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RESUMEN

La salmonelosis humana es un problema importante de salud a nivel mundial, y la
carne de pollo ha sido considerada como uno de los principales vehiculos. Sin
embargo, existe poca evidencia de variacion temporal en la prevalencia y
diversidad de este patégeno en carne de pollo lista para ser expedida. El objetivo
de este estudio fue conocer la prevalencia temporal de S. enterica en carne de
pollo en puntos de venta en la ciudad de Querétaro. Un total de 3,312 piezas de
pollo fueron procesadas para obtener 1,104 muestras (mezcla obtenida de 3
piezas: muslo y pierna). Las muestras fueron analizadas microbiologicamente
usando el método sugerido por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.
Los aislados presuntivos a S. enterica fueron confirmados por ensayo molecular
(amplificacion por PCR de los genes InvA y 16S rRNA). Los aislamientos fueron
serotipificados mediante la amplificacion, secuenciacion y andlisis molecular del
gen atpD. El presente estudio revel6 que la prevalencia de S. enterica en carne de
pollo en la Cd de Querétaro fue de 15.94% (176/1,104). Ademas, que existe
diferencias en la prevalencia mensual (P < 0.05), pero no estacional (P > 0.05) a lo
largo de doce meses evaluados. Asimismo, que la prevalencia de S. enterica en
carne de pollo fue mas baja en mercado publico [6.52%, (24/368)] comparado a
supermercado [20.65%, (152/736)] (P < 0.05). De manera similar, la presencia de
S. enterica en carne de pollo fue mayor en producto empaquetado de origen
[19.56%, (72/368)] y a granel [21.73%, (80/368)] expedidos en supermercado, a
diferencia, que la de granel vendida en mercado publico [6.52%, (24/368)] fue mas
baja (P < 0.05). Ademas, no se identificd correlacion entre la temperatura
ambiental y la prevalencia temporal de S. enterica de carne de pollo. Por ultimo el
serovar mas ocurrente durante todo el afio fue Enteritidis. Y también se
identificaron otros serovares como Anatum, Typhimurium, Heidelberg,
Choleraesuis, Newport, Tennessee, Bredeney, Agona, Montevideo, Abaetetuba,
Infantis y Thompson. Estos resultados identificaron la variaciéon temporal del
patdgeno; si no ademas, permitirdn construir una coleccién de aislamientos de S.
enterica para estudios posteriores de fenotipificacion y caracterizacion genética de
S. enterica endémica en México.

Palabras claves: Prevalencia temporal, S. enterica, carne de pollo y
serovariedades.



SUMMARY

Salmonellosis is a major health problem worldwide, and chicken meat has been
considered as one of the main vehicles of this desease. Nevertheless, there is little
evidence of temporal variation on the prevalece and diversity of Salmonella
enterica in chicken meat ready to be dispatched. The aim of this study vas to know
the temporal prevalence of S. enterica in chicken meat at different sales facilities in
Queretaro city. A total of 3,312 pieces of chicken meat were processed in order to
obtain 1,104 samples (mixture obtained from 3 pieces: thigh and leg). The samples
were microbiologically analyzed by using the methods suggested by the European
Food Safety Authority. Subsecuently the isolates with presumptive S. enterica were
confirmed by a molecular assay (PCR amplification of the InvA and 16S rRNA
genes), and serotyped by amplification, sequencing and molecular analysis of the
atpD gene.The present study revealed that there was a difference in the monthly’s
prevalence (P < 0.05), while there was not in the seasonal’s (P > 0.05), over the
eleven months evaluated. A correlation was indentified between the temporal
prevalence of S. enterica and the enviromental relative humidity. Likewise, the
prevalence of S. enterica was lower in chicken meat from public markets [6.52%,
(24/368)] than supermarkets [20.65%, (152/736)]. In a similar way, the presence of
S. enterica was higher (P < 0.05) in products packaged on origin [19.56%,
(72/368)] and bulk [21.73%, (80/368)] dispatched in supermarkets, unlike the bulk
sold in public markets [6.52%, (24/368)]. Finally the most occurring serovar
throughout the year was Enteritidis. Other serovars such as Anatum, Typhimurium,
Heidelberg, Choleraesuis, Newport, Tennessee, Bredeney, Agona, Montevideo,
Abaetetuba, Infantis, and Thompson were also identified.These results have not
only identified the temporal variation of the pathogen, but will allow the
construccion of a S. enterica isolates collection for later studies of phenotyping and
genetic characterization of S. enterica endemic in México.

Key words: Temporal prevalence, S enterica, chicken meat, and serovars.
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1. INTRODUCCION

En México el 63% de la produccion pecuaria total corresponde al sector avicola,
del cual el 34.1% pertenece a carne de pollo. En 2015, la produccién anual de
carne de pollo en México fue de 3,175,010 toneladas y representdé $78,428
millones de pesos (M.N.). Sin embargo, la carne de pollo se ha asociado como
uno de los principales vehiculos de S. entérica para humanos. Esté patégeno
ocasiona dos tipos de enfermedades gastrointestinales: no tifoidea o tifoidea; con
costos excesivos en el sector salud, y pérdidas en el sector productivo. S. enterica
ha sido causante de 27 brotes en la UE entre el 2010 a 2011, y 145 brotes en
EE.UU. durante 1998 al 2008. Siendo los principales serovares involucrados
Infantis, Agona, Hadar, Mbandaka, Enteritidis, Typhimurium, Heidelberg y
Kentucky.

En algunos paises, se han realizado estudios temporales de prevalencia y
distribucion de S. enterica en carne de pollo. Estos estudios se enfocan en evaluar
el manejo del producto en puntos de venta y evidenciar el desempefio del sistema
de control de patdgenos. Lamentablemente en México existen escasos estudios

de prevalencia temporal y diversidad de serotipos de este patdgeno.

En el presente trabajo se identifico la prevalencia, distribucion y diversidad
temporal de S. enterica en carne de pollo en puntos de la Cd. de Querétaro, Qro.
México como primer esfuerzo cientifico para conocer la frecuencia de este
patbgeno en puntos de venta. Este trabajo no s6lo nos permitirA conocer las
variaciones temporales del patégeno; sino ademas, establecer una coleccién de
aislamientos de S. enterica para estudios posteriores de caracterizacion genética y
fenotipica de S. enterica endémica en México.



2. ANTECEDENTES

2.1. Carne de pollo

La carne se define como “todas las partes de un animal que han sido dictaminadas
como inocuas y aptas para el consumo humano” de acuerdo al (Codex
Alimentarius, 2005). La carne se compone principalmente de agua, proteina,
grasa, cenizas y valor energético, y varia de acuerdo al tipo de animal (Cuadro 1)
(FAO, 2015).

La carne de pollo contiene ~22.8% de proteina y todos los aminoacidos esenciales
requeridos en la dieta humana (Owens, 2010; FAO, 2015). Esta carne es
considerada baja en grasa 0.9% al compararse con carnes rojas (Cuadro 1) (FAO,
2015).

Carne Agua (%) Proteinas (%) Grasa (%) Cenizas (%) Energia (KJ)

Res 54.7 16.5 28 0.8 323
Cerdo 41.1 11.2 47 0.7 472
Pollo 75 22.8 0.9 1.2 105

Cuadro 1. Composicion nutricional de carne de res, cerdo y pollo.

*Datos en base de 100g. Fuente: Modificada de (FAO, 2015)

2.1.1 Panorama a nivel mundial: demanda, produccion y consumo per-
capital.

El nivel socioeconémico, la urbanizacion, las variaciones en las preferencias y los
habitos alimentarios de la poblacién han generado un incremento del 70% en la
demanda de carne de pollo desde 1995 hasta el 2013 en comparacién a la carne
de res 34% y cerdo 65% (Cerdefio, 2012; FAO, 2014). En el 2012, la produccion
de carne de pollo fue de ~104.6 millones de toneladas a nivel mundial (FAO,
2013). Se estima que esta industria tendra un incremento anual del 1.8%,
porcentaje mayor a la carne de (0.9%) y cerdo (1.5%) (FAO, 2013).



A nivel mundial EE.UU. es el principal productor de carne de pollo (17,971,000
toneladas/afno), seguido por China (13,400,000 toneladas/afio) y Brasil
(13,146,000 toneladas/afio) (UNA, 2016). México se posiciona en el séptimo lugar
(3,175,000 toneladas/afio) de producciéon de carne de pollo (UNA, 2016). Por otra
parte, el principal consumidor per-capita de carne de pollo es Kuwait (59.9 Kg),
seguido de Malasia (51.3 Kg), Jamaica (47.8 Kg), Argentina (45 Kg), Brasil (43 Kg)
y México (25.6 Kg) (UNA, 2016).

2.1.2 Produccion y clasificacién comercial en México

En el 2014, el sector pecuario mexicano generé 19,700,000 toneladas de
alimentos (SAGARPA, 2015), del cual la industria avicola comprendi6 el 63%. Esta
Gltima exhibié un crecimiento de 2.5%, respecto al 2015 (UNA, 2015). Dentro de la
industria avicola, la produccion de pollo aporta el 34.1%, el huevo el 29% y el pavo
0.10% (UNA, 2015).

En 2015, la produccidon anual de carne de pollo en México fue de 3,175,010
toneladas y se tradujo en $78,428 millones (UNA, 2015). Los principales estados
productores de carne de pollo en México son Querétaro, Aguascalientes y
Veracruz con 336,600 toneladas producidas en cada uno (UNA, 2015).

El pollo se vende al consumidor como: pollo vivo, pollo rosticero, producto de valor
agregado y piezas (SAGARPA, 2013; UNA, 2015). Cada tipo de producto es
definido en base a su presentacién, peso, lugar de comercializacion y lugar de
sacrificio (Cuadro 2) y estos productos se expiden principalmente en mercado
publico y supermercado (SAGARPA, 2013).



Tipo de

Descripcion Caracteristicas Comercializacion  Sacrificio
producto
Se selecciona al
pollo vivo en el
punto de venta, se
Rastros, ya
mata al ave de Depende de la Punto de venta al
] . sea TIF,
Pollo vivo modo artesanal y seleccion del mayoreo o .
_ privados o
se le entrega al consumidor menudeo o
_ municipales
consumidor una
canal “caliente” con
visceras.
35 dias, con Rastros
Se vende como _ En puntos de venta
_ _ peso promedio TIF,
Rostizado  producto listo para donde son .
) entre1.8a 2.2 ] privados o
consumirse . cocinados o
Kilogramos municipales
o Rastros
Principalmente
_ Aquellos cortadas . TIF,
Pieza e mercado publico y _
y empacadas privados o
supermercado o
municipales
Productos listos Principalmente
) o Rastros
para consumirse y mercado publico
Valor TIF,
que van desdelos - supermercado y .
agregado ) o privados o
marinados, hasta establecimientos o
municipales

productos cocidos

fijos.

