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Determinacion de E. coli biotipo 1y E. coli 0157:H7 en canal
de carne bovina en plantas de beneficio del departamento del
Atlantico (Colombia)

E. coli biotype 1 and E. coli O157:H7 determination in cattle carcasses at
processing plants in the department of Atlantico (Colombia)
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RESUMEN

La contaminacion de la canal con E. coli O157:H7, agente etiologico de la Enferme-
dad Diarreica Aguda (EDA), durante el sacrificio es la ruta primaria para la contaminacion
de la carne picada de vacuno. El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalen-
ciade E. coli biotipo 1 genérico y E. coli O157:H7 en bovinos sacrificados en plantas de
beneficio del departamento del Atlantico. Se analizaron 224 canales de bovino prove-
nientes de plantas de beneficio de cuatro municipios. Las muestras fueron procesadas en
el Laboratorio de Salud Publica del departamento del Atlantico. Se determind E. coli
O157:H7 por el método VIDAS UP E. coli O157 (incluyendo H7) (ECPT) y E. coli biotipo
1, usando agar TBX (Oxoid), método ISO 16649-2:2000. La prevalencia de E. coli O157:H7
fue de 0.45% y de E. coli biotipo 1 genérico fue de 0.89% en muestras con recuentos de
E. coli biotipo 1 >100 UFC/cm?. En 54% de las canales con presencia de E. coli, las
concentraciones oscilaron entre 1 y 758 UFC/cm?. Se concluye que la prevalencia de E.
coli O157:H7 encontrada fue baja (0.45%); sin embargo, indica presencia de esta cepa
patégena en la zona, por lo que se requiere fortalecer la vigilancia para expendios y
distribuidores.
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Carcass contamination with £. coli O157:H7, the etiological agent of Acute Diarrheal
Disease (ADD) during slaughter is the primary route for contamination of minced beef.
The aim of this study was to determine the prevalence of generic E. coli biotype 1 and E.
coli O157:H7 in cattle slaughtered in processing plants in the department of Atlantico. In
total, 224 bovine carcasses from processing plants in four municipalities were analyzed.
The samples were processed in the Public Health Laboratory of the department of Atlan-
tico. E. coli O157:H7 were determined by the VIDAS UP method, E. coli 0157 (including
H7) (ECPT) and biotype 1 E. coliusing TBX agar (Oxoid), ISO 16649-2: 2000 method. The
prevalence of E. coli O157:H7 was 0.45% and of generic E. coli biotype 1 was 0.89% in
samples with E. coli biotype 1 counts >100 CFU/cm?. In 54% of the carcasses with the
presence of E. coli, the concentrations ranged between 1 and 758 CFU/cm?. It is concluded
that the prevalence of E. coli O157:H7 found was low (0.45%); however, it indicates the
presence of this pathogenic strain in the area, therefore, it is necessary to strengthen the

surveillance for outlets and distributors.
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INTRODUCCION

Colombia se ubica entre los primeros 11
productores de carne a nivel mundial; sin em-
bargo, las exportaciones de este producto son
bajas (<1%) (MADR —MCIT, 2010), debido
ala falta de calidad de carne competitiva que
requieren los mercados mundiales. Segun el
CONPES 3376 de la politica sanitaria y de
inocuidad de las cadenas de carne bovina y
leche, solo el 1% de las 1311 plantas de be-
neficio que aproximadamente existen en el
pais, cumplen con los requisitos sanitarios y
ambientales (CONPES, 2005).

Escherichia coli es un bacilo gramne-
gativo de la familia Enterobacteraceae. Bac-
teria anaerobica facultativa, quimiorga-
notrofica, capaz de crecer con metabolismo
respiratorio y fermentativo. E. coli tiene una
funcion util en el cuerpo inhibiendo el creci-
miento de especies de bacterias patdogenas y
sintetizando cantidades apreciables de vita-
minas (Stecher y Hardt, 2008; Bélanger et
al.,2011). E. coli biotipo 1 no patogena, lla-

mada también E. coli genérica, es indicador
de contaminacion de los alimentos con mate-
ria fecal por bacterias perjudiciales o
patogenas para el hombre que tienen como
habitat comtn el intestino (Michanie, 2003).

