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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos, constituyen un problema importante a nivel
internacional. Entre las principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos se

encuentran E. coli y Salmonella spp que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae.

Escherichia coli es un componente normal de la flora del intestino grueso de los animales y
el hombre clasificada en cinco serotipos. Para el caso de salmonelosis, es una enfermedad
muy comun que se presenta tanto en casos esporadicos como en brotes. Se puede clasificar
en tres grupos principales. De 2703 muestras de carne de res analizadas utilizando la técnica
PCR, dieciocho muestras resultaron positivas para el género Escherichia coli productora de
Shiga Toxina (STEC), equivalente a 0.7 % de prevalencia.

Los procesos de manufactura que posiblemente estén implicados en la contaminacion de la
carne por E. coli y Salmonella spp, no se demuestra relacion con las muestras positivas. El
evento presentado con mayor frecuencia (3) corresponde a la vestimenta en mal estado.

Los resultados sobre el analisis microbioldgico practicado durante el proceso de algunos
puntos importantes como posibles fuentes de contaminacion de la carne, dan una frecuencia

cero, y no pueden asociarse a la presencia de E coli (STEC) en la carne.

Con el propésito de garantizar inocuidad y calidad, ademas de prevencién de enfermedades
humanas trasmitidas por los alimentos de origen animal; la educacién, la divulgacion en
funcion de buenos hébitos locales de consumo, el control ante y post-mortem en las plantas

de beneficios desempefian un importante papel en el contexto de la seguridad alimentaria.



INTRODUCCION

Aunque los peligros bioldgicos pueden presentarse en cualquier etapa de la cadena
alimentaria, la carne bovina ha sido vista tradicionalmente como la responsable de una
proporcion significativa de enfermedades humanas de origen alimentario como consecuencia
de errores en los procedimientos de manipulacién o procesado, lo que conlleva a
enfermedades transmitidas por los alimentos a los seres humanos. La deteccion de dichos
errores, su rapida correccion y su prevencion en el futuro son los objetivos que se persiguen

en cualquier sistema de produccion de alimentos para garantizar higiene y calidad en ellos.

Entre las bacterias que pueden sobrevivir en los alimentos y que conservan una patogenicidad
elevada esta especialmente la familia Enterobacteriaceae, en las cuales el género Salmonella
spp puede producir diferentes tipos de desarreglos gastrointestinales, infecciones e
intoxicaciones, por lo que su presencia en los alimentos continda siendo un problema
mundial. Asi mismo, las personas al consumir carne de bovino contaminada con Escherichia
coli pueden desarrollar una serie de sintomas y sindromes que pueden poner en peligro la

vida de los seres humanos.

Debido a que son patégenos muy importantes para la salud publica, es necesario realizar la
determinacion de estas bacterias en carne de res, y asi tomar las medidas de correccion
correspondientes que ayuden en el control de estos agentes; de igual manera sobre la
manipulacion de la carne que puede ser un vehiculo transmisor de las mismas a los seres

humanos.



ANTECEDENTES

En la Conferencia Internacional FAO/OMS sobre Nutricion, celebrada en Roma en 1992, se
reconocio que los alimentos contaminados representan la fuente de enfermedades
transmisibles y no transmisibles que causan sufrimientos a millones de personas en todo el
mundo. La Organizacién Mundial de la Salud ha notificado que cada afio los siete agentes
patégenos principales (Campilobacter jejuni, Clostridium perfringens, E. coli 0157:H7.
Listeria monocytogenes, Salmonella spp, Staphylococcus aureus y Toxoplasmodium gondii)
causan entre 3,3 y 12, 3 millones de casos de infeccidon solamente en los Estados Unidos, lo
que da lugar a pérdidas econémicas de entre 6 500 y 34 900 millones de dolares EE.UU.
(Rodriguez, A., et al. 2005)

La carne bovina ha sido vista tradicionalmente como la responsable de una proporcion
significativa de enfermedades humanas de origen alimentario, en afios recientes, estudios de
vigilancia humana de patdgenos especificos de origen carnico demuestra que Escherichia
coli 0157:H7, Salmonella spp; Campylobacter spp. y Yersinia enterocolitica, estan presentes

en enfermedades trasmitidas por los alimentos (FAO, 2007).

Escherichia coli es una bacteria que habita normalmente en el intestino del hombre y
animales de sangre caliente, y desempefia un importante papel en la fisiologia del intestino.
La distribucion en el ambiente esta determinada por su presencia en el intestino. Por ser un
habitante regular y normal del intestino se usa desde hace un siglo como ““el mejor” indicador
de contaminacion de los alimentos con materia fecal. En este caso indica la contaminacion
con bacterias perjudiciales o patogenas para el hombre que tienen un habitat comun, por

ejemplo, Salmonella. (Michanie, S., 2003).

Desde 1982 E. coli esta asociada a alimentos causantes de brotes de diarrea en EE.UU, y més
tarde en Japon y otros paises. La carne bovina fue el alimento involucrado con mayor
frecuencia en brotes de E. coli en los EE.UU; y las hamburguesas poco cocidas el alimento

mas frecuente. (Michanie, S., 2003).



En el caso de Nicaragua, en el trabajo sobre “Analisis epidemioldogico de E. coli y STEC
detectada en carne bovina”, los resultados demuestran una prevalencia de 1.19% en la carne

procesada en el Matadero San Martin. (Murillo y Ramirez 2015).

Dabroy en su trabajo “Determinacion de Escherichia coli O157:H7 en carne molida de res
en Guatemala”; de veinticinco muestras analizadas solo en una muestra determind la
presencia de Escherichia coli O157:H7, lo que indica un 4% de prevalencia. (Dabroy, C.
2014)

Baeza en su trabajo “Aislamiento y caracterizacion de cepas de Escherichia coli productora
de shigatoxina de carne vacuna nacional e importada”; en el analisis de 304 muestras de carne
usando la técnica PCR multiple el 6,6% (20/304) fueron positivas para STEC; de ellas 3,4%
(3/87) corresponden a carne bovina nacional y 7,8% (17/217) a carne bovina importada.
(Baeza, C., 2014).

En un estudio realizado en Peru por Méndez, de las 195 muestras de carne fresca molida de
bovino analizadas, el 87.18% (170) fue positivo para Escherichia coli; del total de muestras
el 1.54% (03) presento E. coli 0157:H7. (Méndez, C. R, et al. 2013).

Un estudio llamado “primer aislamiento de Escherichia coli non O157 productor de toxina
shiga en carnes bovina en Venezuela”, se analizaron 35 muestras de carne molida, de las
cuales 2 mostraron contaminacién por STEC non O157 correspondiente a 5.71% de
prevalencia. (Cardozo, L., et al. 2012).

De igual manera, en Venezuela, Bravo analiz6 95 muestras de carene de res molida, sélo tres
de ellas fueron confirmadas como E. coli O157:H7 productoras de toxina Shiga arrojando
una prevalencia de (3,15%). (Bravo, V. J. B., & de Bastardo, L. V. 2002).

En Monterrey, México, Para la deteccion de E. coli O157:H7 mediante PCR en carne fresca
de res, de 40 muestras de corte tipo americano se detectaron 2 positivas equivalente a 5% de
prevalencia. (Lépez, R. A. T., et al 2009).



En Brasil un estudio titulado “Deteccion, caracterizacion serologica de Escherichia coli
aisladas de carne de ternera, entera y picada”, se aislaron 52 cepas de E. coli enteropatogénica
(EPEC), ocho cepas de E. coli enteroinvasiva (EIEC) y una cepa de E. coli enterohemorragica
(EHEC). (Kasnowski, C. M., et al. 2008).

En estudios realizados en Argentina, Roldan reporté una prevalencia de 1.2%, en las que se
aislo STEC O157:H7 en 3 de las 250 muestras de carnes de res para hamburguesas (Roldan,
M. L., et al. 2007). Asi mismo en los resultados reportados por Marzocca en el que aislo E.
coli O157: H7 en 1 de las 37 muestras de carne picada fresca, la prevalencia correspondia a
2,7% (Marzocca, M., et al. 2006).

En un estudio que lleva por nombre “Deteccion de Escherichia coli 0157: H7 en canal bovina
y productos cérnicos en el departamento de Cérdoba”, Argentina, los resultados mostraron
una frecuencia de aparicion de Escherichia coli 0157: H7 de 2% en canales bovinas y 10%
en carne molida. (Piedrahita, D., et al. 2001).

En EE.UU. E. coli productor de toxina Shiga es el causante de diarrea en 72.000 habitantes
por afio, de los cuales el 5%, evolucionan a SUH. En dicho pais, en el afio 2002 el nimero
de casos fue de 1,7/100.000 habitantes, registrandose que mas del 50% de los brotes de origen

alimentario fue debido a carne de res picada. (Serrano, P. H. 2005).