Cuadro 2. Caracteristicas comerciales: tipo de producto de pollo

Fuente: Modificado de SAGARPA, 2013a



2.1.3 Obtencion de la carne de pollo

Recepciodn del pollo de engorda

En los mataderos, las aves se descargan y se transportan utilizando un sistema
aéreo donde la ave se cuelga con ganchos, seguido de insensibilizacion que
permite darle a la ave una muerte adecuada; el aturdimiento no mata al animal
sino que le produce una taquicardia y continua con un corte que finaliza con el
sacrificio de la ave (Obando P. et al., 1998; Griiner et al., 2005).

Escaldado

Este proceso es usado para abrir suficiente los foliculos de la piel y facilitar la
remocion de las plumas (Cox & Pavic, 2010). Esta etapa es realizada por
inmersion de la canal en agua caliente (53 a 60 °C) (Yang et al., 2001; Berrang et
al., 2011; SAGARPA, 2013a).

Desplumado
Consiste en retirar las plumas de la canal (Griiner et al., 2005). Esta es realizada

por dedos automatizados u operadores (Canales et al., 2006).

Eviscerado
Es la remocion de los cabeza y visceras mediante el empleo de equipo
automatizado u operadores (Obando et al., 1998; SAGARPA, 2013a).

Lavado

También conocido como etapa previa al enfriamiento (pre-Chiller). Esta etapa
retira la mayor cantidad de restos de sangre y previene el incremento de la
contaminacion. El lavado es realizado por aspersion, después del eviscerado
(Gruner et al., 2005).

Enfriado de la canal

Este proceso aumenta la vida de anaquel del producto por reducir la carga de
patdogenos a bajas temperaturas (< 4°C) (SAGARPA, 2013a). El sistema de
enfriamiento utiliza agua fria con alguna forma de cloracion, el cual puede ser

suministrado en varias formas; la industria avicola permite una concentracion



menor o igual 50 ppm de cloro (Garcia, 2006; FSIS, 2012). La eficiencia del
enfriado de la canal esta en funcién de la concentracion de la materia orgénica, la

concentracion disponible de cloro y pH (Cox & Pavic, 2010).

Corte y despiece
Consiste en el desmembramiento de la canal que es realizado por equipos

industriales u operadores para el expendio de piezas de ave (SENASICA, 2015a).

2.1.4 Patégenos prevalentes en carne de pollo

Los principales patégenos reportados en canal de pollo son Salmonella
(Uyttendaele et al., 1999; Kagambéga et al.,, 2011; Hara-Kudo et al., 2013) ,
Campylobacter (Baumgartner et al., 2011; lvanova, et al., 2014) y E.coli (Burgess
et al., 2005). Estos patégenos colonizan el intestino de las aves y contaminan la

canal de pollo durante el procesamiento avicola, destacando:

El escaldado. Bajo condiciones pobres (inadecuado tratamiento térmico y
concentracion elevadas de biomasa), el escaldado puede servir como como un
sistema de enriquecimiento, que conlleva a que los patdégenos proliferen vy
contaminen las canales que entran al tanque de escaldado (Yang et al., 2010; Cox
& Pavic, 2010; Berrang et al., 2011).

El Desplumado. El contacto de dedos de goma y del operador pueden favorecer la
contaminacion cruzada (Canales, 2006).

La evisceracién. Las canales pueden verse contaminadas por estos patégenos en
la remocién o ruptura de visceras durante el proceso (Obando et al., 1998).
También, el tipo de método (manual o automatizado) influye sobre la reduccion de
estos (Cox & Pavic, 2010); el lavado frecuente sobre la superficie operable que
tiene contacto (operador o equipo) con la canal disminuyen la contaminacion

cruzada entre estas.

El lavado. Una baja presion del agua durante el lavado disemina los
microorganismos hacia el interior de la canal. (Huezo et al., 2007; SAGARPA,
2013).



El chiller. Inadecuados niveles de cloro y temperatura durante el Chiller favorecen

la diseminacion de microorganismos (Yang et al., 2001).

Empaquetado. El inadecuado manejo del producto durante el empaquetado y el
material utilizado para envolver puede inducir contaminacion cruzada de
patégenos en el producto terminado (Harrison et al., 2001; Keklik et al., 2010;
Soltan et al., 2014) .



2.2 Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo
Gram negativos aerobio o anaerobio facultativo, no esporulado, fermentador de
glucosa, catalasa positivo, oxidasa negativo y generalmente moévil por flagelos
peritricos (excepto S. Gallinarum y Pullorum) y presenta un tamafio aproximado de
2-3 ym x 0.4-0.6 pm (Pui et al., 2011; WHO, 2013).

2.2.1 Clasificacion epidemioldgica y seroldgica

Desde una perspectiva epidemioldgica el género Salmonella se clasifica en base a
la preferencia por el huésped. El primer grupo incluye serovares que infectan solo
a los seres humanos Typhi, Paratyphi A y Sendai. El segundo grupo comprende
aquellos asociados a un huésped, pero pueden causar enfermedades en otros
como el serovar Pollorum en aves. El tercer grupo se conforma de los serovares
restantes que afectan a humanos y animales pero son menos severos que el
grupo Typhi- Paratyphi A- Sendai (FDA, 2012a).

El esquema de Kauffmann-White clasifica el género Salmonella dentro de 3
determinantes antigénicos: H flagelar, O somético y K virulencia capsular (Vi) (Pui,
et al., 2011). El antigeno O, son lipopolisacéaridos (LPS) de la membrana externa
bacteriana, estables al calor, resistentes al alcohol y acidos diluidos. Por otro lado,
el H son proteinas labiles al calor, y se encuentran asociados con los flagelos
peritricos, mientras que el K son polisacéaridos termolabiles unidos a las superficie

de la capsula (Uzzau et al., 2000).

Se han reportado 2,579 serovares de Salmonella distribuidos en 2 especies
bacterianas, basado en la clasificacion del gen 16S rRNA. Salmonella enterica
incluye 2,557 serovares, mientras que Salmonella bongori sélo engloba 22
serotipos (FDA, 2012a). A su vez, S. enterica se divide en seis subespecies:
enterica (I, 1,531 serovares), salamae (ll, 505 serovares), arizonae (llla, 99
serovares), diarizonae (lllb, 336 serovares), houenae (IV, 73 serovares), e indica
(VI, 13 serovares). Asimismo, se han reportado importantes diferencias fenotipicas
intra e inter-especie en el género de Salmonella (Cuadro 3) (Uzzau et al., 2000;
WHO, 2007; Pui et al., 2011; FDA, 2012a).



_ enterica .
Especie : : _ : bongori
Enterica Salamae Arizonae diarizonae Houtenae Indica

Caracteristicas

Dulcitol + + - - - D +
Malonato - + + + - - -
Gelatinasa - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
L(+) Tartrato + - - - - - -
Galacturonato - + - + + + +
a-glutamiltranferasa +(® + - + + + +
B- glucuronidasa D D - + - D -
Mucato + + + - (70%) - + +
Salicina - - - + - + -
Lactosa - - - (75%) + (75%) - D -
Fago O1 susceptible + + - + - + D
. Animales de sangre _ . _ _
Habitat usual _ Animales de sangre fria y medio ambiente
caliente
Cuadro 3. Caracteristicas de las especies y subespecies de Salmonella
(*)=Typhimurium d. Dublin -; + = 90% o mas de reacciones positivas; - = 90% o mas de reacciones negativas; D = dan diferente

reaccion por serovar. Fuente: Modificado de WHO, 2007



2.2.2 Manifestacion clinica

En los seres humanos, Salmonella produce dos cuadros clinicos: fiebre tifoidea y
no tifoidea. La infeccion tifoidea es producida principalmente por los serovares
Typhi y Paratyphi (Dekker, et al., 2015). Esta infeccién presenta un mayor grado
cronico que la no tifoidea y provoca la fiebre tifoidea (caracteristica), que implica
altas temperaturas (superiores a 39 °C), vomitos y dolor de cabeza; y en algunos
casos bacteriemia primaria que puede ocurrir sin diarrea. También, se puede
afectar el sistema cerebral (Capita, et al., 2002; Pui et al., 2011; Dekker, et al.,
2015).

La infeccion no tifoidea es causada aproximadamente por 150 serovares de
Salmonella distinguiendo a Typhimurium y Enteritidis (Pui et al., 2011; FDA,
2012a). Esta infeccion presenta generalmente diarrea asociada a fiebre,
calambres abdominales y puede seguir un curso auto-limitante (FDA, 2012a;
Dekker, et al., 2015).

La dosis infecciosa de S. enterica depende del serovar y susceptibilidad del
huésped; varia de 1 a 10° UFC / g. Sin embargo, algunos brotes asociados al
consumo de alimentos contaminados han sido provocados por consumo de 1 a 10
células de S. enterica (Escartin, 2000; Pui et al., 2011; Scallan et al., 2011).

2.2.3 Epidemiologia a nivel mundial

La fiebre tifoidea representa una mortalidad del 5 al 30% a nivel mundial (Pui et
al., 2011). La Organizacion Mundial de la Salud estima 16 a 17 millones casos al
afo, que causan ~600,000 muertes. Las tasas de mortalidad de S. enterica varian
por region geogréfica, en EE. UU se ha reportado 13.6 por 100,000 personas, la
Union Europea (UE) 34.36 por 100,000 personas y Sur Africa 1.9 por 100,000
personas (Pui et al., 2011).

Por otro lado, los casos de no tifoidea representan ~1.3 billones de casos y ~3
millones de muertes (Pui et al.,, 2011; FDA, 2012). En el 2013, el CDC (Centro
para el Control y la Prevencion de Enfermedades de control, por sus siglas en

inglés) estimo un costo total de ~3 billones de ddlares por infecciones causadas
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por S. enterica (no tifoidea), atribuido a atencién médica y salarios por ausentismo
en los EE UU (USDA, 2014). Mientras, en la UE tiene un costo total anual de 3
billones de euros (EFSA, 2011b).

2.2.3.1 Epidemiologia en México

En México, el sector salud registra los casos de tifoidea, paratifoidea y otras
salmonelosis (Cuadro 4) (Secretaria de salud, 2015). Entre los afios 2010 y 2015,
la Secretaria de Salud reporté 540,472 de Paratifoidea y 206,962 de Tifoidea,
mientras, que en la categoria otras salmonelosis (no especificadas) se reportaron
42,186 casos (Cuadro 4).