E. coli se clasifica en seis grupos: E.
coli enteropatogena (EPEC), STEC, E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), y un nuevo patotipo
E coli invasiva adherente (AIEC) (Croxen
et al., 2013). E. coli enterohemorragica es
un subconjunto de cepas patogenas STEC
(OMS, 2015; Heredia y Garcia, 2018). E. coli
0157:H7, del grupo filogénico E, es una cepa
enterohemorragica (EHEC) que produce
grandes cantidades de una o mas toxinas re-
lacionadas, que causan dafio severo en el re-
vestimiento del intestino (Feng y Reddy, 2013;
OMS, 2018); toxinas que estan estrechamente
relacionadas con las toxinas producidas por
Shigella dysenteriae. La enfermedad agu-
da causada por la bacteria es llamada colitis
hemorragica y es caracterizada por severos
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colicos y diarrea (OMS, 2018). Adicional-
mente, la infeccion por E. coli O157:H7 pue-
de causar el sindrome urémico hemolitico
(SUH), enfermedad severa caracterizada por
hemolisis y fallos renales (Raina et a/., 2019).
Su nombre se origina del antigeno somatico
[O] 157 identificado y el séptimo antigeno fla-
gelar [H]. El antigeno [O] se deriva de la
pared celular y el [H] del flagelo que se en-
cuentra solo en especies motiles (Bryan et
al.,2015).

El ganado es uno de los principales
reservorios de E. coli O157:H7. La contami-
nacion de la canal durante el sacrificio es la
ruta primaria que ultimamente conduce a la
contaminacion de la carne picada de vacuno
(Varela-Hernandez et al., 2007; FSIS, 2015;
Jure et al., 2015; ACHIPIA, 2018). Sin em-
bargo, también se ha identificado a otros ali-
mentos como la lechuga, coles de bruselas,
hortalizas, leche cruda y el agua como vehi-
culos de su transmision (Rubeglio y Tesone,
2007; Puig-Pefa et al., 2013; CDC, 2018).
Asimismo, el contacto directo con animales
portadores del microorganismo se ha reco-
nocido como una fuente de infeccion (FAO,
2011; Franco-Anaya et al., 2013).

Por otro lado, la alta demanda de pro-
ductos animales para el consumo como fuente
principal de proteinas en la dieta, debido al
crecimiento de la poblacion humana y la
globalizacion, han conllevado a un mayor
movimiento de alimentos a nivel mundial
(OMS, 2015), que junto a malas practicas en
el procesamiento, aumentan el riesgo de con-
taminacion por patdgenos transmitidos por
alimentos en cualquier punto desde la granja
hasta la cadena de tenedores (Wilson et al.,
1996; FAO, 2007; Dhama et al., 2013;
Heredia y Garcia, 2018).

Este microorganismo fue identificado en
Colombia en 1996; sin embargo, son pocos
los trabajos realizados acerca de la frecuen-
cia de esta bacteria en productos alimenti-
cios. En la sabana de Bogota, se registro E.
coli 0157 en 1/300 muestras de productos
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carnicos y lacteos artesanales (Franco et al.,
2001) y en Cordoba se identifico E. coli
O157:H7 en el 2% de canales bovinas 'y 10%
en carne molida (Piedrahita et al., 2001), de
alli la importancia que este microorganismo
se contemple dentro de analisis de riesgos y
puntos criticos de control de las plantas de
beneficio, al ser un agente etioldgico de bro-
tes de Enfermedad Diarreica Aguda (EDA)
en la region (Mattar et al., 2001; Medina et
al., 2010; Rugeles et al., 2010; Goémez-
Duarte, 2014). Se desconoce la prevalencia
de E. coli O157: H7 en carne bovina en el
departamento del Atlantico, a pesar de con-
tar con las plantas de beneficio mas grandes
del pais (Bonivento-Calvo et al., 2011). Ante
esto, el objetivo del presente trabajo consistio
en determinar la prevalencia de E. coli biotipo
Iy E. coli O157:H7 en los bovinos sacrifica-
dos en plantas de beneficio del departamento
del Atlantico (Colombia).