Una prevalencia 3.8 % refleja Michanie en sus resultados sobre los hallazgos de Escherichia
coli 0157: H7 en carne picada sobre muestras tomadas en carnicerias (Michanie., 2003). En
un estudio anterior del mismo autor, sobre un total de 42.340 muestras de carne cruda picada
tomada entre 1994-2002, se encontr6 un 0.5 % positivas a E.coli O157:H7 en productos de
importacion y de venta al detalle en muestras de plantas con inspeccién federal y estadual
(Michanie, S. 2003).



Entre el posible origen de contaminacion de la carne, en un estudio realizado en varios
frigorificos de EE.UU, se encontro una prevalencia para E.coli 0157:H7 del 28 % en materia
fecal de bovinos antes del sacrificio. Once % de los cueros y 43 % de las carcasas antes de la
evisceracion estaban contaminados; de estos solo el 18 % mostré contaminacion luego de la

evisceracion y un 2 % de los recortes fueron positivos a la bacteria. (Michanie, S. 2003).

Al igual que E. coli, salmonella spp puede ser transmitido del contenido intestinal y piel de
los bovinos a las canales durante el proceso de sacrificio y faenado (Barkocy-Gallagher et
al., 2003). El género Salmonella spp tiene una alta patogenisidad, puede producir diferentes
tipos de desarreglos gastrointestinales, infecciones e intoxicaciones, por lo que su presencia

en los alimentos continda siendo un problema mundial. (Torrez, M., et al. 2013).

Los resultados de estudios realizados sobre la epidemiologia de Salmonella spp en carne
bovina en América Latinay el Caribe en el periodo 1995-1999, reflejan que Salmonella spp
fue el segundo agente causal méas importante (35,3%) de brotes de enfermedad transmitida
por alimentos (ETA). (Besse, N. G., et al. 2006).

En Meéxico, el trabajo desarrollado por Ballesteros donde se analizaron 100 muestras de carne
de res molida, Se aislé el patdégeno por métodos convencionales y se confirmé por PCR,
encontrandose Salmonella spp en el 16% en las muestras estudiadas. (Nayarit-Ballesteros,
N., et al. 2016).

En el estudio realizado por Rubio, de un total de 90 muestras de carne de res que fueron
recolectadas y analizadas mediante PCR dio como resultado que 8.89 % de las muestras

fueron positivas para Salmonella spp. (Rubio Lozano, M. S., et al. 2013)

Asi mismo en México, en el trabajo hecho por Garcia, “Deteccion de salmonella spp en
canales de bovinos mediante PCR”, se tomaron sesenta muestras de canales recogidas en un
rastro municipal y se obtuvieron dos muestras positivas (1,6%). (Garcia Lopez, E., et al.
2009).



En contraparte a la prevalencia de salmonella spp reportada en canales de bovinos por Garcia,
Pérez aisld Salmonella spp en 15.4% del total de sus muestras a partir de canales bovinas,
algo muy similar a la reportada por Ballesteros (Pérez, J. 2012). Resultados similares se
reportan en el estudio realizado en un rastro municipal del estado de Hidalgo, en el que se

aislo Salmonella spp en 11% de las muestras. (Hernandez, S., et al. 2007).

En Colombia, en el estudio “Determinacion de Salmonella spp por PCR en canales de
bovinos en Monteria, Cordoba” realizado por Edna, reportd una prevalencia de 1,8% (Edna,
etal. 2008). Y en estudios previos realizados por Yanez, en Monteria, report6 una prevalencia

de 10.3% para Salmonella spp en carne bovina (Yanez, E., et al. 2008).

En Buenos Aires, Argentina; Aliverti en su estudio de un total de 92 muestras de carne de
res molida fresca, obtuvo 13 aislamientos confirmados para Salmonella spp dando un 14%

de prevalencia para este agente. (Aliverti, V., 2012).

Durante el periodo 1993-2002 ocurrieron en Argentina 60 brotes de salmonelosis que
produjeron 889 enfermos y 4 muertos. El 6,7 % de los brotes fue causado por Salmonella
serovariedad Enteritidis. (Besse, N. G., et al. 2006)

Los resultados obtenidos en el estudio “Salmonella en bovinos faenados, Mendoza —
Argentina”’; de 100 muestras de flancos de canales en el 18% se aislo Salmonella spp. (Curi
de Montbrunl, Sara., et al. 1972)

En Estados Unidos de América la prevalencia de Salmonella spp en canales de bovino ha
sido reportada desde 1.4 al 58.0% en la etapa de pre-evisceracion y antes de la aplicacién de
intervenciones antimicrobianas (Beach et al., 2002; Bosilevac et al., 2009; Sofos et al.,
1999a).

Segin la OMS, en Canadéa la Salmonelosis alcanza 7.000 casos anuales y su distribucion
segun el lugar de consumo de los alimentos contaminados fue domiciliario (41,7%),
restaurantes (31,5%) y comedores institucionales (25,8%) (OMS, 1998).



JUSTIFICACION

El motivo por el cual se desarrollé este estudio era para determinar la prevalencia y las fuentes
de infeccion por las bacterias Escherichia coli y Salmonella spp en carne bovina procesada
en un matadero de Nicaragua. El estudio permite comprender si la aparicion del problema es
de manera ascendente o descendente. Asi mismo, los resultados del estudio se pueden utilizar
para aplicar medidas que ayuden a prevenir este problema desde las plantas procesadoras de
carne bovina, llevando un mejor control de las pruebas y de las medidas de higiene que
contribuyan a disminuir el indice de estas enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)

a los seres humanos.

Los resultados de este estudio son un referente para los profesionales de medicina veterinaria
y estudiantes que deseen desarrollar nuevos estudios afines. Al mismo tiempo los datos
obtenidos se podran usar como referentes por otras plantas procesadoras de carne del pais y
la region, lo que ayudara a tomar con responsabilidad este problema.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el matadero donde se realiz6 este estudio a diario se faena gran cantidad de bovinos, cuyas
canales y visceras deben pasar una rigurosa inspeccion veterinaria con el fin de evitar que

agentes infecciosos y no infecciosos lleguen al consumidor.

La carne bovina es un alimento muy consumido a nivel nacional e internacional pero en el
proceso de produccion existen puntos criticos que ponen en riesgo la higiene e inocuidad de
la carne en los cuales se puede dar la contaminacion de las canales con material fecal de los
bovinos y principalmente con bacterias como son E.coli y salmonella spp que son
enterobacterias de los bovinos y también de los seres humanos.

Las malas practicas de manufactura por parte de los operarios también expone la carne
producida en el matadero a contaminaciones que pueden poner en riesgo la salud del

consumidor por esta razon se le debe de dar la suficiente atencion a este proceso.
Después de todo lo antes mencionado con estas situaciones el matadero queda propenso a

sanciones, indemnizaciones y hasta el posible cierre de la planta por falta de higiene e

inocuidad en el producto que ellos expenden.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar de la carga microbioldgica de Escherichia coli y Salmonella spp en carne bovina
procesada en el matadero San Martin usando la técnica diagnostica PCR en el periodo enero
a diciembre 2016.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Conocer la carga microbioldgica de Escherichia coli y Salmonella spp, patdgenas para el
hombre que pueden estar presentes en la carne bovina procesada en el matadero San
Martin.

2. ldentificar las posibles fuentes de contaminacion bacteriana de la carne bovina desde la
produccion primaria hasta la distribucion para comercializacion del producto final.

3. Comprobar el cumplimiento de las medidas higiénico sanitarias durante el faenado de

bovinos en el Matadero San Martin que garantizan la inocuidad del producto segun

normas internacionales.
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MARCO TEORICO.

ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), constituyen un problema cada vez méas

importante a nivel internacional, esto se debe al intercambio comercial y al intenso
movimiento de las personas, Segun la Organizacion Mundial de la Salud, entre un 70 y un
80 % de los casos de diarrea que se producen se deben a la ingestion de alimentos
contaminados, constituyendo actualmente un desafio, puesto que se desconoce su real
incidencia. Esta situacién ha sido reconocida como el problema de salud publica mas
extendido en el mundo actual, y como una causa importante de disminucion de la
productividad y grandes pérdidas economicas que afectan a paises, empresas Yy

consumidores. (Morales Cardona, M., et al. 2011).

Con el propdsito de garantizar inocuidad y calidad, ademas de prevencion de enfermedades
humanas trasmitidas por los alimentos de origen animal; la educacion, la divulgacién en
funcion de buenos habitos locales de consumo, el control ante y postmortem en las plantas
de beneficios de productos de origen animal desempefian un importante papel en el contexto

de la seguridad alimentaria (Moreno, M., 2005)

Entre las principales causas de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se encuentran
E. coli y salmonella spp. A nivel mundial, Escherichia coli productor de shigatoxina (STEC)
es un patdgeno zoon6tico emergente de importancia en salud publica, el cual ha sido asociado
a brotes de infeccion transmitidos por alimentos (ETA). Clinicamente STEC puede producir
cuadros de diarrea aguda, colitis hemorragica (CH) y Sindrome hemolitico urémico (SHU),

afectando principalmente a nifios menores de 5 afios. (Baeza, C., 2014).

