy variable. El atin se consume principalmente una vez a la semana
(25.7 %), el filete de pescado dos veces al mes (23.4 %) y el camaron (23.0 %) y
los mariscos de concha (24.7 %) menos de una vez al mes (Figura 14E).

El consumo promedio del atin, camarén y pescado es de una porcién, que
en el caso del atun es equivalente a una lata (100 g) y en el del camaron y filete de
pescado de 150 g (Figura 15F). Con excepcion del atin que se compra en su
mayoria enlatado, este tipo de productos se compra en crudo (Tabla 30). Sin
embargo, un menor porcentaje se consume crudo. De los cuatro productos los
mariscos de cocha son los que se consumen con mayor frecuencia en crudo (21.7
%) (Tabla 31).

Tabla 30. Forma de compra de pescados y mariscos.

Porcentaje (%)

Pescados y mariscos . .
y Crudo Precocido Cocido Congelado Enlatado Salmuera

Atdn 12.9 4.0 9.6 4.6 67.4 1.4
Camaroén 42.9 17.7 18.6 19.8 0.1 0.9
Mariscos de concha 52.2 7.2 25.2 12.0 2.5 1.0
Pescado 52.3 3.1 18.5 25.5 0.4 0.3

Tabla 31. Forma de consumo de pescados y mariscos.

Porcentaje (%)

Pescados y mariscos - - _
Asado Empanizado  Frito Cocido Crudo Del empaque

Atln 11.8 2.2 14.7 8.4 8.8 54.1
Camaron 18.2 19.7 14.4 40.4 6.4 0.8
Mariscos de concha 16.5 6.3 7.8 42.7 21.7 5.0
Pescado 31.1 22.2 26.5 18.5 1.3 0.3

Con la informacion de la frecuencia de consumo y porciones de consumo

se estimd el consumo per capita (Figura 16).
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A) Frutas: Una porcién es una a una taza de frutas frescas (150 g) o 1/2 taza de frutas secas (50 g). B) Hortalizas: una porcién es un manojo de hortalizas de hoja (40 g) o
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D) Productos lacteos: una porcion es un vaso_ de leche o yogur (250 mL), dos cucharas soperas de crema (30 g) o una rebanada o cubo de queso (30 g). E) Productos carnicos: Una

pieza es igual a una unidad de chorizo (100 g), una rebanada de jamén (25 g), una salchicha (40 g) o una tira de tocino (20 g). F) Pescados y mariscos: una porcién es igual a una lata

de atdin (100 g), una taza de camarones o mariscos de concha (150 g) o un filete de pescado (150 g).
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Tercera seccion: Habitos de preparacién y almacenamiento de
alimentos

Estudios epidemioldgicos en Europa, Norte América, Australia y Nueva
Zelanda atribuyen més del 87 % de los casos de enfermedad por el consumo de
alimentos a las inapropiadas practicas de manipulaciéon de alimentos en el hogar
(Redmond & Giriffth, 2003). A pesar de ello estudios previos han reportado que
existe poca asociacion por parte de los consumidores entre la enfermedad causada
por consumir de alimentos en el hogar y las inadecuadas précticas de manipulacion
de alimentos (Cody & Hogue, 2003; Fein, Lin, & Levy, 1995); sin embargo, existe
una clara asociacién entre el consumo de alimentos en restaurantes y la
enfermedad (Fein, Lin, & Levy, 1995). Sin embargo, se ha reportado que este tipo
de casos sucede tres veces mas en el hogar que en cafeterias (Redmond & Giriffith,
2003).

Una de las practicas de manipulacion de alimentos mas importantes para
controlar la inocuidad de los mismos es la forma de almacenamiento (Hillers et al.,
2003). Por lo cual, conocer la temperatura 'y el tiempo de almacenamiento ayudara
a estimar el potencial desarrollo de patdégenos. La OMS ha reportado que el 32 %
de los brotes por el consumo de alimentos se ha asociado al abuso de temperatura
(Tirado & Schmidt, 2001). La refrigeracion es la temperatura de almacenamiento
méas comun en la que se almacenan los cinco grupos de alimentos (Figura 17). Li-
Cohen y Bruhn (2002) encontraron que la mayoria de la poblacion almacena en
refrigeracion los productos hortofruticolas, mientras que la carne de res, ave y
pescado se almacena preferentemente en congelacion y luego en refrigeracion.
Esto puede deberse a que los consumidores perciben que un inapropiado
almacenamiento representa un peligro a la salud (Angelillo, Foresta, Scozzafava, &
Pavia, 2001). A pesar de esto se ha observado que no siempre se traslada a la

practica (Towns, Cullen, Memken, & Nnakwe, 2006).
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Figura 17. Forma de almacenamiento de cinco grupos de alimentos en el hogar.

Algunos estudios han estimado mediante encuestas de poblacién vy
medicion de temperaturas de refrigeradores domésticos y alimentos almacenados
en ellos, que la mayoria de los consumidores desconocen la temperatura adecuada
de almacenamiento y que los refrigeradores trabajan a temperaturas inadecuadas
(Evans & Redmond, 2015, 2016; Marklinder, Lindblad, Eriksson, Finnson, &
Lindqgvist, 2004; Redmond EC, 2003; Terpstra, Steenbekkers, De Maertelaere, &
Nijhuis, 2005).-Un ejemplo de ello, fue un estudio realizado en Guadalajara, donde
se hallé que el 38.5 % de los refrigeradores estaban a temperaturas superiores a
los 7 °C y el 14.5 % a temperaturas superiores a los 12 °C (Macias-Rodriguez et al.,
2013), temperatura a la cual S. enterica puede crecer.

El tiempo de almacenamiento de los alimentos a pesar de ser variable entre
los grupos tendio a estar entre 2 y 3 dias (Figura 18). Con los resultados obtenidos
en este estudio observamos que los consumidores mexicanos tienden almacenar
productos listos para el consumo como jamoén y queso por periodos mas largos que

en otros paises. Un estudio en Reino Unido reporté que la mayoria de los
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consumidores almacena los productos listos para el consumo siguiendo las
instrucciones del empaque y perciben que es seguro comer este tipo de productos
hasta dos dias después de la compra (Evans & Redmond, 2016). Mientras que un
estudio en Suecia, la mayoria de las personas mantienen en almacenamiento un
dia productos perecederos como: carne molida, pescado fresco y ensaladas listas
para el consumo (Marklinder, Lindblad, Eriksson, Finnson, & Lindgvist, 2004).
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Figura 18. Tiempo de almacenamiento en refrigeracion de cinco grupos de
alimentos.

Ademas del abuso de temperatura en refrigeradores domésticos, la baja
periodicidad de limpieza del equipo puede ser otro factor de riesgo ya que puede
influir en fendbmenos de contaminaciéon. En este estudio se encontré que el 84.3 %
de los consumidores lava este equipo al menos una vez al mes (Tabla 32). En otros
estudios se ha encontrado que alrededor de la mitad de la poblacién lava al menos
una vez al mes el equipo (Kosa, Cates, Karns, Godwin, & Chambers, 2007; Li-
Cohen & Bruhn, 2002).

La higiene personal como la adecuada limpieza y desinfeccion de los
utensilios de cocina son indispensables para evitar la contaminacion cruzada
durante la manipulacion de los alimentos. En este estudio se encontré que el habito
de lavarse siempre las manos previo a la preparacién de alimentos estd muy
establecido en la poblacion (86.4 %), mientras que la desinfeccién de las manos
esta poco arraigada (37.8 %) (Tabla 32).
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En otros paises se ha reportado una amplia variabilidad en la actividad de
lavarse siempre las manos previo a la preparacion de alimentos (53 %-92 %)
(Garayoa, Cérdoba, Garcia-Jalon, Sanchez-Villegas, & Vitas, 2005; Li-Cohen &
Bruhn, 2002; Lin, Jensen, & Yen, 2005; Redmond & Giriffth, 2003; Roseman &
Kurzynske, 2006; Sanlier, 2009).

Por otro lado, en cuestion de los utensilios, la encuesta reveld que la
mayoria de las personas limpian los utensilios de cocina (esponja y el trapo) mas
una vez a la semana (70.2-73.2 %), pero alrededor de un tercio de la poblacién los
lavan solo una vez a la semana o menos de una vez a la semana, aumentando la
probabilidad de que estos puedan convertirse en una fuente de contaminacion. En
México, se ha encontrado la presencia de S. enterica en cocinas-domésticas, tanto
en trapos, estanteria y cajones (Macias-Rodriguez et al.,2013), por lo que conocer
estos habitos de limpieza es indispensable para poder asociar la presencia de
patdgenos con la frecuencia de limpieza.

El lavado con agua caliente y jabén de cuchillos, tablas y superficies
después del contacto con pollo, carne y pescado fresco es una de las practicas mas
importantes para evitar en el hogar la contaminacion cruzada con S. enterica (Hillers
et al., 2003). En el estudio se observé que un 16.9 % y 13.0 % de las personas
tienden a usar la misma tabla y cuchillo, mientras que un 39.1 %y 38.1 % los lavan
con agua y jabon, respectivamente (Tabla 32). En otros estudios se ha encontrado
que entre el 19.7 % y el 67.1 % de los consumidores siempre lavan con jabén y
agua los utensilios cuando los usan para picar carne cruday cocida (Garayoa et al.,
2005; Mitakakis et al., 2004; Murray et al., 2017).

El empleo adecuado de estos utensilios es importante ya que se ha
encontrado altas tasas de transferencia a partir de pollo contaminado con S. enterica
cuando se emplea la misma tabla y cuchillo para picar el pollo crudo y
posteriormente lechuga tanto como cuando solo se enjuagan con agua caliente
(Ravishankar, Zhu, & Jaroni, 2010). De la misma forma algunos estudios han
mostrado que a pesar de que se lavan estos utensilios con agua y jabon se ha

logrado recuperar S. enterica de los mismos (Ravishankar, Zhu, & Jaroni, 2010;
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Gkana, Lianou, & Nychas, 2016), por lo cual es recomendable separar tablas y
cuchillos de picar para productos crudos como carnes y productos ya cocinados.
Finalmente se evalud la asociacion entre el sexo y la edad con las practicas
de manipulacion de almacenamiento de la Tabla 33. El sexo tuvo un efecto
estadisticamente significativo en todas las practicas, siendo las mujeres de forma
general las que tienen las practicas mas seguras. Las mujeres limpian con mayor
frecuencia el refrigerador, esponja y trapo de cocina. De la misma forma las mujeres
tienden més a lavar o usar utensilios nuevos y limpios para picarproductos
diferentes. En el caso de las practicas de higiene personal la frecuencia del lavado
de manos previo a la preparacion de alimentos es mayor en las mujeres. En cuestion
de la edad se observd que los consumidores entre 20 y 24 afios son los que con
menor frecuencia limpian el refrigerador y la esponja, y-usan la misma tabla para
picar dos productos. En el caso de la desinfeccion previo al consumo los adultos
entre 60 y 64 afios son los que en su mayoria nunca realizan esta practica (Tabla
23). Otros estudios muestran resultados similares, encontrando que los jévenes
(Rassvoll et al., 2013; Murray et al., 2017; Garayoa et al., 2005), adultos mayores
(Rassvoll et al., 2013) y los hombres (Ragssvoll et al., 2013; Roseman & Kurzynske,
2006; Garayoa et al., 2005; Patil et al., 2004) tienen las practicas mas inseguras

durante la preparacion de alimentos.

Tabla 32. Practicas de manipulacion de alimentos en el hogar.

Casi Algunas

Higiene personal Siempre . Rara vez Nunca
siempre veces
Lavado de manos 86.4 11.1 1.8 0.5 0.3
Desinfeccion 4 37.8 18.7 19.3 12.4 11.8
manos
L|em5i|e(z)§ e Mas deunavezala Unavezala Dos veces Unavez Menos de unavez
quiposy semana semana al mes al mes al mes
utensilios
Refrigerador 4.5 28.3 24,6 26.9 15.8
Esponja 70.2 18.5 3,9 3.2 4.2
Trapo 73.7 19.0 3,9 1.8 1.6
Manlpula_c_|0n de Lavado Enjuagado con agua El mismo Uno_ nuevoy
utensilios limpio
Tabla de picar 39.1 19.8 16.9 24.2
Cuchillo 38.1 20.8 13.0 28.1
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Tabla 33. Asociacion de las practicas de manipulacion de alimentos en el hogar

entre el sexo y la edad.

Practica de manipulacién de alimentos Sexo (p) Edad (p)
Frecuencia de lavado del refrigerador <0.0001* 0.0334*
Frecuencia del lavado de la esponja 0.0341*  0.0122*
Frecuencia del lavado de trapo de cocina <0.0001* 0.3171
Uso de la tabla de cocina al picar dos productos diferentes <0.0001* 0.0037*
Uso del cuchillo al picar dos productos diferentes <0.0001* 0.2541
Frecuencia del lavado de manos previo a la preparacién de alimentos 0.0177* 0.2092

Frecuencia de la desinfecciébn de manos previo a la preparacién de alimentos  0.0369*  0.0007*

Cuarta seccion: Autopercepcion del padecimiento de ETAs vy
salmonelosis, y su asociacién con el consumo de alimentos.y caracteristicas

demograficas

La mayoria de los encuestados (69.55 %, n=834) menciond que alguna
vez se ha enfermado por el consumo de alimentos y cerca del 20 % reporté haber
padecido salmonelosis (17.3 %, n=208). En el caso de las personas que reportaron
haber padecido salmonelosis, la mayoria indic6 haberse enfermado una vez en su
vida (64.4 %, n=134), el 28.9 % (n= 60) dos o tres veces, y el 6.7 % (n= 4) mas de
tres. Desafortunadamente se desconoce si estos casos fueron clinicamente
diagnosticados.

Las carnes frescas fue el alimento mas asociado por el consumidor con
este padecimiento (n= 89), seguido por las frutas y hortalizas (n= 64), pescados y
mariscos (n= 53), productos lacteos (n= 21) y embutidos (n= 15). Es importante
resaltar que los dos grupos de alimentos mas asociados con S. enterica son de los
mas consumidos por la poblacién. En otros estudios la carne de pollo ha sido el
alimento mas asociado por parte de los consumidores con el riesgo de enfermar de
Salmonella (Miles & Frewer, 2001; Yeung & Morris, 2001). También, la carne de res
y productos de res han sido altamente asociados por los consumidores con este
patogeno (Miles & Frewer, 2001). En otros estudios los alimentos mas asociados
con ETAs han sido el pollo y las hamburguesas (Murray et al., 2017). En el caso de

Listeria monocytogenes, también los consumidores han asociado la carne cruda en
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primer lugar y las frutas y hortalizas en segundo lugar como vehiculo del patégeno
(Cates et al., 2006).

En México la prevalencia de S. enterica en carne cruda de puerco, pollo y
res va del 13.3 % al 58.1 %; 4.5 % al 63.2 %; y res 6.1 % al 54 %, respectivamente
(Cabrera-Diaz et al., 2013; Charles-Hernandez, Medina-Solis, & Hernandez-
Romano, 2007; Miranda et al., 2009; Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Perez-
Montafio et al., 2012; Rodriguez-Ceniceros, Gomez Hernandez, & Vazquez
Sandoval, 2016; Villalpando-Guzman et al., 2017; Zaidi et al., 2006).

La asociacion estadistica demostré que el nivel de estudios y la
autopercepcion del padecimiento de enfermedades gastrointestinales tuvieron un
efecto sobre la percepcidn de los dos padecimientos, encontrando-que la percepcion
de enfermar era directamente proporcional al grado académico y al padecimiento
de enfermedades gastrointestinales (Tabla 34). Esto puede deberse a que las
personas con una mayor preparacion conocen mas sobre esta enfermad y al sufrir
de este padecimiento tienden a ir mas a centros de salud y cuentan con los recursos
econdmicos necesarios para poder asistir. al'médico y tener un diagndstico. Lin,
Jensen, & Yen (2005) reportaron que el conocimiento de este patdgeno esta
relacionado con el nivel educativo y econémico, sugiriendo que esto se debe a que
las personas con menor grado académico y bajo nivel de ingresos tienen un menor

acceso a informacién sobre seguridad alimentaria.
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Tabla 34. Asociacion entre la autopercepcion de padecer ETAs y salmonelosis con las caracteristicas demograficas.

Caracteristicas generales

Autopercepcion de padecer salmonelosis *

Autopercepcion de padecer ETAs?

Variable Total Si No No sé? Valor p Si No No sé 2 Valor p
N % N % N % N % % N % N %
Muijer 739 616 128 173 551 746 60 8.1 506 685 199 269 34 46
Sexo Hombre 460 384 80 174 340 739 40 g7 9% 328 713 100 217 32 70 00718
Ninguno 1 0.1 0.0 1 100.0 0.0 0.0 1 1000 0 0.0
Primaria 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 00 0 00
Nivel de estudios Secundaria 15 1.3 0 0.0 14 93.3 1 6.7 Ny 4 267 10 667 1 67 o001
Preparatoria 142 11.8 16 11.3 117 82.4 9 6.3 89 62.7 44 31.0 9 6.3
Universidad 724 604 115 159 550 760 59 8.1 500 69.1 183 253 41 57
Posgrado 317 264 77 243 209 659 31 98 241 760 61 192 15 47
< 14 afios 3 0.2 0 0.0 3 1000 . 0 0.0 2 66.7 1 333 0 00
15- 19 afios 120 100 10 83 100 833 10 83 81 675 32 267 7 58
20- 24 afios 245 204 27 11.0 195 796 23 94 166 678 65 265 14 58
25 a 29 afios 340 284 53 156 261 768 26 7.6 243 715 79 232 18 53
30 a 34 afios 185 154 36 195 132 743 17 9.2 132 713 44 238 9 49
35 a 39 afios 81 68 16 198 56 69.1 9 111 51 630 25 308 5 6.2
Edad 3 <0.0001*
40 a 44 afios 78 65 19 244 55 70.5 4 5.1 55 705 18 231 5 6.4
45 a 49 afios 56 47 20 357 34 60.7 2 3.6 39 696 16 286 1 1.8
50 a 54 afios 40 33 13 325 24 60.0 3 7.5 29 725 8 20 3 75 i,
55 a 59 afios 24 2.0 70292 15 62.5 2 8.3 15 625 8 333 1 42
60 a 64 afios 18 15 3. 167 11 61.1 4 222 14 778 2 1.1 2 111
>65 afios 9 0.8 4 444 5 55.6 0 0.0 7 77.8 1.1 1 111
padecimiento de Si 481 401 106 220 343 713 32 6.7 350 728 107 222 24 5.0
enfermedades No 661 551 92 139 514 778 55 83 0.0005* 441 667 182 275 38 57  0.0334*
gastrointestinales No sé? 57 48 10 175 34 596 13 228 43 754 10 175 4 7.0
Padecimiento de Si 126 105 25 19.8 88 69.8 13 103 90 714 26 206 10 7.9
enfermedades crénico- No 1027 857 173 16.8 774 75.4 80 7.8 0.3202 712 69.3 264 257 51 50 0.2852
degenerativas No sé? 46 38 10 217 29 630 7 152 32 696 9 196 5 109

Prueba Chi-cuadrada (Pearson), 2 No se incluyé

enfermedades.

los datos de las personas que no saben si padecen o padecieron alguna de las



7.2 Priorizacion del riesgo de grupos de alimentos asociados a S. enterica
en laregion centro de México

Para la priorizacion del riesgo de grupos de alimentos asociados con S.
enterica se emplearon 4 criterios Pe, Pd, Pp y Pb, de los cuales Pe que evalla la
probabilidad de la exposicion de S. enterica en el hogar a través del consumo de
alimentos, fue el que tuvo mayor influencia sobre el puntaje final. Mientras que Pb,
que evalua la probabilidad de que un brote de S. enterica sea causado por un
alimento especifico, fue el criterio que tuvo una mayor variabilidad en el peso
otorgado por el panel, esto podria estar asociado a la falta de informacion que hay
sobre brotes en nuestro pais como en el resto de Latinoamérica.