Enfermedad ARos Total
2010 2011 2012 2013 2014 2015
Tifoidea N.R 47,257 53,737 52,704 51,700 1,564 206,962

Paratifoidea 119,374 120,334 127,756 83,894 15,764 432 540,472

Otras
_ N.R 70,743 2,170 42,186
salmonelosis

Cuadro 4. Reportes de Salmonella en México

N.R: No reportado; Fuente: Secretaria de Salud, 2015

2.2.4 Brotes y principales serovares asociados a la carne de pollo

A nivel mundial, el consumo de carne de pollo se ha asociado a diversos brotes de
S. enterica (Pui et al., 2011) (Cuadro 5). En los EE.UU, la CDC report6é para el
periodo de 1998 al 2008, que S. enterica representa el segundo agente etioldgico
mas prevalente en el pais provocando 1,147 brotes, de los cuales 145 fueron
asociados al consumo de productos avicolas, y a 2,580 casos (CDC, 2013b). Por
otro lado, la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria, por sus siglas en
inglés) que comprende de 27 miembros estatales en la UE, registré 3,105 brotes
de salmonelosis, de los cuales, 27 fueron por el consumo de carne de pollo en el
periodo 2010 al 2011 (EFSA, 2015).

La FDA (Administracion de Drogas y Alimentos, por sus siglas en inglés) reporto

gue los serovares mas prevalentes en la carne de pollo expedida en los EE.UU.
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son: Kentucky , Enteritidis , Typhimurium y Heidelberg (FDA, 2012b). Mientras,
que en la UE Infantis, Agona, Hadar, Mbandaka, Enteritidis y Typhimurium son los
mas reportados (EFSA, 2011).

Pais Serovar # Casos  Hospitalizados Referencia
EE. UU S. Heidelberg 634 241 CDC, 2014a
EE. UU S. Enteritidis 9 3 CDC, 2015
EE. UU S. Heidelberg 9 2 CDC, 2014b
EE. UU S. Chester 47 16 CDC, 2013a
Inglaterra  S. Enteritidis fago 1 281 1 Mercado et al., 2012
Honduras S. Enteritidis 281 1 Montes et al., 2004

Cuadro 5. Reportes de brotes de S. enterica por consumo de pollo

2.2.5 Métodos para la deteccidon de S. enterica en carne de pollo

Los métodos convencionales y moleculares han sido desarrollados y utilizados
para detectar, cuantificar y clasificar S. enterica en carne de pollo (Bell et al.,
2016).
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2.2.5 Métodos para la deteccion de S. enterica en carne de pollo

Los métodos convencionales y moleculares han sido desarrollados y utilizados
para detectar, cuantificar y clasificar S. enterica en carne de pollo (Bell et al.,
2016).

2.2.5.1 Método convencional

Los métodos convencionales son procedimientos que se basan en el aislamiento y
caracterizacion fenotipica de S. enterica (FAO, 1997). Este método se realiza en
aproximadamente 7 dias (EFSA, 2009; Andrews et al., 2014). La deteccién de S.
enterica consiste en 5 pasos: pre-enriquecimiento, enriquecimiento selectivo,
seleccion en medio sdlido, identificacion bioquimica y serotipificacion (FAO, 1997,
ISO, 2007). La principal metodologia utilizada para la deteccion de S. enterica es
la propuesta en la ISO 6579 (Microbiologia de la cadena alimentaria - Método
horizontal para la deteccidén, enumeracién y serotipificacion de Salmonella) (ISO,
2007). La ISO 6579 ha sido modificada y adecuada en diferentes paises para
buscar mayor sensibilidad, especificidad y precision en la deteccidén de S. enterica
(Champagne et al., 2005; Koyuncu et al., 2009; Eyigor et al., 2010); entre algunos
paises cabe destacar a México (NOM-114-SSA1-1994), EE.UU (Andrews et al.,
2014) y la EU (Burfoot et al., 2009). Las modificaciones y adecuaciones mas
comunes son la cantidad de muestra a analizar microbiolégicamente, temperatura
de incubacioén, uso de antibidticos, desarrollo y utilizacion de medios de pre-

enriquecimiento, enriquecimiento y selectivo (Moats, 1978; Cox et al., 2011).

2.2.5.2 Método molecular

Los métodos moleculares se utilizan para detectar, cuantificar, clasificar y rastrear
el material genético (Somma, et al., 2007). Estos métodos utilizan como base
marcadores moleculares, los cuales son una secuencia de DNA o un gen (locus)
en el genoma de un microorganismo y permite la distincion de diferentes especies
o0 genotipos (Shi et al., 2015). EI NCBI (Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica, por sus siglas en inglés) contiene 1,275 genomas de la especie S.
enterica (NCBI, 2015). Cada genoma en promedio posee 5,000 genes. Algunos de

estos genes han sido utilizados como marcador molecular para la deteccion,
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diferenciacion de especies y serovares de S. enterica en alimentos, muestras
ambientales, etc., (Lin et al., 1995; Capita et al., 2003; Trkov et al., 2003; Chien-Ku
et al., 2004; Al-Adhami, et al., 2008; Hellberg et al., 2012; Dekker et al., 2015).
Entre los principales marcadores moleculares de S. enterica se encuentran:

¢ ARN ribosomal 16S (16S rRNA): Codifica para un complejo que forma parte
de la subunidad 30S ribosomal bacteriano (NCBI, 2015). Este gen es
implementado para deteccion y distincion de las especies de Salmonella
(Lin et al., 1995; Trkov et al., 2003; Pui et al., 2011).

e Proteina de invasion (InvA): Codifica para un complejo proteico que se
encuentra en la membrana interna y realiza la invasion por a partir del
aparato de secrecion tipo Il (NCBI, 2015). Este gen es utilizado para la
deteccidén de S. enterica (Bohaychuk et al., 2006; Lu et al., 2014; Osaili et
al., 2014; Radhika et al., 2014).

e Subunidad B de la ATP Sintasa (atpD): Codifica para la subunidad
encargada de producir ATP a partir de ADP en presencia de un gradiente
de protones a través de la membrana (NCBI, 2015). Este permite la
distinciébn entre serotipos de la especie S. enterica (Christensen, et al.,
1998; Al-Adhami et al., 2008).
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2.2.6 Estudios de prevalencia de S. enterica en carne de pollo

La prevalencia es una medida epidemioldgica de la frecuencia de un patégeno o
enfermedad en una poblacién. Este concepto ha sido implementado como
medicion para conocer la presencia de patdgenos en alimentos (Hanh et al., 2006;
Reiter et al., 2007). La prevalencia es calculada en base al numero de individuos
que presentaron una caracteristica (enfermedad o condicion) entre el total en
estudio por un tiempo determinado (Chap et al., 1995). Existen 2 tipos de estudios
de prevalencia: transversales y temporales de corte. El estudio transversal
consiste en conocer la prevalencia en un tiempo especifico (dia, mes, anual, etc.)
(Akbar et al., 2013; Soltan et al., 2014). El estudio temporal de corte consiste en
evaluar la frecuencia de un patdégeno a través de multiples muestreos en un
periodo de tiempo determinado (mes, estacional, anual, etc.) (Uyttendaele et al.,
1998; Zhao et al., 2001).

Los estudios temporales de corte nos permiten conocer la variacion en la
frecuencia del patdégeno en diferentes meses o épocas del afo. Ademas,
establecer asociaciones temporales que afectan la persistencia de la bacteria en
matrices alimentarias (Zdragas et al.,, 2012; Zhu et al., 2014). A pesar de su
relevancia como herramienta epidemiolégica, a nivel mundial, los estudios de
prevalencia temporal de corte son limitados. En los ultimos 15 afios, se han
publicado 15 estudios temporales de corte para evidenciar la prevalencia de S.

enterica en carne de pollo.
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2.2.6.1 Distribucion temporal de la prevalencia de S. enterica en carne de
pollo

El efecto temporal sobre la prevalencia de S. enterica en carne de pollo ha sido
documentado en varios paises (Cuadro 6), en los cuales se ha evidenciado efecto
mensual, como por ejemplo Canada y China identificaron mayor presencia de S.
enterica en carne de pollo en el mes de Abril (Ravel et al., 2010; Wang et al.,
2013). Mientras, el efecto estacional fue reportado en EE. UU. con la mas alta
prevalencia de este patdgeno en Invierno (Zhao et al., 2001). Estos estudios han
especulado que tal efecto temporal se debe a cambios climatolégicos llevados a
cabo en la zona de muestreo, a la manipulacién y almacenamiento del producto en
punto de venta. Por lo que los estudios temporales de S. enterica en carne de
pollo son una herramienta que nos permite conocer el comportamiento del
patdgeno en el tiempo, y asociar factores que afecten tal conducta. Asimismo, la

accion de la prevalecia temporal de S. enterica en carne de pollo hacia la

sociedad.

Pais Muestreo Mayor prevalencia Referencia
Corea Estacional Verano Lee et al., 2016
China Mensual Julio Huang et al.,, 2015
China Mensual Agosto Zhu et al., 2014
China Mensual Abril Wang et al., 2013
Grecia Estacional Verano Zdragas et al., 2012

Australia Mensual Febrero Fearnley et al., 2011
Turquia  Estacional Otofio Iseri & Erol, 2010
Canada Mensual Mayo Ravel et al., 2010

Chile Estacional No diferencia Ulloa et al., 2009
Nepal Estacional Primavera Mabharjan et al., 2006
EE. UU Estacional Invierno Zhao et al., 2001

Cuadro 6. Prevalencia temporal de S. enterica en carne de pollo en puntos de
venta
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2.2.6.2 Prevalencia distribuida en mercado y supermercado

Se han documentado en varias partes del mundo la prevalencia de S. enterica en

puntos de venta (Cuadro 7), con el fin de evidenciar el desempefio del programa

control de patégenos (Harrison et al., 2001; Burgess et al., 2005) y el

funcionamiento de la cadena de frio (Capita et al., 2003; Huang et al., 2015). En
Reino Unido (Harrison et al., 2001), China (Wang et al., 2013) y Corea (Yoon et

al., 2014) han reportado una mayor prevalencia de S. enterica en carne de pollo

expedida en supermercados comparado con mercados publicos. Sin embargo, en

Guatemala (Jarquin et al., 2015) y Colombia (Donado-Godoy et al., 2014) se ha

reportado un escenario opuesto. A pesar de estas discrepancias, es evidente que

la prevalencia de S. enterica es significativamente diferente en supermercados y

mercados publicos.

. Tiempo de _
Pais Lugar n Referencia
muestreo
_ Mercado publico y
China 24 meses 240 Huang et al.,, 2015
supermercado
China 12 meses Mercado y supermercado 1,695 Zhu et al., 2014
. Rastro, mercado y
China 12 meses 240 Wang et al., 2013
supermercado
Grecia 24 meses Mercado publico 96 Zdragas et al., 2012
Australia 31 semanas Mercado publico 356 Fearnley et al., 2011
Turquia 12 meses Mercado publico 240 Iseri & Erol, 2010
) Mercado publico y
Canada 18 meses 616 Ravel et al., 2010
supermercado
Mercado publico y
Irlanda 36 meses o B 18,782 Jordan et al., 2006
establecimientos fijos
EE. UU. 14 meses Supermercado 212 Zhao et al., 2001

Cuadro 7. Estudios temporales de S. enterica en puntos de venta.