Entre los primeros brotes merece mencionarse el producido por el consumo de hamburguesas
poco cocidas en una cadena de comidas rapidas en los EE.UU., en 1993. Este brote produjo

700 enfermos, 4 muertos y tuvo un costo de 110 millones de ddlares. (Michanie., 2003).

Para el caso de salmonelosis, es una enfermedad muy comudn que se presenta tanto en casos

esporadicos como en brotes, que afecta a miles de personas a nivel mundial. En los paises
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que tienen sistema de notificacion, el nimero de brotes ha aumentado de modo considerable
en los dltimos afos; este aumento se debe a una mejor notificacion. (Acha, P. N., & Szyfres,
B. 2001).

Las infecciones causadas por Salmonella spp en humanos y animales representan un
problema mayor de salud publica en todo el mundo. Algunos serotipos como S. Typhi y S.
dublin estan altamente adaptados a humanos, lo que agrava el problema. (Pérez Montafio, J.
A. 2012).

En E.E.U.U. se estima un millén de casos anuales de enfermedad por Salmonella no tifoidea
(11% del total reportado) y son la principal causa de hospitalizaciones (35% del total) y de
muertes (28% del total) (Scallan et al., 2011)

ESCHERICHIA COLI COMO AGENTE CAUSAL DE DIARREA ENTEROPATOGENA:

Etiologia

Escherichia coli forma parte de la familia Enterobacteriaceae. E. coli es un componente
normal de la flora del intestino grueso de los animales homiotérmicos, incluido el hombre.
E. coli es un bacilo gramnegativo, mévil o inmdvil, anaerobio facultativo. (ACHA, P. N., &
SZYFRES, B. 2001). Estan muy difundidas en la naturaleza y se encuentran corrientemente
en el tracto intestinal del hombre y los animales. (Palomo, D., & Horacio, C. 2014).

Las cepas patdgenas, que causan enfermedad entérica, se agrupan en cinco categorias: a)
enterohemorragica (ECEH), b) enterotoxigena (ECET), c¢) enteroinvasora (ECEI), d)
enteropatogena (ECEP), e) “enteroagregativa” (ECEA) y f) con adherencia difusa. Estas dos
ultimas aun no estan bien definidas, Estas categorias difieren en su patogenia y propiedades
de virulencia, y pertenecen a un grupo distinto de serotipos O:H. Asimismo son diferentes

los sindromes clinicos y las pautas epidemioldgicas (Benenson, A. S. 1993)

La E. coli enterohemorragica O157:H7 (EHEC): Su nombre se origina del antigeno somatico

[O] 157 y el séptimo antigeno flagelar [H]. El antigeno [O] se deriva de la pared celular y el
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[H] del flagelo; este ultimo se encuentra solo en especies moviles. (Calvo, J. C. B., et al.
2016).

Las toxinas shiga-like (Stx) son el principal factor de patogenicidad de E. coli O157:H7. Las
Stx de E. coli son una familia de proteinas citotoxicas para células eucariotas que expresan
el glicolipido receptor globotrioacilceramida (Gb3). La capacidad para producir toxinas
shiga-like fue adquirida a partir de bacteriéfagos, presumiblemente directa o indirectamente
de shiga-like (Calvo, J. C. B., et al. 2016)

Tabla 1. Principales serogrupos de Escherichia Coli considerados enteropatégenos

Grupo Abreviatura . Serotipos

E. coli enteropatégena ECEP 026, 055, 086, 0111, 0119, 0125, 0126, 0128, 0142

E. coli enteroinvasiva ECEI 028ac, 029, O112ac, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, 0164,
0167, 0173

E. coli enterotoxigénica ECET 06, 08, 015, 020, 025, 027, 068, 077, 078, 0114, 0115,
0126, 0128, 0139 0148, 0153, 0159, 0167

E.coli enterohemorragica: | ECEH 04, 026, 045, 055, 0111, 0128, 0145, 0157

(Vicario Gonzélez, N. 2013).

Desde el punto de vista de las zoonosis, la categoria mas importante es la enterohemorréagica,

que es también la més severa. (Patrick R. Murray, 2007)

E. coli enterohemorréagica (ECEH). Esta categoria fue reconocida por Riley en 1983. El
principal agente etioldgico de esta colibacilosis es E. coli 0157:H7. Desde su reconocimiento
hasta el presente esta categoria ha constituido un problema de salud publica en los Estados
Unidos y Europa, que se agudizo por un brote entre el 15 de noviembre de 1992 y el 28 de
febrero de 1993, en el estado de Washington y en otros estados del oeste de los Estados
Unidos se enfermaron 470 personas, y 4 murieron (3 en el estado de Washington y uno en
San Diego, California) (Spencer, R. J., & Chesson, A. 1994).

Las cepas de E. coli enterohemorréagica son las cepas que causan con mayor frecuencia

enfermedad en los paises desarrollados. Se estima que estas bacterias producen 73.000
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infecciones y 60 muertes al afio en EE.UU. La ingestion de un inoculo que contenga menos
de 100 bacterias puede producir la enfermedad. La gravedad de la enfermedad producida por
ECEH varia desde una diarrea leve y no complicada hasta una colitis hemorragica con dolor
abdominal grave, diarrea sanguinolenta, sin fiebre o con febricula. Se han aislado més de 50
serogrupos de ECEH; sin embargo, se cree que la mayoria de los causantes de enfermedad

en el ser humano en EE.UU. pertenecen al serotipo 0157:H7. (Patrick R. Murray, 2007)

Patogenia

E. coli enterohemorragica afecta el intestino grueso del hombre inicialmente se presenta con
una diarrea acuosa seguido de diarrea sanguinolenta (colitis hemorragica) con espasmos
abdominales; sin fiebre o con fiebre; puede progresar a sindrome hemolitico urémico (SHU),
mediada por las toxinas shiga (Stx-1, Stx-2) que interrumpe la sintesis de proteinas; lesiones
U/B con la destruccién de la microvellosidad intestinal que da lugar a la disminucion de la

absorcion y por lo consiguiente diarrea. (Patrick R. Murray, 2007)

Presentacion en los animales.

Una pequefia proporcién del ganado bovino en un hato puede ser responsable de la liberacion
de mas del 95% de las bacterias. A estos animales, que se denominan super-propagadores,
estan colonizados en el recto terminal, y pueden permanecer infectados durante mas tiempo

que otros bovinos. (Palomo, D., & Horacio, C. 2014).

A raiz de los brotes en los Estados Unidos se realizaron estudios para evaluar la tasa de
infeccion en bovinos. El agente se aislo solo de 25 terneras lactantes de las aproximadamente
7.000 examinadas en 28 estados. Este estudio revelé que el agente esta ampliamente
distribuido en los Estados Unidos, pero la tasa de animales que alberga este serotipo es baja.
La prevalencia de rebafios infectados se estima en aproximadamente 5%. En el estado de
Washington, entre 5 y 10% de los rebafios albergan E. coli O157:H7. (Spencer, R. J., &
Chesson, A. 1994).

Estudios en ganado bovino revelan que E.coli O157:H7 es transportado en el tracto
gastrointestinal, méas frecuentemente en terneros y en novillos que en ganado adulto. (Mattar,

S., et al. 2001). Un estudio realizado en Colombia en bovinos sanos, reportd una incidencia
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de 6.5%; este hecho indica la necesidad de potenciar medidas higiénicas en los sitios de
sacrificio de los animales. (Mattar, S., et al. 2001). El ganado lechero especialmente los
animales jovenes han sido implicados como reservorio de E.coli O157:H7. (Chapman, P. A.,
1993)

La enfermedad en el hombre.

El periodo de incubacion es de 2 a 9 dias. La enfermedad puede manifestarse desde una
diarrea leve hasta una colitis hemorragica severa, con fuertes dolores abdominales, con poca
o0 ninguna fiebre. Al principio la diarrea es acuosa, después se vuelve hemorragica, ya sea
con trazas de sangre o deposiciones muy hemorrégicas. La duracion de la diarrea es de cuatro
dias en promedio, y alrededor del 50% de los pacientes tienen vomitos. En mas del 95% de
un gran numero de casos esporadicos registrados hubo diarrea hemorrégica. (Griffin, P. M.,
& Tauxe, R. V. 1991).

Los serotipos de ECEH, como E. coli O157:H7 producen diarrea que puede ser desde leve y
no hemorragica hasta altamente hemorragica. Entre el 2 % y el 7 % de los enfermos
desarrollan el sindrome hemolitico urémico (SUH), que puede ser mortal y se caracteriza por
insuficiencia renal aguda y anemia hemolitica. La infectividad de las cepas de ECEH es
sustancialmente mayor que la de otras cepas: tan solo 100 bacterias pueden causar una

infeccion. (Vicario Gonzéalez, N. 2013).

