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Prevalencia y resistencia a antibioticos de
Escherichia coli O157:H7 aislada de canales de
bovinos sacrificados en rastros del altiplano
central Mexicano

Prevalence and antibiotic resistance of Escherichia coli
O157:H7 isolated from bovine carcasses at
slaughterhouses of the Central Mexican Plateau

Nydia Edith Reyes-Rodrigueza, Martin Talavera-Rojasd, Jorge Antonio Varela-Guerrero?,
Jeannette Barba-Leonb, Adriana del Carmen Gutiérrez-Castillod, Uxia Alonso-Fresana

RESUMEN

La carne es el principal vehiculo de toxiinfecciones alimentarias como consecuencia de una higiene deficiente en el
sacrificio de los animales o durante el manejo de las canales. En este estudio se analizaron tres rastros municipales
del Altiplano Central Mexicano, de los cuales se obtuvieron 228 muestras pareadas de canal (n=114) y contenido de
colon (n=114) de bovinos que fueron sacrificados en estos rastros; se obtuvieron 2 (0.8 %) cepas de E. coli 0157:NM
a partir de contenido de colon y 6 (2.6 %) cepas de E. coli 0157:H7 (5 de canales y 1 de contenido de colon). El
porcentaje de aislamiento de cada rastro fue variable, encontrando diferencias significativas (P<0.05). En las cepas
de E. coli O157:NM y 0O157:H7 se observa que la resistencia mas alta fue para cefalotina con un 75 %, carbencilina
con 62.5 %, amikacina con 50 % y gentamicina con 50 %, el 16.7 % de las cepas de E. coli O157:H7 presentaron
los genes eae, stx1l y stx2 y el 66.7 % los gen eae y stx2. En conclusiéon los resultados obtenidos muestra la
presencia E. coli 0157:H7 con factores de virulencia y resistencia a antibidticos, en canales de bovinos de rastros
del altiplano central Mexicano, considerandose una fuente de contaminacion importante y un riesgo para la salud
publica.

PALABRAS CLAVE: Escherichia coli, 0157:H7, Toxinas Shiga, Multiresistencia.

ABSTRACT

Meat is the main vehicle for food poisoning as a result of poor hygiene in the slaughtering of animals or during the
handling of carcasses. This study analyzes three municipal slaughterhouses of the Central Mexican Plateau. Two
hundred and twenty eight paired samples were obtained from carcasses (n= 114) and colon content (n= 114) of cattle
slaughtered at these abattoirs. Two (0.8 %) E. coli 0157: NM strains from colon content and 6 (2.6 %) E. coli O157:
H7 strains (5 carcasses and 1 colon content) were found. The percentage of isolation from each slaughterhouse was
variable, finding significant differences (P<0.05). In E. coli 0157: NM and O157: H7 strains, it was observed that the
highest resistance to cephalothin was 75 %6, 62.5 % carbenicillin, 50 % amikacin and 50 % gentamicin. E. coli 0157:
H7 strains presented 16.7 % of the eae gene, 16.7 % eae, stx1 and stx2 genes and 66.7 % eae and stx2 genes. In
conclusion the results obtained show the presence of E. coli O157: H7 virulence factors and antibiotic resistance in
cattle carcasses of the Central Mexican Plateau, which is considered a major source of contamination and a public
health risk.

