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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 en el matadero Nuevo Carnic del departamento de
Managua, Nicaragua, es un estudio de corte transversal, con el objetivo de Identificar
la bacteria Escherichia Coli productora de Shiga toxina en producto terminado de
Bovinos Faenados en el matadero NUEVO CARNIC y evaluar las pérdidas
econdémicas que ocasionan los decomisos de productos carnicos contaminados por
estos serotipos de bacterias. El problema a la salud publica que ha causado este
serotipo de bacteria a nivel mundial es grande, para este fin durante el trabajo de
investigacion se verifico los sistemas de inocuidad y calidad que contaba el
establecimiento mediante un muestreo que duro tres meses, de 7,024,500 libras de
carne bovina CH Y BM que se exportaron al exterior ,se enviaron 599 muestras a los
laboratorios de la planta y a los del instituto de Proteccién y Sanidad Agropecuaria,
los resultados revelan que no hay casos positivos a la Escherichia Coli 0157 Y otras
STEC, manifiesta la buena gestion de inocuidad y calidad en todos los productos que

se procesan en la planta.



INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria habitual en el intestino del ser humano y animales de
sangre caliente , descubierta por Theodor Escherich en 1885 (Shulman ,2007), la
mayoria de las cepas son inofensivas, algunas pueden causar graves enfermedades
de transmisién alimentaria generalmente por consumo de agua o alimentos
contaminados, como productos carnicos poco cocidos y leche cruda, los sintomas de
la enfermedad incluyen cdlicos y diarrea, que puede ser sanguinolenta, sindrome
urémico hemolitico, también pueden aparecer fiebre y vomitos, la mayoria de los
pacientes se recuperan en el término de 10 dias, aunque en algunos casos la

enfermedad puede causar la muerte (OMS, 2011).

Las Escherichia coli Shiga toxigénica productoras de toxinas (STEC) son bacterias
Gram-negativas, en forma de barra, caracterizadas por la produccion de toxinas
Shiga (Stx). Dependiendo de la referencia citada, hay 200 a 400 serotipos STEC,
muchos de los cuales no han sido implicadas en enfermedades humanas, Sin
embargo, un subconjunto de Escherichia coli entero hemorragica (EHEC), O157: H7
son actualmente las cepas mas predominantes y representan aproximadamente el
75% de las infecciones de E. coli Entero hemorragicas (EHEC) en todo el mundo,
otros serotipos 0157 EHEC estan surgiendo como una causa de las enfermedades
transmitidas por los alimentos. Las cepas de E. coli O157 H7, inicialmente eran
susceptibles a un rango amplio de antibiéticos y recientemente ha incrementado

resistencia a estreptomicina, sulfisoxazole y tetraciclinas (Sanchez, 2012).

En los Estados Unidos se han reportado un grupo de E. coli entero hemorragicas las
cuales se refieren a ellas como las "Big 6" (0111, 026, 0121, 0103, 0145 y 045),

por lo tanto, son foco de preocupacion (FDA, 2012).



ANTECEDENTES

La E. Coli entero hemorragica O157: H7 se identificé por primera vez en EE.UU. En
1982, un brote en el que las hamburguesas de un restaurante de comida rapida
fueron el vehiculo. (FDA, 2012).

Estudios en mercados locales de Argentina demostraron nivel de contaminacién por
STEC (Escherichia coli productora de Shiga toxina) 0157, confirmado por
aislamiento, fue del 4,4% (11/252), en la carne molida, asi como en los productos
carnicos elaborados, embutidos, carne procesada, y de los productos lacteos en
diferentes lugares de la Argentina (Biomed, 2014).

Estudios Realizados en el departamento de Leo6n, Nicaragua revelaron alta
correlacion de casos diarrea en La nifiez nicaragliense con los varios serotipos de

Escherichia coli y algunos casos aislados con EHEC (Reyes, 2010).

Julio, 1997. Colorado - 15 personas se enfermaron con sintomas caracteristicos de
infeccion gastrointestinal. La mayoria de los pacientes indicaron haber consumido
hamburguesas Hudson Foods, El Departamento de Salud Publica de Colorado
reportdé que analisis genéticos realizadas a las hamburguesas Hudson Foods
resultaron positivas para Escherichia. coli 0157:H7. Hudson Foods retird
voluntariamente 3 lotes adicionales de hamburguesas. En cooperacién con oficiales
del USDA. (Sanchez, 2012)

Cada afio 48 millones de personas se enferman y 3.000 mueren de enfermedades
transmitidas por los alimentos, La reduccion de enfermedades transmitidas por
alimentos en sélo un 10% evitaria que 5 millones de estadounidenses se enfermen
cada afio y La prevencion de un solo caso mortal de Escherichia. coli 0157
ahorraria un estimado de $ 7 millones. (CDC, 2010). En latino américa Escherichia
coli O157 H7. Es un problema endémico, siendo Argentina, Uruguay y chile los
paises mas afectados. En Uruguay, la tasa de incidencia es de 4 a 5 en 100,000
nifios menores de 5 afos. Argentina es el pais con las tasas mas altas de SHU en el

mundo, se describen aproximadamente 400 casos nuevos cada afio, constituyendo

3



la primera causa de insuficiencia renal aguda en la edad pediatrica y la segunda de

insuficiencia renal cronica (Rivas et al,2006)