La infeccién por E. coli O157:H7 se teme sobre todo por sus complicaciones. Una de ellas
es el sindrome hemolitico-urémico, que en los nifios es la principal causa de deficiencia renal
aguda y frecuentemente requiere de dialisis y transfusiones. Otra complicacion es la purpura
trombocitopé-nica trombdtica, caracterizada por trombocitopenia, anemia hemolitica,
azotemia y fiebre, asi como manifestaciones neuroldgicas que dominan el cuadro clinico y

trombosis de las arteriolas terminales y capilares. (Griffin, P. M., & Tauxe, R. V. 1991).

El sindrome urémico hemolitico (SUH) tambien incluye convulsiones, coma, apoplejia,

perforacion del colon, pancreas e hipertension. Aproximadamente el 15% de los casos
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presenta una evolucion temprana de dafio renal cronico; un pequefio numero de ellos, con

sindrome urémico hemolitico, puede ser recurrente. (Calvo, J. C. B., et al. 2016)

La muerte puede ocurrir en el 3% al 5% de los pacientes aquejados de SHU, y pueden quedar
secuelas graves (p. €j., insuficiencia renal, hipertension, manifestaciones del SNC) en hasta
el 30% de los pacientes. (Patrick R. Murray, 2007)

Distribucién geogréfica y presentacion en el hombre.

La infeccion fue reportada por primera vez en EE.UU., el brote de Colitis Hemorragica (CH)
y fue producido por un ECEH del serotipo O157:H7 no fermentador de sorbitol. Desde
entonces ha sido responsable de al menos 26 brotes epidémicos de CH, los cuales tuvieron

lugar en su mayoria en EE.UU., Canada y Gran Bretafia. (Mattar, S., et al. 2001)

En Argentina el SUH es endémico; es el pais con mayor incidencia de SUH a nivel mundial
(13,9/100000 nifios menores de 5 afios). La enfermedad esta distribuida en todo el pais, pero
la frecuencia es mayor en las provincias del centro y sur. En Canada, la incidencia de las
infecciones por E. coli O157:H7 es de 5,3/100.000 habitantes. (Serrano, P., H. 2005).

Entre 1987 y 1991 en poblacion es de mas de 7.5 millones en Alberta (Canadd) y Escocia, se
establecieron 1773 casos de infeccién por E.coli O157 verotoxigénica; 115 casos de SUH y
24 muertes, el consumo de carne fue la fuente mas comdnmente implicada 66%. (Mattar, S.,
et al. 2001)

En 1993 se presentaron otros 17 brotes. Actualmente la notificacidn de casos es obligatoria
en 18 estados de los Estados Unidos. En el estado de Washington se estima que anualmente
hay 8 casos por 100.000 habitantes (aproximadamente la misma incidencia que de
salmonelosis) Se puede concluir que la presentacion es mundial. (ACHA, P. N., &
SZYFRES, B. 2001).

El serotipo O157:H7 se ha aislado también Africa del Sur, Alemania, Argentina, Australia,
Bélgica, la antigua Checoslovaquia, China, Holanda, Irlanda, Italia y Japon. (Griffin, P. M.,
& Tauxe, R. V. 1991).
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Fuente de infeccion y modo de transmision.

Los rumiantes en general y el ganado vacuno en particular, han sido sefialados como los
principales reservorios del patdgeno, y el incremento de las infecciones de E.coli O157:H7
durante afios anteriores nos indica que una infeccion epizodtica estd ocurriendo en los

reservorios animales. (Mattar, S., et al. 2001)

Las E. coli enteropatogenas son microorganismos entéricos donde las personas y el ganado,
son el reservorio y principal fuente importante de cepas de ECEH. Una amplia gama de
alimentos pueden ejercer de vehiculo para la E. coli patdgena, entre los ejemplos de alimentos
contaminados se encuentran: carne cruda o mal elaborada (carne fermentada, carne molida

mal cocida, etc.). (Vicario Gonzalez, N. 2013)

En los cuartos frios el nimero de E.coli O157:H7 en la carne permanece virtualmente
constante, sin embargo la bacteria puede multiplicarse muy lentamente a temperaturas bajas
como 25°F; si la carne infectada no es fuertemente cocida a 155 6 160°F el microorganismo

permanece viable e infeccioso. (Mattar, S., et al. 2001)

E. coli O157:H7 puede sobrevivir en heces de bovino por un periodo largo y mantener la
habilidad para producir toxinas; a 37°C sobrevivid por 42 - 49 dias, a 22°C por 49 - 52 dias
y a 45°C por 63 - 70 dias a pesar que el porcentaje de humedad sea bajo; esto permite concluir
que las heces de bovino son un vehiculo potencial de transmision de E. coli O157:H7 para

ganado, alimentos y el ambiente. (Wang, G., et al. 2009)

El microorganismo presente en el intestino del ganado contamina inicialmente la carne por
contacto con las heces durante el sacrificio y la subsiguiente exposicion a la bacteria en los

productos carnicos. (Mattar, S., et al. 2001)

La excrecion de bacterias del serotipo O157:H7 por el ganado bovino y la prevalencia de
contaminacion de los productos derivados ocurre mayoritariamente durante los meses
calidos, lo que podria ser la causa de que la mayor frecuencia de infeccién del ser humano
ocurra durante esa época del afio. (De Vigilancia, E. D. B. . 2014)
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Es importante destacar que la dosis infectiva capaz de ocasionar enfermedad por parte de este
grupo bacteriano es muy baja. Algunos estudios epidemioldgicos indican que tan pocas
células de E. coli O157:H7, como entre 10 a 100 UFC, son suficientes para producir
enfermedad, lo cual posibilita la contaminacion de persona a persona. (Del Castillo, L. L.
2015)

INTOXICACION ALIMENTARIA POR SALMONELA SPP

Generalidades

Estas bacterias pueden resistir la deshidratacion durante un tiempo muy prolongado, tanto en
las heces como en alimentos para consumo humano o animal. Asimismo, pueden sobrevivir
varios meses en salmuera con 3% de sal y se inactiva a concentraciones del 9%, también
sobrevive sobre todo en productos con un elevado contenido de proteinas o grasas, como
salchichas saladas; también resisten el ahumado. (Mancha, J. S., et al. 1988). En la actualidad
se conocen unos 2.200 serotipos, clasificados sobre la base de los antigenos somaticos O,
flagelar H y capsular VI descubiertos hasta la fecha. (Acha, P. N., & Szyfres, B. 2001).

Desde el punto de vista epidemioldgico, Salmonella spp, se puede clasificar en tres grupos
principales. El primer grupo comprende Salmonella typhi y paratyphi A y C, que infecta s6lo
al hombre y se propagan en forma directa o indirecta de una persona a otra. El segundo grupo
incluye serovariedades adaptadas al huésped, como por ejemplo Salmonella dublin en
bovinos, siendo algunos de este grupo patégenos también para el hombre. El tercer grupo
estd formado por la mayoria de las serovariedades de Salmonella spp., sin ninguna
preferencia en particular por el huésped, que infecta al hombre y a los animales. En este grupo
estan los principales agentes de la salmonelosis que ocurre hoy en dia. (OMS, 1988).
Etiologia

El género Salmonella spp pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Esta constituido por
bacilos gram-negativos, moviles (con algunas pocas excepciones), Con excepcion de los

serotipos gallinarum y pullorum los demas serotipos son mdviles por medio de flagelos
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anaerobios facultativos. Las salmonelas se desarrollan entre 8 y 45 °C yaun pH de 4 a 8. No

sobreviven a temperaturas mayores de 70 °C. (Acha, P. N., & Szyfres, B. 2001).

Caracteristicas

La salmonelosis es causada por una gran cantidad de especies de Salmonella. Se caracteriza
por uno 0 mas de tres signos (septicemias, enteritis aguda que puede convertirse en crénica).
La enfermedad es vista en todos los animales y ocurre a nivel mundial. Los animales son a
la vez importantes como reservorios de la infeccion humana. Cualquier alimento susceptible
de contaminacion de origen fecal puede transmitir la infeccion, la dosis infectiva suele ser
muy elevada y depende de la virulencia de la cepa. Por esto, en la mayoria de los casos es
necesario un periodo de multiplicacion en el alimento antes de su consumo para alcanzar la
dosis infectiva, (Eley A., 1994).

Para que su crecimiento sea 6ptimo, Salmonella spp necesita de un pH entre 6,6 y 8,2, las
temperaturas mas bajas a las que se ha sefialado su existencia de crecimiento son de 5,3 a 6,2
grados centigrados. Salmonella spp es el grupo mas complejo de todas las enterobacterias
con mas de dos mil cuatrocientos serotipos descritos en el esquema Kauffman White,
determinados por la composicion de los antigenos somaticos (O), flagelares (H), o de
superficie. . (Parra, M., et al. 2002).

Patogenia

Después de ser ingeridas y de pasar a través del estbmago, las salmonelas son capaces de
invadir y de replicarse en las células M (micropliegues) que se localizan en las placas de
Peyer de la region terminal del intestino delgado. Tipicamente estas células transportan
antigenos de cuerpos extrafios hasta los macrofagos subyacentes para su eliminacion. La
unién a las células M esta mediada por las fimbrias especificas de especie.