Tamafio de muestra (n)
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2.2.7 Estandares de prevalencia de S. enterica en carne de pollo

En EE.UU., el FSIS (Servicio de Inspeccién y Seguridad Alimentaria, por sus
siglas en inglés), perteneciente a la USDA (Agencia del Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos, por sus siglas en inglés) establece los
estandares de S. enterica en plantas de procesamiento avicola. La inspeccion se
realiza durante todo el afio y se colecta una muestra cada semana (~52 semanas,
1 por semana). En la canal de pollo, el limite maximo permitido corresponde a
5/51muestras positivas (7.5%). Mientras, que el maximo permitido para piezas de
pollo es de 8/52 muestras positivas (15.4%) (FSIS, 2016).

Por otro lado, la UE, en su reglamento relativo a los criterios microbiologicos
aplicables a canal de pollo, establece un limite maximo permitido de 14%, a partir
de 10 muestreos con 5 muestras cada uno. Sin embargo, no se especifica la

periodicidad de cada muestreo (Reglamento (CE) no. 2073, 2005).

En México, el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) establece estandares de S. enterica que evidencian el control de
éste patdgeno durante el sacrificio y el procesamiento avicola en establecimiento
Tipo Inspeccion Federal (TIF). La inspeccion es basada en el método de la FSIS-
USDA. La inspeccion se realiza durante todo el afio y se colecta una muestra cada
semana (~51 semanas, 1 muestra por semana). En la canal de pollo, el limite
maximo permitido corresponde a 12/51muestras positivas (20%). Sin embargo, no

existe un maximo permitido para piezas de pollo (SENASICA, 2015b).
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3. JUSTIFICACION

La carne de pollo es una de las principales fuente de proteina animal a nivel
mundial por su costo, contenido bajo de grasa (0.9%) y alto valor proteico (22.8%).
A nivel mundial, México ocupa el séptimo lugar como productor de esta carne, y el
estado de Querétaro representa uno de los primeros lugares en produccion
nacional. Este sector productivo representa el 34.1% de la produccién pecuaria
nacional. Desafortunadamente, éste alimento ha sido asociado a numerosos

brotes de salmonelosis en humanos.

En México, como en otros paises, la informacién de la prevalencia temporal
(mensual y estacional) de S. enterica en carne de pollo es escasa. Tampoco, se
tiene suficiente informaciéon de la frecuencia mensual y estacional de este
patégeno en supermercados y mercados publicos. Asi como la diversidad de los
diferentes serotipos endémicos del pais. El objetivo del presente proyecto es
generar dicha informacion. Estos datos serdn fundamentales para establecer
algunas asociaciones epidemioldgicas entre mes, estacion del afio, condiciones

atmosféricas ambientales y frecuencia del S. enterica en puntos de venta.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Conocer la variacion temporal de la prevalencia, distribucion y diversidad genética

de S. enterica en carne de pollo expedida en mercado publico y supermercado.

4.2 Objetivos especificos
= Conocer la prevalencia temporal y distribucion de S. enterica en puntos de
venta en las diferentes épocas del afio
= Evaluar la correlacién entre la temperatura ambiental y la prevalencia de S.
enterica en carne de pollo expedida en puntos de venta
» Determinar la diversidad genética de los aislados de S. enterica mediante la

amplificacion, secuenciacion y andlisis bioinformético del gen atpD

20



5. METODOLOGIA

5.1 Muestreo

La metodologia de muestro para carne de pollo se basa en los métodos descritos

por EFSA. Una muestra estd constituida de la mezcla de piel de tres piezas de

carne de pollo, muslo y pierna (25 gr de piel). Se realizaron 23 muestreos durante

un periodo de 12 meses (Cuadro 8). Las muestras provinieron de cuatro

supermercados y cuatro mercados publicos. En supermercados se colectaron 4

muestras empaquetadas de origen (emplayado con marcas comerciales) y 4

muestras a granel (emplayado marca propia del lugar de expendio) (Figura 1) en

la ciudad de Santiago de Querétaro, Querétaro. Todas las muestras fueron

transportadas 4°C al laboratorio de Inocuidad Microbiana de los Alimentos en la

Facultad de Quimica de la Universidad Autdbnoma de Querétaro (UAQ).

Muestreo

Fecha

23

5 de Noviembre del 2015
20 de Noviembre del 2015
3 de Diciembre del 2015
15 de Diciembre del 2015
11 de Enero del 2016
23 de Enero del 2016
10 de Febrero del 2016
26 de Febrero del 2016
25 de Marzo del 2016
07 de Abril del 2016
21 de Abril del 2016
12 de Mayo del 2016
26 de Mayo del 2016
14 de Junio del 2016
23 de Junio del 2016
5 de Julio del 2016
25 de Julio del 2016
4 de Agosto del 2016
16 de Agosto del 2016
6 de Septiembre del 2016
26 de Septiembre del 2016
6 de Octubre del 2016
24 de Octubre del 2016

Cuadro 8. Fechas de muestreos de carne de pollos en puntos de venta
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l Se realizara cada ~15 dias |

|
W v
4 Supermercado 4 Mercado publico
Empaquetado Granel
de origen

16/muestreo 16/muestreo 16/muestreo

Figura 1. Proceso de muestreo

5.2 Condiciones meteoroldgicas

La temperatura (°C) fue proporcionada por la estacion meteorologica de la
Comision Estatal del Agua (CEA) en la Ciudad de Santiago de Querétaro. La
condicion meteoroldgica correspondié al mismo periodo de muestreo en puntos de
venta (1° de Noviembre del 2015 hasta el 31 de Octubre del 2016).

5.3 Deteccion de Salmonella por el método convencional
El aislamiento de Salmonella se llevé a cabo en base a la metodologia descrita por
la EFSA (Burfoot et al., 2009), siguiendo los pasos enlistados a continuacion:

a) Pre-enriguecimiento: 25 g de piel de la muestra fueron afiadidas a 225 mL
de agua peptonada amortiguada (APA; peptona de carnelOg/L [Bioxon],
NaCl 5¢g/L [Meyer], Na,HPO, 7H20 9g/L [Karal], K,HPO,4 1.5g/L [Karal]), se
homogeniz6 por 2 min en un Stomacher (L. Blender Stomacher 400) e
incubd a 35 + 2 °C por 24 h (Low temperatura INCUBATOR 815).

b) Enriquecimiento: Se transfirio 0.1 mL y 1 mL del APA a 10 mL de Caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV, Difco™) y 10 mL de Caldo de Tetrationato (TT;
Difco™) respectivamente. El Caldo RV se incubd a 42 + 2 °C por 24 h y el
Caldo TT a35+ 2 °C por 24 h.
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c) Selectivo: Se sembré una asada de los Caldos RV y TT sobre agar xilosa
lisina desoxicolato (XLD, BD) suplementado con 10 ppm de novobiocina
(+n, Sigma-Aldrich) e incubé a 35°C durante 24 h. Posteriormente, los
aislados sospechosos a Salmonella, fueron sembrados dos veces mas en
XLD+n para obtener colonias puras. Después de la incubacién se
seleccionaron por lo menos 3 colonias de cada placa en base a la
morfologia tipica de S. enterica. Finalmente, los aislados sospechosos se
hicieron crecer en caldo soya tripticaseina (CST, Dibico) a 35 £ 1 °C por 24
horas. La prueba de urea fue llevada a cabo como tamizaje; se tomaron
100 pL del caldo CST, y se colocaron en 1 ml de urea (Bioxon) y se
incubaron a 35 £ 1°C por 24 horas. Aislamientos con reaccion negativa a
urea fueron almacenados en 1.2 ml de CST suplementado con 300 pL de

glicerol (Karal) a -20°C.

5.3.1 Confirmacioén de S. enterica por métodos moleculares

Los aislados de S. enterica obtenidos por el método convencional se confirmaron
mediante PCR. Para esto, el DNA fue extraido mediante el Kit Quick-gDNA™
miniprep siguiendo la metodologia establecida por el fabricante. EI DNA de los
aislamientos fue utilizado la reaccibn de PCR mediante la amplificacién de los
genes InvA y 16S rRNA. Para el gen InvA se utiliz6 los primers: Foward 5'-
CTGTTGAACAACCCATTTGT-3" y Reverse 5'- CGGATCTCATTAATCAACAAT-3
(Liu et al., 2002). Mientras que para el gen 16S rRNA se manejé los primers:
Foward 5-ACGGTAACAGGAAGMAG-3'y Reverse 5 -TATTAACCACAACACCT-
3" (Trkov et al., 2003). Las condiciones de PCR para el gen InvA fueron: una
desnaturalizacion previa a 94°C por 3 min, seguida por 35 ciclos que comprende
una desnaturalizacion a 94°C por 45 seg, una alineacion a 57.4°C por 30 seg y
una extension a 72 °C por 30 seg; por ultimo, se realizé una extension final a 72°C
por 5 min. Para el caso del gen 16S rRNA las condiciones fueron: una
desnaturalizacion previa a 94°C por 3 min, continuando por 32 ciclos que incluye
una desnaturalizacion a 94°C por 20 seg, una alineacion a 53°C por 30 seg y una
extensiéon a 72 °C por 30 seg; finalmente, se realizé una extension final a 72°C por

2 min. La reacciéon se llevé acabo en un termociclador (TECHNE, T-512) y se
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corrio un gel de agarosa (1.5%) en una camara de electroforesis a 85 V por 20
min. El gel fue fotodocumentado con una camara de video (Bio-Imaging System,
MiniBis Pro, Dnr). Las muestras que presentaron ambos genes: InvA (~437 pb.) y

16S rRNA (~402 pb) fueron consideradas positivas a S. enterica.

5.4 Amplificacién, secuenciacion y analisis bioinforméatico del gen atpD en
aislados de S. enterica

La serotipicacion molecular se llevo a cabo mediante la amplificacion del gen atpD.
Este gen codifica para la subunidad 8 de la ATP sintasa y sus analisis filogenético
estd directamente relacionado a la caracterizacion seroldgica (Christensen &
Olsen, 1998; Tankouo-Sandjong et al., 2007; Al-Adhami et al., 2008). Para la
amplificacion del gen atpD se  utilizo el par de iniciadores 5'-
TAGTTGACGTCGAATTCCCTCAGG -3 y 5-
GGAGACGGGTCAGTCAAGTCATC -3° (Christensen & Olsen, 1998). Las
condiciones de PCR fueron: una desnaturalizacion previa a 94°C por 3 min,
seguido por 32 ciclos que envuelve una desnaturalizacion a 94°C por 20 seg, una
alineacion a 53.3°C por 25 seg y una extension a 72 °C por 30 seg; por ultimo, se
realiz6 una extension final a 72°C por 5 min. Se llevé a cabo la reaccién en un
termociclador (TECHNE, T-512) y se corri6 un gel de agarosa (1.5%) en una
camara de electroforesis a 75 V por 25 min. El tamafio esperado del amplicén fue
de ~890 pb. El gel fue fotodocumentado con una camara de video (Bio-Imaging
System, MiniBis Pro, Dnr). Los productos de PCR del gen atpD fueron enviados a
GENEWIZ USA para ser secuenciados (ABI Prism 3730x) por el método de
Sanger. Las secuencias del gen atpD fueron almacenadas en formato FASTA y
clasificadas usando la herramienta BLAST del NCBI, en el cual en base al
porcentaje de identidad, valor de E y cobertura de secuencia fue identificado el

serotipo de S. enterica (Altschul et al., 1990).
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5.5 Analisis estadistico

La prueba Exacta de Fisher fue utilizada para analizar la prevalencia de S.
enterica en carne de pollo de manera mensual (Iseri & Erol, 2010; Miranda et al.,
2009; Ozbey & Tasdemir, 2014; Ulloa et al., 2009; Wang et al., 2013; Zhu et al.,
2014). Para este método estadistico, la prevalencia temporal mas alta fue
considerada como prevalencia esperada, siguiendo las recomendaciones de otros
estudios (Iseri & Erol, 2010; Ozbey & Tasdemir, 2014; Zhu et al., 2014).