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de Estudio y Muestreo

La poblacion de estudio estuvo confor-
mada por canales de bovinos de las plantas
de beneficio ubicadas en los municipios de
Soledad, Malambo, Galapa y Sabanalarga en
el departamento del Atlantico, Colombia du-
rante los meses de marzo a septiembre de
2013. En la Region Caribe, el periodo de las
precipitaciones anuales se presenta entre
mayo a octubre y el periodo seco entre de
diciembre a abril. Estas empresas se encuen-
tran registradas ante el Instituto Nacional de
Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA).

Para la seleccion de las plantas de be-
neficio se realiz6 un muestreo aleatorio sim-
ple y se calculd el tamafio de la muestra a
través del software Epi Info 3.2.2, basando-
se en una prevalencia de E. coli O157: H7
del 2%, con un nivel de confianza de 95% y
un error permitido de 5%. El tamafio de la
muestra calculado fue de 224 canales de bovi-
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no; los cuales, se distribuyeron de forma pro-
porcional de acuerdo con el porcentaje que
aporta cada planta de beneficio al total de
produccion dia.

Las muestras de canales de bovino se
tomaron empleando el método de la esponja
(Malandrini et al., 2001; Rodriguez-Cordero
y Carrascal-Camacho, 2016). Durante el pro-
ceso de toma de muestras se recolect6 infor-
macion epidemiologica de los bovinos anali-
zados tales como: sexo, edad, procedencia
del animal y nimero de guia de transporte.
Las muestras se mantuvieron en cadena de
frio a 4 °C y se transportaron al Laboratorio
de Salud Publica del departamento del Atlan-
tico para su procesamiento.

E. coli Biotipo 1y E. coli O157:H7

La determinacion de E. coli O157:H7
se realizo empleando el método de VIDAS
UP E. coli 0157 (incluyendo H7) (ECPT)
que se basa en la metodologia ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay). El analisis se
realiz6 teniendo en cuenta los procedimien-
tos establecidos para leche cruda, quesos de
leche cruda y muestras ambientales de
entornos de produccion. Los resultados posi-
tivos fueron aislados en Agar McConkey
sorbitol (SMAC) (bioMérieux) con cefixima
y telurito e incubados a 37+1 °C, durante 18-
24 horas y Agar ChromolD O157:H7
(bioM¢érieux), sin la mezcla de cefixima y
telurito e incubados a 37 °C durante 18-24
horas. Los resultados de colonias sorbitol
negativas positivas para E. coli O157:H7 fue-
ron confirmadas utilizando el kit E. coli O157
Latex Test (Oxoid, Alemania) para la agluti-
nacion con suero anti-O157.

La determinacion de E. coli biotipo
1 se realiz6 en agar TBX pH 7.2 (Tryptone
Bile Glucuronic Agar, por sus siglas en in-
glés, Oxoid) por el método ISO 16649-2:2000:
Microbiology of food and animal feeding
stuffs-horizontal method for the enumera-
tion of p-glucuronidase positive E. coli.

Cepas de Referencia y Metodologia

Como cepas de referencias se incluye-
ron las cepas de E. coli ATCC 25922 y un
aislado de E. coli O157:H7 donado por el Ins-
tituto Nacional de Vigilancia de Medicamen-
tos y Alimentos (INVIMA) y utilizados en
los procesos de verificacion y aseguramiento
de calidad. Asimismo, se incluy6 la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 29213 como
control negativo en los procesos de asegura-
miento de calidad de determinacion de E. coli
biotipo 1.

Se realizaron pruebas de estandarizacion
del inoculo de E. coli O157:H7, con concen-
traciones bacterianas tedricas de 1000, 100,
10y 1 UFC/ml, con un tiempo de incubacion
de 24 horas. En la verificacion de la metodo-
logia VIDAS se realiz6 la adicion de E. coli
O157:H7 a muestras de superficie de carne
de canal adicionada con vancomicina, con el
objeto de verificar la capacidad de recupera-
cion del microorganismo en la matriz de tra-
bajo. Se trabajaron las diluciones: 101%, 107,
10?® y la concentracion de UFC fue confir-
mada por recuento en placa con Agar Plate
Count (Merck) realizado por duplicado.

Los medios de cultivos utilizados durante
el desarrollo del estudio fueron valorados de
acuerdo con lo descrito por la norma ISO
11133-2/2011.