Las membranas onduladas rodean y engullen a las salmonelas, lo que permite su replicacion
intracelular en el fagosoma con ulterior destruccion de la celula anfitriona y extension a
células epiteliales adyacentes y al tejido linfoide. La respuesta inflamatoria limita la infeccion
al aparato digestivo, interviene en la liberacién de prostaglandinas y estimula la secrecion

activa de AMPc y liquidos. Las especies de Salmonella se protegen también de los acidos del
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estomago y del pH acido del fagosoma mediante un gen de respuesta de tolerancia a los
acidos (ATR). La catalasa y la superoxido dismutasa son otros factores que protegen a las
bacterias frente a la destruccion intracelular. (Patrick R. Murray, 2007)

Distribucidon geografica

Las infecciones tienen distribucion universal, fundamentalmente en los meses célidos del afio
(Patrick R. Murray, 2007). S. enteritidis es la especie mas prevalente en el mundo, seguida
de S. typhimurium. En cortos periodos de tiempo, a veces en un afio o dos, pueden observarse
cambios en la relativa frecuencia de los serotipos. El predominio de uno u otro puede variar
con el tiempo. Hay algunos serotipos, tales como S. enteritidis y S. typhimurium, que son de
dispersion mundial. (Acha, P. N., & Szyfres, B. 2001).

La salmonelosis es la primera causa de intoxicacion alimentaria en el Reino unido, seguida
de Clostridiumm perfringens, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. Es tan Predominante
que se diagnostico en un 92,7% de los casos de intoxicacion alimentaria registrados en el
Reino Unido en 1988. (Eley A., 1994).

Ademas ocupa también el primer lugar en intoxicaciones alimenticias en los Estados Unidos.
Se reporta que causa aproximadamente 1,4 millones de enfermedades al afio y 600 muertes
entre estas. Entre 1987 y 1997 un total de 441.863 aislamientos humanos fueron reportados
por el National Salmonella surveillance system. Liderando estos aislamientos los serotipos
Typhimurium, Enteritidis, dublin, Newport, y Hadar. (Olsen, A. R., & Hammack, T. S. 2000)

Con respecto a Colombia entre Noviembre de 1996 y Diciembre de 1997 se han enviado al
laboratorio nacional de referencia 68 cepas de Salmonella spp; provenientes de casos de
gastroenteritis aislados de coprocultivos, los cuales se remitieron desde distintas regiones asi:
Amazonas 1, Antioquia 15, Caldas 4, Huila 2, Risaralda 1, Santander 16, Santafé de Bogota
26 y Tolima 3. Los serotipos encontrados fueron: S. Enteritidis 44 muestras (64,4 %), S.
Typhimurium 20 muestras (29,4 %), y Salmonella spp grupo E1 en 4 muestras (5,9 %).
(Ministerio de salud Colombia 1997)
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PRESENTACION EN LOS ANIMALES.

Salmonelosis en bovinos

La salmonelosis de los bovinos es una enfermedad ampliamente distribuida por todo el
mundo. La forma clinica de la enferemdad en los bovinos es causada por los serotipos dublin
y S. typhimurium. En ocasiones se pueden aislar otros serotipos de animales enfermos. (Acha,
P. N., & Szyfres, B. 2001). Las infecciones con Salmonella dublin son importantes por su
impacto sobre la economia de la granja y la salud pablica. (Frizzo, L. S., et al 2005)

Sus principales manifestaciones son septicemia, enteritis, aborto y diversas localizaciones en
distintos tejidos, como consecuencia de la bacteremia. Muchos animales sobreviven a la
septicemia, pero se produce localizacion de las bacterias en los ganglios linfaticos
mesentéricos, higado, bazo y especialmente vesicula biliar, convirtiéndose asi en portadores
que liberan Salmonella spp de forma intermitente a partir de la vesicula biliar y de los focos

de infeccidn de la pared intestinal, en las heces y ocasionalmente en la leche. (FAO, 2007).

Las infecciones por Salmonella spp. Provocan cuadros entéricos y/o septicémicos que son
comunes en la recria de terneros lecheros en condiciones de manejo intensivo siendo poco

frecuentes en animales adultos (Odriozola, E., et al. 2008).

LA SALMONELOSIS SE PRESENTA DE TRES FORMAS EN BOVINOS:

% En la forma hiper aguda la muerte ocurre sin signos clinicos previos, ocasionalmente el
bovino presenta colicos abdominales por distencion intestinal. El curso de esta forma

clinica es muy corto, desde unas cuantas horas hasta 2 dias maximo.
+ La forma aguda o entérica es la mas comun, los signos incluyen fiebre, anorexia,

depresion, deshidratacion seguido de diarrea abundante de olor fétido. Inicialmente las

heces son acuosas, pero luego pueden contener sangre, moco o fragmentos de mucosas.
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% La forma cronica se observa en bovinos de mayor edad. Los bovinos se observan
retrasados en su crecimiento, con heces acuosas y diarreas muy leves. (MVZ. Fernando
Ifiiguez. 2009)

Un estudio realizado en Gran Bretafia, se demostrd que S. typhimurium puede sobrevivir de
4 a 14 meses en el ambiente de establecimientos con terneros infectados, lo que constituye
un factor importante en la epidemiologia de esta bacteria. (McLaren, I. M., & Wray, C. 1991).

La enfermedad en el hombre.

La salmonelosis humana puede clasificarse en dos grandes grupos, por un lado, las debidas
a serotipos estrictamente humanos, que causan habitualmente sindromes tifoideos con
presencia de bacterias en la sangre, y las debidas a serotipos ubicuos, que provocan diarrea,

vomitos y fiebre.(Parra, M., et al., 2002)

Salmonella spp es un grupo de bacterias que ocasiona enfermedad severa pero casi nunca la
muerte. Se requiere un indculo de 1068 bacterias de Salmonella spp para el desarrollo de la
enfermedad sintomatica, la enfermedad ocurre cuando el organismo encuentra las
condiciones apropiadas para multiplicarse, tales como alimentos contaminados o refrigerados
inadecuadamente y posteriormente ingeridos por la persona. (Mead PS., et al. 1999)

Las salmonelas de origen animal causan en el hombre una infeccién intestinal que se
caracteriza por un periodo de incubacion de 6 a 72 horas después de la ingestion del alimento,
y una instalacién brusca de fiebre, mialgias, cefalalgia y malestar. Los sintomas principales

consisten en dolores abdominales, nausea, vomito y diarrea. (Patrick R. Murray, 2007)

Las infecciones abdominales por Salmonella spp pueden ocurrir en cualquier sitio pero lo
tipico es que afecten el tracto hepato-biliar y el bazo. Muchos de los pacientes con infecciones
de las vias biliares tienen anomalias anatdmicas subyacentes, entre ellas calculos biliares,

cirrosis y colangitis cronica. (Parra, M., et al. 2002)
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Por lo comdn, la salmonelosis tiene un curso benigno y la recuperacion clinica sobreviene en
2 a4 dias. El portador convaleciente puede eliminar salmonelas durante unas semanas y, méas
raramente, durante unos meses. Por el contrario, en infecciones debidas a S. typhi o
salmonelas paratificas los portadores son persistentes. Si bien la salmonelosis puede ir en
personas de cualquier edad, la incidencia es mucho mas alta en nifios y ancianos. La
deshidratacion puede ser grave a veces. (ACHA, P. N., & SZYFRES, B. 2001).

FORMAS DE INFECCION POR SALMONELLA SPP EN EL HOMBRE:
(GASTROENTERITIS, SEPTICEMIA, FIEBRE ENTERICA Y COLONIZACION ASINTOMATICA)

Gastroenteritis

La gastroenteritis es la forma mas frecuente de salmonelosis. Los sintomas suelen aparecer
entre las 6 y las 48 horas siguientes a la ingestion de alimentos o agua contaminada, con una
sintomatologia inicial de nauseas, vomitos y diarrea no sanguinolenta. Son también
frecuentes la fiebre, los espasmos abdominales, las mialgias y la cefalea. En la forma aguda
de la enfermedad se puede demostrar la afectacion colonica. Los sintomas pueden persistir

entre 2 dias y 1 semana antes de la resolucion espontanea. (Patrick R. Murray, 2007)

Septicemia

Todas las especies de Salmonella pueden dar lugar a bacteriemia, aunque las infecciones por
S. dublin, S. paratyphi y S. typhi son las que con mayor frecuencia la producen. El riesgo de
bacteriemia por Salmonella spp es més alto en pacientes pediatricos, geriatricos y con el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). La presentacion clinica de la bacteriemia
por Salmonella spp es idéntica a la de otras bacteriemias por gramnegativos, aunque pueden
aparecer infecciones supurativas localizadas (osteomielitis, endocarditis y artritis), hasta en
el 10% de los pacientes. (Patrick R. Murray, 2007)