KEY WORDS: Escherichia coli 0157:H7, Shiga toxins, Multiresistance.
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Las infecciones ocasionadas por E. coli 0157:H7
suelen ser a través del consumo de agua o
alimentos contaminados con excremento de
animales portadores. Varios brotes de
enfermedades se han asociado con el consumo
de carne de bovino, lo que sugiere que el
ganado es una importante fuente de
contaminacién que provoca infecciones en
humanos(1.2). En la patogenia de este agente,
existen genes que codifican para la adherencia
y esfacelamiento (A/E) de las microvellosidades
del epitelio intestinal, los cuales se localizan en
la isla de patogenicidad LEE (locus for
enterocyte effacement); el principal gen que
produce esta accion es el eae, que produce
una proteina de 94 a 97 kDa llamada intimina.
Se ha demostrado experimentalmente que la
intimina estimula la inflamacion e hiperplasia
del intestino, lo que favorece la colonizacion(3:4),
otros autores reportan una adherencia localizada
en ileon terminal, colon y ciego(®). Las
manifestaciones clinicas por E. coli O157:H7
estan asociadas a las toxinas Stx1l, Stx2 o
ambas(3). La toxina shiga (Stx) pertenece a una
familia de proteinas estructurales y funcionalmente
relacionadas con la toxina shiga sintetizada por
Shigella dysenteriae(3:6). Algunas variantes de
Stx2 son mas virulentas en humanos, sin
embargo la capacidad toxica de E. coli 0157:H7
es necesaria para el desarrollo de colitis
hemorragica, sindrome urémico hemolitico y
purpura trombocitopénica, ya que éste es el
principal mecanismo de patogenicidad(7). El
objetivo de este trabajo fue determinar la
prevalencia de E. coli O157.H7 en canales y
contenido de colon de bovinos sacrificados en
rastros del altiplano central Mexicano, detectar
la resistencia a antibiéticos, las toxinas Stx1,
Stx2 y el gen eae mediante la técnica de PCR
multiple.

Se realiz6 un muestreo por conveniencia en
tres rastros municipales del altiplano central
Mexicano; (A, B y C); de estos, se tomo el
numero de animales sacrificados semanalmente,
teniendo un total de 575 bovinos. El tamafio
de muestra se obtuvo considerando una
prevalencia del 2.7 %(8) y un nivel de confianza
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E. coli O157:H7 infections are usually caused
by water or food contaminated with feces of
carrier hosts. Several disease outbreaks have
been associated with bovine meat consumption,
which suggests that cattle is an important
source of contamination causing infections in
humans(1.2). In the pathogenesis of this agent,
there are genes encoding intestinal epithelium
microvilli adherence and sphacelation (A/E),
which are localized in the LEE pathogenicity
island (locus of enterocyte effacement), the
main gene that produces a 94 to 97 kDa protein
called intimine. It has been experimentally
demonstrated that intimine stimulates intestinal
swelling and hyperplasia, favoring colonization(3.4);
other authors report a localized adherence in
terminal ileum, colon and cecum(). E.coli
0157:H7 is associated with toxins Stx1, Stx2 or
both(3). The Shiga toxin (Stx) belongs to the
family of structural proteins and is functionality
associated with the Shigella toxin, synthetized
by Shigella dysenteriae(3.6). Some variants of
Stx2 are more virulent in humans; however, E.
coli 0157:H7 toxic capacity is necessary for the
development of hemorrhagic colitis, hemolytic
uremic syndrome and thrombocytopenic
purpura, since this is the main pathogenicity
mechanism(7). The objective of this study was
to determine the prevalence of E. coli 0157:H7
in carcass and colon content of bovines
slaughtered at abattoirs in the Mexican Plateau,
detect antibody resistance, toxins Stx1, Stx2
and eae gene by the multiple PCR technique.

A convenient sampling was done in three
municipal slaughter plants in the Mexican
Plateau (A, B and C); from these, the number
of weekly slaughtered animals was obtained,
having a total of 575 bovines. The sample size
was obtained considering a prevalence of 2.7 %(8)
and a confidence level of 95 %, using the
formula of finite population sample size(®). Once
the total size of the sample was determined
(38) weightings were applied in the three
slaughter plants proportionally to the number
of slaughtered animals, obtaining the following
sample size in slaughter plant A= 8, slaughter
plant B= 5 and slaughter plant C= 25; three
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del 95 % mediante la férmula de tamafio de
muestra de poblaciones finitas(®). Una vez que
se determind el tamafio total de la muestra
(38) se ponderaron en los tres rastros de forma
proporcional al nimero de animales sacrificados,
obteniendo el siguiente tamafio de muestra, en
el rastro A= 8, rastro B=5 y rastro C= 25; se
realizaron tres repeticiones en cada rastro
teniendo un total de 114 muestras pareadas,
114 de canal y 114 de contenido de colon.