Analisis de Datos

Los datos de estandarizacion del indculo
fueron transformados a logaritmo base 10 y
se realizo un analisis de regresion, estiman-
dose el coeficiente de correlacion de la cur-
va. Para los andlisis de prevalencia de E. coli
O157:H7y E. colibiotipo 1 se realiz6 un ana-
lisis univariado de las variables cuantitativas,
con una estadistica descriptiva de acuerdo
con el tipo de variable analizada. Los datos
fueron analizados a través de Microsoft Excel
2013 y SPSSv. 23. Los resultados obtenidos
fueron comparados con los valores maximos
permisibles descritos en la Resolucion 2905
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Cuadro 1. Estandarizacion de indculo de
E. coli O157:H7

Dilucién Promedio CvV
(UFC*ml) (%)

10 1072.9 £ 104.2 9.7

107 133.5+13.2 9.9
108 155+6.3 40.7
10 32+33 103.0
10710 0.93+0.9 98.7

CV%: Coeficiente de variacidon; Error
expresado en desviacion estandar

Cuadro 2. Verificacion de método
VIDAS para la determinacion de F.
coli O157:H7

Cantidad
adicionada
(UFC)
32+8.5
16.0+4.2
14.0+2.8
7.0+ 1.4
2.0
1.5+0.7
0.5+0.7 -
0
0 -

Error expresado en desviacion estandar

Resultado
VIDAS

Muestra

0 1 N DN B~ W~
+ 4+ + + + +

O

de 2007, ratificada por la Resolucion 2690 de
2015 del Ministerio de Proteccion Social y
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Social
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural
y Ministerio de Salud y Proteccion social,
2015).
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RESULTADOS

Estandarizacion de Inéculo y Verificacion
de Método VIDAS

Los resultados de estandarizacion del
in6culo de E. coli O157:H7 mostraron un
buen ajuste de los recuentos obtenidos con
un coeficiente de correlacion de 0.976 de la
curva de calibracion del microorganismo y
con medidas de dispersion que permitieron
realizar fortificaciones de las muestras de
frotis de canales de reses con un nivel de
precision suficiente para verificar el método
VIDAS UP E. coli 0157 (incluyendo H7)
(Cuadro 1 y Figura 1).

En cuanto a la verificacion del método
VIDAS UP E. coli O157 (incluyendo H7),
los resultados demostraron un limite de de-
teccion de 1.5 £ 0.7 UFC/cm? de E. coli
0157:H7. No se observaron falsos positivos
ante la inoculacion de otra cepa de E. coli en
las muestras (Cuadro 2).

Prevalencia de E. coli O157:H7 y E. coli
Biotipo 1

Se encontr6 una prevalencia de E. coli
0157:H7 de 0.45%. Asimismo, las muestras
que no se encontraron conforme a lo esta-
blecido en la Resolucion 2905 de 2007, ratifi-
cada por laresolucion 2690 de 2015, presen-
taron recuentos de E. coli biotipo 1 genérico
mayores a 100 UFC/cm? y prevalencia de
0.89% (Cuadro 3); sin embargo, las concen-
traciones de E. coli biotipo 1 oscilaron entre
1 UFC/cm? y 758 UFC/cm? en las muestras
analizadas, y con presencia de E. coli en 54%
de las canales. El recuento se baso en la nor-
ma NTC 1325 quinta actualizacioén que indi-
ca como referencia <100 UFC/cm? (39, 40)
(NTC 1325,2008).

En cuanto a la muestra positiva para E.
coli O157:H7, 1a canal bovina correspondio
a una hembra de 3 afios proveniente del de-
partamento de Sucre (Cuadro 4). Las mues-
tras de E. coli biotipo 1 con recuentos su-
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Figura 1. Regresion lineal de estandarizacion de indculo de E. coli O157:H7

periores a 100 UFC/cm? correspondieron a
un macho de 3 afios y una hembra de 6 afios,
provenientes de los departamentos de Cesar
y Atlantico, respectivamente. Un alto porcen-
taje de las reses que fueron procesadas pro-
venian de los departamentos de Magdalena,
Atlantico y Cesar (46.4, 17.8 y 15.2%, res-
pectivamente). Ademas, un gran porcentaje
de las reses sacrificadas (78.1%) correspon-
dian a machos, de estos, (68.3%) de 3 afios
de edad, provenientes de los departamentos
de Magdalena, Cesar y Atlantico.