Para la estimacion de Pe se tomd en cuenta la prevalencia y las practicas
de manipulacion en el hogar para cada grupo de alimentos. En la Figura 19 se
observa la Pe para todas las categorias dividida en bloques de acuerdo con su valor
normalizado. Las frutas secas fueron el grupo con el mayor valor de Pe (0.277),
siendo el Unico alimento en el primer blogue (valor normalizado (VN)=5). La
prevalencia de S. enterica en este tipo de alimentos fue el factor que tuvo un mayor
efecto sobre la Pe (coeficiente de regresion (CR)=0.99), es importante mencionar
que estos alimentos en la mayoria de los casos se consumen sin un tratamiento
previo, como alimentos listos para el consumo. En el segundo bloque (VN=4) se
encontraron todas las carnes frescas (pollo 0.170, res 0.126, puerco 0.114) con
excepcion de la carne de pavo (0.075) que se encuentra en el tercer bloque (VN=3).
Para las carnes frescas los escenarios de contaminacion cruzada entre carne cruda
y cocida cuando los utensilios son Unicamente lavados mostraron el mayor impacto
sobre la variabilidad de Pe (CR=0.86 a 0.96).

El cuarto bloque (VN=2) esta conformado por las frutas frescas, queso,
jamoén y maricos de concha (0.025 a 0.047). En el dltimo bloque (VN=1) se
encontraron los siguientes alimentos: pescado, crema, yogur, atun, tocino, leche,
camaron, hortalizas de raiz, tallo y tubérculo, salchicha, hortalizas de fruta,
hortalizas de hoja, hortalizas de inflorescencia y chorizo. El chorizo a pesar de ser

el alimento con la mayor prevalencia de S. enterica en México (52.9 %) de los



alimentos evaluados, debido a que rara vez se consume sin coccién obtuvo un valor

pequefio de Pe.
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Figura 19. Probabilidad de exposicion (Pe) a S. enterica en el hogar.

En el caso de Pd, la estimacion de este criterio se realiz6 empleando
modelos secundarios en condiciones de abuso de temperatura de refrigeracion. Los
modelos empleados se observan en la Tabla 35. Para el caso del tocino no se
encontraron datos sobre el desarrollo de S. enterica en este alimento, Unicamente
un dato en Combase sobre la velocidad de desarrollo de este patdégeno en tocino a
16 °C (0.033 h1). Por lo cual se empled para este alimento un modelo secundario
de un alimento subrogado, que fue chuleta de cerdo ya que este producto tuvo la

velocidad de desarrollo mas cercana al tocino a 16 °C (0.029 h?).
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Tabla 35. Parametros estimados para modelos secundarios del desarrollo de S. enterica.

Alimento Modelo ZZ:?HT:;LOSS Caracteristicas Referencia
_ Con datos entre 4 °C
Puerco Vimax = b(T — Tpin) Tb_ _0(03'232523 y 38 °C Mgller et al., 2013
mn ' (molida)
_ Con datos entre 8 °C .
Pollo y pavo Vimax = b(T = Topin) Tb- —02-2359911 y 32 °C Zaher goFlLiukawa,
mn ' (molida)
res i = BT T b = 0.0401 Con dato,o,SGe!gre 8°C  sabike, Fujikawa, &
pmax = b( min) Timin °C = 3.47 (ymolida) Edris, 2015
a=0.092 Con datos entre 8 °C
1=-0.183 15°C
, . VAGR = a + £1 (lactate) + B2(T) Ezz 0.047 AGR= Promedio de la
Jamoén (cocido) + B3 (lactate * T) + B4 (lactate)? B3= 0.004 tasa de desarrollo Hwang et al., 2011
2 )
+ B5(T) B4=0.013 Se empleo sin lactato
B5=-0.001
3020162522 Con datos entre 10 °C
Salchicha (cocida) In(w) =by + byT + b,T? b2:1_0 (')09919 y 40 °C Oscar, 2008
Con datos entre 7.2 .
a=-0.10854 o o Este estudio
Bacon Vimax LP5IT b=0.019057 Cyas°c RMSE= 0.0138
Con datos entre 8 °C .
. a=0.12888 ; Este estudio
Frutas de semilla Y= a + bT b=0.011437 Vo) RMSE= 0.051089
b = 0.025 Con datos entre 10 °C
Frutas tropicales Vumax = b(T — Tpin) T _°C.— 19 y30°C Rezende et al., 2016
e (meldn)
b = 0.020 Con datos entre 7 °C

Hortalizas de hoja

Viumax = b(T — Tpin)

Tmin °C = 0.57

y 37 °C

Mishra et al., 2017



Hortalizas de

inflorescencia \/”max =a+bT

Hortalizas de fruta Viemax = b(T = Tpyin)

Crema Vumax = a + bT
Leche Vumax = a + bT
Queso Vumax = a + bT
Camardn Vumax = a + bT

Mariscos de concha Vumax = a(T = Typin)*°75(1 — exp(B(T — Trnax)))

Pescado y atin Vumax = a+ bT

a=-0.046816
b=0.0098243

b=0.0297
Tmin °C =6.5185

a=-0.22005
b=0.033798

a=-0.074571
b =0.027604

a=-0.015134
b =0.0023935

a=-0.04985
b= 0.0084

a=0.083

b=0.313
Tmin °C = 4.99
Tmax °C = 48.05

a=-0.039956
b=0.017821

Con datos entre 7 °C
y15°C
(yakisoba compuesta
de coliflor, broccoli,
zanahoria, calabaza,
acelga)

Con datos entre 7 °C
y21°C

Con datos entre 7.9
°Cy1l2°C

Con datos entre 7 °C
y 15°C

Con datos entre 10 °C
y 20 °C

Con datos entre 8 °C
y 16 °C

Se empleo sin timol o

atmosfera modificada

Con datos entre 4 °C
y 43°C

Con datos entre 10 °C
y 25 °C

Este estudio
RMSE=0.010

Jung, 2018

Este estudio
RMSE= 0.0037518

Este estudio
RMSE= 0.014207

Este estudio

RMSE= 0.0007

Zhou et al., 2015

Fang et al., 2015

Este estudio
RMSE=0.064605
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En la Figura 20 se muestra la Pd de S. enterica entre 7.1 °Cy 15 °C en los
diferentes alimentos. En el primer bloque se encuentran las carnes frescas y las
hortalizas de semillas. Diversos estudios han evaluado la capacidad que tiene S.
enterica para desarrollar en la carne fresca a pesar de la presencia de microbiota
(Dominguez & Schaffner, 2008; Ingham et al., 2007; Juneja et al., 2009, 2007; Mgller
et al., 2013; Oscar, 2007; Zaher & Fujikawa, 2011). Por otro lado, las frutas de
semilla son un excelente sustrato para el desarrollo debido a la presencia de
azucares simples y el pH cercano a la neutralidad. La disminucion del Pd en las
diferentes categorias se asocia principalmente con el pH, asi como la disposicion
de nutrientes. El bloque 5 no se observa en la gréfica ya que este representa
aguellos alimentos que no permiten el desarrollo del patégeno (frutas citricas,

frutillas, frutas secas, hortalizas de tallo, raiz y tubérculo, yogur y chorizo).
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Figura 20. Potencial de desarrollo (Pd) de S. enterica en los diferentes

alimentos.



El tercer criterio, Pp, que es el consumo per cépita fue obtenido con la
encuesta que se desarrolld en el apartado anterior (Figura 16). Empleando la
normalizacion en el primer bloque se encuentran la mayoria de las frutas y hortalizas
(frutas citricas, frutas de semilla, frutas tropicales, frutilla, hortalizas de tallo, raiz y
tubérculos, hortalizas de inflorescencia, leche y yogur). En el segundo bloque se
encuentran las frutas secas, hortalizas de hoja, pollo y res; en el tercero al puerco,
pescado y queso, en el cuarto al jamon, atan, camaron, salchicha, crema y pavo;y
por ultimo en el quinto bloque se encontroé chorizo, mariscos de concha y tocino. Es
importante remarcar que en el caso de las frutas y hortalizas cada uno de los
subgrupos contiene mas de tres alimentos, por lo cual el consumo es mayor.

En la Tabla 36 se muestra la comparacion del consumo per capita obtenido
en este estudio mediante una encuesta y el estimado empleando la produccion en
México. Con excepcion de las frutillas y frutas secas, la estimacion de este estudio
es mucho mayor a la obtenida mediante la evaluacion de la produccion, el consumo
per capita calculado se encuentra dentro del intervalo del 90 % de credibilidad.

Finalmente, el criterio nimero 4, Pb, se enfoca en la probabilidad de que un
alimento contaminado con S. enterica cause un brote. Dada la falta de informacion
en nuestro pais se emplearon las probabilidades estimadas por Pires et al. (2012),
las cuales fueron obtenidas de la recopilacion de brotes en Latinoamérica y el Caribe
(Tabla 37). Empleando esta informacion los productos carnicos procesados, son los
alimentos més asociados con los brotes. Estos resultados son similares a lo
encontrado en Estados Unidos, Inglaterra, Europa y Japdén, donde las carnes
frescas y sus productos procesados son los mas implicados, sin contemplar los
productos complejos y los huevos, que no son tomados en cuenta en este estudio
(Adak, Meakins, Yip, Lopman, & O’Brien, 2005; Andino & Hanning, 2015; Sara M.
Pires, Vieira, Hald, & Cole, 2014; Sara Monteiro Pires, Vigre, Makela, & Hald, 2010;
SNFA, 2018).
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Tabla 36. Comparacion del consumo per capita obtenido mediante la encuesta y el reportado en México estimado mediante

la produccién en el pais.

Categoria de alimento Grupo de alimento

Estimacién del consumo

per capita

Estimacién del consumo
per capita SADER

Estimacién del consumo
per capita por otros

Puerco
Pavo
Carnes frescas
Pollo
Res
Chorizo
Productos carnicos Jamén
procesados Salchicha
Tocino
Frutas citricas
Frutas de semilla
Frutas tropicales
Hortalizas y frutas Frutillas
Frutas secas y nueces

Hortalizas de tallo, raiz y

tubérculos

9.07 (1.8-20.11)
1.30 (0.03-4.89)
19.78 (3.45-45.57)
16.68 (3.73-34.86)
0.58 (0.01-2.18)
3.75 (0.59-9.19)
2.84 (0.45-6.77)
0.17(0.00-0.67)
56.48 (10.70-122.50)
56.55 (10.53-123.08)
56.55 (10.49-123.22)
50.23 (10.98-104.68)

18.86 (3.49 — 40.85)

44.86 (6.95-106.53)

18

315

15.2

55.32

14.9°
58.6°¢
5.464

1.1¢

44.86

18.8***

1.3w

31.4%**

14.8%+*

0.3***

3.2***

3.7

0.2%%



Hortalizas de hoja
Hortalizas de inflorescencia
Hortalizas de fruta
Crema
Leche
Productos lacteos
Queso
Yogur
Atln
Camaroén
Pescados y mariscos
Mariscos de concha

Pescado

Total

12.00 (1.81-28.68)
39.98 (6.91-91.76)
44.94 (6.78-106.24)
2.35 (0.34-5.70)
48.02 (8.66-108.22)
5.76 (1.08-13.22)
37.86 (5.60-92.84)
3.47 (0.57-8.10)
3.26 (0.26-9.10)
0.44 (0.01-1.59)
6.27 (1.19-15.08)

13.44

2.59
32.6"

45.4

14

100.3J, 33.4 leche fluida
4.3

5.8
11

1.7

6.6

13.2****

*Media y el intervalo del 90 % de credibilidad que describe los percentiles de 5 % y 95 % (kg/afio); ™ Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural; SADER, El consumo es estimado tomando en cuenta la produccién nacional, las importaciones y exportaciones dividido entre la poblacion
(2018) (SADER, 2019); *** Consejo mexicano de la carne; CoMeCarne) (COMECARNE, 2018); **** Consejo mexicano de promocion de los
productos pesqueros y acuicolas; COMEPESCA) (COMEPESCA, 2018).

aFrutas citricas incluyen limén, naranja y toronja; ® Frutas de semilla incluyen durazno, guayaba, manzana, peray uvas; ¢ Frutas tropicales
incluyen aguacate, mango, platano, papaya, pifia, melén, y sandia, 9 Frutillas incluyen ardndano, frambuesa y mora; ¢ Frutos secos incluyen nueces
y uva pasa; fHortalizas de tallo, raiz, y tubérculo incluyen papa, cebolla, esparrago, y nopalitos; 9 Hortalizas de hoja incluyen lechuga; "Hortaliza de
inflorescencia incluye brécoli y coliflor; "Hortalizas de fruta incluyen berenjena, chile verde, calabacin, pepino, tomate y jitomate. i Leche de cabray

vaca,; ¥ Pescado incluye sardina y mojarra.
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Tabla 37. Probabilidad de que S. enterica cause un brote por el consumo de un

alimento en especifico.

Categoria de

. Grupo de alimento So por Pires et al., 2012 Valor normalizado
alimento
Puerco 0.11 4
Carnes frescas Pavo 0.00 L
Pollo 0.11 4
Res 0.07 3
Chorizo 0.24 5
P;gﬁ::;zs Jamoén 0.24 5
procesados Salch'lcha 0.24 5
Tocino 0.24 5
Frutas citricas 0.08 3
Frutas de semilla 0.08 3
Frutas tropicales 0.08 3
Frutillas 0.08 3
Hortalizas y Frutas_ secas y nueces 0.01 2
Hortalizas de tallo, raiz 0.08
frutas . 3
y tubérculos

Hortalizas de hoja 0.08 3
.Hortallzas dfa 0.08 3

inflorescencia
Hortalizas de fruta 0.08 3
Crema 0.02 2
Productos Leche 0.02 2
lacteos Queso 0.02 2
Yogur 0.02 2
Atdn 0.05 3
Pescados y Camarén 0.05 3
mariscos Mariscos de concha 0.05 3
Pescado 0.05 3

Integrando los cuatro criterios en el ADCM se obtuvo que el pollo, puerco y
res fueronlos alimentos mas riesgos, seguidos de algunas frutas como de semillas,
tropicales y secas (Figura 21). Este es el primer estudio realizado en México que
prioriza alimentos asociados con S. enterica de acuerdo con su riesgo potencial, por
lo cual es importante tomar los resultados con cautela principalmente por la falta de
informacion. Sin embargo, otros paises ya han realizado priorizaciones entre la
combinacion de patdgenos incluyendo S. enterica y alimentos (Anderson, Jaykus,
Beaulieu, & Dennis, 2011; Batz, Hoffmann, & Morris, 2012; EFSA, 2013; Ruzante et
al., 2010).
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Figura 21. Puntaje final de la priorizacion de los alimentos asociados a S. enterica.

En un estudio conducido en Estados Unidos, se encontré que los alimentos
con mayor riesgo asociados a S. enterica fueron las aves, seguido de alimentos
complejos, productos hortofruticolas, huevos, res, puerco, productos lacteos y
mariscos (Batz et al., 2012). La diferencia primordial entre el estudio de Batz y este
trabajo es que las frutas y hortalizas fueron posicionadas por encima que la carne
de res y puerco; sin embargo, esto puede estar relacionado con que conjuntaron
todos los grupos hortofruticolas en uno solo, y en este estudio las frutas y hortalizas
se dividieron en nueve grupos.

En cuestion de los productos hortofruticolas, la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés) en el caso de S. enterica
priorizo en primer lugar a las hortalizas de hoja; en la segunda posicion ubicaron a
las hortalizas de tallo y bulbo, jitomates y melones; en tercera posicion los
germinados; en la cuarta posicion las frambuesas, hierbas secas y hortalizas de

hoja mezclada con otros productos de no origen animal; y en la quinta posicion las
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nueces y sus productos (EFSA, 2013). De los resultados mas contrastantes entre la
priorizacion de la EFSA y este estudio es que en la priorizacion de S. enterica en
México encontramos que las frutas de semilla, frutas tropicales y frutas secas
estuvieron por encima de las hortalizas de hoja, mientras que las hortalizas de tallo,
raiz y tubérculos se encuentran en una posicibn menor que las frutillas y frutas
secas. Estas diferencias pueden atribuirse en primer lugar a que se usaron
diferentes criterios para la priorizacion, la EFSA empleé la incidencia de
enfermedad, la carga de enfermedad, la relacion dosis-respuesta, el consumo, los
brotes y el potencial de crecimiento de patdégenos durante la vida util. En segundo
lugar, la informacién de los brotes esta mas detallada, mientras que en este estudio
fue el mismo valor para todas las frutas y hortalizas. Por ultimo, otro factor
importante a tomar en cuenta es el consumo, ya que-en Europa los jitomates, las
hortalizas de hoja, y las hortalizas de tallo y.bulbo son los productos mas
consumidos, mientras que en México encontramos que son las frutas citricas, de
semillas y tropicales.

En Estados Unidos, Anderson etal. (2011) realizaron una priorizacion de la
combinacion de S. enterica y productos hortofruticolas, en la cual emplearon ocho
criterios (informacion epidemioldgica, multiplicador de enfermedades, tasas de
hospitalizacion y mortalidad, poblacién susceptible, brotes, infectividad relativa,
consumo, vida Util/potencial de crecimiento), quedando la combinacién con
jitomates en primera posicion, seguido por las hortalizas de hoja y melones, y
después con zanahorias. La diferencia de la priorizacion de Anderson, respecto a la
de este estudio, se puede atribuir principalmente a la falta de informacion respecto
a los brotes. Las ventajas de este estudio sobre el de Anderson es que, para evaluar
la probabilidad de la exposicién, no solo empleamos la prevalencia si no también
los hébitos de manipulacién y consumo, ademas de que evaluamos de manera
cuantitativa el potencial de desarrollo de la bacteria. Finalmente, a pesar de las
limitaciones del ADCM dadas principalmente por la falta de informacion
epidemiologica y el bajo o nulo numero de estudios de la prevalencia de S. enterica
en algunos alimentos, esta priorizacion incluye las practicas de manipulacion y los

patrones de consumo de alimentos de la poblacion objetivo.
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7.3 Prevalenciay concentracion de S. enterica en alimentos seleccionados

Tomando en cuenta los resultados de la priorizacion de los alimentos
asociados a S. enterica se seleccioné la carne de pollo, las frutas tropicales y las
hortalizas de frutas como los alimentos a analizar en este trabajo. Especificamente
para las frutas tropicales y hortalizas de fruta se eligié un producto representativo
de este grupo realizando un ADCM interno tomando en cuenta el consumao per
capita en México, las toneladas que se exportan y su asociacion en brotes en
Estados Unidos por la exportacion del producto. El mango y el jitomate fueron los
alimentos elegidos como representativos de estos dos grupos. Un total de 272
muestras de jitomate Saladette, 300 de mango Ataulfo y 354 de pollo crudo fueron
analizadas en este estudio. La prevalencia total en estos productos en el centro de
México fueron 1.1 %, 1.3 % y 24.9 % para jitomate, mangoy pollo, respectivamente.
En la Tabla 38 se observa la prevalencia de S. enterica por producto, region y
temporada de muestreo. EI mango solo fue muestreado en temporada de calor ya

que es una fruta de temporal.

Tabla 38. Prevalencia de S. enterica en mango, jitomate y pollo crudo en la region

centro de México.

) Lugar de % Prevalencia (Muestras positivas /Muestras totales)
Tipo de muestra

muestreo Epocade calor Epocade frio Total
Aguascalientes 1.7 (1/60) ND 1.7 (1/60)
Jalisco 0.0 (0/120) ND 0.0 (0/120)
Mango ]
Querétaro 2.5 (3/120) ND 2.5 (3/120)
Total 1.3 (4/300) ND 1.3 (4/300)
Aguascalientes 2.0 (1/50) ND 2.0 (1/50)
Jalisco 0.0 (0/50) 0.0 (0/50) 0.0 (0/100)
Tomate ]
Queretaro 1.6 (1/61) 1.6 (1/61) 1.6 (2/122)
Total 1.2 (2/161) 0.6 (1/161) 1.1 (3/272)
Aguasca"entes 40.0 (20/50) ND 40.0 (20/50)
Jalisco 42.0 (21/50) 28.0 (14/50) 35.0 (35/100)
Pollo crudo Querétaro 16.7 (17/102) 15.7 (16/102)  16.2 (33/204)
Total 29.7 (60/202) 17.8 (36/202)  24.9 (88/354)

NR = no realizado
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En México se ha observado una prevalencia de S. enterica en jitomate que
va desde el 0 % hasta el 11.7 % (Cardenas et al., 2013; Leal-Cervantes et al., 2018),
siendo mayor en jitomate Cherry que en Saladette o Bola. En el caso de mango, no
existen estudios de prevalencia de este patdégeno en puntos de venta. Ragazzo-
Sanchez et al. (2009) evaluaron la prevalencia de este microorganismo dentro de
una planta empacadora de mango, y encontraron una prevalencia del 6.7 %. Como
se esperaba la prevalencia de S. enterica en pollo fue mucho mayor que, en los
productos hortofruticolas, mientras que la prevalencia de jitomate y mango fueron
muy similares. En otros estudios se ha observado que la prevalencia de este
patdogeno en pollo en nuestro pais varia desde 4.5 hasta 63.2 % (Charles-
Hernandez et al., 2007; Miranda et al., 2009; Rodriguez-Ceniceros et al., 2016;
Villalpando-Guzman et al., 2017a; Zaidi et al., 2006).