Fiebre entérica
S. typhi produce una enfermedad febril conocida como fiebre tifoidea. Una forma leve de
esta enfermedad, la fiebre paratifoidea, se produce por S. paratyphi A, Salmonella

schottmuelleri (anteriormente conocida como S. paratyphi B) y Salmonella hirschifeldi

25



(anteriormente conocida como S. paratyphi C). Al contrario de lo que ocurre en otras
infecciones por Salmonella, las bacterias responsables de la fiebre entérica pasan a través de
las células que tapizan el intestino y son engullidas por los macrofagos. Se replican después
de ser transportadas al higado, el bazo y la médula 6sea. Entre 10 y 14 dias después de la
ingestion de los bacilos, los pacientes presentan fiebre que va aumentando progresivamente,
con sintomas inespecificos como cefalea, mialgias, malestar general y anorexia. Estos
sintomas duran al menos 1 semana y son seguidos por sintomas gastrointestinales. Este ciclo
se corresponde con una fase bacteriémica inicial que se sigue de la colonizacién de la vesicula

biliar y posteriormente de la reinfeccion del intestino. (Patrick R. Murray, 2007)

Colonizacion asintomética

Las especies de salmonella responsable de producir las fiebres tifoideas y paratifoidea se
mantienen por la colonizacion del ser humano. La colonizacion cronica durante mas de 1 afio
después de una enfermedad sintomatica se produce entre el 1% al 5% de los pacientes, y la
vesicula biliar es el reservorio en la mayoria de ellos. La colonizacién cronica por otras
especies de Salmonella sucede en menos del 1% de los pacientes y no es una fuente
importante de infecciones del ser humano. (Patrick R. Murray, 2007)

Existe el estado de portador cronico se refiere a la persistencia de Salmonella en las heces u
orina por periodos mayores de un afio; se ha encontrado un pequefio porcentaje de pacientes
con salmonelosis no tifoidea que desarrollan un estado de portador crénico, existiendo una
mayor incidencia de este estado en mujeres e individuos con anomalias biliares, en particular
calculos. (Parra, M., et al. 2002).

FUENTE DE INFECCION Y MODO DE TRANSMISION.

Uno de los principales huéspedes para Salmonella spp. Es el ganado bovino, en los cuales la
falta de sintomas en la mayoria de los animales infectados y las dificultades técnicas para
detectar esos portadores, los convierten en fuente continua de contaminacion del medio

ambiente a través de las heces. (OMS, 1988).
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El hombre y los animales pueden ingerir alimentos contaminado con heces por parte de los
manipuladores de alimentos (contaminacion cruzada). (Madigan, M. T., et al. 2003) La
contaminacion de los alimentos es en general paucimicrobiana y crea un riesgo potencial.
Los errores cometidos en la cadena alimentaria y sobre todo en el momento de la preparacion
de las comidas. (Linder, E., 1995)

Los animales de produccion de carne pueden ser fuente de contaminacion en los frigorificos,
tanto de las carcasas como también del medio ambiente. A partir de los frigorificos
contaminados se pueden generar desechos contaminados, que luego de un procesamiento
pueden ser utilizados como materia prima de alimentos balanceados destinados a los
animales domeésticos (harinas de carne, hueso, sangre, pescados, vegetales). Cabe mencionar
que, en ocasiones, Salmonella sobrevive estos tratamientos y los alimentos balanceados se

transforman en una peligrosa fuente de infeccion. (Aliverti, V., 2012).

Alimentos cominmente implicados en brotes de salmonelosis son las carnes y productos
carnicos como pasteles de carne, tortas de carnes y carnes molidas para hamburguesas.
(Madigan, M. T, et al. 2003).

DIAGNOSTICO PARA ESCHERICHIA COLI Y SALMONELLA SPP.

La técnica diagndstica para determinar E. coli y Salmonella spp en carne bovina es la prueba
molecular Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) en tiempo

real.

Cuando se hace una reaccion de PCR se simula lo que sucede en una célula cuando se
sintetiza el ADN y en el tubo se mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo: la
polimerasa, el ADN del organismo que se quiere estudiar (fragmento) , los oligonucle6tidos
(Ilamados también primers, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.) necesarios para que se
inicie la transcripcion, de nucle6tidos (ANTPS), y las condiciones para que la enzima trabaje
adecuadamente (pH, determinadas cantidades de magnesio en forma de MgCl2, KCI, y
pueden necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo de cada polimerasa). Esta técnica tan

ingeniosa tiene muchisimas aplicaciones distintas y se ha convertido en una herramienta muy
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importante en la biologia molecular; sus aplicaciones van desde la genética de poblaciones,

evolucion molecular y genémica, hasta la medicina forense. (Espinosa., et al. 2009)

La identificacion de la expresion genética y de secuencias especificas de ADN o ARN es un
factor crucial cuando se trabaja con técnicas de biologia molecular. Para obtener esta
informacion algunas pruebas han sido desarrolladas, siendo la PCR una de las méas usadas.
Sin embargo esta técnica tiene algunas limitaciones como la dificultad de cuantificar el
producto de la PCR y el riesgo de provocar contaminacion en el laboratorio. Para hacer frente
a estas desventajas, la PCR en tiempo real ha sido desarrollada. Esta técnica brinda una gran
cantidad de datos con una alta sensibilidad y especificidad usando plataformas modernas que
evitan la contaminacion que puede ser causada en laboratorio por acido nucleidos. Por otro
lado algunas consideraciones como el escoger la estrategia de cuantificacion y marcadores
fluorescentes, asi como la interpretacion de los datos obtenidos, deben ser tomadas en cuenta

cuando se usa la PCR en tiempo real.

La técnica de PCR en tiempo real, también llamada PCR cuantitativa en tiempo real, esta
técnica estd basada en la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y se usa para amplificar y
al mismo tiempo cuantificar moléculas de ADN o ADN complementario (ADNCc) especificas
y asi acceder a datos fiables y precisos sobre la expresion genética de las células en estudio
(Heid et al., 1996).

Una caracteristica importante de PCR en tiempo real es su amplio rango dindmico. Esto
implica que una amplia gama de ratios en los genes a estudiarse y en los genes normalizadores

puede analizarse con similar sensibilidad y especificidad (Dorak, 2006).

En esta prueba el producto de la PCR se mide al final de cada ciclo. Los datos pueden ser
analizados mediante un software informatico y el nimero de copias de ARNm o la expresién

génica relativa entre varias muestras puede calcularse (Heid et al., 1996).
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PREGUNTAS DE INVESTIGACION

1. ¢Los valores microbioldgicos de E. coli y Salmonella spp encontrada en carne bovina en
el Matadero San Martin son insignificantes en relacion a lo reportadas en otros estudios?
2. ¢Es posible que la contaminacién de la carne por E.coli y Salmonella spp sea ocasionada

por las malas practicas de produccion animal o durante el faenado?
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MATERIAL Y METODO

UBICACION Y DESCRIPCION DEL LUGAR DE ESTUDIO.
El presente trabajo se realizd en el matadero de Nandaime, Industrial Comercial San Martin,

dedicado al faenado y maquilado de ganado bovino procedente de todos los departamentos
de Nicaragua. EI Matadero Sacrifica aproximadamente 500 reses al dia, estd ubicado en el
km 67 Y/, carretera panamericanas sur con coordenadas 11°4547.04" latitud norte y
86°02'44.02” latitud oeste, con una elevacion de 142 m sobre el nivel del mar y
precipitaciones anuales entre 1200 y 1400 mm?®. La planta colinda al norte con: Barrio Arlen
Siu; sur: Barrio Oscar Turcios; Este: finca David Aguilar y al Oeste: carretera panamericana
sur. (HACCP-ICSM, 2016)

Industrial Comercial San Martin cuenta con un area de 3.50 manzanas completamente
bordeada por una cerca perimetral, media manzana corresponde a areas verdes (compuestos
por jardines y arboles). Cuenta con condiciones higiénico sanitarias adecuadas, vias de

acceso completamente adoquinada o con asfalto hidraulico.
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La planta cuenta con sistema de control de desechos solidos y liquidos, un control riguroso
de plagas y de animales domeésticos vagabundos (aves carrofieras, roedores, cucarachas,
perros, gatos, etc.). Las edificaciones con las que cuenta la planta incluye los corrales de
recepcion del ganado, sala de sacrificio, frigorificos, sala de deshueses, frezzers, bodega de

producto terminado, sub-productos y area de oficinas. (HACCP-ICSM, 2016)

DISENO DEL ESTUDIO
En este estudio descriptivo de corte transversal retrospectivo sobre los agentes infecciosos

Escherichia coli y Salmonella spp en carne bovina procesada en Industrial Comercial San
Martin, se evalu6 la carga microbioldgica. El periodo del estudio comprendi6 de enero a
diciembre 2016, en este periodo se analizaron los resultados obtenidos del muestreo de E.

coli O157:H7 y Salmonella spp realizados en el laboratorio HACCP de la planta.