Las muestras de contenido de colon se tomaron
después de la evisceracion del animal; se tomé
aproximadamente 1 g de excremento directamente
del colon y se deposité en un tubo de ensaye
con 9 ml de agua peptonada al 1 %(7.10). La
muestra de la canal se tomé después del lavado
y antes de ser sometidas a refrigeracion, se
utiliz6 el método no destructivo con un hisopo
en peptona al 0.1%+NaCl al 0.85 % descrito
por la Unién Europea(1l). Posteriormente cada
hisopo se deposité en un tubo tipo Falcon con
25 ml de agua peptonada al 1 %.

Las muestras se transportaron en refrigeracion
al Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma del Estado de México.
Las muestras de contenido de colon y canales
se incubaron 24 + 2 h a 37 ©C. Posteriormente
se tomé6 una porcién con el asa bacterioldgica
y se sembraron por estria en Agar MacConkey
y Agar MacConkey Sorbitol (SMAC Becton
Dickinson) y en Agar Gelosa Sangre e incubadas
durante 24 + 2 h a 37 °C(10,12),

Las colonias sospechosas se diferenciaron por
pruebas bioquimicas (TSI, LIA, SIM y MIO) por
24 h a 37 °C; una vez identificadas, fueron
inoculadas en Agar base sangre durante 24 +
2 h a 37 °c(10.12) para la identificacion
serologica con antisueros monovalentes anti
somatico (Difco T E. coli. O Antiserum 0157)
y anti flagelar (Difco ™ E. coli H Antiserum
H7).

La resistencia a los agentes antimicrobianos se
determiné mediante la técnica de Kirby-Bauer
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replicates were done in each abattoir having a
total of 228 paired samples, 114 carcass
samples and 114 colon content samples.

Colon content samples were collected after
animals were eviscerated; approximately 1 g of
feces was taken directly from the colon and
was placed in a assay tube with 9 ml of 1%
peptonate water(7.10). Carcass samples were
taken after carcass washing and before
refrigeration; the nondestructive method was
applied, using sterile cotton swabs moistened
with 0.1% + NaCl at 0.85 % as described by
the European Union(11). Afterwards, each swab
was placed in a Falcon-type tube with 25 ml of
1% peptonate water.

Refrigerated samples were transported to the
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
en Salud Animal (CIESA) of the Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia of the
Universidad Autonoma del Estado de Mexico.
Colon content and carcass samples were
incubated for 24 + 2 h at 37 °C. Subsequently,
a portion of the samples was taken using the
bacterial loop and were seeded by streaking on
MacConkey agar and Sorbitol MacConkey Agar
(SMAC Becton Dickinson), as well as on blood

agar gel and were incubated for 24 = 2 h at 37
°C(10,12),

The suspicious colonies were differentiated by
biochemical tests (TSI, LIA, SIM and MIO) for
24 h at 37 °C; once identified, they were
inoculated in blood agar base for 24 + 2 h at
37 °c(10,12) for serological identification with
monovalent somatic antiserum (Difco™ E. coli
O Antiserum 0157) and flagella antiserum
(Difco™ E. coli H Antiserum H7).

The resistance to antimicrobial agents was
determined by the Kirby-Bauer technique,
standardized by the National Committee for
Clinical Laboratory Standards(13.14), using E.
coli ATCC 25922 as control. The following
antibiotics were evaluated: amikacin (30 pg),
ampicillin (10 pg), cephalothin (30 pg),
cefotaxime (30 pg), ceftriaxone (30 pg),
chloramphenicol (30 pg), gentamicin (10 pg),
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estandarizada por el National Committee for
Clinical Laboratory Standars(13.14) utilizando
como control E. coli ATCC 25922. Se evaluaron
los siguientes antibioticos: amikacina (30 pg),
ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg),
cefotaxima (30 pg), ceftriazona (30 pg),
cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg),
netilmicina (30 pg), nitrofurantoina (300 pg),
pefloxacina (5 pg) y trimetropim-sulfametoxasol
(25 pg) (Sensidiscos, Gram Negativos BIO-RAD).
Las lecturas se compararon con las tablas de
interpretacion de acuerdo al NCCLS(13,14), La
extraccion de ADN se realiz6 mediante el kit
comercial DNA Purification Wizard Genomic
(Promega). La cepa de referencia utilizada fue
E. coli EDL993 como testigo positivo; la base
de secuencias y el tamafio previsto de la
amplificacion para los oligonucledtidos
especificos a utilizar fueron los reportados por
Blanco et al(15) bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacién inicial de 95 °C por 5 min,
seguido de 30 ciclos de 95 °C por 5 min de
desnaturalizacion, 58 °C por 1 min de alineacion
y 72 °C durante 1 min de sintesis de ADN. Con
el producto final se realiz6 una electroforesis
en gel de agarosa al 1 % y se corrié 1:30 h a
85 voltios. El gel se tifié con bromuro de etidio
y se colocé en un transluminador de luz
ultravioleta (UV) para su observaciéon. Los
resultados se evaluaron con la prueba de Ji
cuadrada con un intervalo de confianza del
9590(10),