La prevalencia de S. enterica en pollo tuvo una asociacion estadistica con
el lugar de muestreo, siendo la prevalencia en Jalisco hasta dos veces mas que la
de Querétaro (Tabla 39) (p = 0.0002). En contraste, la temporada de muestreo y el
tipo de establecimiento minorista no tuvieron asociacion estadistica (p> 0.05) con la
prevalencia de S. enterica. Cuando los resultados se analizaron por lugar de
muestreo, se observé que el tipo de establecimiento si tuvo un efecto significativo
sobre la prevalencia de S. enterica, siendo mayor en pollerias, seguido de los
mercados y supermercados en Jalisco (p = 0.0294); mientras que en Querétaro se
observé una tendencia opuesta (supermercados> mercados> polleria, p = 0.0181).
En Querétaro ya se ha observado esta tendencia previamente (Regalado-Pineda et
al., 2020). En los supermercados, practicas como el re-empaquetamiento o el
tiempo prolongado de almacenamiento de este tipo de productos puede contribuir a
la sobrevivencia y diseminacion del patégeno. Por otro lado, al igual que en Jalisco,
estudios realizados en Hidalgo y en la Ciudad de México encontraron que la
prevalencia de S. enterica ha sido mayor en mercados y pollerias (Miranda et al.,
2009; Villalpando-Guzman et al., 2017a).
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Tabla 39. Prevalencia de S. enterica en muestras de mango, tomate y pollo crudo compradas en establecimientos

minoristas de la region central de México, segun el lugar de muestreo, la temporada y el tipo de establecimiento.

% Prevalencia (muestras positivas/ muestras totales)

Temporada de frio

Tipo de muestra rl;]lfj%?;r((je(e) Temporada de calor
Supermercado  Mercado Polleria Total Supermercado  Mercado Polleria Total Total
Jalisco 0.0 (0/35) 0.0 (0/40) 0.0 (0/45) 0.0 (0/120) ND ND ND ND 0.0 (0//120)
Mango Querétaro 5.0 (2/40) 2.5(1/40) 0.0 (0/40) 2.5 (3/120) ND ND ND ND 2.5 (3/120)
Total 2.6 (2/75) 1.3 (1/80) 0.0 (0/85) 1.3 (3/240) ND ND ND ND 1.3 (3/240)
Jalisco 0.0 (0/17) 0.0 (0/17) 0.0 (0/16) 0.0 (0/50) 0.0 (0/17) 0.0 (0/17) 0.0 (0/16) 0.0 (0/50) 0.0 (0/100)
Tomato Querétaro 7.1(1/14) 0.0 (0/24) 0.0 (0/23) 1.6 (1/61) 0.0 (0/23) 0.0 (0/17) 4.8 (1/21) 1.6 (1/61) 1.6 (2/122)
Total 3.2 (1/31) 0.0 (0/41) 0.0 (0/39) 0.9 (1/111) 0.0 (0/40) 0.0 (0/34) 2.7 (1/37) 0.9 (1/111) 0.9 (2/222)
Jalisco 29.4 (5/17) 35.3(6/17) 62.5(10/16) 42.0(21/50) 17.6 (3/17) 23.5 (4/17) 50.0 (7/16) 28.0 (14/50)  35.0 (35/100)
Pollo crudo Querétaro 20.6 (7/34) 8.8 (3/34) 20.6 (7/34)  16.7 (17/102) 32.4 (11/34) 14.7 (5/34) 0.0 (0/34) 15.7 (16/102) 16.2 (33/204)
Total 23.5(12/51) 17.6(9/51) 34.0 (17/50). 25.0 (38/152)  27.5(14/51)  17.6 (9/51) 14.0 (7/50) 19.7 (30/152) 22.4 (68/304)

ND: No determinado



La concentracién de S. enterica en alimentos ha sido poco estudiada en
nuestro pais, Unicamente se tiene informacién publicada de la concentracion del
patdgeno en chorizo y carne de res (Escartin, Castillo, & Salda, 1999; Martinez-
Chéavez et al., 2015). En este estudio dos, tres y 68 muestras positivas a S. enterica
de jitomate, mango y pollo, respectivamente, fueron cuantificadas (Figura 22). En
una muestra de mango y 12 muestras de pollo la concentracion del patégeno se
encontré debajo del limite de deteccion (-2.00 Log NMP/g para jitomate y mango, y
aproximadamente -1.52 Log NMP/g para pollo). Mientras que en siete muestras de
pollo la concentracién estuvo por encima del limite superior de deteccion (0.64 Log
NMP/Q).

La concentracion del patdgeno en las muestras de jitomate oscilo entre -
1.95y-1.43 Log NMP/g, entre <-2.0 y -1.59 Log NMP/g en las muestras de mango,
y entre <-1.52 y >0.64 Log NMP/g en las muestras de pollo. La concentracion de S.
enterica observada en los productos hortofruticolas fue mas baja que la informada
en otros paises, incluidos Malasia, China y Filipinas. Los estudios de esos paises
mostraron que la concentracion de S. enterica en tomates oscilé entre -0.5y >2.3
Log NMP/g (Nillian et al., 2011, Vital, Dimasuay, Widmer, & Rivera, 2014; Yang et
al., 2020). En mangos, Pui et al. (2011) encontraron 0.5 Log NMP/g, sin embargo,
las muestras consistieron en el producto cortado, lo cual puede aumentar la
contaminacion cruzada y. el crecimiento bacteriano debido a la disponibilidad de
nutrientes.

La concentracion media de S. enterica en pollos fue de -0.61 Log NMP/g,
mientras que la mediana (IC del 95%) fue de -0.54 (-1.52 a 0.59). No se observé un
efecto significativo (p> 0.05) del lugar del muestreo, de la temporada de muestreo
ni del tipo de establecimiento minorista sobre la prevalencia de S. enterica en pollo,
ni tampoco de las interacciones entre estos factores. Se observé una variabilidad
considerable en la concentracion entre las muestras de pollo. Esto podria estar
relacionado con el tamafio de la empresa de suministro, las practicas de
manipulacion de alimentos de los trabajadores, y el tiempo de exposicion del
producto en los establecimientos minoristas. Ya que, por un lado, la vida de anaquel

del pollo se alcanza con mayor frecuencia en los supermercados, mientras que en



mercados y pollerias el pollo fresco se suministra diariamente, y, por otro lado, los

productos se almacenan principalmente a temperatura ambiente en los mercados y

pollerias, lo que permite el crecimiento de S. enterica. La concentracion de S.

enterica en el pollo crudo ha sido ampliamente documentada, oscilando entre <-2.8
y 2.9 Log NMP/g (Kanki et al., 2009; Shashidhar, Srivastava, & Bandekar, 2011;
Straver et al., 2007; Wang et al., 2013; Wang et al., 2014; Zhu et al., 2014). Sin

embargo, estos datos son de otros paises y no hay datos disponibles en México

para comparar.
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Figura 22. Concentracion de S. enterica en jitomate, mango y pollo.

7.4 Caracterizaciéon de la huella genotipica y fenotipica de las cepas de S.

enterica aisladas de alimentos

Se aislaron 284 cepas de S. enterica de los diferentes alimentos (13 de

jitomate, 15 de mango y 256 de pollo). Todas estas cepas fueron caracterizadas de

acuerdo con la HG y HF.
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7.4.1 Caracterizacion de la huella genotipica de las cepas de S. enterica

aisladas de alimentos

El 99.6% (283/284) de los aislamientos contenian todos los genes
cromosomales de virulencia analizados (agfA, hilA, orgA, sipA, sifA, sseF, sseL,
invA y ssaQ); solo un aislado (0.4%) no tuvo el gen sifA y correspondi6 a una cepa
obtenida de una muestra de mango en Aguascalientes. Otros estudios han
encontrado resultados similares en el caso de los genes de virulencia cromosomales
(Ahmed et al., 2016; Bhowmick et al., 2011; Deekshit, Kumar, Rai, Rohit, &
Karunasagar, 2013; Elemfareji & Thong, 2013; Graziani et al., 2011; Huehn et al.,
2010; Hughes et al., 2008; Hur, Kim, Park, Lee, & Lee, 2011; Krzyzanowski et al.,
2014; Kuang et al., 2015; Osman, Marouf, & Alatfeehy, 2013; Skyberg et al., 2006;
Smith et al., 2010), lo que sugiere que estos genes se encuentran preservados entre
las cepas de esta especie. En el caso del gen sifA Khoo et al. (2009) también
reportaron la falta de este gen en algunas cepas aisladas de vegetales y carne de
pollo (2 %). La mayor variabilidad de los genes de virulencia se observé en los genes
moviles, donde el 81.4% (234/284) y el 15.8% (45/284) de las cepas tenian los
genes profago sspH1 y/o sopE, respectivamente. Los genes del plasmido pefA 'y
spvC se encontraron entre el 11.3% (32/284) de los aislados. Otros estudios
observaron variabilidad en la presencia de estos genes plasmidicos que va de 0 al
98.9 % (Bhatta et al., 2007; Bugarel, Granier, Weill, Fach, & Brisabois, 2011; Chiu
& Ou, 1996; Huehn et'al., 2010; Hughes et al., 2008; Hur et al., 2011; Kuang et al.,
2015; Pasmans et al., 2005; Skyberg et al., 2006; Smith et al., 2010).

La proteina codificada por el gen sspH1 (SspH1) ha sido relacionada con
la inhibicion de NFkB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de
las células B activadas), un regulador clave en la respuesta inmune innata como
adaptativa, por lo cual antagoniza la respuesta celular inmune y prolonga la
sobrevivencia intracelular de la bacteria (Agbor & Mccormick, 2011; Haraga & Miller,
2006; McGhie et al.,, 2009). SpvC se ha asociado con la sobrevivencia del
microorganismo dentro de macroéfagos, lo cual podria incrementar la duracion y
severidad de la enfermedad (Figueroa Ochoa & Verdugo Rodriguez, 2005; Kaur &
Jain, 2012; Liss et al., 2017; McGhie et al., 2009).
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Las 284 cepas de S. enterica se agruparon en siete virulotipos
denominados V1, V2, V3, V4, V5, V6 y V7 (Figura 23), y el virulotipo V2 fue el mas
comun entre los aislamientos (68.7 %). Los aislados de Salmonella de pollo
mostraron una alta variabilidad de virulotipos, encontrando todos los virulotipos
excepto V6. Los virulotipos V1, V2 y V3 se encontraron en muestras recolectadas
de todas las ubicaciones de muestreo, mientras que V4, V5 y V7 solo se observaron
en algunas ubicaciones. V4 se aisl6 de una muestra de pollo comprada en
Querétaro, V5 en muestras de pollo de Querétaro y Aguascalientes y V7 en
muestras de pollo de Jalisco. En cepas de Salmonella aisladas de jitomate, solo se
observo el virulotipo V2, mientras que V2, V5 y V6 se detectaron en los aislados de
mango. En muestras de mango y pollo, se identificé la coexistencia de aislamientos
de S. enterica con diferentes virulotipos. Se detectaron virulotipos V2 y V5 en una
muestra de mango, mientras que 12 muestras de pollo mostraron coocurrencia de
multiples virulotipos [V1/V2: 0.99 % (3/304); V1/VV7: 0.99 % (3/304); V2/V3: 0.33 %
(1/304); V2/V4: 0.,33 % (1/304); V2/V5: 0.33 % (1/304); V2/V7: 0.33 % (1/304);
V3/V5: 0.33 % (1/304); y V1/V2/V5: 0.33 % (1/304)].
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Figura 23. Distribucion de las cepas de S. enterica de acuerdo con su virulotipo.

En la Tabla 40 se muestra la prevalencia de los virulotipos de S. enterica
en cada uno de los tres alimentos analizados. A pesar de la baja frecuencia del
virulotipo V5 en estos alimentos, es importante no subestimar a estas cepas, ya que

contienen todos los genes de virulencia que se buscaron en este estudio, por lo cual
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estas cepas podrian ser hipervirulentas y ocasionar mas cuadros de enfermedad

gue aquellas que pertenecen a los otros virulotipos.

Tabla 40. Prevalencia de los virulotipos de S. enterica en mango, jitomate y pollo.

Prevalencia (%)

Virulotipo Mango Jitomate Pollo crudo

n=300 n=272 n=354

Vi 0.0 0.0 51

V2 1.0 11 18.1

V3 0.0 0.0 11

V4 0.0 0.0 0.3

V5 0.0 0.0 2.0

V6 0.3 0.0 0.0

V7 0.0 0.0 2.0

7.4.2 Caracterizacion de la huella fenotipica de las cepas de S. enterica

aisladas de alimentos

En el caso de la HF se evalud la resistencia a antimicrobianos, la capacidad
de desarrollo en condiciones &cidas y la formacion de biopeliculas.

7.4.2.1 Resistencia a antimicrobianos

La presencia de microorganismos resistentes a antibidticos ha sido
prioridad a nivel mundial por su gran riesgo a la salud (WHO, 2014). En este estudi6
se evaluo la resistencia de S. enterica a 14 antimicrobianos, asi como sus posibles
implicaciones en la caracterizacion del peligro. En la Figura 24 se muestra el
porcentaje de cepas de S. enterica que son resistentes a los diversos antibiéticos.
El 91.5 % (260/284) de las cepas fueron resistentes a al menos un antimicrobiano.
En general, la mayoria de las cepas fue resistente a ampicilina. Ademas de este
antibidtico un alto porcentaje de cepas mostré resistencia a carbencilina,
tetraciclina, nitrofurantoina, cloranfenicol y trimetoprima/sulfametoxazol. La alta
resistencia a ampicilina, tetraciclina, trimetoprima/sulfametoxazol y cloranfenicol

también se ha observado en otros estudios realizados con aislados de S. enterica
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de pollo, res y personas enfermas y asintomaticas en México (Aguilar-Montes
DeOcaetal., 2017; Cabrera-Diaz et al., 2013; Martinez-Chavez et al., 2015; Miranda
et al., 2009; Nayarit-Ballesteros et al., 2016; Perez-Montafio et al., 2012; Talavera
et al., 2011; Villalpando-Guzméan et al., 2017; Zaidi et al., 2013, 2008, 2006).
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Figura 24. Porcentaje de cepas de S. enterica resistentes a distintos antibidticos
aisladas de mango, jitomate, y pollo. Amikacina (AK, 30 ug), ampicilina (AMP, 10
Mg), carbencilina (CB, 100 ug), cefalotina (CEP, 30 ug), cefoxitina (CFX, 30 ug),
ciprofloxacino (CIP, 30 pg), cloranfenicol (CHL, 30 ug), gentamicina (GEN, 10 ug),
netilmicina (NET, 20 ug), nitrofurantoina (NFT, 300 ug), norfloxacina (NOF, 10 ug),
trimetoprima/sulfametoxazol (SXT, 1.25/23.75 ug), estreptomicina (STR, 10 ug),
tetraciclina( TET, 30 ug).
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Diversos estudios de cepas de S. enterica MRA se ha asociado con un
mayor tiempo de hospitalizacidén e incremento en la mortalidad (Duong et al., 2020;
Parisi et al., 2018). El 54.9 % (156/284) de las cepas fue MRA. En el caso particular
de mango, jitomate y pollo el 6.7 % (1/15), 15.4 % (2/13) y 59.8% (153/256) de las
cepas fueron MRA. La alta presencia de cepas MRA aisladas de pollo puede
asociarse a que durante el crecimiento de las aves se les administran
antimicrobianos ya sea como promotores de crecimiento o como medida preventiva
(Doyle, 2015; Gebreyes et al., 2017). De acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-
040-Z00-1995 muchos de los antibidticos a los cuales las cepas de S. enterica
mostraron resistencia, estan autorizados para emplearse en la produccion de
animales para consumo como son estreptomicina, gentamicina, amikacina,
tetraciclina, trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol, entre otros (DOF, 1997).

Los aislados que presentaron MRA se clasificaron en 65 perfiles diferentes;
s6lo el 2.6% (4/156) y el 9.6% (15/156) de ellos correspondieron a perfiles ASSuT y
ACSSuT, respectivamente, y todos fueron recuperados de muestras de pollo. Estos
dos fenotipos son considerados de alta importancia sanitaria ya que han causado
un mayor niumero de enfermedades en comparacion con otras cepas susceptibles
(Lucarelli et al., 2010; Michael & Schwarz, 2016).

A pesar que la mayoria de los casos de NTS son autolimitados y no se
requieren tratamiento con antibiéticos, estos se emplean en casos severos e
invasivos de enfermedad o cuando se presentan en personas mayores,
inmunocomprometidas o nifios principalmente menores a un afio (McDermott, Zhao,
& Tate, 2018). El incremento de la tasa de resistencia a antibioticos ha sido un
problema importante en los tratamiento invasivos de S. enterica (Chen, Wang, Su,
& Chiu, 2013), ya que como se menciond con anterioridad al no funcionar podrian
incrementar la severidad de la enfermedad.

Antibiéticos como las fluoroquinolonas (ciprofloxacino), azitromicina,
trimetoprima/sulfametoxazol, ampicilina y amoxicilina tienden a ser empleados en
pacientes susceptibles adultos, mientras que las cefalosporinas de tercera
generacion en infantes (Gut, Vasiljevic, Yeager, & Donkor, 2018; McDermott et al.,
2018; Wen, Best, & Nourse, 2017). En la Tabla 41 se muestra, la prevalencia de S.
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enterica resistente a los seis antibioticos mas comunes (AMP, CHL, STR, STX, TER,
CIP), la cual oscila entre el 7.6% y el 21.8%. En Jalisco, la mayor prevalencia de S.
enterica MRA se observo en muestras de pollo compradas en pollerias, mientras

que en Querétaro de pollo comprado en supermercados.

Tabla 41. Prevalencia de S. enterica resistente a diferentes antibiéticos en mango,

jitomate y pollo.

Prevalencia (%)

Resistencia a antimicrobianos Mango Tomato Pollo crudo
n=300 n=272 n=354
AMP 0.7 1.1 21.8
CHL 0.0 0.0 13.3
STR 0.3 0.4 7.6
STX 0.3 0.0 13.0
TET 0.3 0.0 155
CIP 0.0 0.7 10.5
ASSuT 0.0 0.0 0.8
ACSSuT 0.0 0.0 34
MRA 0.3 0.4 18.9

7.4.2.2 Evaluacién del comportamiento de S. enterica a condiciones acidas

S. enterica tiene la capacidad de responder y adaptarse a diversos tipos de
estrés, lo cual podria modificar su comportamiento ante diversas situaciones (Horn
& Bhunia, 2018; Humphrey, 2004). Sin embargo, no todas las cepas tienen la misma
capacidad-de responder ante diversas condiciones, lo que podria generar una
variabilidad en sus respuestas ante condiciones adversas, por ejemplo, durante el
desarrollo y/o sobrevivencia en alimentos &cidos. Por lo cual, es importante
caracterizar esta variabilidad e incluirla en el desarrollo de modelos predictivos. La
inclusion de la variabilidad intra-especie en modelos predictivos ayudaria a mejorar
la evaluacioén de la exposicién ante patégenos.

Para evaluar la variabilidad intra-especie durante el desarrollo a

condiciones acidas moderas (pH 5) y severas (pH 4), se modelaron cinéticas de
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desarrollo y se estimaron parametros de desarrollo (TD y p). Se evaluaron tres
diferentes modelos para ajustar las cinéticas de desarrollo, siendo el propuesto por

Baranyi y Roberts el elegido (Tabla 42).

Tabla 42. Bondad de los modelos de Baranyi y Roberts, Gompertz y Scale Free.