TRAZABILIDAD DE LAS MUESTRAS (GANADO SACRIFICADO).
Para garantizar un buen control de la toma y procesamiento de las muestras, asi como la

procedencia y estado sanitario de los bovinos sacrificados se uso el Sistema de Registro de
Establecimiento Rural o Finca, Identificacion y Movilizacion de los Animales Bovinos
(NTON 11026-10. La Gaceta, Diario Oficial. 2011).

MONITOREO
Quiere decir observar y tomar medidas para ayudar a determinar si se cumplen y mantienen

los limites criticos. (Lewis, 2012)

MONITOREO DE LAS MEDIDAS DE HIGIENE EN PERSONAL.

Se refiere a la limpieza antes y durante el proceso de produccion de los alimentos y habitos
individuales que cada operario y personal de produccion de alimentos debe de tener. (Lewis,
2012)
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MONITOREO DE LOS PUNTOS CRITICOS DE CONTROL.
Punto de Control Critico (PCC) significa un paso operativo en un proceso de preparacion de
alimentos en el que se puede aplicar control y que es esencial para prevenir o eliminar un

peligro o reducirlo a un nivel aceptable. (Lewis, 2012)

ANALISIS MEDIANTE PCR.

La clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo real la amplificacién
de nuestro genoma de interes. Para llevar a cabo esta deteccion existen varios métodos pero
casi todos basados en la utilizacion de otro fragmento de ADN (sonda) complementario a
una parte intermedia del ADN que queremos amplificar. Esta sonda (probe en ingles) lleva
adherida una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta fluorescencia
("quencher™), de tal forma que sélo cuando la sonda es desplazada de su sitio por accién de
la ADN polimerasa la molécula fluorescente se libera de la accion del "quencher" y emite

fluorescencia al ser iluminada con un haz de luz emitida por la lampara de alégeno.

La cuantificacion de la fluorescencia emitida durante cada ciclo de la PCR seré proporcional
a la cantidad de ADN que se esta amplificando. Al final cuando todos los ciclos son
completados el equipo reporta positivo o negativo resultante para cada analisis en especifico.
(Lewis, 2012)

POBLACION Y MUESTRA DE ESTUDIO
La poblacidn en estudio estuvo conformada por el total de bovinos sacrificados en el periodo

enero-diciembre de 2016, que equivale a 153,726 bovinos.
Dentro de este grupo de animales se sacrificaron 104,268 novillos, 1495 toros, 72 bueyes,
47,891 vacas.

La produccion de la cual se tomé las muestras en el afio 2016 estuvo compuesta por 2703

sub-lotes equivalentes a 473,025 cajas.
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OBTENCION DE LAS MUESTRAS
Las muestras se obtuvieron aplicando el método N60, procedimiento oficial establecido en

la planta y autorizado por IPSA y USDA. El muestreo consiste en obtener un total de 60
muestras por cada sub-lote de produccién por dia. El total de muestras recolectadas fueron
2703.

Los supervisores del HACCP del establecimiento toman muestras para la deteccion de E. coli
0157:H7 Y Salmonela spp utilizando el procedimiento de N60, supervisados por inspectores

del IPSA, quienes verifican los resultados del laboratorio.

A continuacion se describe el procedimiento de N60:

%+ Colocaciones asépticas de piezas, basadas en los sub lotes de un dia de produccion.

¢+ Se corta piezas de carne aproximadamente de 3 pul de largo, 1 pulgada de ancho y 1/8 de
pulgada de grosor, seleccionado preferiblemente de los productos que vienen de la
superficie de las canales originales (Directiva del FSIS 10,010.1 Rev.3).

% EI peso minimo de la muestra es de 375 gr (cantidad indicada por el método de
BIOCONTROL SYSTEM) o 325 si se utiliza el método MLG 5.06 y el método MLG
5B.02 o cualquier otro método validado por la AOAC. Las muestras son seleccionadas a

partir de 60 cajas de 60 libras cada una.

¢+ Colectar 60 piezas de carne de las 60 cajas de un sub lote de 175 cajas.
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«+ Para poder obtener las 60 piezas de carne hay que tomar una caja cada dos cajas pesadas
por la bascula, muestrear la primera y la Gltima caja esto dard 59 cajas y se le afiade la
pendltima para completar las 60 cajas.

MATERIALES Y EQUIPOS PARA LA TOMA DE MUESTRA.
Bolsas Whirlpack para muestra, gancho, chaira, pinzas, cuchillos, solucién desinfectante,

agua caliente, termometro, toallas de papel y los formatos para registrar las cajas

muestreadas.

FACTORES A TENER EN CUENTA EN LA INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS PARA
EVITAR SESGOS DE CONFUSION.

¢+ Prevalencia de la enfermedad en el pais.

¢+ Correcta orientacion e interpretacion en el diagnostico.

+«* Que la muestra sea representativa.

% Toma correcta, conservacion y envio de muestras.

% Animales tratados 0 no con antibidticos.

¢+ Evolucién de la enfermedad (aguda, crénica)

% Tener en cuenta que en los bovinos ambas bacterias son habitante normal de su tracto

digestivo.
VARIABLES

Tabla N°2. Descripcion de las variables utilizadas para el analisis de la situacion de la
prevalencia de E. coli y Salmonella spp en carne bovina procesada en el Matadero San
Martin.

Tabla N° 2. Analisis de las variables a medir durante el transcurso del estudio.

Variable Descripcion Medida
Prevalencia/ Carga Describe la proporcion de la poblacion que Valor representado en porcentaje de de 0
bacteriana padece la enfermedad. Serotipo de bacteria a100% en el caso de muestras positivas
para E. coliy Salmonella spp a la prueba PCR
Anélisis Determinacion de carga microbiana en el Coliformes totales < 1.1 NMP/100 ml.
microbioldgico del  agua potable Coliformes fecales < 1.1 NMP/100 ml.
agua
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Anélisis Determinacion de carga bacteriana en Coliformes totales <10 UFC/p.
microbiol6gico puntos especificos de la sala de sacrificio y Coliformes fecales <10 UFC/p.
ambiental. deshuese

Hisopado de Determinacion de carga bacteriana en Coliformes totales <1 UFC/p.
manos manos de operarios. Coliformes fecales <1 UFC/p.

Animales enfermos

Son aquellos individuos que al momento de
entrar a los corrales de inspeccion ante-
mortem manifiesten sintomas y signos de

enfermedad.

Enfermo
Sano

Incidencia

Medida epidemioldgica que indica el nimero

de nuevos casos que se presentan en un
determinado periodo de tiempo en una
poblacion determinada.

Contabiliza el nimero de casos nuevos
expresado en porcentaje de 0 — 100%

Procedencia del
animal

Lugar de origen del animal destinado para el

sacrificio

Departamento de Nicaragua

Higiene personal

Limpieza y habitos individuales.

Conforme (C)
No Conforme(NC)

Punto Critico de
Control (P.C.C)

Situacion en la cual el limite critico de

control del PCC se sobrepaso, situacion que

implica riesgo para el alimento.

Ninguna desviacién
Desviacion

(FAO.2007)

PLAN DE ANALISIS

El procesamiento estadistico de los datos se realiz6 en varias fases y aplicando diferentes

pruebas estadisticas con ayuda del programa Excel de Microsoft y del Software Paquete

Estadistico para las Ciencias Sociales (SPSS) version 19. El analisis estadistico incluye las

siguientes pruebas:

+«+ Estadistica descriptiva (tablas de frecuencia en porcentajes, medidas de tendencia central,

medidas de dispersion, graficos de barras y caja), para hacer una clasificacion y resumen

de los datos en estudio.
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< Estimacion probabilistica para analisis de resultados de las pruebas aplicadas. Prueba de
independencia como las tablas de contingencia de 2 x 2 contrastando las pruebas entre

positivos y negativos.

36



RESULTADOS

Tabla 3. Agentes patégenos analizados en las muestras tomadas.

Agentes patdgenos analizados en las | Positivo | Negativo | Total
muestras tomadas
STEC 18 2685 | 2703
E. coli 0 2703 | 2703
Salmonella spp 0 2703 | 2703
3000 2685 2703 2703
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0 R
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Gréficol. Casos de STEC positivos a la prueba PCR.
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Grafico 2. Porcentaje de casos de STEC positivos a la prueba PCR.

De 2703 muestras de carne analizadas para determinar la carga microbiolégica de E. coli y Salmonella
spp, dieciocho muestras resultaron positivas para el género Escherichia coli productora de Shiga

Toxina (STEC). Esto equivale a un 0.7 % de prevalencia.
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Tabla 4. Resultados y frecuencia de posibles fuentes de contaminacion de la carne procesada en
Industrial Comercial San Martin.