El método de comparacion de pares y prueba de Wilcoxon fueron implementadas
para analizar la prevalencia de S. enterica de manera estacional, la ocurrencia
temporal de lo serotipos, por punto de venta y por origen de producto (Bosilevac et
al., 2009; Elhadi, 2014; Zhu et al., 2014; Hong et al., 2016).

La correlacion de Pearson fue utilizada para conocer asociaciones de la
temperatura ambiental (maxima, promedio y minima) con la prevalencia temporal

(mensual y estacional) de S. enterica en carne de pollo (Kanistanon, 1997).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Prevalencia mensual y estacional de S. enterica en carne de pollo
expedida en puntos de venta

Se evalud la presencia de S. enterica en carne de pollo durante 12 meses en la
Cd. de Querétaro, Qro; México. En general, para el periodo evaluado, la
prevalencia de este patdégeno en puntos de venta fue de 15.94% (176/1,104). Este
nivel de contaminacion de S. enterica en carne de pollo est4 dentro de los rangos
comunmente reportados en otras regiones del mundo (Cuadro 9). Por ejemplo, un
andlisis exhaustivo de reportes publicados en los ultimos 15 afios revelé que, a
nivel mundial (36 paises de América, Africa Asia y Europa), la mediana de la
prevalencia de S. enterica en carne de pollo en punto de venta corresponde a
20.4%, mientras que el promedio es de 23.1% (Cuadro 9 y Al).

Pais Muestra n Prevalencia, % Referencia
Brasil Canal 2,679 2.7 Medeiros et al., 2011
China Canal 1,595 41.6 Zhu et al., 2014
Nueva Pierna, muslo,
cuello, alay 1,108 1.3 Wong et al., 2007
Zelanda
pechuga
México Pierna y muslo 1,104 15.9 Este estudio
Vietnam Pierna, cuello, 1,000 45.9 Huong et al., 2006
muslo, ala y ala
Reino Meldrum & Wilson,
Unido Canal 877 4.0 2007
Rusia Canal 698 31.5 Alali et al., 2012
s Uyttendaele et al.,
Bélgica Canal 549 18.2 1999
Irlanda Cuello 510 51 Madden et al., 2011
China Canal 480 33.8 Huang et al., 2015
3 Hara-Kudo et al.,
Japon Canal 400 12.7 2013

Cuadro 9. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo a nivel mundial

Numero de muestras analizadas (n). Para el analisis microbiolégico, la canal completa de
pollo fue lavada con 300 ml 0 400 de APA. Para los cortes de pollo, se colectaron 25 g de
piel proveniente de 3 piezas y se incubaron con 225 ml de APA. El APA fue incubada
durante 24 h a 37°C y posteriormente inoculado en caldo de enriquecimiento y medio

selectivo siguiendo las recomendaciones de la EFSA y el FDA.
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Pais Muestra n Prevalencia, % Referencia

Donado-Godoy et al.,

Colombia Canal 301 36.5 2014
Guatemala Canal 300 34.3 Jarquin et al., 2015
Chile Canal 280 1.8 Ulloa et al., 2009
Espaiia Pechuga,. cuello, ala 226 22.7 Alvarez et al., 2012
y pierna
EE.UU. Canal 212 4.2 Zhao et al., 2001
Tailandia Canal 209 5.2 Akbar & Anal, 2013
Irlanda Pierna, muslo y ala 205 1.5 Soultos et al., 2003
Mediana 20.4
Media 23.1

Continuacion
Cuadro 10. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo a nivel mundial

Numero de muestras analizadas (n). Para el andlisis microbioldgico, la canal completa de
pollo fue lavada con 300 ml 0 400 de APA. Para los cortes de pollo, se colectaron 25 g de
piel proveniente de 3 piezas y se incubaron con 225 ml de APA. El APA fue incubada
durante 24 h a 37°C y posteriormente inoculado en caldo de enriquecimiento y medio

selectivo siguiendo las recomendaciones de la EFSA y el FDA.

En México, solamente existen dos estudios de prevalencia temporal de S. enterica
en carne de pollo. Miranda y colaboradores realizaron muestreos quincenales
durante 19 meses en el estado de Hidalgo. Utilizando mezclas de piel de pierna,
pechuga, ala y cuello, obtuvieron una prevalencia del 35% (41/116) (Miranda et al.,
2009). En Yucatan, Zaidi y colaboradores realizaron 12 muestreos mensuales de
canal de pollo y estimaron una prevalencia de S. enterica del 39% (115/295) (Zaidi
et al., 2006). Esta prevalencia es mayor a la observada en el presente estudio.

Las diferencias observadas en los reportes nacionales e internacionales pueden
corresponder a variaciones de prevalencia por zona geografica. Por ejemplo, un
estudio realizado por Zhu y colaboradores relevd diferencias significativas en
prevalencia de S. enterica en carne de pollo analizada en tres regiones de China.
En Beijing (norte de China) se observo una prevalecia del 49.9% (197/395),
mientras que en Guangodong (Sur de China) fue del 38.3% (92/240) y Shanxi
(norte de China) fue del 32.9% (79/240) (Zhu et al., 2014).
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Las discrepancias en la presencia de S. enterica también se puede asociar a las
distintas metodologias de muestreo y protocolos microbiolégicos utilizados, como
se ha documentado en diversos estudios (Cudjoe et al., 1994; Uyttendaele et al.,
1998; Worcman-Barninka et al., 2001; Cox et al., 2011).

El tamafio del muestreo también podria ser otro factor asociado a la discrepancia
en las prevalencias de S. enterica en carne de pollo. Se ha documentado que un
estudio temporal de prevalencia, para ser considerado robusto y representativo,
debe incluir >400 muestras (Wong et al., 2007; Meldrum & Wilson, 2007; Cox et
al., 2011; Medeiros et al., 2011; Alali et al., 2012). Por lo tanto, los resultados
obtenidos en el presente analisis temporal de prevalencia de S. enterica en carne
de pollo son considerados como confiables para establecer un marco de

referencia de la calidad microbioldgica de la carne de pollo en México.

En el 2011, Cox y colaboradores publicaron una de las revisiones mas influyentes
en el tema (Cox et al., 2011). En este documento sefiala que el uso de diferentes
tipos de muestra (canal o piezas de pollo) y distintas metodologias microbiologicas
para el andlisis de S. enterica no permite la comparacion de resultados entre los
diferentes estudios a nivel mundial. Para solucionar esta limitante, la EFSA ha
optado por establecer un método microbiol6gico Unico para los estudios de
prevalencia de S. enterica en carne de pollo, el cual se implementa en todos los
paises de la Union Europea (EFSA, 2015). En el presente estudio, también se
implement6 la metodologia establecida por la EFSA. En consecuencia, nuestros
resultados pueden ser comparables con los datos obtenidos en esta region del
mundo. Una revision exhaustiva de la literatura de estudios de prevalencia, en
canal o piezas de pollo que utilizan la metodologia de la EFSA, revel6 que la
mediana y media de la prevalencia de S. enterica en puntos de venta es de 3.6% y
8.75%, respectivamente (Cuadro 10). Por lo tanto, los niveles de contaminacion
por S. enterica observados en el presente estudio estdn dentro de los niveles

reportados en paises europeos.
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Pais Pieza n Prevalencia (%) Referencia

Austria Canal 2 50.0 EFSA, 2014
Corea Canal 210 22.4 Kim et al., 2012
México Pierna y muslo 1,104 15.9 Este estudio
Reino Unido Plema, pechuga, 110 15.0 Harrison et al., 2001
alay cuello
Etiopia Canal 104 7.7 Molla et al., 2004
Bélgica Canal 418 4.8 EFSA, 2010
Alemania NE 429 4.6 EFSA, 2014
Francia Canal 361 3.6 EFSA, 2010
Vietnam Higado 907 3.09 Hanh et al., 2006
Egipto Pierna 160 1.5 Ahmed & Shimamoto,
2014
Suiza Canal 179 1.1 EFSA, 2006
Jordania Canal 478 0.8 Osalli et al., 2014
Irlanda Cuello de canal 117 0 EFSA, 2012
Islandia Cuello de canal 86 0 EFSA, 2014
Portugal Canal 5 0 EFSA, 2014
Mediana 3.6
Media 8.75

Cuadro 11. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo en paises que utilizan la
metodologia de la EFSA.

Numero de muestras analizadas (n). Para el andlisis microbiol6gico, la canal completa de
pollo fue lavada con 300 ml 0 400 de APA. Para los cortes de pollo, se colectaron 25 g de
piel proveniente de 3 piezas y se incubaron con 225 ml de APA. El APA fue incubada
durante 24 h a 37°C y posteriormente inoculado en caldo de enriquecimiento y medio

selectivo siguiendo las recomendaciones de la EFSA.

En algunos paises se han establecido limites de contaminacién para piezas de
pollo. En EE. UU., la FSIS ha establecido un limite de S. enterica en piezas de
pollo del 15.4% (FSIS, 2016). Mientras, que en la UE, el reglamento microbiolégico
# 2073 de la EFSA, establece un limite de presencia de S. enterica en canal de
pollo del 14% (9/50) (Reglamento no. 2073, 2005). Usando nuestro estudio como

marco de referencia, los resultados obtenidos indican que se requiere un mayor
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esfuerzo para mejorar la sanidad de la carne de pollo expedido en puntos de venta
en la Cd. de Querétaro.