De un total de 228 muestras analizadas se
aislaron 2 (0.8 %) cepas de E. coli que
correspondieron al serotipo O157:NM el cual
se obtuvo a partir de contenido de colon y 6
(2.6 %) a E. coli O157:H7 (5 de canales y 1 de
contenido de colon). El porcentaje de
aislamiento de cada rastro fue variable, en el
rastro B no se obtuvieron aislamientos, en el
rastro A 0.43 % y en el C 2.2 % (P<0.05). Las
cepas de E. coli O157:NM y O157:H7 fueron
resistentes a cefalotina con 75 %, carbencilina
62.5 %, amikacina 50 % y gentamicina 50%.
Mediante la técnica de PCR se observo que de
las cepas de E. coli 0157:H7, el 16.7 % presento
gen eae, 16.7 % los genes eae, stx1l y stx2 y
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netilmicin (30 pg), nitrofurantoin (300 pg),
pefloxacin (5 pg) and trimethoprim-
sulphamethoxazole (25 pg) (Sensidiscos, Gram
Negativos BIO-RAD). Readings were compared
with the interpretation tables according to
NCCLS(13,14), DNA extraction was performed
by the Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega). The reference strain used was E.
coli EDL993 as positive control; the sequence
of bases and the forseen size of amplification
for specific oligonucleotides to be used, were
the reported by Blanco et al(13) under the
following conditions: initial denaturation period
at 95 °C for 5 min, followed by 30 cycles of

Figura 1. Amplificacion del DNA por PCR del gen eae
y las toxinas Stx1 y Stx2. Carril M= marcador de peso
molecular; Carril 1-6= muestras de E. coli 0157:H7; carril
CP= testigo positivo

Figure 1. DNA amplification by PCR of eae gene and
toxins Stx1 y Stx2. Lane M= molecular weight marker;
lane 1-6= E. coli O157:H7 samples; lane CP= positive
control
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el 66.7 % el gen eae y stx2; ademas que una
cepa present6 una banda para stx2 Al (Figura
1), (Cuadro 1).

En este trabajo se demuestra la importancia y
riesgo significativo para la salud publica que
los bovinos portadores de E. coli O157:H7
representan, ya que cuando el manejo en
rastros es inadecuado, puede resultar
contaminada la canal. En este estudio se obtuvo
una prevalencia de 2.6 %, similar a lo reportado
por Varela et al(8), quienes encontraron 2.7 %
en el estado de Jalisco; México. En comparaciéon
con otros estudios podemos encontrar
prevalencias variables en canales como en
Estambul con un 2.4 %(16), Egipto con 6 %(17),
0.2 % en Francia(18). En un estudio realizado(19)
en plantas empacadoras en Estados Unidos,
encontraron una prevalencia de 4.9 %, aunque
también han reportado prevalencias que van
de 0.1 a 54 %, por lo que podemos considerar
gue hay diferentes factores que intervienen para
su aislamiento. En excremento se han encontrado
2.6 % en Canada(20), 1 % Brasil(21), 0.19 % en
Noruega(22), y posibles factores responsables de
la variabilidad entre los porcentajes de aislamiento
incluyen el lugar geogréafico, manejo en rastro,
protocolo de muestreo y aislamiento, ademas
de la época del afio.