DiscusioN

En este estudio se evidencié que 54%
de las canales de bovino de 224 canales ana-
lizadas se encontro la presencia de E. coli
biotipo 1 genérica a partir de técnicas
microbiologicas tradicionales. La presencia
de este microorganismo en un alimento indi-
ca una contaminacion directa o indirecta de
origen fecal; no obstante, no constituye un
indicio directo de la presencia de un patoge-

no, sino que implica solamente un cierto ries-
go de que pudiera estar presente (Stevens et
al., 2003).

La determinacion de E. coli O157 se
realizd mediante la metodologia VIDAS® UP
E. coli 0157 (incluyendo H7), Vitek Inmuno
Diagnostic Assay System (bioMérieux), que
es un método establecido como rapido y de
rutina por su facilidad de ensayo, emplea
anticuerpos monoclonales o policlonales para
detectar microorganismos patdgenos y ha sido
adoptado por la Association of Oficial
Analytical Chemists (AOAC). Los resulta-
dos fueron confirmados a su vez por medio
del kit E. coli O157 Latex Test (Oxoid) para
la aglutinacion con suero anti-0157. El méto-
do VIDAS UP es mucho mas rapido y efec-
tivo que los métodos tradicionales para de-
tectar E. coli O157 (Fung, 2002; Law et al.,
2015).

El uso de esta metodologia para la de-
teccion de E. coli 0157 ha sido reportado en
diversas matrices; por ejemplo, en muestras
de quesos de leche cruda (Carvalho-Nunes
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Cuadro 3. Prevalencia de E. coli O157:H7 y E. coli biotipo 1 en canales bovinas en
plantas de beneficio del departamento del Atlantico, Colombia

Microorganismo Negativo Positivo
n (%) n (%)

E. coli O157:H7 223 (99.55) 1(0.45)

E. coli biotipo 1 222 (99.11) 2 (0.89)

n: Frecuencia absoluta; %: Frecuencia relativa

Cuadro 4. Prevalencia de E. coli biotipo 1 y E. coli O157:H7 en canales bovinas en
plantas de beneficio del departamento del Atlantico, Colombia por sexo y
departamento de procedencia (Colombia)

Hembra Macho
. E. coli E. coli E. coli E. coli
Procedencia H M i tipo 1 0157:H7 biotipo 1 O157:H7
(%) (%) -(%) +(n) -(0) +("%) -(%) +(%)

Atlantico 8 32 3.1 0.4 3.6 0 14.3 0 14.3 0
Bolivar 3 11 1.3 0 1.3 0 49 0 49 0
Cesar 0 34 0 0 0 0 14.7 0.4 15.2 0
Cérdoba 0 16 0 0 0 0 7.1 0 7.1 0
Magdalena 31 73 138 0 13.8 0 32.6 0 32.6 0
Norte de 1 0 0.5 0 0.4 0 0 0 0 0
Santander

Sucre 4 11 1.8 0 1.3 0.4 49 0 49 0
Total 47 177

H: hembra; M: macho; -: negativo; +: positivo

et al., 2014), en leche cruda y muestras de
menudo de pollo (Reuben et al., 2003). Asi
mismo, Elizaquivel-Barcenas (2009) compa-
16 tres kits comerciales para deteccion de E.
coli 0157, incluyendo el VIDAS UP, contra
una metodologia de qPCR (PCR en tiempo
real) demostrando una mayor especificidad
para la metodologia VIDAS UP, donde de-
tectd una cantidad inicial de 10 UFC en tanto
que fue de 100 UFC para qPCR.
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Alrealizar la estandarizacion de indculos
y verificacion de técnicas en este estudio se
pudo demostrar que la técnica VIDAS UP
es igualmente eficaz en cuanto a la especifi-
cidad a lo reportado por la literatura, ya que
se comprobo que la técnica detecta desde 1
UFC. Las ventajas de la PCR se cuestionan
para la deteccion de patogenos en alimentos,
ya que se puede detectar células muertas y
que su sensibilidad esta limitada por el tama-
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fio de la muestra en el tubo de reaccion. Es-
tas limitaciones se han abordado introducien-
do un paso de enriquecimiento previo a la
deteccion por PCR, lo que permite el creci-
miento de las células vivas y la recuperacion
de las células dafiadas, aumentando su nu-
mero y en consecuencia la sensibilidad en la
deteccion (Elizaquivel-Barcenas, 2009).