6.1.1 Prevalencia mensual de S. enterica en carne de pollo en puntos de
venta

El nivel de contaminacién de S. enterica en carne de pollo expedida en puntos de
venta fue evaluada durante 12 meses, de Noviembre 2015 a Octubre 2016. Se
observaron diferencias significativas en la prevalencia de S. enterica a lo largo del
afo. La prevalencia mas alta se observd en el mes de Enero [26.04% (25/96)],
seguida de Abril [23.95%, (23/96)], Febrero [22.91%, (22/96)], Julio [18.75%,
(18/96)] y Noviembre [17.70%, (17/96)] (P > 0.05); y las mas bajas en los meses
de Diciembre [5.20% (5/96)], Marzo [10.41% (5/48)], Mayo [15.625% (15/96)],
Junio [15.625% (15/96)], Agosto [10.41% (10/96)], Septiembre [7.29% (7/96)] y
Octubre [14.58% (14/96)] (P < 0.05, Figura 2).
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Figura 2. Prevalencia mensual de S. enterica en carne de pollo

La mayor prevalencia mensual (#) fue comparada con los otros meses usando la prueba
exacta de Fisher. Barras marcadas con asterisco, son estadisticamente diferentes (P <
0.05) a la mayor prevalencia mensual. Para cada mes el tamafio de muestra fue de 96;
excepto Marzo (n = 48 muestras).

30



Variaciones mensuales en la prevalencias de S. enterica también han sido
reportadas en un estudio realizado en China por Zhu y colaboradores. Estos
autores observaron prevalencias mas altas en Agosto [50%, (5/10)], mientras, que
en Enero [25%, (3/12)], Febrero [30%, (3/10)] y Diciembre [30%, (3/10)] fueron las
mas bajas (Zhu et al., 2014). En contraste, estudios realizados en EE. UU (Zhao et
al., 2001), Canada (Ravel et al.,, 2010) y Australia (Fearnley et al., 2011) no
observaron diferencias mensuales en la prevalencia de este patégeno. Se ha
sugerido que los niveles constantes de S. enterica en estos paises se deben a las

estrictas medidas sanitarias para el procesamiento y venta de carne de pollo.
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6.1.1.1 Correlacion entre la temperatura ambiental y la prevalencia mensual
de S. enterica en carne de pollo

Algunos estudios han establecidos una asociacion entre incremento de
temperatura y prevalencia de casos de salmonelosis en humanos (Kovats et al.,
2004; Patrick et al., 2004; Akil et al., 2014). Basado en esta premisa, en el
presente estudio se analizo la asociacion de la temperatura y prevalencia de S.
enterica en puntos de venta en carne de pollo expedida en punto de venta. El
andlisis de correlacion de Pearson reveld que no existe (P > 0.05) una asociacion
entre la temperatura ambiental (maxima, promedio y minima) y prevalencia

mensual de S. enterica en carne de pollo (Figura 3y Cuadro 11).
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Figura 3. Prevalencia mensual de S. enterica y su asociacion con la temperatura
ambiental

Lineas de colores indican las temperaturas mensuales maxima (rojo), promedio (verde) y
minima (azul). Barras (ralladas) muestran la prevalencia mensual de S. enterica en carne
de pollo. Para cada mes el tamafio de muestra fue de 96; excepto Marzo (n = 48

muestras).
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Variables indice de correlacion  Probabilidad

Temperatura maxima vs. Prevalencia 0.0372 0.9087
Temperatura promedio vs. Prevalencia -0.1411 0.6619
Temperatura minima vs. Prevalencia -0.2840 0.3711

Cuadro 12. Correlacion de Pearson entre temperatura ambiental y la prevalencia
mensual de S. enterica en carne de pollo.

No se observo correlacion significativa por el método de correlacion de Pearson (P > 0.05)

Estos resultados indican, que bajo las condiciones del presente trabajo, la
temperatura ambiental no afecta la presencia de S. enterica en puntos de venta.
Esto contrasta lo reportado por Kovats y colaboradores; quienes identificaron una
relacion lineal entre la temperatura ambiental y los casos de salmonelosis en
humanos (Kovats et al., 2004). Es importante llevar a cabo estudios adicionales en
el estado y otras regiones del pais para corroborar el efecto de la temperatura

ambiental sobre la prevalencia de S. enterica.
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6.1.2 Prevalencia estacional de S. enterica en carne de pollo

Algunos estudios han demostrado que la prevalencia de S. enterica en carne de
pollo se ve directamente influenciada por la estacion del afio (Zdragas et al., 2012;
Lee et al., 2016). Para evaluar este efecto, los datos de prevalencia de S. enterica
en carne de pollo expedida en la Cd de Querétaro fueron analizados en las cuatro
estaciones del afio. EI mayor nimero de muestras positivas a S. enterica se
observo en Invierno [18.05%, (52/288)] seguido por Primavera [17.91%, (43/240)],
Verano [14.93%, (43/288)] y Otofio [13.19%, (38/288)]. Sin embargo, no se
observé un efecto estacional (P > 0.05) en la prevalencia de este patdgeno
(Figura 4).

30

7

Prevalencia, %
=
(6]
1

Otofio Invierno Primavera Verano

Figura 4.Prevalencia estacional de S. enterica en carne de pollo

Los bigotes representan el error tipico (SEM). Las prevalencias estacionales fueron
transformadas a grados angulares y analizadas por el método de comparacién de pares
de Wilcoxon (gl= 3; P > 0.05). Para cada estacion del afio el tamafio de muestra fue de
288; excepto Primavera (n = 240 muestras).

Este fendbmeno también se ha reportado en Chile (Ulloa et al., 2009) y Canada
(Ravel et al., 2010). En contraste, el efecto de la estacionalidad sobre la

prevalencia de S. enterica se ha reportado en otros lugares del mundo. Por
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ejemplo, estudios en Grecia y Corea, han reportado un aumento de ~3 veces en la
prevalencia de S. enterica en Verano, comparado con el Invierno (Zdragas et al.,
2012; Lee et al., 2016). En Turquia, se ha observado un aumento del 1.3 al 3.9 en
Otofio comparado con el resto de las estaciones del afio (Iseri & Erol, 2010);
mientras que en Nepal el aumento en Primavera fue del 1.3 a 4.1 comparado con
el resto del afio (Maharjan et al., 2006). En conjunto, estos resultados resaltan
diferencias mensuales en la prevalencia de S. enterica en carne de pollo. Es
necesario realizar estudios adicionales para corroborar los resultados observados

en México.
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6.1.2.1 Correlacion entre la temperatura ambiental y la prevalencia estacional
de S. enterica en carne de pollo

En varias regiones del mundo se ha observado que a lo largo de las estaciones
del afo, la temperatura presenta una relacion lineal con el aumento de casos de
salmonelosis (Kovats et al., 2004; Akil et al., 2014). Para analizar la asociacion
entre la temperatura ambiental y prevalencia estacional de S. enterica en puntos
de venta, se realizd un andlisis de correlacién de Pearson. El andlisis revel6 que
no existe (P > 0.05) una asociacién entre la temperatura ambiental (méxima,
promedio y minima) y prevalencia estacional de S. enterica en carne de pollo
(Figura 5y Cuadro 12).
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Figura 5. Prevalencia estacional de S. enterica en carne de pollo y su temperatura
ambiental

Lineas de colores indican las temperaturas estacional maxima (rojo), promedio (verde) y
minima (azul). Barras (ralladas) muestran la prevalencia estacional de S. enterica en
carne de pollo. Otofio (n =288), Invierno (n = 288), Verano (n = 288) y Primavera (n =
240).
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Variables indice de Probabilidad

correlacion
Temperatura maxima vs. Prevalencia -0.0191 0.9809
Temperatura promedio vs. Prevalencia -0.3075 0.6925
Temperatura minima vs. Prevalencia -0.5232 0.4768

Cuadro 13. Correlacion de Pearson entre la temperatura y la prevalencia
estacional de S. enterica

No se observé correlacion significativa por el método de correlacién de Pearson (P > 0.05)

No hay otros estudios reportados donde se evalué el efecto de la temperatura
ambiental sobre prevalencia de S. enterica en carne de pollo expedida en puntos
de venta. Sin embargo, en varios paises de la UE, se ha reportado un aumento de
casos de salmonelosis en humanos en el Verano, mientras que en el Invierno, se
observa una reduccion (Kovats et al., 2004; Milazzo et al., 2016; Yun et al., 2016).
El aumento en el nUmero de casos de S. enterica se ha asociado a un incremento
de 6°C en la temperatura ambiental (Kovats et al., 2004); variaciones de
temperatura que no se observaron en el presente estudios. Estos resultados
sugieren que la temperatura ambiental en la Cd. de Querétaro no es un factor que
influya la prevalencia de S. enterica en carne de pollo expedida en puntos de

venta.
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6.1.3 Prevalencia de S. enterica por punto de venta

Varios autores han reportado diferencias significativas en la prevalencia de S.
enterica en carne de pollo expedida en mercados publicos y supermercados
(Wilson et al., 2007; Madden et al., 2011; Mazengia et al., 2014). Esta tendencia
también fue evaluada en el presente trabajo. El analisis de 23 muestreos
quincenales a lo largo de un afo, reveld que la prevalencia de S. enterica en mas
alta en supermercado [20.65% (152/736)] comparado con mercado publico [6.52%
(24/368)] (P < 0.05, Figura 6).
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Figura 6. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo desde punto de venta

Los bigotes representan el error tipico (SEM). Las prevalencias de punto de venta fueron
transformadas a grados angulares y analizadas por el método de comparacién de pares
de Wilcoxon; Niveles conectados por diferentes letras son estadisticamente diferentes (gl=
1; P < 0.05). Supermercado (n = 736) y mercado publico (n = 368)

Aunqgue estas diferencias no se observaron en otros estudios realizados en México
(Zaidi et al., 2008; Miranda et al., 2009), otros estudios temporales de corte en
diferentes partes del mundo coinciden con este hallazgo. Por ejemplo, un estudio
a lo largo de 7 meses realizado por Harrison y colaboradores, revel6 mayor

presencia de S. enterica en carne de pollo expedida en supermercados [17%,
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(28/175)] comparado con mercados publicos [13%, (16/125)] en el Reino Unido
(Harrison et al.,, 2001). En Espafia, Capita y colaboradores reportaron mayor
namero de muestras positivas a S. enterica en carne de pollo obtenida en 24
supermercados [75%, (18/24)] comparado con carne obtenida en 16 mercados
publicos [25%, (4/16)] (Capita et al., 2003).