Condiciones Modelo R? RMSE
Baranyi y Roberts 0.89a0.99 0.0008 a 0.0971
pH 5 Gompertz 0.90 a 0.99 0.0017 a 0.0934
Scale Free 0.78 a2 0.99 0.0008 a 0.1086
Baranyi y Roberts 0.82a0.99 0.0004 a 0.0107
pH 4 Gompertz 0.81a0.99 0.0002 a 0.0120
Scale Free 0.57a 0.99 0.0003 a 0.0176

En la Figura 25 se puede observar una amplia variabilidad entre los TD y
las p de las cepas de S. enterica tanto a condiciones de acidez moderada como
severa. EI TD a pH 5 vario desde 6.14 a 17.34 h (Figura 25A), mientras que a pH 4
el TD fue mayor encontrdndose en un rango de 13.21 a 26.33 h (Figura 25B). En el
caso de la p los rangos variaron de 0.016 a 0.066 DOeoonm h, y 0.003 a 0.028
DOsoonm h! para pH 5y pH 4, respectivamente (Figura 25C, Figura 25D). Como era
de esperarse el tiempo de deteccion es mayor y la velocidad es menor a pH 4 que
a pH 5, ya que cuando el estrés es muy agresivo, la bacteria va modificando sus
prioridades metabdlicas y ante condiciones altamente estresantes su principal
objetivo es sobrevivir, disminuyendo aquellos gastos energéticos relacionados con
su desatrrollo.

Las diferencias intra especie pueden estar asociadas a la historia previa de
la célula (Bertranda, 2019), asi como a su susceptibilidad ante metabolitos que
genera durante su metabolismo, llegando a emplear la energia necesaria para el
desarrollo en otras rutas metabodlicas que le permitan mantener la homeostasis
(Lianou, Nychas, & Koutsoumanis, 2017hb).

Hasta ahora pocos estudios se han enfocado a evaluar la variabilidad intra
especie de S. enterica durante el desarrollo en condiciones no éptimas (Fehlhaber
& Kriger, 1998; Lianou & Koutsoumanis, 2011b, 2011a), enfocandose Unicamente

en la velocidad de desarrollo o el tiempo de generacion.
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En este estudio no se encontro relacion entre el TD y la (1 a ninguna de las
dos condiciones de pH, lo que indica que no necesariamente las cepas que se
adaptan se multiplican con mayor rapidez. De la misma manera se observo que no
existe relacion entre el TD y la p a las dos condiciones de pH, es decir que no
siempre las cepas que tienen una mejor adaptacion o velocidad de desarrollo a pH
5 tienen el mismo comportamiento a pH 4.
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Figura 25. Tiempo de deteccién (TD) y velocidad de desarrollo (1) a pH 5
y pH 4 de cepas de S. enterica. A) TDpH4, B) TDphs, C) UpH4, D) pHs

Estas diferencias pueden estar relacionadas con los diferentes
mecanismos de defensa que implementa la bacteria ante condiciones acidas
moderadas y severas. Por ejemplo, ante condiciones de acidez moderada se activa
principalmente el sistema de homeostasis de la célula; sin embargo, a pH mas
severo este sistema empieza a fallar, y a medida que desciende el pH se incrementa

la produccién de proteinas de choque acido (Foster, 1995; Ramos-Morales, 2012).
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Empleando las cepas de aisladas en Querétaro, se analiz6 la asociacion
entre TD y 1 en condiciones acidas, y el virulotipo y MRA. MRA tuvo una asociacion
significativa (p <0.05) con uy TD a pH 4y 5 (Tabla 43). En general, los aislamientos
con MRA tuvieron una menor gy un mayor TD que los aislamientos no-MRA. El
virulotipo también se asocio significativamente (p <0.05) con los parametros de
crecimiento, excepto con la pu a pH 5; los aislados clasificados como virulotipo V5
(que contiene todos los genes de virulencia analizados en este estudio) mostraron
un mayor TD y un una menor | 0 ningan crecimiento a pH 4. Estos resultados, al
igual que otros estudios sugieren que la expresion de factores de virulencia de S.
enterica puede tener un costo en la eficacia biolégica disminuyendo su capacidad
para desarrollar tanto fuera como dentro del huésped (Giraud, Cloeckaert,
Baucheron, Mouline, & Chaslus-Dancla, 2003; O’Regan et al., 2010; Sturm et al.,
2011). En el caso especifico de las cepas MRA es posible que su desarrollo se vea
limitado en la presencia de otros microorganismos cuando existe una ausencia de

antibiéticos en el medio.

Tabla 43. Efecto del virulotipo y MRA de cepas de S. enterica en su desarrollo a

condiciones acidas.

Variable 1 Variable 2 Valor p
. : .

TDptis Virulotipo <0.0001
MRA 0.0002*
Virulotipo <0.0001*
TDprs MRA <0.0001*
Virulotipo 0.7763

HpHS MRA 0.0019*
Virulotipo <0.0001*
Hoha MRA <0.0001*

*Diferencia estadisticamente significativa

Los valores empleados para clasificar las cepas en lentas (1), moderadas
(2) y rapidas (3) para cada parametro se determiné empleando las cepas de
Querétaro (Tabla 44). A pH 5, aproximadamente el 70% de los aislamientos tuvieron
un nivel moderado para ambos parametros; a pH 4, aproximadamente el 50 % vy el

78.4 % de los aislamientos tuvieron un nivel moderado en TD y J, respectivamente.
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Tabla 44. Rangos del TD y u para clasificar las cepas en lentas, moderadas o
rapidas, empleando las cepas aisladas en Querétaro y la frecuencia de los

aislamientos de S. enterica en cada nivel.

Pardmetro Nivel Rango Frecuencia (%)

Lento (1) >12.89 h 12.1

TDpHs Moderado (2) 12.89-8.83 h 67.9
Réapido (3) <8.83h 20.0

Lento (1) > 2254 h 34.3

TDpH4 Moderado (2) 22.54 -18.83 h 50.8
Rapido (3) <18.83 h 14.9

Lento (1) <0.0209 DO ht 12.7

MpH5 Moderado (2) 0.0209 - 0.0414 DO ht 70.3
Rapido (3) >0.0414 DO ht 12.0

Lento (1) < 0.0066 DO h't 12.7

MpHa4 Moderado (2) 0.0066 - 0.0128 DO h:t 78.4
Réapido (3) >0.0128 DO ht 8.9

Usando la informaciébn mencionada anteriormente, los 284 aislados se
clasificaron en una escala de desarrollo global para ambas condiciones de pH,
mostrando distribuciones similares a pH 4 y 5 (Tabla 45). Un porcentaje
relativamente bajo de aislamientos se agruparon en categorias mas extremas: muy
bajo (2.42 a 3.64 %) o muy alto (4.24 a 5.45 %), mientras que la mayoria de los
aislamientos tuvieron un desarrollo moderado (47.27 a 49.10 %). Para validar la
categorizacion propuesta, todos los aislamientos, incluidos los 199 de
Aguascalientes y Jalisco, se recategorizaron utilizando una nueva media del TD y u
obtenida con todos los datos. De todos los aislamientos, a pH 4 solo el 5.99 %
(17/284) cambio de categoria; no se produjeron cambios para las categorias muy
lentas y rapidas. Mientras que a pH 5, el 23.24 % (66/284) de los aislamientos
cambiaron de clasificacion. Lo que indica que los datos de TD y p de los aislados
de Querétaro pueden ser representativos del crecimiento a pH 4 para otros aislados
de S. enterica; sin embargo, para caracterizar el crecimiento a pH 5 es importante

analizar mas cepas para determinar adecuadamente los niveles de DT y p.
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Tabla 45. Clasificacion del desarrollo global de S. enterica en condiciones acidas.

Condicién acida

Escala global de desarrollo

pH 4 pH5
Sin desarrollo (0) 18.79 % 0.00 %
Muy lento (1) 3.64 % 2.42 %
Lento (2) 15.15% 18.18 %
Moderado (3) 47.27 % 49.10 %
Alto (4) 10.91 % 24.85 %
Muy alto (5) 4.24 % 5.45 %

En un escenario hipotético, las cepas clasificadas como muy altas podrian crecer
mas rapidamente y, a pesar de estar en baja proporcion, pueden ser dominantes en
los alimentos acidos, aumentando asi el riesgo de salmonelosis. Por lo tanto, estos
aislamientos se pueden utilizar para evaluar el “peor escenario”, en la evaluacion de
la exposicion. Finalmente, en la Figura 26 se observan algunos ejemplos de las
cinéticas de desarrollo de cepas de S. enterica con diferentes escalas de desarrollo,
lo que evidencia el impacto que esta variabilidad representa, y resalta la importancia
de incluir la variabilidad intra-especie en los modelos predictivos. Asimismo, es de
gran importancia conocer la proporcibn de cepas que presentan dichas
caracteristicas y que estan circulando en los alimentos que se venden en la regién
estudiada para evaluar la implicacion que esto tiene en la inocuidad alimentaria.

7.4.2.3 Formacion de biopeliculas de S. enterica

La habilidad de formar biopeliculas en cepas de S. enterica puede tener un
efecto importante en la persistencia de esta bacteria tanto dentro de la cadena de
produccién de alimentos como dentro del huésped (Lamas, Miranda, Vazquez,
Cepeda, & Franco, 2016; Pui et al., 2011; Vestby, Mgretrg, Langsrud, Heir, & Nesse,
2009). La variabilidad intra-especie de S. enterica en los patrones de formacién de
biopeliculas pueden tener un importante efecto en la persistencia, contaminacion

cruzada y transmision del patogeno.
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Diferentes estudios de la variabilidad en la formacién de biopeliculas de S.
enterica se han realizado en India, Espafia, Grecia, Estados Unidos, Serbia,
Polonia, Italia y Brasil (Cabarkapa et al., 2015; Diez-Garcia, Capita, & Alonso-
Calleja, 2012; Lianou & Koutsoumanis, 2012; Nair et al., 2015; Piras, Fois, Consolati,
Mazza, & Mazzette, 2015; S. Stepanovi¢, Cirkovié, Mijag, & Svabié-Vlahovi¢, 2003;
Stepanovi¢, Cirkovié, Ranin, & Svabié-Vlahovi¢, 2004; Zadernowska & Chajecka-
Wierzchowska, 2017; Ziech et al., 2016). Sin embargo, en México no hay estudios
que evallen la variabilidad entre las cepas de S. enterica, ya que los pocos estudios
gque existen se enfocan en una pequefia cantidad de cepas. En la Figura 27 se
muestra la gran variabilidad de formacién de biopeliculas de los diferentes aislados
de S. enterica a través del tiempo. El rango de la formacion de biopeliculas varié de
0.11 a 1.76 DOsgsnm, 0.14 a 2.08 ODsgsnm, and 0.13 a-2.31 ODsgsnm a las 24, 48,y
72 h, respectivamente.

La dindmica de la formacion de biopeliculas en la mayoria de los casos
mostré un incremento en la produccién de polimeros a través del tiempo; sin
embargo, en algunos casos se observé una disminucién en la formaciéon de
biopeliculas a las 24 y 48 h. La formacion de biopeliculas no siempre es uniforme
en tiempo y espacio (Jessen & Lammert, 2003). EI comportamiento dindmico
observado no solo puede estar relacionado con la produccion de polimeros, sino
también con la etapa de la formacién de biopeliculas en que se encuentre. Las
etapas de la formacion de biopeliculas son: adhesion (reversible e irreversible),
desarrollo de la arquitectura de la biopelicula y maduracion en donde se observa un
desarrollo de las células sésiles dentro de la biopelicula, y por ultimo la dispersién
(Kaplan, 2010; Srey, Jahid, & Ha, 2013). Sugiriendo que la disminucion en la
produccién de biopolimeros pudiera asociarse con una llegada a la maduracion de
la ‘biopelicula seguida por la dispersion de las células, ya que las células
desprendidas pueden usar la matriz polimérica como fuente de carbono (Pui et al.,
2011). En este punto es importante aclarar que un aumento en la formacion de
biopeliculas, o la estabilidad en la concentracion de estos biopolimeros, no dicen
gue no se esté experimentando el proceso de dispersion. Durante el ciclo de la

formacion de biopeliculas, en la etapa de maduracion podria existir un intercambio



activo de células en la matriz polimérica, en el cual se formen polimeros, y al mismo
tiempo una pérdida de estos debido a la dispersion pasiva o activa que puede estar
ocurriendo (D’Acunto, Frunzo, Klapper, Mattei, & Stoodley, 2019).

No se observo correlacion entre el desarrollo (DOsoonm) y la formacion de
biopeliculas (DOsesnm) de las cepas de S. enterica a ningun tiempo de incubacién
(24 h, R?=0.078; 48 h, R?>=0.015; 72 h, R>= 0.013) ni en general (R>=0.059), lo que
sugiere que no necesariamente las bacterias que tienen mayor capacidad de
desarrollo son las que producen mas biopeliculas, o viceversa. Otros estudios
también han observado que no existe una relacion entre el desarrollo'y la formacion
de biopeliculas (Diez-Garcia et al., 2012; Lianou & Koutsoumanis, 2012).

Factores extrinsecos como la disponibilidad de nutrientes, pH, temperatura
y tiempo de incubacién juegan un papel importante en la formacion de biopeliculas
(Lianou & Koutsoumanis, 2012; Stepanovi¢ et al., 2004). En este estudio se observé
que el tiempo de incubacion tuvo un efecto importante sobre la formacion de
biopeliculas, siendo de forma general mayor su produccion alas 48y 72 h que a las
24 h. El origen (fuente de aislamiento) de las cepas no tuvo un efecto significativo
(Tabla 46), siendo similar a lo encontrado por Stepanovic et al. (2004) al comparar
la formacion de biopeliculas de cepas de S. enterica aisladas de alimentos, animales
y humanos. Mientras que, en cuestion del periodo del afio, las cepas aisladas en
época de calor mostraron.una mayor formacion de biopeliculas.

En el caso de los factores intrinsecos, el virulotipo y la MRA, tuvieron un
efecto estadisticamente significativo (p<0.05) sobre la formacion de biopeliculas. En
el caso del virulotipo, a pesar de esto, no se observé una tendencia clara sobre el
namero de genes de virulencia o la presencia de genes especificos. Nair et al.
(2015) también encontraron una relacion entre la formacién de biopeliculas y el
agrupamiento de acuerdo con tres andlisis genéticos (PFGE, ERIC-PCR, RAPD-
PCR) de cepas de S. enterica, sin embargo, tampoco observaron tendencias claras.

Por otra parte, en la cuestion de la resistencia a antibiogticos, las cepas MRA
tuvieron una mayor produccion de biopolimeros. Esto puede estar ligado con la
historia previa de la célula, teniendo como hipotesis que las cepas antes del

aislamiento se encontraban dentro de una matriz polimérica, ya que es bien sabido
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gue dentro de las biopeliculas puede existir con mayor frecuencia un intercambio de
genes, aunado a esto la mayoria de los casos de resistencia a antimicrobianos es
obtenida a través de elementos genéticos méviles. No obstante Piras et al. (2015) y
Wang et al. (2013) no encontraron una correlacion entre la formacion de biopeliculas

y la resistencia a antibiéticos.

Tabla 46. Efecto del virulotipo, MRA, y tiempo de incubacién sobre la habilidad de

formacion de biopeliculas de cepas de S. enterica.

Factor Valor p
Virulotipo 0.0008*
MRA <0.0001*
Tiempo de incubacion <0.0001*

*Diferencia estadisticamente significativa

Las cepas fueron clasificadas en funcion de su nula, débil, moderada y
fuerte formacion de biopeliculas de acuerdo con las bases propuestas por
Stepanovic et al. (2000), encontrando que a las 24 h la mayoria de las cepas
tuvieron una formacion débil y evolucion6é a moderada, de tal forma que a medida
gue el tiempo transcurrié fue disminuyendo el nimero de cepas que se encontraban
en los grupos de no formadores o débilmente formadoras, y fueron incrementando
en los grupos de moderada y fuerte formacion de biopeliculas (Tabla 47). En la
evaluacion de riesgos, la formacion de biopeliculas puede tener implicaciones tanto
en la etapa de la caracterizacion del peligro como en la evaluacién de la exposicion.
En el caso de la caracterizacién del peligro, la formacién de biopeliculas podria
incrementar la colonizacion y la replicaciéon del patégeno dentro del huésped,
incrementar la transmisién del patdgeno intra e inter huésped (MacKenzie, Palmer,
Koster, & White, 2017), asi como proteger al patdgeno contra la respuesta
inmunologica del huésped y de la terapia antimicrobiana (Zadernowska & Chajecka-
Wierzchowska, 2017). Mientras que en el caso de la evaluacion de la exposicion, la
formacion de biopeliculas puede tener un impacto importante en la contaminacion

cruzada y re contaminacion de alimentos (Carrasco et al., 2012; Shi & Zhu, 2009).
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Tabla 47. Clasificacion de cepas de S. enterica en funcién de la formacién de

biopeliculas a través del tiempo.

Tiempo de incubacién

Clasificacion No. cepas (%)
24 h 48 h 72 h
No productora 27 (9.51) 7 (2.46) 4 (1.41)
Productora débil 113 (39.79) 23 (8.10) 24 (8.45)
Productora moderada 85 (29.93) 109 (38.38) 130 (45.77)
Productora fuerte 59 (20.77) 145 (51.06) 126 (44.37)

Por la importancia que tiene la habilidad de formar biopeliculas en la
persistencia de Salmonella en superficies, se decidié de integrar la formacion de
biopeliculas a través del tiempo para obtener una clasificacion de la persistencia
que permita la seleccién de cepas. Se propusieron seis categorias: no persistente,
persistencia muy baja, persistencia baja, persistencia moderada, persistencia alta y
persistencia muy alta. La mayoria de las cepas se agruparon en la clasificacion de
persistencia moderada (29.9 %) y alta persistencia (29.9 %) (Tabla 48). La
clasificacion de persistencia de Salmonella propuesta en este estudio podria ayudar
a seleccionar cepas para evaluar y modelar escenarios de contaminacion cruzada

y transferencia de células cuando estas se encuentran dentro de una biopelicula.

Tabla 48. Clasificacion de la persistencia de S. enterica de acuerdo con

su formacién de biopeliculas a través del tiempo.

Persistencia No. cepas (%)
No persistencia 3 (1.06)
Muy baja persistencia 20 (7.04)
Baja persistencia 79 (27.82)
Moderada persistencia 85 (29.93)
Alta persistencia 85 (29.93)
Muy alta persistencia 12 (4.23)
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7.5 Integracién de la huella genética y fenotipica de las cepas de S. enterica

aisladas de los alimentos y de casos clinicos

En el andlisis de factores multiples se integraron los datos de la presencia
0 ausencia de cada uno de los genes de virulencia analizados, la MRA de las cepas,
el TD y 1 a las dos condiciones de pH, asi como la formacién de biopeliculas a los
tres diferentes tiempos. La Figura 26 muestra la dimension 1 (Dim-1) y 2 (Dim-2) del
andlisis de factores multiples; estas dos dimensiones explican el 80.1 % de la
varianza total (Dim-1 explica el 50.4 % y Dim-2 el 29.8 %). De acuerdo con el
analisis, el comportamiento en condiciones acidas (principalmente el DT) y el MRA
son las caracteristicas que impactan en la distribucion de las cepas. En el caso de
las variables cuantitativas, DTpHs4 tiene una alta correlacion (0.81) con Dim-1,
mientras que DTpns con ambas dimensiones, Dim-1 (0.71) y Dim-2 (0.53), es decir,
las cepas que tienen valores mayores valores en Dim-1 y Dim-2 tienen mayor TD,

por lo que tienen menor capacidad de adaptacion a condiciones acidas.
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Figura 28. Agrupacion de las cepas de S. enterica de acuerdo con el analisis de
factores multiples y analisis jerarquico. 1) grupo 1, 2) grupo 2, 3) grupo 3, 4) grupo
4, 5) grupo 5, 6) grupo 6, 7) grupo 7.

Se crearon siete grupos. En los grupos 1, 2 y 5 se localizan las cepas no-

MRA'y en los grupos 3, 4, 6y 7 las cepas MRA. La mayoria de los aislamientos que
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no pueden crecer a pH 4 durante 30 h se ubicaron en el grupo 5 (33.3 %), 6 (44.2
%) y 7 (21.0 %). En todos los grupos no-MRA se encontraron aislamientos de
alimentos y de casos clinicos. El grupo 1 tiene una mejor adaptacion a pH 5,
mientras que el grupo 2 a pH 4. En el grupo 5 se ubican la mayoria de los
aislamientos de casos clinicos (57.9 %). Las principales caracteristicas de este
cluster, ademas de ser aislados no-MRA, es que tuvieron una baja capacidad de
adaptacion o no crecieron a pH 4. A pesar de que la presencia de genes de
virulencia no afecté la distribucion de los aislamientos, en el grupo 5 se-encuentro
un alto porcentaje de cepas de V5 (35.7 %) y V4 (41.7 %).