Posible factor contaminante Resultados | frecuencia
Inspeccién ante-morten Negativo 0
Agua potable (contaminada) Negativo 0
Salud del personal Negativo 0
Andlisis microbiolégico de manos a operarios (mediante | Negativo 0

hisopados)
Analisis microbiol6gico ambiental Negativo

o

Bioterrorismo (contaminaciéon malintencionada de la carne) Negativo 0

Los resultados sobre el andlisis microbioldgico practicado durante el proceso de algunos
puntos importantes como posibles fuentes de contaminacion de la carne procesada en
Industrial Comercial San Martin, dan una frecuencia de cero casos positivos que puedan

asociarse a la presencia de E coli y Salmonella spp en la carne de res.

Tabla 5. Posibles Practicas de Manufactura implicadas en la contaminacion de la carne

Descripcion No conformidad Frecuencia Fecha
Limpieza de pisos y 1 Piso sucio en area de inspeccidn de 1 08-02-16
paredes. cabezas.

Vestimenta, guantes, | 1. Operarios con redecillas rotas. 01-03-16
redecillas, tapa bocas. | 2. Operarios con redecillas rotas. 3 23-07-16
3. Operarios con redecillas rotas. 15-08-16
Limpieza y | 1. Operario eviscerador no esteriliza en tiempo y 12-08-16
esterilizacion de forma después de cada operacion. 2
equipos de trabajo. 2. Operario de enganche de la segunda pierna, no 19-09-16
lava ni esteriliza el gancho y el carrillo.

Condensacion 1. Condensacion en area de lavado de canales. 1 26-09-16
Drenajes y cafierias 1. Drenaje obstruido en &rea de descuerado. 2 26-08-16
2. Drenaje obstruido por despojos carnico en area

de eliminacion de medula espinal. 27-10-16

Los procesos de manufactura que posiblemente estén implicados en la contaminacion de la
carne por E. coli y Salmonella spp, de acuerdo a la fecha en que se presentd la no
conformidad, no se demuestra relacion con las muestras positivas considerando las fechas en
que estas fueron analizadas. La no conformidad (NC) que pudo haberse relacionado mas con

las muestras positivas fue eviscerador no esterilizaba en tiempo y forma. (FAO 2007)
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DISCUSION

La prevalencia de 0.7% reportada en este estudio sobre la carga microbioldgica para E. coli
STEC. (Ver gréfico #2) Es significativamente baja en comparacion a los resultados
presentados en Pert por Méndez, donde la prevalencia es de 87.18% (Méndez, C. R., et al.
2013). Pero estos valores son similares a los encontrados en México para STEC O157:H7

con una prevalencia de 1.2% (Roldan, et al.2007).

En el analisis de las muestras de carne mediante PCR todas dieron negativas para Salmonella
spp, estos resultados no se asemejan a ninguna de las prevalencias encontradas en las
bibliografias consultadas. En los resultados presentados por Ballesteros se encontrd una
prevalencia para Salmonella spp del 16%.(Nayarit-Ballesteros, N., et al. 2016). Un resultado
similar obtuvo Curi de Montbrunl en Argentina donde se aislé Salmonella spp en 18% de las

muestras. (Curi de Montbrunl, Sara., et al. 1972).

En los resultados de andlisis de las posibles fuentes de contaminacion, al matadero no se
presentan animales enfermos como una de las principales razones de contaminacién de la
carne. A pesar de que en Nicaragua existen algunas fincas que no llevan un control correcto
de la produccién primaria, siendo ahi donde el animal se expone y entra en contacto con
animales enfermos que excretan cantidades considerables de estos microorganismos,
volviendo asi al bovino como el principal reservorio de los agentes antes mencionados.
(Chapman, P. A., 1993)

Entre las posibles fuentes de contaminacion bacteriana de la carne que fueron analizadas,
ninguna se presentd como un evento negativo que se pudiera relacionar las muestras positivas
a las bacterias del género STEC. Los eventos de no conformidades (NC) presentados y
verificados en el SSOP, al momento del maquilado y por la frecuencia que ocurrieron estos
eventos y las fechas en que sucedieron los casos positivos no se determina una relacion entre
si. (Vertabladyb.)
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CONCLUSIONES

Después de haber analizado los resultados del laboratorio de las muestras de E. coli y
Salmonella spp en carne bovina procesada en Industrial Comercial San Martin, y comparando
los resultados de este estudio con el realizado por Murillo y Ramirez en la misma planta en
el afio 2015, la prevalencia reportada para E coli O157:H7 fue de 1.19% lo que indica una
disminucion de 0.49% para el 2016. (Murillo y Ramirez. 2015)

Los resultados arrojaron prevalencia 0% para Salmonella spp, esto es muy alentador y
beneficioso para planta procesadora de carne ya que este agente estaba ausente en las

muestras de carne analizadas en el afio 2016.

Esta baja prevalencia de E coli en la carne bovina de San Martin se debe al compromiso
adquirido por la planta y todo el personal encargado de velar por la calidad, higiene he
inocuidad poniendo en practica todos sus conocimientos para garantizar que el producto a
expenderse sea apto, e idéneo para consumo humano libre de cualquier adulterante, esto
permite mantener abiertos mercados internacionales y ayudar al crecimiento y desarrollo

econdmico del pais.

La preparacion de calidad, mas la actualizacién constante del personal, asi como el buen
trabajo realizado por el equipo de inspeccion de carnes del IPSA durante todo el proceso
ante-morten, pos-porten, mas las acciones del personal de HACCP de la planta, son pilares
importantes que garantizan la higiene y la inocuidad de la carne bovina procesada en

Industrial Comercial San Martin.
Los resultados mostrados en este estudio nos indican que las BPM, la produccion primaria,

verificacion y correccion de los PCC en Industrial Comercial San Martin garantiza un

producto final de calidad.
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RECOMENDACIONES

Una vez analizados, discutidos y presentados los resultados de la carga microbioldgica de E.

coli O157: H7, Salmonella spp en carne bovina hacemos las siguientes recomendaciones:

A los ganaderos que son los que suministran la materia prima a los mataderos, deben de
llevar un control sanitario de su ganado y mantener una correcta higiene de sus instalaciones,
aislar y tratar ganado con presente alguna enfermedad infectocontagiosa que pueda ser

transmitido al resto de sus animales, siempre apoyandose con un Médico Veterinario.

Tratar de mejorar cada vez mas su produccién primaria porque ahi esta la clave para
garantizar que el ganado que llega a las plantas para ser sacrificado sea un ganado sano y asi
no transmitir ningun tipo de enfermedades a las personas que consuman posteriormente esa
carne. También darle importancia y seguir promoviendo la trazabilidad bovina para asi

conocer el origen y procedencia de ese ganado a ser sacrificado.

Los mataderos deben de seguir fortaleciendo su compromiso con el consumidor para
garantizarle siempre higiene y calidad en sus carnes, también fortalecer sus lazos de amistad
e intercambio de conocimientos con el USDA, Ministerio de Agricultura y Ganaderia
(MAG), el (IPSA), auditores extranjeros y ONG que promuevan y financien capacitaciones,
actualizaciones de conocimientos y técnicas a todos su personal en cuanto a buenas practicas

en la produccion de carnes.

Tomar compromisos para aplicar correctamente su plan HACCP, las BPM y SSOP a las vez
mantenerlos actualizados al igual que su personal, porque solo asi se puede garantizar que su

producto sea higiénico, idoneo y éticamente aceptable para el consumidor. (FAO, 2007).
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Imégenes 1 a 12, corresponden al flujo grama del proceso
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Carga u barque del prodi (Se realiza una
revisién aleatoria del 10% total de la carga) esta
se realiza por cortes

Imagen 10.
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Imagen 11.

Imagen 12.
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CARNES SAM MARTIN

Imagen 14: Plano de la planta.
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Imagen 15:
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3 | BOACO 5.50
BOACO 6.44
BOACO 6.43
G| RIVAS o
"RAAN 6.10
{1 RAAN 6.10
— |go/ RAAN 8§33 =

Hoja de recepcidn de ganado en corrales.
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SECCION DE INOCUIDAD CARNES
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Imagen 16: Formato de control operacibnal de sacrificio.
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Imagen 17, 18. Ganado inspeccionado y aprobado para sacrificio.
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Imagen 19. Lavado de botas

Imagen 20. Lavado de manos.
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Imagen 22

. Eviscerado

Imagen 21. Vestimenta de trabajo.
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Imagen 24. Canaleado de la res.
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Imagen 28: Protocolo de muestreo de cajas.




Imagen 29. Toma de la muestra.
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INSTITUTO DE PROTECCION Y SANIDAD AGROPECUARIA
IPSA
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Procedimiento de Toma: 2 Horade laToma: 7.5/ G — 2 77 24
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Imagen 31. Hoja de verificacion de toma de muestras N60 IPSA.
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Imagen 32:

Imagen 33:

SSOP Operacional.

Pag 18t

del Analisis Microbioldgico Agua.
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Imagen 34. Analisis ambiental.
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Imagen 35:

Analisis ambiental
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Imagen 36: hisopados de mano sala de matanza.
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Imagen 37: hisopados de manos sala de deshuese.
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