Se ha especulado que el menor nimero de muestras positivas en mercados
publicos puede atribuirse al corto tiempo para la venta (~ 8 hr) en estos expendios,
y a que el pollo es abastecido diariamente (Capita et al., 2003). En contraste, en el
supermercado la carne de pollo tiene un mayor tiempo para la venta (~ 7 dias); lo
cual podria favorecer la proliferacién de S. enterica (Jiménez et al., 2009; Morey &
Singh, 2012; Rodriguez et al., 2015). Otro posible escenario es la contaminacion
de la carne con bacteriofagos en el mercado publico. En estos lugares, la
condiciones sanitarias podrian favorecer la contaminacion y proliferacion de estos
virus en la carne de pollo (Goode et al., 2003; Woolston et al., 2013). Por ejemplo,
Goode y colaboradores demostraron que en carne de pollo contaminada con < 2
Logio de S. enterica e inoculada con 10° PFU/cm?, el re-aislamiento de S. enterica
no era posible (Goode et al., 2003). Se requieren estudios adicionales para
elucidar las causas que provocan las diferencias en prevalencia de S. enterica en

carne de pollo expedida en supermercados y mercados publicos.
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6.1.3.1 Prevalencia de S. enterica por producto empaquetado

En el presente estudio también se investigd la prevalencia de S. enterica en carne
de pollo expedida en empaques de origen o a granel. El analisis revel6 una mayor
prevalencia de S. enterica en carne de pollo empaquetado de origen [19.56%,
(72/368)] y de granel [21.73%, (80/368)] expedidos en supermercado, comparado

con el pollo expedido a granel en mercado publico [6.52%, (24/368)] (P < 0.05,
Figura 9).
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Figura 7. Prevalencia de S. enterica en carne de pollo por origen de producto

Los bigotes representan el error tipico (SEM). Las prevalencias por origen fueron
transformadas a grados angulares y analizadas por el método de comparacién de pares
de Wilcoxon; Niveles conectados por diferentes letras son estadisticamente diferentes (gl=
2; P <0.05). En cada tipo de producto (n = 368)

Estos resultados corroboran que las condiciones de venta en los supermercados
podrian estar asociadas a las altas prevalencias del patdgeno. Resultados
comparables fueron reportados por Alali y colaboradores, quienes identificaron
mayor prevalencia de S. enterica en carne de pollo empaquetada de origen [35%,

(70/200)] y a granel [25.6%, (10/39)] expedidos en supermercado comparado con
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pollo expendido a granel [10%, (3/30)] en mercado publico. En conjunto, estos
resultados sirven como marco de referencia para evidenciar problemas en la
calidad microbiolégica de la carne de pollo expedida en supermercados y

mercados publicos.
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6.1.4 Diversidad genética de S. enterica en carne de pollo en punto de venta
Los aislamientos de S. enterica obtenidos a partir de las muestras de carne de
pollo fueron serotipificados molecularmente basados en la secuenciacion y analisis
bioinformatico del gen atpD (Christensen & Olsen, 1998; Tankouo-Sandjong et al.,
2007; Al-Adhami et al., 2008). Se caracterizé un aislamiento de cada una de las
176 muestras positivas a S. enterica siguiendo las recomendaciones previamente
establecidas (Soomro et al., 2010; Barua et al., 2013; Im et al., 2015). En general,
se identificaron 13 serovares en los 12 meses analizados; de los cuales, los mas
prevalentes fueron S. Enteritidis [65.9 %, (116/176)], S. Typhimurium [7.38%,
(13/176)], S. Heidelberg [6.81. %, (12/176)] y Anatum [6.26. %, (11/176)] (Cuadro
13).

Serovar No. de muestras o
0

positivas
Enteritidis 116/176 65.90
Typhimurium 13/176 7.38
Heidelberg 12/176 6.81
Anatum 11/176 6.26
Choleraesuis 8/176 4.54
Newport 5/176 2.84
Bredeney 3/176 1.70
Tennessee 2/176 1.13
Agona 2/176 1.13
Montevideo 1/176 0.56
Abaetetuba 1/176 0.56
Infantis 1/176 0.56
Thompson 1/176 0.56

Cuadro 14. Serovariedades de S. enterica en base al andlisis bioinformatico

NUmero de aislamiento = 176

Estos serotipos también se han reportado en otros estudios desarrollados en
México. En Yucatan, Zaidi y colaboradores reportaron que los serovares mas

prevalentes (> 5%) en carne de pollo fueron Enteritidis [16.8%, (24/143)] y Agona
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[9.8%, (14/143)] (Zaidi et al., 2006). Interesantemente, Enteritis es uno de los
serotipos mas prevalentes en la carne de pollo en otras partes del mundo. Por
ejemplo, en el 2015, se reportd que los serotipos mas frecuentes en los EE. UU.
fueron Kentucky [38.3%, (23/60)], Enteritidis [23.3%, (14/60)] y Heidelberg [8.3%,
(5/60)], Sainpaul [5%, (3/60)] (FDA, 2016). Mientras que en la UE, en el 2014,
Infantis [35.8%, (582/1626)], Enteritidis [33.9%, (551/1626)] e Indiana [4.55%,
(73/1626)] fueron recuperados con mayor frecuencia a partir de muestras de carne
de pollo (EFSA, 2015). Si bien, no se conocen los mecanismos moleculares que
favorecen la prevalencia de Enteritis en carne de pollo, algunos trabajos han
evidenciado la presencia de alelos (genes rpoH, hilA y cold shock proteins, etc.)
que facilitan la adaptacion de Enteritidis al sistema intestinal de las aves y su
sobrevivencia en productos carnicos de pollo (Foley et al., 2013; Andino &
Hanning, 2015; Dhanani et al., 2015).
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6.1.4.1 Ocurrencia mensual de S. enterica

Para conocer la recurrencia de los diferentes serotipos a lo largo del afio, se
analiz6 el nimero de meses en que cada serotipo fue recuperado. El serotipo mas
recurrente (P < 0.05) fue Enteritidis (12/12 meses), seguido de Typhimurium y
Anatum (6/12 meses) (Figura 8).

Serovares Nov Dic Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Meses Prob
observados

Enteritidis 12

Typhimurium

a
b
b

Anatum

Heidelberg

Choleraesuis

Newport

Bredeney

Tennessee

Agona

Montevideo

Abaetetuba

Infantis

P P P P N NMNN®WDNDNOOO
o

Thompson

No. de
serotipos por 6 1 4 3 2 3 3 5 6 4 2 6
mes

Figura 8. Ocurrencia mensual de serotipos de S. enterica

Celda de color purpura indica presencia del serotipo a lo largo de los meses. Los datos
fueron analizados con el método de comparacion de pares de Wilcoxon. Filas con distinta

letra son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

La recurrencia de Enteritidis ha sido reportada en otros estudios. Por ejemplo, en
Lituania un estudio realizado durante 5 afios revel6 la presencia de Enteritidis y
Typhimurium en carne de pollo expedida en puntos de venta durante todo el
periodo evaluado (Pieskus et al., 2006). En EE. UU., también se ha documentado
la recurrencia de Enteritidis, Typhimurium, Kentucky y Heidelberg en los reportes
de los ultimos afios (FDA, 2010, 2011, 2016). Un patrén comparable se ha
observado en la Union Europea donde, Enteritidis, Infantis, Virchow y Kentucky se

han recurado en los ultimos 3 reportes anuales (EFSA, 2010, 2014, 2015). Estos
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datos revelan que Enteritidis es uno de los serotipos mas comunmente

recuperados de la carne de pollo a nivel mundial.

6.1.4.2 Ocurrencia estacional de S. enterica

Aunque el numero de estudios es escaso, algunos reportes han sugerido
diferencias estacionales en la diversidad de serotipos prevalentes en carne de
pollo (Dominguez et al., 2002; Zdragas et al., 2012). En el presente estudios se
analizo la distribucion de serotipos a lo largo de las diferentes estaciones del afio y
el nimero de serotipos recuperados en cada estacion. Enteritidis, Anatum,
Typhimurium, Cholerasuis y Newport se recuperaron en 4 o 3 estaciones del afio,
mientras que Heidelberg, Tennessee, Bredeney, Agona, Montevideo, Abaetetuba,
Infantis y Thompson se recuperan en 2 a 1 estaciones del afio. Sin embargo, no
se encontraron diferencias significativas (P > 0.05) en estos valores de distribucién
(Figura 9).

-

B o
Enteritidis 4
Anatum 4
Typhimurium 3
Choleraesuis 3
Newport 3
Heidelberg 2
Tennessee 2
Bredeney 1
Agona 1
Montevideo 1
Abaetetuba 1
Infantis 1
Thompson 1
No. de
serotipos por 9 5 4 10

estacion

Figura 9. Ocurrencia estacional de serotipos de S. enterica

Celda de color purpura indica presencia del serotipo a lo largo de las épocas del afio. Los

datos fueron analizados con el método de comparacion de pares de Wilcoxon (P > 0.05).
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La ocurrencia de Enteritidis y Anatum en las cuatro estaciones del afio también ha
sido reportada en Espafia y Lituania (Dominguez et al., 2002; Pieskus et al.,
2006). En Turquia también se ha reportado la ocurrencia de Agona en Otofio e
Invierno (Erol et al., 2013). La presencia de Thompson, Infantis y Montevideo en
Verano también ha sido reportada en Grecia y Turquia (Zdragas et al., 2012; Erol
et al.,, 2013). En conjunto, estos resultados resaltan importantes diferencias de
serotipos de S. enterica a lo largo del aflo. Sin embargo, se requieren estudios

adicionales para elucidar las causas de este fenomeno.

También el analisis de diversidad de serotipos revel6 datos importantes. Verano y
Otofio fueron las estaciones con mayor ocurrencia (10 y 9 serotipos,
respectivamente) comparado con Primavera e Invierno (4 y 5 serotipos,
respectivamente). Si bien, el nimero de reportes es limitado, algunos estudios
también han reportado diferencias estacionales en la diversidad de serotipos en
carne de pollo y cerdo. En Grecia, también se ha observado una mayor diversidad
de serotipos en Verano (12 serotipos) comparado con Invierno (4 serotipos)
(Zdragas et al., 2012). En Tunisia, el mayor nimero de serotipos se observo en
Verano (4 serotipos), seguido de Otofio (3 serotipos), Primavera (2 serotipos) e
Invierno (1 serotipo) (Oueslati et al., 2016). Este patron también se ha observado
en muestreos ambientales. Por ejemplo, en EE.UU., un analisis de aguas
superficiales, revel6 un incremento en la diversidad de serotipos en Verano (17
serotipos) comparado con Otofio (12 serotipos), Invierno (12 serotipos) y
Primavera (9 serotipos) (Haley et al., 2009). En conjunto, estos estudios indican
qgue las estaciones del afio influyen en la diversidad de serotipos de S. enterica

que circulan en unidades de produccion animal o en el ambiente.
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6.1.4.3 Diversidad de S. enterica por punto de venta

Durante los 12 de evaluacion, también se comparé el nimero de serotipos
prevalentes en carne de pollo expedida en supermercados y mercado publico. El
andlisis reveld6 un mayor numero (P < 0.05) de serotipos en supermercado

(promedio 3.16) comparado con mercado publico (promedio 1.33) (Cuadro 14).

©
o = c 5 o] © > o O 8] o)
venta z 0 0 & = < = -2 » < »n O g Prob
# Serotipos

Supermercado 5 1 2 3 2 3 2 5 4 3 2 6 3.2 a

Mercado
publico3031111022021'3b
Cuadro 15. Numero de serotipos de S. enterica por puntos de venta durante un

ano evaluado.

El promedio de serotipos anual fue analizado con el método de Wilcoxon (gl=1). Diferente

letra representa una significancia de P < 0.05.
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Asimismo, se observd que el serotipo mas prevalente (P < 0.05) fue Enteritidis

(69.2%) en supermercado comparado con mercado publico (25.0%) (Cuadro 15).