De los grupos que incluyeron las cepas MRA, el grupo 3 se conformé solo
por aislamientos de alimentos, mientras que el grupo 4 incluyé aquellas cepas que
mostraron baja adaptacién a condiciones acidas (valores altos de DT), y los grupos
6 y 7 se conformaron principalmente por cepas de casos clinicos. Las cepas
presentes en los grupos 6 y 7 tuvieron una mala adaptaciéon a pH 4 ya que en la
mayoria de los casos no desarrollaron; sin embargo, los aislamientos del grupo 6
presentaron una mejor adaptacion a condiciones &cidas leves (pH 5) que los
aislamientos del grupo 7 (Figura 29).
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9 A 0 1 2 3 V6
1 04,
Dim1 (50.4%) i

Figura 29. Distribucion de los virulotipos en los diferentes grupos. 1) grupo 1, 2)
grupo 2, 3) grupo 3, 4) grupo 4, 5) grupo 5, 6) grupo 6, 7) grupo 7.
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La MRA es la caracteristica que dividi6 completamente a los aislamientos
en dos grandes grupos. A pesar de que la informacion genotipica es la base del
comportamiento del patdgeno, los resultados resaltan la importancia de la HF, la
cual se ve influenciada por la historia de la célula. Por ejemplo, es posible que las
cepas presentes en los grupos 6 y 7, debido a su MRA tengan un costo en la
eficiencia biolégica ante condiciones estresantes, ya que la mayoria de ellas no
crecieron pH 4. La resistencia a los antimicrobianos se ha asociado con una
reduccion en la eficiencia biol6gica de las bacterias debido a que tiene que mantener
activos diversos mecanismos que le confieren resistencia (Guo, Abdelraouf,
Ledesma, Nikolaou, & Tam, 2012).

Sin embargo, también se observé que cepas presentes en los grupos 3y 4
son capaces de crecer a pH 4, lo que destaca que también algunas cepas pueden
generar mecanismos para no comprometer por completo su crecimiento. Algunos
estudios han demostrado que las bacterias resistentes a los antimicrobianos pueden
restaurar su eficiencia biolégica mediante la acumulacion de mutaciones
compensatorias (Giraud et al., 2003; Zhang, Sahin, McDermott, & Payot, 2006).
Dado lo anterior, de todos los conglomerados, se seleccionaron 39 y 18 aislamientos
de alimentos y humanos para tener cepas representativas que estén circulando en

México con diferentes caracteristicas.

7.6 Efecto de la variabilidad intra-especie de cepas de S. enterica durante la

simulacion gastrica

Recientemente un nuevo concepto denominado eventos claves del sistema
dosis respuesta (KEDRF, key events dose response framework) se ha introducido
con la finalidad de mejorar los modelos dosis respuesta, el cual consiste en describir
las rutas de los eventos claves que ocurren entre la exposicion inicial y el efecto
final. Los elementos involucrados son: 1) nivel y frecuencia de la dosis, 2)
interaccion especifica; 3) factores que pueden afectar la interaccion (Buchanan,
Havelaar, Smith, Whiting, & Julien, 2009; Lago et al., 2017).
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Los pasos para el KEDRF de NTS son: (i) sobrevivencia del patdgeno en
la parte superior del tracto digestivo, (ii) colonizacién en el intestino, (iii) penetracion
a través de las células epiteliales, células M o células dendriticas, y (iv) penetracion
y sobrevivencia dentro de los macrofagos. En cada paso diversos factores pueden
influir en la respuesta final incluyendo la dosis, factores de virulencia del patégeno
y mecanismos protectores del huésped; lo que hace indispensable entender como
estos factores influyen en la probabilidad que pueda continuar el siguiente paso del
KEDRF (Julien, Boobis, & Olin, 2009; Koseki, Mizuno, & Sotome, 2011).

En el KEDRF propuesto en este estudio para NTS como en el propuesto
por Buchanan et al. (2009) para listeriosis fetal, la sobrevivencia en la parte superior
del tracto gastrointestinal (estbmago) es el primer evento. La fase gastrica es la
barrera principal contra microorganismos patégenos, dado su bajo pH (Smith, 2003).
El nimero de patdgenos que sobreviven en este paso esta influenciado por diversos
factores como: el tipo de matriz alimentaria, la.composicién y cantidad de la matriz
alimentaria, la acidez del estomago (Koseki et al., 2011), asi como la variabilidad
intra-especie.

Con la finalidad de evaluar el efecto que tiene la variabilidad intra-especie
de S. enterica sobre su sobrevivencia en fluidos gastricos, se evaluaron las 39 cepas
aisladas de alimentos y las 18 cepas de casos clinicos. La mayoria de los estudios
que evaltan el comportamiento del patégeno utilizan una 0 muy pocas cepas con
caracteristicas desconocidas. En los ultimos afios, en ECRM ha destacado la
importancia de incluir-la variabilidad intra-especie para obtener estimaciones mas
realistas (Cocolin et al., 2018; den Besten et al., 2018; Haddad et al., 2018).

En la Figura 30 se presentan las reducciones de las poblaciones de cepas
aisladas de S. enterica de alimentos y humanos, observdndose una enorme
variabilidad que va desde 2.9 a 4.6 Log UFCy 2.7 a 4.7 Log UFC, respectivamente.
Otros estudios han reportado mayores reducciones (4.0 a 6.3 Log UFC/mL) (pH 1.5
a 2.5; de 100 min a 180 min ); sin embargo, estos estudios se limitan al estudio de
una o unas pocas cepas (Akbar & Anal, 2015; Aviles, Klotz, Smith, Williams, &
Ponder, 2013b; Perez, Ceccon, Da Silva Malheiros, Jong, & Tondo, 2010). Ademas

de la inclusién de méas aislamientos, en este estudio se utilizé6 un modelo dindmico
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en donde en la etapa del estbmago se simula la secrecion gastrica disminuyendo el
pH gradualmente para realizar un escenario mas realista.

El origen y el grupo tuvieron un efecto significativo en las reducciones del
patdbgeno cuando se exponen a condiciones gastricas simuladas (Tabla 49). En
general, los aislamientos de casos clinicos presentaron menores reducciones que
los aislamientos de alimentos, mientras que los aislamientos del grupo 3 tuvieron
las reducciones mas altas. En el caso de L. monocytogenes, (Cunha et al., 2016)
no encontraron diferencia entre cepas de alimentos y aislados clinicos-durante la

simulacion de las condiciones gastricas; en contraste, Ramalheira et al. (2010) si

: ‘ H TR [
gl g ==

Cepas de S. enterica

Figura 30. Reduccion de la poblacion de cepas de S. enterica aisladas de

alimentos y casos clinicos durante la simulacion gastrica.

Tabla 49. Efecto del origen, virulotipos, MRA y los agrupamientos sobre la reduccion

de cepas de S. enterica durante la simulacion géstrica.
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Factor Valor p

Origen 0.0077*
Virulotipo 0.5068
MRA 0.6927
Grupo 0.0007*

*Estadisticamente significativo

Para los aislados de alimentos, la temporada de aislamiento también tuvo
un efecto significativo (p <0.0001 *), encontrando mayores reducciones en las cepas
aisladas en temporada de frio que de calor. Los datos encontrados abren nuevas
preguntas: ¢Por qué las cepas aisladas de alimentos en temporada de calor
disminuyen mas su poblacion ante condiciones gastricas que las aisladas en
temporada de frio?. En México como en otros paises de Europa, Australia y Estados
Unidos existe un incremento en los casos de salmonelosis en el verano, cuando la
temperatura es mayor (CDC, 2016; Godinez-Oviedo, Tamplin et al., 2019; Hall et
al., 2006; Kovats et al., 2004; Zhang, Bi, & Hiller, 2010). El incremento de los casos
de salmonelosis en temporada de calor, puede atribuirse principalmente a que dada
las condiciones ambientales hay una mayor concentracién del patégeno en los
alimentos; sin embargo, es posible que las condiciones ambientales en épocas de
calor modifiquen caracteristicas fenotipicas del patégeno que le permiten sobrevivir
mas a las condiciones gastricas.

Dado lo anterior, es importante profundizar en la capacidad de infectar de
cepas con distintas capacidades de sobrevivir a condiciones gastricas, con
diferentes genes de virulencia y que sean MRA 0 no, ya que estas caracteristicas
pudieran afectar la caracterizacion del peligro. Para realizar estudios mas profundos
sobre la probabilidad de infectar, se realizé6 nuevamente una seleccién de cepas
mediante un analisis AMF-AJ en el que se incluy6 la informacién previa sobre la HG
y HFE y la informacion sobre las reducciones gastricas. Se seleccionaron 6 cepas
gue se clasificaron como de baja, moderada y alta virulencia de acuerdo con su HG
(Tabla 50).

Tabla 50. Cepas de S. enterica seleccionadas.

c MRA Desarrollo a condiciones acidas bersi .
epa i i i - ersistencia
Virulencia Virulotipo pH 4 pH 5
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AGO_S289  Moderada V2 No Desarrollo moderado  Desarrollo moderado Muy baja persistencia
AGO_S293 Alta V5 No Sin desarrollo Desarrollo moderado Muy baja persistencia
AGO_S357 Alta V5 Si Sin desarrollo Desarrollo muy lento Muy baja persistencia
AGO_S388  Moderada V2 Si Desarrollo moderado  Desarrollo moderado Muy alta persistencia
AGO_S406 Baja V2l No Desarrollo alto Desarrollo moderado Alta persistencia

AGO_S414 Baja V1 Si Desarrollo alto Desarrollo lento Moderada persistencia

7.7 Efecto de la matriz alimentaria sobre la sobrevivencia de S. enterica en

condiciones gastricas

Como se menciond anteriormente la matriz alimentaria juega un papel
primordial en la sobrevivencia de los patdgenos en la fase gastrica, ya que puede
servir de proteccion para los microorganismos. Durante esta fase el pH cambia de
manera constante, lo cual depende de la secrecion de &cido y la capacidad
amortiguadora del alimento (Bellmann, Lelieveld, Gorissen, Minekus, & Havenaar,
2016). Al ingerir un alimento el pH del estbmago incrementa y posteriormente va
disminuyendo de manera gradual (Gardner, Ciociola, & Robinson, 2002; Koziolek et
al., 2015; Malagelada, Longstreth, Summerskill, & Go, 1976), esa disminucién
gradual va a depender el alimento en cuestion. La evaluacion de la sobrevivencia
en la simulacién gastrica cuando se evalla en condiciones estaticas genera una
sobreestimacion de la inactivacion de los microorganismos, ya que no plantean un
escenario real. En esta seccion, se evaluo el efecto de cuatro matrices alimentarias
en la sobrevivencia de'S.enterica en una simulacion dindmica de las condiciones
gastricas. En la Figura 31 se observa el comportamiento de seis cepas de S.
enterica vehiculizadas en agua, jitomate, mango y pollo, respectivamente. Se
obtuvieron reducciones entre 3.32 y 4.25 Log UFC, 2.82 y 4.52 Log UFC, 4.07 y
5.09 Log UFC, y 0.93 y 1.93 Log UFC, respectivamente. La disminucion paulatina
del pH dependiendo del tipo de alimento es un factor importante para tomar en

cuenta en el comportamiento del patégeno vehiculizado en diferentes matrices.
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Estos resultados, asi como otros que emplean condiciones gastricas
dindmicas sugieren que una mayor fraccion de células podria llegar al intestino con
una disminucion gradual del pH (Barmpalia-Davis, Geornaras, Kendall, & Sofos,
2008; Koseki et al., 2011; Melo et al., 2017). De forma general se encontro que la
matriz alimentaria tuvo un efecto significativo sobre la inactivacién de cepas de S.
enterica (p<0.05). En orden decreciente las reducciones de las poblaciones de S.
enterica en las cuatro matrices estudiadas fue: pollo > jitomate > agua > mango. Las
reducciones del patdogeno en agua fueron estadisticamente similares a las de
jitomate y mango, pero estas Ultimas fueron diferentes entre si. Dichos resultados
sugieren un efecto protector del pollo, lo cual puede asociarse a su alto contendi6
de proteina. Estos resultados son similares a los obtenidos en otros estudios, en
donde se ha observado que S. enterica vehiculizada en-alimentos con alto contenido
de grasa y/o proteina, asi como aquellos que tienen una baja actividad de agua
muestra una mayor sobrevivencia ante condiciones gastricas (Alvarez-Ordéfiez et
al., 2013; Aviles, Klotz, Smith, Williams, & Ponder, 2013a).

En la Tabla 51, se observan los parametros estimados de la inactivacion de
S. enterica en las cuatro matrices alimentarias. Dado el comportamiento de este
patdgeno cuando es vehiculizado en agua, jitomate y mango, el modelo Geeraerd
log lineal con cola fue empleado para modelar la inactivacion de S. enterica. De
manera general se observé que la tasa de inactivacion (kmax) fue mayor cuando el
patégeno se vehiculizé en agua, seguido de mango y jitomate. Estos alimentos
tienen poca activad amortiguadora, la kmax €s elevada, y los primeros minutos son
cruciales para la reduccion de los microorganismos. Por otra parte, para modelar el
comportamiento de S. enterica en pollo se empled el modelo log lineal, dada la
capacidad-amortiguadora de este alimento y la disminucion gradual del pH, que
también repercute en la disminucién gradual del microorganismo. Finalmente, se
evaluo la probabilidad de sobrevivir a las condiciones gastricas (Pscc), encontrando
que de forma general cuando S. enterica se vehiculiza en jitomate y pollo tiene 4.5
y 327 veces mas probabilidad de sobrevivir a la fase del estomago en comparacion

a cuando se vehiculiza en agua.



Tabla 51. Parametros de inactivacion de cepas de S. enterica en cuatro matrices alimentarias durante la

simulacion gastrica.

Agua Jitomate Mango Pollo
Cepa Kmax LOgNres Kmax LOgNres Kmax LOgNres Kmax LOgNres
1/min Log UFC 1/min Log UFC 1/min Log UFC 1/min Log UFC
AGO_S289 0.18+0.03 3.95+0.20 0.15+0.02 4.16+0.17 0.16+0.02 3.39+0.21 0.032+0.002 --
AGO_S293 0.16 £0.01 3.10+0.15 0.18+0.02 3.32+0.26 0.19+0.02 3.16+0.20 0.035+ 0.003 --
AGO_S357 0.13+0.02 358+0.33 0.11+0.01 4.86+0.17 0.20+£0.03 2.89+0.18 0.030+0.003 --
AGO_S388 0.19+0.02 3.63+0.15 0.14+0.02 3.46+0.27 0.15+0.02 3.24+0.19 0.032+0.003 --
AGO_S406 0.19+0.02 3.39+0.21 0.16+0.01 3.47+0.16 0.13+0.01 2.94+0.22 0.024 +0.003 --
AGO_S414 0.17+0.03 4.28+0.18 0.14+0.02 430+0.21 0.18+0.02 2.61+0.24 0.023 +0.002 --
Promedio 0.17+0.02 3.66+0.42 0.15+0.02 393+0.61 0.17+0.03 3.12+0.20 0.029 £ 0.005 --




Tabla 52. Probabilidad de S. enterica de sobrevivir a las condiciones gastricas cuando es vehiculizada en cuatro matrices

alimentarias.
c Agua Jitomate Mango Pollo
epa
P Media DE Media DE Media DE Media DE
AGO_S289 1.5X10° 1.1X10° 1.2 X103 1.9 X103 2.1 X104 1.9 X104 2.7 X102 1.3 X102
AGO_S293 4.7 X10° 4.4X10° 2.1 X104 1.6 X104 5.4 X105 7.0 X10° 2.8 X102 3.0 X102
AGO_S357 5.4 X104 8.2 X104 2.7 X103 2.5 X103 2.2 X104 2.5 X104 9.9 X102 1.3 X107
AGO_S388 3.3 X10° 1.6 X10° 2.8 X10# 5.3 X10# 1.3X10* 2.3 X10* 3.9 X102 2.7 X102
AGO_S406 1.7 X104 5.1 X10° 2.3 X10* 3.7 X104 7.8 X10° 1.5 X104 1.6 X101 1.3 X101
AGO _S414 5.9 X10*4 2.7 X10*4 1.5 X103 2.0 X103 5.1 X10° 1.0 X10* 7.4 X102 3.3 X102
Promedio 2.2 X104 3.7 X104 1.0 X103 1.7 X103 1.2 X104 1.7 X104 7.2 X102 8.9 X102




7.8 Estimacion de la probabilidad y severidad de la infeccion de S. enterica

7.8.1 Estandarizacion del modelo

En el 2017 Wijnands, Teunis, y Kuijpers publicaron un modelo
gastrointestinal in vitro que permite cuantificar la sobrevivencia e infeccion de
Salmonella en la fase gastrica e intestinal, asi como evaluar la adherencia einvasiéon
a células Caco-2. En este trabajo con la finalidad de poder estandarizar un modelo
mas realista se tomoO como base el modelo de simulacidn gastrointestinal‘in vitro-ex
vivo propuesto por Campos-Vega et al. (2015). Este modelo permitio evaluar el
comportamiento de Salmonella a través de las diferentes etapas de la digestién
(boca, estomago e intestino), la capacidad de adhesién e invasion de las cepas, asi
como el dafio al tejido causado por el patdgeno. Una de las ventajas mas
importantes de este modelo ademas de permitir evaluar todos los parametros antes
mencionados es la generacion del microambiente intestinal mediante el modelo del
saco intestinal invertido de rata que incluye factores como la diversidad de células
y la presencia de la microbiota.

Se estandarizé un modelo gastrointestinal dinamico empleando S.
Typhimurium ATCC 14028 como cepa de referencia y dos matrices alimentarias
(agua y queso). En la Tabla 53 se muestra el comportamiento de S. Typhimurium
en las dos matrices alimentarias a través del modelo gastrointestinal in vitro/ex vivo.
No se encontré diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) entre la matrizy la
fase de la boca. Cuando S. Typhimurium fue vehiculizada en agua y queso después
de la simulacion gastrica se encontraron reducciones de 3.81 Log UFC y 2.29 Log
UFC, respectivamente. Posteriormente en la fase intestinal se observé un
incremento de la poblacion. A mayor cantidad de células de Salmonella presentes

en la luz intestinal, mayor fue la cantidad que se adhiri6 e invadio el ileon.



Tabla 53. Cambios en la poblacion de S. Typhimurium durante la simulacion

gastrointestinal.

Matriz o fase

Poblaciéon (Log UFC)!

Agua Queso
Matriz 8.23+0.032 7.85 % 0.442
Boca 8.23 £ 0.042 8.06 £ 0.142
Estomago 4.42 +0.27¢ 5.56 £ 0.43¢
Luz intestinal 4.85+0.17" 6.35 £0.40°
Células adheridas al ileon? 4.12 +0.05¢ 4.31+0.25¢
Células que invadieron el ileon 3.38 £0.23¢ 4.02 +0.33¢

1Se refiere a la poblacion total en todos las diferentes etapas in vitro/ex vivo

2Se refiere a la suma de células adheridas y células que invadieron en el ileon.

abcd] os valores son la media + DE dos experimentos independientes por-triplicado. Letras diferentes
en las columnas son significativamente diferentes (p <0.05) segun la prueba de Tukey-Kramer.