La posibilidad de que E. coli O157:H7 se
encuentre presente en alimentos y utensilios

denaturation at 95 °C for 5 min, annealing at
58 °C for 1 min and DNA synthesis at 72 °C for
1 min. With the final product, the agarose gel
electrophoresis at 1 % was performed and ran
for 1:30 h at 85 volts. The gel was stained with
ethidium bromide and was transferred onto an
ultraviolet (UV) transilluminator for observation.
The results were evaluated using the chi-square
test with a 95 % confidence interval(10),

From a total of 228 analyzed samples, 2 (0.8 %)
E. coli strains, representing serotype 0157:NM,
were isolated. This serotype was obtained from
colon content and 6 (2.6 %), corresponding to
E. coli O157:H7, were obtained from five
carcasses and one from colon content. The
isolation percentage of each slaughter plant was
variable; no isolations were obtained from
slaughter plant B, 0.43 % from slaughter plant
A and 2.2 % from C (P<0.05). The E. coli
0157:NM and 0O157:H7 strains were 75 %
resistant to cephalothin, 62.5 % to carbencillin,
50 % to amikacin and 50 % to gentamicin. By
PCR technique, it was observed that 16.7 % of
E. coli O157:H7 strains carried the eae gene,
16.7 % the eae, stxl and stx2 genes, and
66.7 % the eae and stx2; besides, one strain
possessed a band for stx2 Al (Figure 1) (Table
1).

This study demonstrates the importance and
the significant risk that E. coli bovine carriers

Cuadro 1. Caracteristicas de los aislamientos de E. Coli 0157 obtenidos de bovinos sacrificados en rastros

Table 1. Characteristics of E. Coli 0157 isolates obtained from slaughtered bovines at abattoirs

Toxins Gene Antibiotic resistance
Strain Origin Serotype  Stxl Stx2  eae Amikacin  Ampicillin Carbencillin Cephalothin Gentamicin
1 Colon content H7 + + + + + + + +
2 Carcass H7 + + + + +
3 Carcass H7 + + + + +
4 Carcass H7 + + + + +
5 Carcass H7 + + + +
6 Carcass H7 + + + +
7 Colon content NM
8 Colon content NM +
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lavados con agua contaminada también debe
ser considerado(23). Los resultados obtenidos
por Abdul-Raouf et al(17), indican que los
alimentos de origen animal con frecuencia estan
contaminados con E. coli 0157:H7 y sefiala la
necesidad de mejorar el proceso de la carne;
indicando que la contaminacién de la canal es
por el mal manejo que se le da al contenido
intestinal de bovinos portadores, por lo tanto
una estrategia para reducir el riesgo de
infecciones por E. coli 0157:H7 en los humanos
es reducir la prevalencia en el ganado, ademas
de mejorar el manejo en los rastros. En cuanto
a las toxinas Shiga Stx1 y Stx2, éstas son las
desencadenantes principales de la trombosis
microvascular del sindrome urémico
hemolitico(?24). Se menciona(21), que de los
aislamientos de E. coli 0157:H7 sélo el 40 %
fueron positivos para ambas toxinas. Yilmaz et
al(25), reportaron 27 aislamientos, y de estos
uno fue positivo al gen de adherencia y las
toxinas, lo que se considera de gran importancia
clinica. Irino et al(20), obtuvieron dos
aislamientos positivos al gen eae y la toxina
Stx2, mientras que otros autores(22),
encontraron una cepa con el gen eae y las dos
toxinas, ademds de dos cepas con el gen eae
y la toxina Stx2, por lo que se puede observar
gue las cepas presentan mayor frecuencia del
gen eae y Stx2, resultados similares a los de
este estudio.