Serovares Supermercado  Mercado publico

Promedio de prevalencia anual (%)

Enteritidis 69.2° 25"
Typhimurium 4.7% 16.7%
Heidelberg 5.6% 8.3%
Anatum 4,72 7.1°
Choleraesuis 3.5% 3.3%
Bredeney 2.1° 8.3%
Agona 1.28 2.1°
Newport 6.0% 0?
Tennessee 1.2° 0®
Montevideo 0.5% 0®
Abaetetuba 0.72 0®
Infantis 0.6% 0®
Thompson 0? 4.28

Cuadro 16. Promedio de prevalencia anual de serovares de S. enterica por puntos
de venta

Las prevalencias de cada serotipo fueron transformadas a grados angulares y analizadas
por el método de Wilcoxon; Filas con diferentes letras son estadisticamente diferentes (gl=
1; P <0.05).

En la literatura, no existen otros estudios temporales que describan la diversidad
de serotipos recuperados de carne de pollo expedida en puntos de venta. Sin
embargo, los analisis del presente trabajo han revelado que Enteritidis es uno de
los serotipos mas prevalentes y recurrentes en la carne de pollo expedida en

puntos de venta.
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6.1.4.3.1 Diversidad de S. enterica en producto empaquetado

Durante los 12 meses evaluados también se analiz6 el numero serotipos

observados en pollo empaquetado de origen y pollo expedido a granel. En el pollo

expedido en supermercado, independientemente si es expedido con empaquetado

de origen o granel (promedio mensual 2.17), se recuperd un niumero mayor (P <

0.05) de serotipos de S. enterica, comparado con el mercado publico (promedio

mensual 1.33) (Cuadro 16).

©
Punto de > o ¢ o 5 5 Z £ S5 9 a 75 3
venta gﬂuﬁ£§<§332’$ogpf0b
# Serotipos

Supermercado 3 1 1 3 2 2 2 2 2 3 2 3 217 a
empaquetado

de origen
Supermercado 3 1 2 2 2 3 1 4 3 0 1 4 217 a
granel

Mercado 3 0 3 1 1 1 1 0 2 2 0 2 1.33 b

publico granel

Cuadro 17. Numero de serotipos de S. enterica por puntos de venta durante un

ano evaluado

El promedio de serotipos anual fue analizado con el método de Wilcoxon (gl=2). Diferente

letra representa una significancia de P < 0.05.
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También se observo que Enteritidis es el serotipo méas prevalente (P < 0.05) en el
pollo expedido en supermercado, independientemente si es expedido con
empaquetado de origen o granel comparado con el pollo expedido a granel en el

mercado publico (Cuadro 17).

Supermercado
Serovares empaquetado de Supermercado . Mlercado
origen granel publico granel
Promedio de prevalencia anual (%)
Enteritidis 64.2° 70.4° 25.0°
Typhimurium 8.92 3.22 16.7¢
Heidelberg 7.82 4,22 8.3%
Anatum 2.5° 4.9% 7.12
Choleraesuis 3.0° 2.6% 3.3%
Newport 6.7% 0.8° 0®
Tennessee 1.78 0.72 0®
Agona 1.72 0? 2.1°
Bredeney 0® 4,22 8.3%
Montevideo 0.8° 0® 0®
Abaetetuba 2.8° 0® 0®
Infantis 0? 0.72 0®

Cuadro 18. Promedio de prevalencia anual de serovares de S. enterica por origen
de producto

Las prevalencias de cada serotipo fueron transformadas a grados angulares y analizadas
por el método de Wilcoxon; Filas con diferentes letras son estadisticamente diferentes (gl=
2; P <0.05).

En la literatura no existen otros estudios temporales de corte de la diversidad de S.
enterica recuperada de carne de pollo expedida en puntos de venta. Los
resultados del presente estudio son un marco de referencia para establecer

medidas de control de S. enterica en carne de pollo.
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7. CONCLUSIONES

En el presente estudio se estimé una prevalencia del 15.94% de S. enterica en
carne de pollo en la Cd de Querétaro. Este nivel de contaminacion esta dentro de
los niveles permitidos en EE.UU. y otros paises de la Unién Europea. Esta
informacion resalta la necesidad de establecer medidas de control de S. enterica

en carne de pollo.

El analisis temporal revel6 una presencia constante de S. enterica en carne de
pollo independientemente de la estacion del afio. También se evidencié que la
temperatura ambiental no influye en la prevalencia del patégeno en la carne de

pollo expedida en la Cd. de Querétaro.

El presente trabajo también reveld que la prevalencia de S. enterica es mayor en
carne de pollo expedida en supermercado comparado con mercado publico. Se ha
teorizado que el microbismo del mercado publico sea el responsable de este
fenbmeno. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para elucidar las

casusas de estas diferencias.

Alternativamente, la mayor prevalencia de S. enterica en carne de pollo de
supermercados podria ser consecuencia de los largos periodos de tiempo para la
venta en estos establecimientos. Esta idea la respaldan los resultados del analisis
de producto empaquetado, donde se demuestra que el pollo expedido en
supermercados presenta una mayor prevalencia de S. enterica

independientemente de ser expedido en empaquetado de origen o a granel.

Hasta donde sabemos, este es uno de los primeros estudios temporales de corte
gue se realiza para carne de pollo expedida en puntos de venta. Esto permitio
conocer que Enteritidis, Newport, Heidelberg, Anatum, Tennessee, Typhimurium,
Thompson, Abaetetuba, Montevideo, Agona, Infantis, Bredeney y Choleraesuis
son los serotipos que circulan en la carne de pollo expedida en puntos de venta.

Ademas, este trabajo permitié evidenciar la prevalencia, ocurrencia y distribucion
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de los diferentes serotipos de S. enterica a lo largo del afio. Interesantemente, S.
Enteritidis fue el serovar mas prevalente y recurrente en supermercado y mercado
publico.

En conclusion, este trabajo puede ser utilizado como un marco de referencia para
estimar la magnitud del problema de S. enterica en carne de pollo en México, y
establecer algunas medidas de control de este patégeno. Importantemente, este
trabajo también ofrece una coleccion de aislamientos que pueden ser utilizados

para estudios genéticos y fenotipicos de virulencia y resistencia a antibioticos.
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8. ANEXOS

Pais Pieza n % Prevalencia Referencia
Vietnam Canal 457 48.7 Hanh et al., 2006
Vietnam | Pierna, cuello, muslo, alay ala | 1,000 45.9 Huong et al., 2006

Irdn Canal 190 45 Dallal et al., 2014

China Canal 240 43.3 Wang et al., 2013
China Canal 515 43.3 Yang et al., 2010
Bélgica Ala y pierna 483 41.8 Uyttendaele et al., 1999
China Canal 1,595 41.6 Zhu et al., 2014
México Canal 295 39.7 Zaidi et al., 2006
Espafia Muslo 198 35.8 Dominguez et al., 2002
México Pierna, pechuga, ala y cuello 116 35.3 Miranda et al., 2009
Guatemala Canal 300 34.3 Jarquin et al., 2015
Turquia Canal 200 34.0 Yildirim et al.,2011
China Canal 240 33.8 Huang et al., 2015

Rusia Canal 698 315 Alali et al., 2012
Canada Pechuga 187 31.0 Cook et al., 2012

Iran Canal 200 29.0 Sodagari et al., 2015)

China Canal 106 28.0 Li etal., 2013
Colombia Canal 510 26.7 Donado-Godoy et al., 2015
Brasil Canal 154 23.0 Santos et al., 2006
Irlanda Cuello 198 23.0 Whyte et al., 2002
Egipto Canal 226 22.7 Alvarez et al., 2012
Corea Canal 210 22.4 Kim et al., 2012

Irdn Higado 120 21.6 Sodagari et al., 2015

Brasil Canal 762 20.7 Franchin et al., 2006
EE.UU. Cuello 714 19.8 Cox et al., 2010
Bélgica Canal 549 18.2 Uyttendaele et al., 1999
Colombia Canal 270 17.4 Rodriguez et al., 2015
EE.UU. Canal 714 17.1 Cox et al., 2010
México Pierna y muslo 1,008 16.6 Este estudio
Austria Canal 281 16.4 Mayrhofer et al., 2004

Etiopia Musculo 104 15.4 Molla et al., 2004
Costa Rica Visceras 100 15.0 Reuben et al., 2003

Eﬁzgg Pierna, pechuga, ala y cuello 110 15.0 Harrison et al., 2001
Argentina Muslo, pierna, pechuga 115 14.8 Favier & Lucero, 2013

Iran Corazén 120 14.1 Sodagari et al., 2015

Chile Visceras 370 13.0 Alexandre et al., 2000
Rumania Cuello 289 12.8 Tirziu et al., 2015

Japén Canal 323 12.7 Hara-Kudo et al., 2013

Brasil Canal 260 9.6 Duarte et al., 2009

Cuadro Al. Prevalencia de S.enterica en carne de pollo alrededor del mundo
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Pais Pieza n % Prevalencia Referencia
Bélgica Cuello y pechuga 1,091 9.5 Ghafir et al., 2006
Chile Canal 1,425 8.4 Alexandre et al., 2000
Irdn Visceras 120 8.3 Sodagari et al., 2015
Etiopia Piel 104 7.7 Molla et al., 2004
Reino Unido Canal 736 5.7 Meldrum et al., 2005
Tailandia Canal 209 5.3 Akbar & Anal, 2013
Irlanda Cuello 510 5.1 Madden et al., 2011
Lituania Pechuga 800 4.3 Pieskus et al., 2006
EE.UU. Canal 212 4.2 Zhao et al., 2001
Rumania Canal 144 4.2 Dan et al., 2015
Vietnam Visceras 907 3.1 Hanh et al., 2006
Brasil Canal 2,679 2.7 Medeiros et al., 2011
Lituania Pierna 887 2.4 Pieskus et al., 2006
Chile Canal 280 1.8 Ulloa et al., 2009
Colombia Carne de pollo 127 1.6 Rodriguez et al., 2015
Egipto Pierna 160 15 Ahmed & Shimamoto, 2014
Irlanda Piernas y pechugas 205 15 Soultos et al., 2003
México Higado 520 1.3 Talavera Rojas et al., 2011
Nueva Pierna, muslo, cuello, ala 'y 1,108 13 Wong et al., 2007
Zelanda pechuga
Jordania Canal 478 0.9 Osaili et al., 2014
Lituania Ala 3,042 0.8 Pieskus et al., 2006
Chile Visceras 280 0.4 Ulloa et al., 2009
Egipto Pechuga 160 0.3 Ahmed & Shimamoto, 2014
Argentina Canal 100 0.0 Favier & Lucero, 2013

Continuacion

Cuadro Al. Prevalencia de S.enterica en carne de pollo alrededor del mundo
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