La complejidad de la interaccion patégeno-huésped influye en la capacidad
de adhesion e invasion de Salmonella; el uso de este modelo permitié incluir la
complejidad de los tejidos intestinales y de la microbiota (Roeselers, Ponomarenko,
Lukovac, & Wortelboer, 2013) y de esta manera ser& posible realizar estimaciones
del riesgo mas realistas. Una de las desventajas de este modelo es el corto tiempo
de exposicién que puede haber entre el patégeno y el tejido, debido a la corta
viabilidad de este ultimo (120 min aproximadamente). Por otro lado, usando el tejido
se puede evaluar el dafio que presenta como medida directa de la invasion y
colonizacion de Salmonella (Schultz et al., 2018). Este patdgeno induce erosion y
ulceracion epitelial, infiltracion de granulocitos polimorfonucleares y macréfagos a
la lAmina propia y elongacién de las criptas (Darwin & Miller, 1999). En la Figura 32
se muestra el dafio que genera Salmonella en el ileon después del tiempo de
incubacion, donde se observan diferencias en la conformacion tisular como erosion
de la membrana externa, presencia de criptas hiperplasicas y alargadas y aumento
de la infiltracion celular. Al comparar los tejidos en presencia y ausencia de
Salmonella, no se observo una diferencia significativa en la integridad del epitelio.
Sin embargo, en los tejidos en donde se encontraba S. Typhimurium se presentaron
edemas moderados, varias agregaciones de PMN y mayores concentraciones de
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células caliciformes que en los tejidos sin Salmonella (p <0.05). Los analisis
histolégicos permitieron diferenciar los tejidos con y sin Salmonella, lo que podria
permitir evaluar niveles de severidad del dafio entre diferentes cepas.
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Figura 32. Evaluacion del impacto de S. Typhimurium en el dafio tisular

sauLI0y|o]|ed sejnjed

de ileon de ratas.
(A) Imagenes representativas de muestras de ileon de ratas Wistar macho, tefiidas con
hematoxilina y eosina; (B) Cuantificacion promedio de pixeles en la longitud de onda roja de las
imagenes de la tincion con hematoxilina y eosina; (C) Evaluacion del dafio tisular mediante

puntuacion histologica de varios parametros.
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7.8.2 Evaluacién de la variedad intra-especie de S. enterica durante la

simulacion gastrointestinal
Algunos estudios han observado diferencias en el nivel de virulencia de

cepas de S. enterica (McCullough & Eisele, 1951b, 1951a; Teunis et al., 2010). En
este trabajo evaluamos la variabilidad intra-especie de las seis cepas seleccionadas
durante una simulacion gastrointestinal. En la Tabla 54 se muestra el
comportamiento de las seis cepas a través del modelo gastrointestinal in. vitro/ex
vivo cuando se vehiculizan en agua. No se observaron cambios estadisticos en la
poblacion de patdgenos entre la fase de agua y boca en ninguna cepa. Después de
la fase gastrica, se observaron reducciones similares entre las cepas (~ 5 Log UFC).
Solo las cepas AGO_S388 y AGO_S414 aumentaron  significativamente su
poblacién en la fase intestinal (p <0.05). No se encontraron diferencias estadisticas
en la reduccion, Raow, Rinvap Y Pint entre las cepas (Tabla 55). Esto podria estar
relacionado principalmente con dos factores: 1) la alta variabilidad intra-cepa
encontrada, que aumenta a medida que las células pasan por las etapas
gastrointestinales, ya que se ha observado que cuando S. enterica es expuesta a
ambientes fluctuantes se crean subpoblaciones con heterogeneidad fenotipica
(Hernandez, Cota, Ducret, Aussel, & Casadesus, 2012; Moreno-Gamez et al., 2020;
Singh & Barnard, 2017; Tsai & Coombes, 2019); y 2) al corto tiempo de exposicidon
del patdgeno al tejido intestinal (90 min), ya que algunos genes de virulencia tienden
a expresarse posteriormente, como los asociados con la maduracién de la SCV,
replicacion dentro de macrofagos, y evasion de mecanismos de defensa del
huésped. Las clasificaciones de virulencia y MRA no tuvieron un efecto significativo
sobre ninguno de los cuatro parametros mencionados anteriormente (p >0.05).
Zhou, Li, Xu, Shi, y Shi (2019) tampoco encontraron asociacion entre la resistencia
a los antimicrobianos y la capacidad invasiva de S. enterica en las células Caco-2.
Hasta el momento, no se ha observado alguna tendencia especifica sobre la
asociacion entre la virulencia y resistencia a antimicrobianos; sin embargo, se ha
seflalado que esta dependeria principalmente de la especie, los mecanismos de
virulencia y resistencia a los antimicrobianos utilizados, el ambiente o nicho

ecologico y el sistema inmunologico del huésped (Beceiro, Tomas, & Bou, 2013).
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Tabla 54. Poblacion de seis cepas de S. enterica durante el modelo in vitro/ex vivo gastrointestinal.

Poblacién Log UFC?

Fase AGO_S289 AGO_S293 AGO_S357 AGO _S388 ~AGO _S406 AGO_S414

Matriz 8.09 £ 0.09?2 8.16 £ 9.10° 7.99+0.18 8.04+0.202 8.01x0.172 8.15+0.142

Boca 7.93+0.152 7.90 £0.132 7.87+0.14* 799+0.102 7.90zx0.18 7.92+0.112

Estémago 2.65 + 0.71° 2.59 + 0.60 2.87 +0.58> 3.19 £0.42% 2.70+0.67*° 2.69 +0.38°

Luz intestinal 3.43 +0.76 3.40 + 0.30° 3.45+0.27° 425+0.42° 3.61+0.35° 3.76+0.51°
Células adheridas al ileon? 3.55+0.85° 3.39+£0.57° 3.37.£0.45° 3.57+0.48> 3.25+0.5° 3.73 +0.32°
Células que invaden el ileon 2.18 £1.26° 2.44 £ 0.89°¢ 1.81+0.44° 2.36+0.90° 1.79+1.02° 2.04+0.95°¢

1Se refiere a la poblacion total en todos las diferentes etapas in vitro/ex vivo

2Se refiere a la suma de células adheridas y células que invadieron en el.ileon.

abcd | os valores son la media + DE dos experimentos independientes-por triplicado. Letras diferentes en las columnas son significativamente
diferentes (p <0.05) seguln la prueba de Tukey-Kramer.



Tabla 55. Reduccion gastrica y parametros de la probabilidad de infectar de seis cepas de S. enterica obtenidos mediante

un modelo in vitro/ex vivo gastrointestinal.

— Parametros
Reduccién Log UFC RapiLi Rinabp Pint
AGO_S289 5.28 £ 0.83 1.11+£0.15 0.56 + 0.34 7.79 x10°% + 1.00x10°
AGO_S293 5.30 £ 0.65 1.01+£0.19 0.66 + 0.18 2.8x10° £ 5.5x10°
AGO_S357 5.01 £ 0.67 1.06 £0.19 0.51+0.18 1.17x10° + 1.30x10°®
AGO_S388 4.79+0.48 0.90+0.13 0.62 +0.24 8.29x10° + 1.20x10°®
AGO_S406 5.21+0.75 0.97+0.04 0.49 + 0.22 3.41x10° + 5.62x10°
AGO_S414 5.23 + 0.47 1.08 £0.12 0.50+0.24 3.77x10° + 5.67x10°

Rapwi= radio de las células adheridas y células presentes en la luz intestinal, Rinap = radio de las células invadidas y las células adheridas, Pint=
probabilidad de infectar
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En la Figura 33 se observan imagenes representativas de la tincion con
H&E del ileon cuando fue expuesto a S. enterica durante 90 min en la fase intestinal,
el control negativo (tejido expuesto 90 min en la fase intestinal sin ninguna cepa de
S. enterica) y un tejido sin invertir. A simple vista es posible observar la diferencia
entre los controles y el dafio causado por las cepas de Salmonella El andlisis
cuantitativo de la severidad del dafio del tejido se muestra en la Figura 34. No se
observaron diferencias estadisticas entre las cepas para ningan parametro (p
>0.05). Sin embargo, todas las cepas mostraron un dafio global significativo con
respecto al control, y con relacion al dafio de la integridad epitelial las cepas
AGO_S357, AGO_S293, AGO_S388 y AGO_S406 causaron alteraciones
significativas. Incluir este factor, ayudara a analizar de una manera mas completa el
proceso de infeccion de Salmonella, ya que como se ‘menciond previamente, a
pesar de que la probabilidad de infectar es la misma, algunas cepas como las del
virulotipo V5 (AGO_S357 y AGO_S293) causaron dafio mayor a la integridad

epitelial.

Figura-33. Imagenes representativas de tejido de ileon de ratas Wistar tefiidas con
hematoxilina y eosina (H&E) cuando fueron expuestas a diferentes cepas de S.
enterica durante la simulacién de fase intestinal. A. Tejido sin invertir, B. Tejido

invertido sin exposicion a ninguna cepa de S. enterica durante la simulacién
intestinal (control negativo), C. Tejido invertido expuesto a S. enterica AGO_S289,

D. Tejido invertido expuesto a S. enterica AGO_S293, E Tejido invertido expuesto

a S. enterica AGO_S357, F. Tejido invertido expuesto a S. enterica AGO_S388, G.

Tejido invertido expuesto a S. enterica AGO_S406, H. Tejido invertido expuesto a

S. enterica AGO_S414.
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Figura 34. Evaluacion del dafio tisular de seis cepas de S. enterica.

* Representa una diferencia estadisticamente significativa (p >0.05) en
comparacion con el control negativo usando la prueba de Dunnett. La integridad
epitelial se clasifico como sin cambios (0), descamacion (1), erosion (2), y
ulceracioén (3), mientras que los PMN como sin agregaciones (0), 1 agregado
pequefio (1), varias agregaciones de células y gran agregacion de células (3). El

dafio global fue la suma de ambos parametros.

7.9 Andlisis de la secuenciacion completa del genoma de seis cepas de

Salmonella

La secuenciacién de nueva generacion ha mejorado la secuenciacion
completa del genoma (SCG), haciéndola méas efectiva y a menor costo (Vincent,
Derome, Boyle, Culley, & Charette, 2017). En los ultimos afios, los departamentos
de salud publica en algunos pises como Estados Unidos han utilizado la SCG de
patégenos transmitidos por los alimentos para caracterizar las cepas circulantes
principalmente para la vigilancia epidemioldgica (Rantsiou et al., 2018). Rara vez se
explora su uso en ECRM. Sin embargo, los datos de SCG pueden ayudar a mejorar
la identificacién de peligros, y refinar las etapas de la caracterizacién de peligros y
evaluacion de la exposicion. La Figura 35 muestra el analisis SCG de las seis cepas
de S. enterica. El pan-genoma de estas cepas contiene 6080 genes; de él, 3698 son
genes centrales (“core”) y 2382 genes de variables. Las cepas AGO_S406 y
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AGO_S414 tienen un genoma igual, y con AGO_S388 tienen un ancestro comun
reciente.

Las cepas AGO_S293 y AGO_S357 se identificaron como S. enterica
serotipo Enteritidis, AGO_S406 y AGO_S414 como serotipo Schwarzengrund,
AGO_S289 como serotipo Saintpaul y AGOS_S388 como serotipo Infantis. Las dos
cepas previamente clasificadas como de alta virulencia por pertenecer al Virulotipo
5 corresponden al serotipo Enteritidis. Este serotipo y el serotipo Typhimurium son
los serotipos aisladas con mayor frecuencia de casos clinicos en México (Gutierrez-
Cogco, Montiel-Vazquez, Aguilera-Pérez, & Gonzalez-Andrade, 2000a; Realpe-
Quintero et al., 2018; Zaidi et al., 2008). En Estados Unidos, S. Enteritidis es el
serotipo con mayor incidencia y el mas asociado a brotes (Luvsansharav et al.,
2020). A pesar de eso, en México no se han aislado o se han aislado con baja
frecuencia cepas de este serotipo a partir de productos hortofruticolas, cerdo y res
(Cabrera-Diaz et al., 2013; Perez-Montafio et al., 2012; Realpe-Quintero et al., 2018;
Villalpando-Guzméan, Vazquez-Quifiones, Natividad-Bonifacio, Curiel-Quesada,
Quifiones-Ramirez, & Vazquez-Salinas, 2017b). En el caso de pollo, algunos
estudios realizado en Querétaro y Yucatan han sido aisladas con mayor frecuencia
cepas de S. Enteritidis (Alcaraz-Gonzalez, 2016; Balbuena-Alonso, 2019; Zaidi et
al., 2006). Por otra parte, el serotipo Schwarzengrund, no ha sido reportado en
nuestro pais en cepas aisladas de alimentos ni de muestras humanas.

Se obtuvieron cuatro tipos diferentes de ST, uno por cada serotipo. Las
cepas de S. Enteritidis pertenecieron al ST11, que es la ST mas frecuente para este
serotipo (Campioni, Pitondo-Silva, Bergamini, & Falcdo, 2015; Ghaderi, Tadayon,
Khaki, & Mosavari, 2015; Noda et al., 2011; Papadopoulos et al., 2016). Sin
embargo, -ST292, ST329, ST65, ST1632, ST1633 y ST1925 también se han
asociado con S. Enteritidis (Campioni et al., 2015; Zakaria et al., 2020). Las cepas
de S. Schwarzengrund en este y en otros estudios siempre se han relacionado con
ST96 (Li et al., 2014; Liu, Liu, Zhu, Yu, & Shi, 2011; Monte et al., 2019). La cepa de
S. Infantis tuvo el ST32, el cual es el mas asociados con este serotipo (Almeida,
Pitondo-Silva, Oliveira, & Falcdo, 2013; Hauser et al., 2012; Ranjbar, Rahmati, &

Shokoohizadeh, 2018), sin embargo, también se han reportado cepas clasificadas
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con el ST 7091 (Kirekci et al., 2021). Finalmente, la cepa S. Saintpaul pertenecié al
ST50; ST25, ST49, ST344 y ST680 también han sido reportados en cepas de este
serotipo (Gonzalez-Escalona, Aguirre-Sanchez, Ibarra-Rodriguez, Chaidez-Quiroz,
& Martinez-Urtazac, 2019; Litrup et al., 2010).

En cuanto a los genes de resistencia a antimicrobianos, todas las cepas
tuvieron la presencia del gen aac(6')-laa, que se asocia a la resistencia a
tobramicina y amikacina. Estudios similares han encontrado este gen conservado
en cepas de S. enterica (Ben Hassena et al., 2021; Lozano-Leon et al.;2019). Sin
embargo, todas las cepas de este estudio fueron fenotipicamente susceptibles a
amikacina. Tendencia similar observé Neuert et al. (2018), sugiriendo que este gen
no esta activo la mayor parte del tiempo.

La resistencia a las fluoroquinolonas, principalmente ciprofloxacino, es una
problema para la salud publica, ya que este antibidtico se uttiliza principalmente
para tratar infecciones invasivas y/o de cepas S. enterica MRA (Kariuki, Gordon,
Feasey, & Parry, 2015). La resistencia a este antibiotico esta asociada a la mutacion
en los genes gyrA, gyrB, parC y parE, el aumento de la expresion de AcrAB-TolC y
la adquisicion de genes de resistencia movil (Chang et al., 2021). En este caso,
todas las cepas tuvieron el gen gnrB19 y/o una mutacion en los genes parC o gyrA.
Comparando estos datos con la caracteristica fenotipica, solo dos de ellas son
resistentes a ciprofloxacino y el resto tiene una resistencia intermedia. Las dos
cepas resistentes (AGO_S406 y AGO_S414) tienen el gen gnrB19 y la mutacion en
parC. La presencia unicamente de mutaciones se ha asociado con un bajo nivel de
resistencia a ciprofloxacino (Chang et al., 2021; D. Lin, Chen, Wai-Chi Chan, &
Chen, 2015), como observamos en este estudio.

Las cepas AGO_S357 y AGO_S388 tienen los genes sull, dfral2, tet(A)
ligados a la resistencia a sulfametoxazol, trimetoprima y tetraciclina. Ambas cepas
han mostrado resistencia a estos antibiéticos. Ademas de eso, los genes aadA2 y
aadAl también estan presentes en las cepas AGO_S357 y AGO_S388,
respectivamente, asociadas con la resistencia a la estreptomicina; sin embargo, una
fue susceptible y la otra tuvo una resistencia intermedia a este antibiotico. Los genes

acc(3)-1V, aph(3)-la, aph(4)-la y blacTX.M.65 estan presentes en la cepa
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AGO_S388, los cuales estdn asociados con resistencia a antibioticos
aminoglucésidos y betalactamicos. Finalmente, la cepa AGO_S357 contiene la isla
genomica 1 de Salmonella (SG1) que contiene genes de resistencia a diferentes
antimicrobianos (Boyd, Cloeckaert, Chaslus-Dancla, & Mulvey, 2002). SG1 se ha
asociado principalmente a S. Typhimurium DT104. Sin embargo, también esta y sus
variantes han sido encontrada en los serotipos Agona, Albany, Enteritidis, Infantis,
Newport, Paratyphi y Schwarzengrund (Doublet, Boyd, Mulvey, & Cloeckaert, 2005;
Ghoddusi, Nayeri Fasaei, Zahraei Salehi, & Akbarein, 2019; Mulvey, Boyd, Olson,
Doublet, & Cloeckaert, 2006).

En el caso de los genes de virulencia, todas las cepas tuvieron 290 de los
391 genes evaluados. El operon stgABCD y los genes gogA y cdtB no se
encontraron en ninguna cepa. La mayor variabilidad de la presencia/ausencia se di6
en los genes asociados a la adhesion de las células del intestino, a la replicacion
dentro del hospedador y a la resistencia a los genes del mecanismo de defensa del
hospedador. Los genes u operones fliB, fljA, pegABCD, sefABC, staABCDEFG,
StcABCD, stfACDEF, stkABCDEFG, stjACB, tefABCD, IpfABCDE y pefBACD fueron
los que variaron entre los aislados. S. Saintpaul fue la cepa con el mayor nimero
de genes asociados con la adhesion (138/164 genes). Los genes steA, steB, sopE,
sspH1 y sspH2 fueron los genes variables asociados en los procesos de invasion y
maduracion de la SCV. Las dos cepas de S. Enteritidis tienen todos los genes
asociados a la invasion y maduracion de la SCV. En la etapa de replicacion de
Salmonella dentro del hospedador, los genes steC, sseK1, sseK2, sseK3, gogB,
ssel, gtgA, gtgE, spvR, spvA, spvB, spvC, spvD, mig-5 y rck, fueron los que
mostraron variabilidad, la mayoria de estos genes son elementos genéticos moviles.
Finalmente, los genes que ayudan al patégeno a evitar los mecanismos de defensa
del huésped que no estan presentes en todas las cepas son sciC-sciW, vgrs, SodCl,
mgsA, pltA. pltB, cdtB, hlyE, oafA y STM0557. En general, la cepa de S. Saintpaul
(345) tiene el mayor numero de genes, seguida de las dos cepas de S. Enteritidis
(338), las dos de S. Schwarzengrund (326) y la de S. Infantis (324).
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7.10 Integracidn de la capacidad de virulencia y el genoma de seis cepas de
S. enterica

Mediante un analisis de componentes principales se integro la informacion
de los genes de virulencia y resistencia a antimicrobianos, y los parametros del
comportamiento de las cepas en el modelo gastrointestinal (Figura 36). Este analisis
explica que el 65.4% de la variacién con dos dimensiones (Dim-1 y Dim-2). Las
cinco principales variables que afectan al Dim-1 son los genes presentes en el grupo
16, 2 y 4, asi como la integridad epitelial, mientras que para Dim-2, son los genes
del grupo 13y 12, la reduccién después de la condicion gastrica, la severidad global
y RapiiA pesar de no encontrar diferencias estadisticas entre-1os-Pint de las seis
cepas, el andlisis de componentes principales permiti6 mostrar que la Pint y el dafio
epitelial estan asociado positivamente con los genes del grupo 4 (sefABC, pefBACD,
steABC, sopE, ssel / srfH, gtgE, spvRABCD, mig-5, rck, seeK3, y SodCl), el cual
contiene genes moviles, y genes presentes en SPI-10 y SPI-16. Este conjunto de
genes solo esta presente en las cepas de S. Enteritidis. Estos genes codificaron
proteinas necesarias en las cinco etapas del mecanismo de infeccion (adhesion,
invasion, maduracion de la SCV, replicacion dentro del hospedador y resistencia a
los mecanismos de defensa del hospedador). Los genes u operones mig-5,
pefABCD, rck y spvcRABCD se han asociaron previamente con una mayor
sobrevivencia en macrofagos humanos (Seribelli et al., 2020), y también estos
elementos genéticos y el gen SodCl se han relacionado con un una mayor Pinf (
Kuijpers et al., 2019). El operén sef y pef son adhesinas fimbriales implicadas en la
union del patégeno a las células epiteliales; promoviendo la colonizacion de
bacterias (Lopez, de las Mercedes Pescaretti, Morero, & Delgado, 2012). Otros
factores de adhesion como adhesinas no fimbriales, flagelos y lipopolisacaridos se
observaron en las diferentes cepas de S. enterica, sin embargo, el papel especifico
de cada uno de estos factores en el proceso de infeccion no se ha aclarado (Wagner
& Hensel, 2011). Después de la unién de S. enterica, la SPI-1 conduce la invasion
de la bacteria a las células huésped (Hensel, 2004). La presencia del profago sopE
se ha asociado con el aumento de la invasion (Wood, Rosqgvist, Mullan, Edwards, &
Galyov, 1996).
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SopE promueve la ondulacién de la membrana de las células epiteliales, lo
gue desencadena la internalizacion del patégeno (McGhie et al., 2009). El resto de
genes del grupo 4 se ha relacionado con la apoptosis de macréfagos (seek3, spv)
(Libby, Lesnick, Hasegawa, Weidenhammer, & Guiney, 2000; Paesold, Guiney,
Eckmann, & Kagnoff, 2002; Yu et al., 2020), aumento de la proliferacion celular
(setA, ssek3, spv) e inhibicion de la migracion de macrofagos y células dendriticas

(ssel) (McLaughlin et al., 2009), lo que ayuda a propiciar una infeccion sistémica.