Los resultados obtenidos sobre la resistencia
de E. coli O157:H7 han sido variados; en este
estudio se encontré la resistencia a cinco
antibidticos, amikacina, ampicilina, carbencilina,
cefalotina y gentamicina. Alali et al(26),
encontraron que la E. coli 0157:H7 fue resistente
a la neomicina y oxitetraciclina. También han
reportado resistencia a la tetraciclina en
aislamientos de bovinos(26.27). Ratnam et al(27),
mencionaron que de las 174 cepas estudiadas
de E. coli O157:H7, una fue resistente a la
ampicilina, carbencilina y tetraciclina, y otras
cuatro cepas fueron resistentes so6lo a
tetraciclina. Byrne et al(18), encontraron 6
aislamientos resistente s6lo a sulfametoxazol,
tetraciclina y estreptomicina. Galland et al(28),
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represent for public health, because when there
is inadequate slaughter plant management,
carcasses can be contaminated. In the present
study, a prevalence of 2.6 % was obtained,
similar to the reported by Varela et al(8), who
found 2.7 % in the state of Jalisco, Mexico. In
contrast with other studies, there can be variable
prevalence in carcasses, such as: Istanbul with
2.4 %(16), Egypt with 6 %(17) and France with
0.2 %(18). In a study carried out in packing
houses of the United States of America, they
found a prevalence of 4.9 %, although they
have also reported prevalence rates that range
from 0.1 to 54 %, for which it can be considered
that there are different factors account for its
isolation. In feces, there have been 2.6 % in
Canada(20), 1% in Brazil(21), 0.19 % in
Norway(22) and possible responsible factors of
variability between isolation rates, including
geography, slaughter plant management,
sampling and isolation protocol, besides the
season of the year.

The possibility of presence of E. coli 0157:H7
in food and utensils washed with contaminated
water, should also be considered(23). The results
obtained by Abdul-Raouf et al(17) show that
animal origin products are often contaminated
with E. coli O157:H7 and highlight the need to
improve meat processing; indicating that meat
contamination is due to poor handling of
intestinal content of carrier bovines; therefore,
a strategy to reduce E. coli O157:H7 infection
risk in humans is to reduce prevalence in cattle,
besides improving slaughter plant management.
With regard to Shiga toxins Stx1 and Stx2, these
are the main triggers of microvascular thrombosis
of the hemolytic uremic syndrome(24). It is
mentioned(21) that only 40 % of the E. coli
0157:H7 isolates were positive for both toxins.
Yilmaz et al(25) recorded 27 isolates and, from
these, one was positive for the adhesion gene
and toxins, which has great clinical importance.
Irino et al(20) obtained two positive isolates for
the eae gene and toxin Stx2, while other
authors(22) found a strain carrying the eae gene
and both toxins, besides two strains possessing
the eae gene and toxin Stx2, for which it can
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reportaron 4 cepas resistentes a trimetropim-
sulfametoxazol, 10 a ampicilina, 23 a
tetraciclina, 27 a amoxicilina-Ac. Clavulénico,
57 a penicilina, eritromicina y clindamicina, de
un total de 57 aislamientos. La aparicion de
cepas resistentes a los antimicrobianos en las
canales pone en riesgo la salud humana; la
carne de vacuno contaminada con bacterias
resistentes a los antimicrobianos al no ser
debidamente manipulados y cocinados, podrian
transferir sus genes de resistencia ademas de
sus toxinas, lo que podria conducir a una
enfermedad dificil de tratar(3,20).

Se demostro la presencia de E. coli 0157:H7,
sus genes de toxinas y adherencia, asi como la
resistencia multiple a antibiéticos en canales y
contenido de colon de bovinos sacrificados en
rastros del altiplano central Mexicano; lo cual
se considera como un riesgo alto para la salud
publica, y hace necesario evaluar cada una de
las etapas del proceso de carnizacidon, para
identificar dénde ocurre la contaminacion;
ademas de realizar la vigilancia permanente del
uso de los antibiéticos en la ganaderia.
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The presence of E. coli, toxin and adhesion
genes, as well as multiple resistance to
antibiotics in carcasses and colon content of
slaughtered bovines at abattoirs of the Mexican
Plateau was demonstrated; which is considered
high risk for human health and makes necessary
to evaluate each stage of the meat processing
in order to identify the origin of contamination;
besides establishing permanent surveillance on
antibiotic use in cattle.
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