La identificacion de la presencia de E.
coli O157:H7 en carne vacuna de consumo
es un tema de gran impacto para la salud
publica a nivel mundial. Entidades como la
Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
reconocen al ganado bovino como el princi-
pal reservorio natural de esta cepa infeccio-
sa de E. coli, y a la carne fresca y la leche
cruda como los vehiculos mas comunes de
infeccion para el humano, principalmente el
consumo de carne molida mal cocida (OMS,
2015,2018).

Las condiciones de la cadena de pro-
duccion son diferentes de un pais a otro, lo
que se refleja en la prevalencia de E. coli
0157 en carne de bovino. En una revision
realizada en reportes del Centro para el Con-
trol y Prevencion de Enfermedades (CDC)
en los Estados Unidos, se hallaron 350 repor-
tes en 49 estados de brotes de la cepa de E.
coli O157:H7 entre 1982 y 2002, en los cua-
les se confirmo a la carne molida contamina-
da como el vehiculo de contagio en 41% de
los casos (Rangel et al., 2005). Por otro lado,
en Chile y Argentina se ha reportado amplia-
mente la presencia de esta cepa en carne
vacuna para consumo, mayormente en car-
ne molida, debido al mayor riesgo de infec-
cion durante las fases de procesamiento
(Brusa et al.,2009; Masana et al., 2010; Jure
etal.,2015; Cap et al.,2019). Asimismo, en
un estudio realizado en México se identifico
E. coli O157:H7 en el 2.6% de las muestras
de canales bovinas (Reyes-Rodriguez et al.,
2013), mientras que, en Lima, Peru, se aislo
E coli. O157:H7 en 1.54% de 195 muestras
de carne molida fresca obtenida de diferen-
tes mercados de abastos de la ciudad (Méndez
etal.,2013).

En Colombia no se ha determinado una
prevalencia concreta de E. coli O157:H7 en
carne bovina; sin embargo, Mattar y Vasquez
(1998) indicaron una incidencia en bovino
sanos de 6.5%, comprobando que el ganado
sano es efectivamente un reservorio de este
agente de importancia para la salud publica.
Dadas estas cifras, la investigacion para de-
terminar la presencia de E. coli O157:H7 se
ha convertido en un area de investigacion
importante para los implicados en el sector
de produccion bovina; sin embargo, el estu-
dio de Rugeles et al. (2010) y el presente, si
bien determinan una baja presencia de E. coli
O157:H7, también son indicativos que estas
cifras han disminuido notablemente con el
paso de los afios, posiblemente, por la
implementacion de politicas publicas que han
impactado en los procesos de calidad al inte-
rior de las plantas de beneficio del pais. No
obstante, cabe indicar que 81% de las plan-
tas de beneficio en Colombia son propiedad
de los municipios y operan sin consultar la
normatividad, ni los factores ambientales, sa-
nitarios y de mercado que los haga viables;
por tanto, no cumplen los requisitos ambien-
tales, ni sanitarios y de ellos, 41% sacrifica
en el piso (Acero et al., 2013).

CONCLUSIONES

e Latécnica VIDAS UP aporta una alter-
nativa con alta sensibilidad y especifici-
dad de acuerdo con lo reportado por la
literatura y lo encontrado en este estu-
dio. Ademas, presentd un desempefio
optimo en las matrices carnicas evalua-
das.

e Se encontrd una baja prevalencia de E.
coli O157:H7; sin embargo, ante la pre-
sencia de esta cepa patdgena en el de-
partamento del Atlantico, se debe forta-
lecer su vigilancia, extendiéndola a
expendios y distribuidores.

e En el 54% de las canales de bovino se
evidenciod E. coli biotipo 1 generica.

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(3): 18476
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