7.11 Modelo base del riesgo de enfermar de salmonelosis por el consumo de
pollo preparado en el hogar en la regidon centro de México

El modelo planteado en este estudio para evaluar el riesgo de enfermar por
el consumo de pollo abarcé del punto de venta minorista al consumo de pollo
preparado en el hogar. De acuerdo con las practicas de manipulaciéon de alimentos
y los patrones de consumo, 14 de los 16 escenarios de consumo de pollo en el
hogar son riesgosos. Los escenarios de riesgo se dan en el 19.7% de los casos,
siendo el S2 el mas frecuente (67.6%). Este escenario simula cuando el pollo crudo
se compra en mercados, tianguis o polleria y después de la coccion tiene una
contaminacion cruzada. Por otro lado, el S16 es el menos frecuente (0.0002%); este
escenario simula cuando el pollo crudo se compra en supermercados 0 mini supers,
es almacenado incorrectamente, no se cocina adecuadamente y sufre una
contaminacion cruzada. Si bien la mayoria de las personas realizaron practicas
adecuadas de manipulacion de alimentos, algunas estan expuestas al patégeno en
diferentes niveles segun el escenario de riesgo.

La dosis media ingerida en casa entre los escenarios oscilé entre 0.3 y
358.9 UFC por porcién de consumo en una sola exposicion. Debido a la falta de
informacion en la vigilancia epidemiologica en México es imposible comparar las
dosis estimadas en este estudio asociadas a pollo. Sin embargo, datos de brotes de
S. enterica vinculados a pollo en Japén y Canada indicaron una dosis ingerida de
0.0018 a 27 NMP/g o UFC/g (Catford, Ganz, & Tamber, 2017; Kasuga et al., 2004),

las cuales son similares a los encontrados en este estudio.



La probabilidad de enfermedad por el consumo de pollo en una sola
exposicion y el nimero de casos estimados para cada escenario se presentan en la
Tabla 56. El S8 (7.8x10?) seguido de S16 (5.6x107?), son los escenarios con la
mayor probabilidad de enfermedad. En esos escenarios, S. enterica puede crecer
durante el almacenamiento, sobrevivir a la coccién y contaminar el producto por
contaminacion cruzada. La probabilidad media de enfermedad en S8 y S16 es 2.9
y 2.1 veces mayor que la media todos los escenarios (2.7x107?). A pesar de que S8
y S16 tienen la mayor probabilidad de enfermedad; no son responsables de la
mayoria de los casos porque sus frecuencias de ocurrencia son las méas bajas. El
namero de casos dependidé de la ocurrencia de cada escenario, asi como de su
probabilidad de enfermedad. No necesariamente los escenarios-con mayor riesgo
son los responsables de la mayoria de los casos. Por ejemplo, el escenario de
riesgo mas frecuente fue el segundo con menor probabilidad de enfermarse. Sin
embargo, no se encontré correlacion entre la probabilidad de enfermedad y la

frecuencia de ocurrencia de cada escenario

Tabla 56. Probabilidad de enfermedad por porcién en una sola exposicion

y numero de casos por cada escenario.

Probabilidad de enfermar por el consumo
Escenario de pollo en una sola exposicion
Media (IC 95%)

NUmero de casos
Media (IC 95%)

S2 1.6 x103 (3.3x105— 9.4x1073) 121363 (1846 — 762884)
S3 1.2 x102(0.0— 1.4x10%) 161 (0 — 1763)

sS4 1.3 x102(3.9x105— 1.4x101) 108 (0 — 1084)

S6 3.2 x102(8.2x104— 1.5x10%) 387915 (7711 — 2077221)
s7 5.2 x102 (0— 4.3x10%) 185 (0 — 1718)

S8 7.8 x102 (1.0x103— 4.3x10%) 102 (1 — 645)

s10 6.6 X104 (1.7x10-5— 3.9x10%9) 17360 (340 — 109065)
s11 6.6 X103 (0.0 — 7.9x102) 52 (0 — 584)

S12 7.1 X103 (2.0 X105 — 7.9x102) 21 (0 - 184)

S14 1.9 x102 (4.4x10 — 1.0x101) 76744 (1351 — 446977)
s15 4.1 x102(0.0— 3.7x10%) 50 (0 — 485)

S16 5.6 X102 (5.2x104— 3.7x10%) 25 (0 — 181)

Promedio: 2.7x102

Total: 60487 (11249 — 3402791)
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El escenario con la probabilidad mas baja de enfermedad tuvo una
estimacion de riesgo similar a la obtenida por Zhu et al. (2017), quien estimé un
riesgo de 1.2 x 10 por el consumo de pollo preparado en el hogar en China. Por
otro lado, la FAO y la OMS (2002) estimaron un riesgo menor para S. enterica en
pollos (1.13 x10®), y Pouillot et al. (2012) mayor (1.3 x 10'Y) a los estimados en los
escenarios propuestos en este estudio. Otros modelos de ECRM han estimado un
riesgo promedio de salmonelosis asociado a aves de corral, similar a los obtenidos
en los diferentes escenarios propuestos (Bemrah et al., 2003; Jeong et al., 2018;
Sampedro, Wells, Bender, & Hedberg, 2019; Smadi & Sargeant, 2013). La amplia
diferencia entre el riesgo de salmonelosis en los diferentes estudios refleja la
variabilidad natural de la distribucion de S. enterica, las practicas de manipulacion
de alimentos y los modelos de dosis-respuesta utilizados. Ademas, la mayoria de
los modelos de ECRM se realizaron en paises desarrollados, haciendo mas
complicada la comparacién con los datos de México., ya que en paises en vias de
desarrollo como el nuestro, existe una deficiencia de informacion, recursos e
infraestructura (Cahill & Jouve, 2004; Howard, Pedley, & Tibatemwa, 2006;
Mahmoud, 2019).

Se estimaron un total de 604087 casos en la regién centro de México por
afno. El S6 es responsable del 64.2% del total de casos, siendo su probabilidad de
enfermedad 3.2 x 102. En este escenario, las practicas riesgosas son el
almacenamiento inadecuado y la contaminacion cruzada. Segun el anuario de
morbilidad de la Secretaria de Salud de México en 2019 se reportaron 12252 casos
de salmonelosis (“otras salmonelosis” referidas a casos de S. enterica no tifoidea)
(DGE, 2021).-Godinez-Oviedo, Tamplin, Bowman, & Hernandez-Iturriaga (2019)
estimaron-que los casos reales de transmisién alimentaria son alrededor de 49
veces mas que los reportados, aplicando el factor de correccién se estimé que
realmente en el 2019 ocurrieron 600348 casos de S. enterica en la region centro de
México por el consumo de alimentos. En América Latina y el Caribe, se estima que
el 11% de los casos de salmonelosis son asociados a pollo (Pires et al., 2012),
asumiendo este porcentaje, en 2019 alrededor de 66038 (IC 95% 11249-3402791)

casos de S. enterica se asociaron con el consumo de pollo. Con el modelo base
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planteado, se observé una sobreestimacion de los casos reales. Sin embargo, la
sobreestimacion del riesgo en ECRM es normal debido a la gran cantidad de
factores (entradas) incluidos en los modelos (Collineau et al., 2020). De la misma
forma, a pesar de que el modelo dosis-respuesta empleado es uno de los més
utilizados, se cred a partir de datos de brotes, lo que tiende a sobreestimar la
probabilidad de enfermedad al ignorar la compleja relacion entre huésped y
patogeno (Marks & Coleman, 2017), siendo esta la principal limitante del modelo.
La ventaja del modelo base fue la inclusion de diferentes escenarios
considerando la frecuencia de su ocurrencia, lo que permite analizar la implicacion
del comportamiento del consumidor de alimentos. De acuerdo con Khalid et al.,
(2020), el papel del comportamiento del consumidor en el hogar es crucial para una
correcta inclusion en una ECRM. A pesar de que, la mayoria de las personas realiza
practicas que no permiten el crecimiento de. patégeno, el almacenamiento
inadecuado aumenta el riesgo de 4 a 28 veces. Oscar (2017) encontré que un
almacenamiento inadecuado antes de la preparacion del pollo aumenta la
concentracion del patdgeno y afecta significativamente el riesgo.La coccion es el
punto critico durante la preparacion de la carne de pollo. La inactivacion del
patdogeno depende del método de coccion, las caracteristicas del producto, las
condiciones de tiempo y temperatura, como las caracteristicas de la cepa (Oscar,
2004). El proceso de coccidn insuficiente puede permitir la sobrevivencia de algunas
células del patdégeno, sin embargo, cuando los productos se consumen en trozos o
filetes, la mayoria de las células se encuentran en las superficies externas, y a pesar
de la coccién insuficiente pueden inactivarse, solo aquellas células que se
encuentren en-zonas protegidas pueden sobrevivir (FAO/OMS, 2002). En México,
no se dispone de informacion sobre la frecuencia de coccion insuficiente. Debido a
gue cocinar es un paso critico, el uso de datos de otros paises puede generar un
sesgo. Ademas, de que los métodos de coccion varian entre los paises (Godinez-
Oviedo, Sampedro Parra, Machuca Vergara, Gutiérrez Gonzalez, & Hernandez
lturriaga, 2019; Langsrud et al., 2020). Por estas razones, en este estudio, la
frecuencia de sobrevivencia de S. enterica se determino utilizando la frecuencia de

los métodos de coccion empleados, y los porcentajes de sobrevivencia de S.
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enterica ante dichos métodos de coccién. Este enfoque permitié disminuir el sesgo
durante la coccidn. Sin embargo, es necesario investigar los tiempos de coccién y
los perfiles de temperatura de acuerdo con cada método de coccion, asi como la
evaluacion de los perfiles de resistencia al calor de las cepas circulantes en la region
centro de México.

La Figura 73 muestra el analisis de sensibilidad mediante el coeficiente de
correlacion de Spearman para las cinco entradas principales que tuvieron la mayor
influencia en la probabilidad de enfermar para los escenarios RP1. Los escenarios
RP2 no se muestran, sin embargo, tuvieron tendencias similares a sus analogos en
RP1. La concentracion de S. enterica (C1.i)) siempre se encuentra entre las cinco
primeras entradas que mas influyen en la probabilidad de enfermar. En los
escenarios con contaminacién cruzada, la tasa de transferencia de pollo crudo a
superficies es uno de los insumos con mayor influencia positiva. Mientras que para
los escenarios donde S. enterica sobrevive durante la coccion, la temperatura y el

tiempo de coccion a la parrilla 0 empanizado tuvieron una alta influencia.

7.12 Refinamiento del modelo base del riesgo de enfermar de salmonelosis
por el consumo de pollo preparado en el hogar en la region centro de

México

Recientemente, ha cobrado importancia la variabilidad biologica intra-
especie de los patégenos transmitidos por los alimentos, incluida la variabilidad de
la virulencia (Cocolin et al., 2018; den Besten et al., 2018; Fritsch, Guillier, &
Augustin, 2018; Haddad et al., 2018). Algunos autores han establecido y evaluado
la importancia de considerar la variabilidad intra-especie de la virulencia de S.
enterica durante la estimacién del riesgo (Oscar, 2017, 2019; Sampedro, Wells,
Bender, & Hedberg, 2019). Dichas estimaciones se han realizado tomando en
cuenta el serotipo. Sin embargo, Teunis et al. (2010) no observo diferencias entre
los modelos de dosis-respuesta generados utilizando diferentes serotipos. Por otro
lado, McCullough y Eisele (McCullough & Eisele, 1951b, 1951a) mostraron que
cepas del mismo serotipo (S. Anatum) generaron modelos de dosis-respuesta muy

diferentes.
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En este estudio, la variabilidad en la virulencia se establecié basandose en
la presencia de ciertos genes de virulencia en cepas de S. enterica. Las cepas se
clasificaron en tres niveles de virulencia. Las cepas de baja virulencia pertenecen a
V1 (agfA-hilA-orgA-sipA-sifA-sseF-sselL-invA-ssaQ); las cepas de moderada
virulencia a V2 (agfA-hilA-orgA-sipA-sifA-sseF-sseL-invA-ssaQ- sspH1), V3 (agfA-
hilA-orgA-sipA-sifA-sseF-ssel-invA-ssaQ-sspH1-sopE) y V7 (agfA-hilA-orgA-sipA-
sifA-sseF-ssel-invA-ssaQ-sopE); y las cepas de alta virulencia a V4 (agfA-hilA-
orgA-sipA-sifA-sseF-sseL-invA-ssaQ-sspH1-pefA-spvC) y V5 (agfA-hilA-orgA-sipA-
sifA-sseF-sselL-invA-ssaQ-sspH1-spoE-pefA-spvC). En algunas ‘muestras se
encontré la coocurrencia de cepas con diferentes niveles de virulencia
(baja/moderada, baja/moderada/alta y moderada/alta) y diferentes perfiles de
antibioticos (MRA y no MRA). Para estas situaciones, se estimo la prevalencia de
S. enterica considerando el mayor nivel de virulencia de las cepas encontradas en
la muestra, y, ademas, si en la misma muestra se encontraron cepas MRA y no
MRA, se agrupé en los grupos MRA. La Tabla 57 muestra la prevalencia de S.

enterica en pollo crudo por punto de venta fraccionado en seis grupos.

Tabla 57. Prevalencia de S. enterica en pollo crudo fraccionada en los seis

grupos
Nivel de virulencia Multi-resistencia a antibidticos Prevalencia en RP1 Prevalencia en RP2
Bajo no-MRA =RiskBeta (2, 202) =RiskBeta (1, 103)
Bajo MRA =RiskBeta (6,198) =RiskBeta (1, 103)
Moderado no-MRA =RiskBeta (6,198) =RiskBeta (3,101)
Moderado MRA =RiskBeta (31, 173) =RiskBeta (18, 86)
Alto no-MRA =RiskBeta (1, 203) =RiskBeta (3, 101)
Alto MRA =RiskBeta (2, 202) =RiskBeta (6, 98)

Se asumié que el crecimiento, la inactivacién, la transferencia y la
respuesta del modelo de dosis-respuesta son las mismas para cepas MRA y no
MRA al igual que en el estudio Pouillot et al. (2012). Las cepas MRA solo afectaron

Unicamente la severidad de la enfermedad.



La probabilidad de enfermar por S. enterica de baja, moderada y alta
virulencia, presento rangos de 2.4 x 10° a 3.7 x10%, 7.4 x 10®a 1.2 x 104, 6.5 x 10°
4a 7.8 x 10, respectivamente (Tabla 58). Se encontraron grandes diferencias en
la probabilidad de enfermedad segun el nivel de virulencia, hasta de 105.4 veces.
La probabilidad de enfermar de S. enterica de alta virulencia es la misma que la del
modelo de referencia porque se utilizé el mismo modelo de dosis-respuesta. La
Tabla 59 muestra el numero de casos segun los seis grupos de S. enterica
presentes en el pollo crudo, encontrando una disminucién del 89% de los casos
estimados en el modelo base. Los casos estimados con el modelo refinado (66064
casos) son muy similares a los casos esperados (66038 casos). Este enfoque
permite equilibrar la subestimacion y la sobreestimacion del riesgo. A pesar de la
baja prevalencia de cepas de S. enterica de alta virulencia, estas son responsables
del 99.9% del total de casos (66.6% de MRA de alta virulencia y 33.3% de no MRA
de alta virulencia).

La inclusion de las caracteristicas de los aislados de S. enterica modifico la
proporcion del total de casos estimados en cada punto de venta, encontrando que
el pollo comprado en supermercados y mini super es responsable de un mayor
porcentaje de casos en comparacion con el porcentaje estimado con el modelo
base. En los escenarios del modelo base, el nimero de casos estimados cuando el
pollo crudo se compra en.el mercado, las tiendas de polleria y el tianguis es de 3.1
a 7 veces mayor que su analogo el que se compra en mini super y supermercados.
Sin embargo, cuando se refina el modelo, el nimero de casos en algunos
escenarios RP1 solo es mayor de 1.1 a 1. 4 veces, en otros es el mismo y en otros
es menor hasta 1.4 veces. Esto esta asociado con la presencia de cepas altamente
virulentas'y MRA en las tiendas RP2.
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Tabla 58. Probabilidad de enfermedad por porcion en una exposicion por

S. enterica de baja, moderada y alta virulenta.

Probabilidad de enfermar por porcién en una sola exposicion

Media (IC 95%)

Escenario
) o . S. enterica de moderada ) ) :
S. enterica de baja virulencia . ) S. enterica de alta.virulencia
virulencia

S2 5.9x10°(1.2x101°-3.5x10°8) 1.8x107(3.6x10°-1.1x10%) 1.6x103(3.3x10°—9.4x103)

S3 9. x108(0.0 -9.2x107) 3.1x10% (0.0 — 3.0x10) 1.2x102(0.0=1.4x10?)

S4 1.0x107 (1.4 x10-10-9.5x1077) 3.2x10(4.3x10° - 2.9x10) 1.3x102(3.9x10°— 1.4x10%)

S6 2.1x107(3.1 x10%-1.3x10°) 6.5x106(9.5x108 — 3.9x105) 3.2x102(8.2x10*— 1.5x101)

S7 3.5x10% (0.0 — 3.1x10) 1.1x10*(0.0- 9.6x10%) 5.2x102 (0— 4.3x10%)

S8 3.7x10%(3.6x10°-3.1x10®) 1.2x10%(1.1x10¢— 9.8x104) 7.8x102(1.0x103 - 4.3x101)
S10 2.4x10°(6.2x1011-1.4x10°8) 7.4x108(2.0x10° - 4.5x107) 6.5x10(1.7x10° - 3.9x10%)
S11 4.1x108 (0.0 -4.0x107) 1.3x10%(0.0 — 1.3x10) 6.6x103(0.0— 7.9x10?)
S12 4.4x108(8.3x10°11-4.2x107) 1.3x10%(2.3x10:—1.3x10?) 7.2x103(2.0x10°— 7.9x10?)
S14 9.7x108(8.3x1019-4.2x107) 3.1x10%(5.1x10:8— 1.9x10-5) 1.9x102 (4.4x104— 1.0x101)
S15 1.6x10¢(0.0-1.5x10°) 5.4x105(0.0 — 4.9x10%) 4.1x102(0.0- 3.7x101)
S16 1.8x10%(1.9x10°-1.6x10°) 5.3x105(5.7x108 - 4.0x19%) 5.6x102(5.2x10*— 3.7x101)

Promedio: 9.3x107

Promedio: 3.0x10-°

Promedio: 2.7x102

Hasta donde sabemos, la severidad de la enfermedad en los modelos

ECRM de S. enterica solo'se ha incluido en los estudios de Oscar (2019) y Oscar

(2017) considerandola severidad como la relacion que existe entre la dosis

consumida y la dosis necesaria para causar enfermedad. En nuestro estudio, la

severidad se evalu6 teniendo en cuenta los AVD. Se asumié que los aislamientos

de alta, moderada y baja virulencia causan diarrea severa, moderada y leve, y que

las cepas MRA prolongan la duracion de la enfermedad.
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Tabla 59. Numero de casos de salmonelosis por consumo de pollo en la regién centro de México segun los seis diferentes

grupos de cepas presentes en el alimento.

NUmero de casos
Media (95%IC)

Total de casos por

Escenario Baja virulencia Bajavirulencia Moderada virulencia Moderada Alta virulencia/ Alta virulencia / MRA escenario
/no MRA / MRA / no MRA virulencia / MRA no MRA
S2 0(0-0) 0(0-0) 2(0-12) 10 (0 - 63) 2720 (8 - 19009) 5496 (44 - 36353) 8228 (52 - 55437)
S3 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 6(0 - 65) 12 (0 - 133) 18 (0 - 198)
sS4 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 2 (0-24) 5 (0 - 50) 7(0-74)
S6 0(0-1) 0(0-2) 11 (0 - 66) 54 (0 - 335) 8870 (32 -59164) 17642 (176 - 107755) 26577 (208 - 167323)
s7 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-2) 4 (0 - 45) 8 (0 - 86) 12 (0 - 133)
S8 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-1) 2(0-18) 5(0 - 33) 7(0-52)
S10 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0(0-1) 1(0-8) 1928 (25 - 12661) 3785 (65 - 24094) 5713 (90 - 36764)
s11 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 6 (0 - 62) 11 (0 - 126) 17 (0 - 188)
S12 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0-0) 2(0 - 24) 5 (0 - 48) 7(0-72)
S14 0(0-0) 0(0-0) 1(0-9) 8 (0 - 53) 84521 4%3?)0 ) 17021 (261 - 100999) 25441 (361 - 153524)
s15 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 0 (0 - 0) 6 (0 - 57) 11 (0 - 110) 17 (0 — 167)
S16 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 3(0-21) 6 (0 - 41) 9 (0-62)
Total de casos 0(0-1) 0(0-2) 14 (0 - 88) 73 (0 - 462) 21970 (165 - 44007 (546 — 269828) 66064 (711 - 413994)

143613)




La MRA de S. enterica se ha relacionado con los tiempos de hospitalizacion
mas largos (Duong et al., 2020; Parisi et al., 2018). La Tabla 60 muestra el AVD al
consumir pollo contaminado con cada grupo de S. enterica para personas <5 afios
y >5afos. El AVD general para MRA es 2.6 veces mayor que el de no MRA, mientras
que el AVD de las cepas de alta virulencia tiene una diferencia muy grande en
comparacion con las cepas de virulencia baja y moderada. Teniendo en cuenta la
poblacién de la region centro de México en 2020, el AVD para nifios <5 afios

(4,247,821) es 6.8 veces mas que para personas >5 afios (51,933,661).

Tabla 60. Afos vividos con la discapacidad (diarrea) provocada por el consumo de

pollo contaminado con diferentes grupos de S. enterica en la regién centro de

México.
AVD
Grupo de S. enterica Media (95% IC)
<5 afios >5 afios
Baja virulencia / no MRA -- --
Baja virulencia / MRA -- --
Moderada virulencia / no MRA 1.2x102(8.9x10-3- 1.6x1072) 2.2x102(1.6x102—-2.9x102
Moderada virulencia / MRA 8.3X102(6.0x102- 1.1x107) 1.5x101(1.1x101— 2.0x101)
Alta virulencia / no MRA 46.5 (24.4 - 83.5) 84.1 (44.2 — 151.0)
Alta virulencia / MRA 121.0 (63.6 - 217.3) 219.0 (115.2 - 393.2)
Total no MRA 46.5 (24.5 - 83.5) 84.1 (44.3 - 151.0)

Total MRA 121.1 (63.7 - 217.3) 219.0 (115.3 — 393.4)
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CONCLUSIONES

En México existe una necesidad apremiante de que el gobierno, la industria, los
centros de investigacion y los consumidores trabajen juntos para disminuir el
riesgo de enfermar de salmonelosis por el consumo de alimentos.

La vigilancia epidemiolégica de S. enterica en México debe continuar mejorando
para disminuir el nUumero de casos sin diagndéstico y vincular los casos con un
alimento especifico. Asimismo, los investigadores deben continuar evaluando la
prevalencia y concentracion de S. enterica en alimentos, principalmente en
comida artesanal y tipica mexicana.

El comportamiento del consumidor de alimentos tiene un impacto crucial en la
evaluacion de la exposicion a S. enterica, siendo necesario continuar con
investigaciones para comprender sus implicaciones sobre el riesgo de
enfermarse por este patdégeno. En -este estudio se encontr6 que no
necesariamente los alimentos con mayor prevalencia y concentracion del
patégeno son los mas riesgosos.

Los datos cientificos y la autopercepcion del consumidor de haber padecido
salmonelosis clasificaron las carnes frescas y algunas frutas y verduras como
los principales alimentos asociados con S. enterica.

El pollo es el alimento que mas se asocié a S. enterica en la region centro de
México, teniendo como base la alta prevalencia y concentracion del patégeno.
Un dato interesante es que las cepas aisladas de este alimento mostraron mayor
MRA y presencia de un mayor nimero de genes de virulencia.

Existe una enorme variabilidad biol6gica entre los aislados de S. enterica, que
puede tener implicaciones en la evaluacion de la exposicidén y la caracterizacion
del peligro. Por lo tanto, es importante seleccionar cepas representativas para
crear modelos predictivos de crecimiento, inactivacion y transferencia, modelos
dosis-respuesta y otros estudios que permitan evaluar la variabilidad entre

cepas. Ademas, es fundamental integrar la informacién para analizar el costo



beneficio de ciertas caracteristicas, ya que algunas pueden ser Utiles en ciertas
circunstancias y en otras ocasionar un costo en la eficiencia biologica.

En condiciones gastricas simuladas, S. enterica mostro una gran variabilidad en
la reduccion, la cual no se asocio con el virulotipo ni la MRA, pero si con el origen
y la temporada de aislamiento.

La matriz alimentaria tiene un gran impacto en la sobrevivencia de S. enterica
en condiciones gastricas simuladas, lo que sugiere que los modelos de dosis-
respuesta ajustados a la matriz alimentaria podrian predecir estimaciones mas
precisas.

No se encontraron diferencias en la capacidad de virulencia de seis cepas
seleccionadas de S. enterica. Sin embargo, fue posible observar una asociacion
entre la probabilidad y severidad de la infeccién con la presencia de elementos
genéticos moviles, lo cual resalta que cepas que tengan presentes estos genes
puede ser hipervirulentas, sefialando que la presencia de genes de virulencia
especificos puede ayudar a mejorar la caracterizacion del peligro. Sin embargo,
se necesitan mas estudios para comprender el impacto sobre el riesgo.

Los modelos ECRM destacan que los casos estimados dependen de la
probabilidad de enfermar, asi como de la ocurrencia de cada escenario.

El modelo refinado genera una estimacion mas precisa de los casos de
salmonelosis vinculados al pollo, destacando que algunos escenarios que
tuvieron una menor probabilidad de enfermedad respecto a otros con el modelo,
con el refinamiento, mostraron un comportamiento opuesto debido a la inclusion
de las caracteristicas de los aislados. Estos hallazgos pueden ayudar a los
gestores de riesgos a crear medidas correctivas y predictivas precisas, asi como
campafias de educacion efectivas para la poblacion de la region central de

México para disminuir los casos de salmonelosis.
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10 APENDICES

10.1 Apéndice 1: Encuesta

Primera seccién: Informacién demografica

1) Sexo

2) Edad

3) Ocupacion

4) Estado de residencia

5) ¢ Padeces alguna enfermedad gastrointestinal?

(@) Si, (b) No, (c) No sé

6) ¢ Cuél? (Se puede seleccionar mas de una)

(&) No padezco ninguna enfermedad gastrointestinal, (b) Gastritis, (c)
Reflujo géastrico (d) Colitis, (e) Estrefiimiento (f) Otra

7) ¢ Padeces alguna enfermedad cronico-degenerativa?
(a) No padezco ninguna-enfermedad cronico-degenerativa, (b) Diabetes (c)

Céancer (d) Hipertension (e) Obesidad (f) Otra

Segunda seccion: Habitos de consumo de alimentos

Consumo de carne:

1) ¢Consumes carne?

(@)Si, (b)No (Si la respuesta era si podia continuar contestando)

2) ¢ Qué tipo de carne prefieres consumir?

(a) Carne de cerdo, (b) Carne de pavo, (c) Carne de pollo, (d) Carne de res

3) ¢Cuantos dias a la semana consumes cada tipo de carne? (Para cada
tipo de carne)

(@0, ()1, (c)2,(d)3,(c)4,(d)5,(e)6, (f) 7
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4) ¢ Cuantas porciones consumes regularmente de estos tipos de carne en
un dia? (Una porcién de carne es alrededor de 150 g (equivalente a una pieza de
carne para hamburguesa, una pechuga de pollo sin hueso, un bistec 6 una pieza de
carne)

(@) 0, (b)1, ()2, (d) 30 mas
5) ¢ Como compras la carne regularmente? (Posible mas de una opcién)
(a) En fresco, (b) Molida, (c) Marinada, (d) Precocida, (e) Cocinada, (f)
Congelada, (h) No compro
6) ¢, CoOmo preparas la carne para consumirla? (Posible mas de una opcién)
(a) Al'horno, (b)Asada, (c)Empanizada, (d)Frita, (e) Frita, (f)Hervida, (g) No
consumo

7) ¢La carne de res, a qué termino la consumes regularmente? (Se
muestra imagen)

(a)Rojo inglés, (b)Medio, (c)Tres cuartos, (d)Bien cocido, (€)No consumo
carne de res

Consumo de embutidos

1) ¢ Consumes embutidos?

(a)Si, (b)No (Si la respuesta era si podia continuar contestando)

2) ¢ Cual es el embutido que méas consumes?

(a)Chorizo, (b)Jamédn, (c)Salchicha, (d)Tocio

3) ¢ Cuantos dias a la semana consumes estos embutidos? (Para cada tipo
de embutido)

(@0,(b)1,(c)2,(d)3,(c) 4, (d)5,(e) 6, (N 7
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4) ¢ Cuantas porciones consumes regularmente de estos tipos de carne en
un dia? (Una porcion = Unidad de chorizo (100 g), una rebanada de jamén (25 g),
una salchicha (40 g) o una tira de tocino (20 g))

(@) 0, (b)1, (c)2, (d) 3, (e) 4 o mas

5) ¢Como consumes los embutidos regularmente? (Posible mas de una
opcidn)

(a)Del empaque (sin tratamiento), (b) Asado/cocinado, (c) En guiso, (d) No
consumo

Consumo de frutas y hortalizas

1) ¢ Consumes frutas y hortalizas?

(a)Si, (b)No (Si la respuesta era si podia continuar contestando)

2) ¢ Cuéantos dias a la semana consumes frutas y hortalizas? (Para frutas o
hortalizas)

(@0, (0)1,(c)2, (d)3,(c)4 (d)5 (e) 6, (f) 7

3) ¢Cuéantas porciones consumes regularmente de frutas y hortalizas en
un dia? (Una porcion: Una taza de frutas frescas (150 g) 1/2 taza de frutas secas
(50 g), un manojo de hortalizas de hoja (40 g) 6 unataza de hortalizas (150 g)) (Para
frutas citricas, de semilla, tropicales, frutillas, frutas secas, hortalizas de raiz,
hortalizas de hoja, hortalizas de inflorescencia, hortalizas de fruta — Se colocaron
ejemplos de las frutas y hortalizas mas representativas)

(@) 0, (b) 1, (c) 2, (d) 3, (c) 4, (d) 50 mas

4) ¢ Como consumes las frutas y hortalizas regularmente? (Posible mas de

una opcion)
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(a)Lavadas, (b)Desinfectadas, (c)Crudas, (d)Hervidas (e) A la plancha, (d)
Al vapor, (e)Deshidratadas

Consumo de lacteos

1) ¢ Consumes productos lacteos?

(a)Si, (b)No (Si la respuesta era si podia continuar contestando)

2) ¢ Qué producto lacteo consumes mas?

(a)Leche, (b) Crema, (c)Queso, (d)Yogurt

3) ¢ Cuantos dias a la semana consumes estos productos lacteos? (Para
cada producto lacteo)

(@0, (0)1,(c)2,(d)3,(c)4, (d)5,(e) 6, () 7

4) ¢ Cuantas porciones consumes regularmente productos lacteos en un
dia? (Una porcién= Un vaso de leche o yogurt (250 mL), dos cucharadas de crema
(30 g) o una pieza de queso (30 g)) (Para cada producto lacteo)

(@) 0, (b)1, (c)2, (d) 3 0 més; 4) ¢Los productos lacteos que compras estan
pasteurizados? (Para cada producto lacteo)

(a)Si, (b)No, (c) No sé

5) ¢ Qué tipo de quesos consumes con mayor frecuencia?

(a)Frescos (no madurados), (b)Madurados

Consumo de pescados y mariscos

1) ¢ Consumes pescados y mariscos?

(a)Si, (b)No (Si la respuesta era si podia continuar contestando)

2) ¢Cada cuanto consumes pescados y mariscos? (Para atun, camaron,

mariscos de concha, filete de pescado)
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(a) Mas de una vez a la semana, (b) Una vez a la semana, (c) Dos veces a
la semana, (d) Una vez al mes, (e)Menos de una vez al mes (f) No consumo

3) ¢Cuéantas porciones consumes regularmente de estos pescados y
mariscos en un dia? (Una porcion = lata de atun (100 g), taza de camarones o
mariscos de concha (150 g o un filete de pescado (150 g)) (Para atan, camarén,
mariscos de concha, filete de pescado)

(@) 0, (b)1, (c)2, (d) 3 0 mas

4) ¢COmo compras estos pescados y mariscos? (Para atin, camaron,
mariscos de concha, filete de pescado) (Posible mas de una opcion)

(a)Crudo, (b)Precocido, (c)Cocido, (d)Enlatado, (e)En salmuera, (f)
Congelado, (g) No compro

5) ¢ Como preparas los mariscos antes de consumir? (Para atin, camaron,
mariscos de concha, filete de pescado) (Posible mas de una opcion)

(&) A la plancha, (b)Empanizado, (c)Frito, (d)Cocido, (e)Crudo, (f) Del
envase, (g) No consumo

Tercera seccién: Practicas de manipulacion de alimentos

1) Una vez que compras los siguientes alimentos, ¢,a qué temperatura los
almacenas? (Para carnes, embutidos frutas y hortalizas, lacteos, pescados y
mariscos)

(@)No los consumo, (b)No los almaceno, los consumo inmediatamente,
(c)Refrigeracion, (d)Congelacion, (e)Temperatura ambiento

2) Una vez que compras los siguientes alimentos, ¢cuanto tiempo los
almacenas? (Para carnes, embutidos frutas y hortalizas, lacteos, pescados y

mariscos)
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a) No los consumo, (b)No los almaceno, los consumo inmediatamente, (c)1
dia, (d)2-3 dias, (e)4-5 dias, (f)6 a 7 dias, (g) mas de 7 dias

3) ¢ Sabes a qué temperatura se encuentra tu refrigerador? (Esta pregunta
se retird del analisis ya que no se especificaron las unidades de medida)

4) ¢ Cada cuanto tiempo limpias tu refrigerador?

(a)Mas de una vez a la semana, (b)Una vez a la semana, (c)Una vez cada
quince dias, (d)Una vez al mes, (e)Menos de una vez al mes

5) ¢Con qué frecuencia lavas la esponja y trapo de cocina que empleas
para las superficies? (Para esponja o trapo de cocina)

a) Mas de una vez a la semana, (b)Una vez a la semana, (c)Una vez cada
quince dias, (d)Una vez al mes, (e)Menos de una vez al mes

6) Cuando empleas cuchillo y tabla para picar algun alimento, y los
necesitas para picar otro diferente, ¢ qué haces? (Para tabla de picar o cuchillo)

(a)Uso el mismo, (b) Uso uno limpio, (c)Lo enjuago con agua, (d) Lo lavo;

7) ¢Cuando preparas alimentos te lavas y desinfectas las mano? (Para
lavar y desinfectar)

(a) Siempre, (b)Casi siempre, (c)Algunas veces, (d)Rara vez, (e)Nunca

Cuarta seccién: Percepcion de ETAs y salmonelosis

1) ¢ Alguna vez te has enfermado por el consumo de algun alimento?

(a)Si, (b)No, (c) No sé

2) ¢ Alguna vez te ha dado salmonelosis?

(a)Si, (b)No, (c) No sé (Si la respuesta era si podia continuar contestando);

3) ¢, Cuantas veces te ha dado salmonelosis?

@)1, (b)2, (c)3, (d) més de 3
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4) ¢ Cuando te dio salmonelosis? (Posible mas de una opcion)

(a) 2017 (b) 2016, (c) 2015, (d) Antes del 2015 (A partir de enero del 2018
se anexo la respuesta a)

5) ¢Por qué tipo de alimento crees que te enfermaste de salmonelosis?
(Posible mas de una opcion)

(@) Carne, (b)Productos cérnicos, (c)Frutas y hortalizas, (d)Productos

lacteos, (e) Pescados y mariscos
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10.2 Apéndice 2. Informacion utilizada para generar modelos secundarios de

desarrollo

Producto

Caracteristicas

Tocino

Frutas de semillas

Hortalizas de
inflorescencia

Crema

Leche

Queso

Pescado

Debido a la falta de informacién, se utilizaron datos de modelos
primarios de alimentos subrogados. Para seleccionar el mejor
modelo secundario de tasa de crecimiento secundario, se comparé
la estimacion de la tasa de crecimiento a 16 ° C, con los Unicos
datos disponibles de Salmonella en tocino (0.033 h-l a 16 °C)
(Combase www.combase.cc ; Farrell y Upton, 1978). ElI mejor
modelo de tasa de crecimiento secundario sustituto se obtuvo
utilizando datos del modelo primario de chuleta de cerdo (23 °C, 10
°Cy 7.2 °C) (Swart et al., 2016), con una

La pera fue el alimento seleccionado de los productos de frutos de
semilla. Datos a 8 °C, 12 °C y 20 °C del comportamiento de
Salmonella en pera se extrajeron de la Figura 1 publicada, un
gréfico publicado por Gracga, Santo, Quintas, y Nunes, (2017).

El potencial de crecimiento de Salmonella en yakisoba (compuesto
por coliflor, zanahoria, brécoli, repollo y acelga), a 7 °C, 12 °C
[promedio de temperatura dinamica 7 °C (30%) y 15 °C (70%)], y 15
°C se utilizaron para estimar la tasa de crecimiento a cada
temperatura, dividiendo el potencial de crecimiento entre la vida util
(6 dias) (Sant’Ana, Barbosa, Destro, Landgraf, & Franco, 2012).

Datos de ComBase-a 7.9 °C (ID: 0140_7, ID: 0140_8) y 12 °C (ID:
0140_5, 0140_6) del comportamiento de Salmonella en crema
agria donados por la Agencia de Normas Alimentarias del Reino

Unido

Datos de Combase a 7 °C (ID: L107) y 15 ° C (ID: CA_1195,
CA 1204, CA_CA122) del comportamiento de Salmonella en leche
y la férmula infantil hidratada con leche(Abushelaibi, Sofos, Samelis,
& Kendall, 2003; Bovill, Bew, & Baranyi, 2001)

Los datos publicados a 10 °C, 15 °C y 20 °C del comportamiento de
Salmonella en queso mozzarella artesanal de bifalo (Serraino et al.,
2012).

Graficar los datos publicados (extraidos con el software Data Thief
3.0 (http://datathief.org/) del comportamiento de Salmonella en gopa
(Nychas & Tassou, 1996), tilapia (Lu & Cai, 2010), y salmén (Xu et
al., 2018) entre 10°Cy 25°C.
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10.3 Apéndice 3. Peso de la porcion

Edad Peso de la porcion Procentaje de la poblacion Acumulado
<5 afos 2789 7.6 0.076
5 a 14 afios 69.5¢g 8.2 0.158
> 65 afios 100 g 8.4 0.242
1509 0.668 0.748
15 a 65 afios 300¢g 0.279 75.8 0.960
450 g 0.053 1.000

Los datos de 15 a 65 afios fueron obtenidos en este estudio, y datos sobre las
diferentes edades fueron recabadas con un nutriélogo

10.4 Apéndice 4. Frecuencia de consume de pollo

Frecuencia de consume de carnes no procesadas (incluye pollo)

Edad Centro Cd. México Promedio

Oa4 31.4 52.9 42.15
5a9 36.9 43.9 40.4
10a19 48.2 61.7 54.95
Masde 20 61 75.6 68.3

Frecuencia total

% Poblacion

7.6
8.2
16.8
67.5

0.03
0.03
0.09
0.46
0.62

Frecuencia de consume * % poblacion

Obtenido con informacién de ENSANUT 2018 (Shamah-Levy et al., 2020), y la poblacion

del centro de México del 2020 (INEGI, 2020). Poblacién total; 56181482



10.5 Apéndice 5. Frecuencia de consume de pollo ala semana por porcién

. Porciones
Frecuencia ala :
semana g Acumulativ
1 2 3 Suma Proporcion a
1 197 39 2 238 0.214 0.214
2 315 156 18 489 0.439 0.653
3 157 73 21 251 0.225 0.878
4 51 27 9 87 0.078 0.956
5 19 7 4 30 0.027 0.983
6 4 6 4 14 0.013 0.996
7 1 3 1 5 0.004 1.000
Total 744 311 59 1114 1
Proporcién 0.668 0.279 0.053

Una porcién =150 g
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