En el mes de abril del 2009 en 9 estados de estados unidos se reportaron un total de
23 personas en el cual se les detecto la cepa de Escherichia Coli 0157 H7, la
mayoria informo que consumié carne molida de la compaiiia JBS, el 70 % de los
pacientes fueron internados en hospitales del pais y el 2 % de estos padecieron de
sindrome urémico hemolitico durante el proceso de investigacion se retiraron de los

mercados grandes cantidades de los productos elaborados en JBS(CDC,2010)



JUSTIFICACION

La bacteria Escherichia. coli O157:H7, afecta principalmente a nifilos y ancianos, ya
que son las edades méas susceptibles por padecer de enfermedades, presentando
intoxicacion de origen alimentario y en casos graves el sindrome urémico hemolitico
y muerte, siendo estas bacterias de gran importancia para la salud publica. Existe
poca informacién de los productos cérnicos y de los exdmenes que se les realizan en
los diferentes establecimientos de Nicaragua siendo el Nuevo Carnic, el principal
exportador de carne bovina de Nicaragua y Centro América. Por requerimiento del
FSIS USDA equivalente al servicio de inspeccion carnes de Nicaragua, solicita que
los productos cérnicos bovinos se les realicen una serie de analisis especiales a la
carne tanto de STEC como de residuos. Por otra parte, al ser identificada la
Escherichia Coli O 157 H7 Y otras Escherichia coli productora de Shiga toxina,
daremos la pauta para prevenir enfermedades de causa inespecifica, que pueden
estar asociadas al de consumo de carne infectadas con esta bacteria, tal es caso de
las personas con insuficiencia renal y sindromes diarreicos mal diagnosticados y

verificar si los programas de inspeccion se estan ejecutando correctamente.

El conjunto de E. coli patdgenas, que puede causar diarrea o colitis hemorragica en
los humanos. En ocasiones, la colitis hemorragica deriva en sindrome urémico
hemolitico (SUH), una causa importante de insuficiencia renal aguda en nifios y
morbilidad y mortalidad en adultos. En los ancianos, la tasa de letalidad por el SUH
puede elevarse al 50%. La E. coli O157:H7 (Escherichia coli entero Hemorragica
0157:H7) ha sido reconocida como la causa de este sindrome desde la década de
1980. El estudio pretende proporcionar informacion importante a cerca de los
productos carnicos que se exportan, como los que se consumiran a lo interno,
obteniendo resultados que nos podran ayudar a disefiar planes para mejorar la

seguridad alimentaria.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con la implementacion de los programas prerrequisitos (buenas practicas pecuarias,
de manufactura), el sistema de Analisis de Peligro y Puntos Criticos de Control y el

sistema de aseguramiento de la calidad.

¢ Existe Escherichia Coli O157: H7 y Escherichia Coli productora de Shiga Toxina
(STEC)? ¢En la carne que se exporta?



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar la bacteria Escherichia Coli productora de Shiga toxina en producto
terminado de Bovinos Faenados en el matadero NUEVO CARNIC S.A, en el periodo
comprendido de Febrero a Abril del 2016.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Valorar la utilizacion de los sistemas de gestién de inocuidad en los productos
gue se elaboran en el matadero Nuevo Carnic por medio de los indicadores
biolégicos

e Determinar las pérdidas econdémicas, que ocasiona estos productos
contaminados, con Escherichia. Coli O157H7.



MARCO TEORICO

INTRODUCCION

Escherichia coli es parte comun de la microflora anaerodbica facultativa normal del
tracto intestinal de humanos y animales de sangre caliente, la mayoria de las cepas
de E. coli son inofensivas y algunas son patogénicas y causan enfermedad (OMS,
2011)

La Escherichia coli, también conocida como E. coli, es una bacteria que se encuentra
comunmente en el sistema digestivo de los seres humanos y animales de sangre
caliente. Debido a su alta presencia en el intestino, la E. coli se utiliza Como el
indicador principal para detectar y medir la contaminacioén fecal en la evaluacion de la
inocuidad del agua y de los alimentos. Consideradas comensales inofensivos, las
cepas de E. coli constituyen alrededor del 1% de la poblaciéon microbiana normal del
intestino. Si bien la mayoria de las cepas dentro del intestino son agentes patdgenos
gastrointestinales beneficiosos para el ser humano, otros son perjudiciales. (Sanchez
2012)

Las cepas que causan infecciones entéricas se denominan Escherichia coli
diarreogénicas (ECD) y se clasifican en seis categorias: enteropatdogena (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EaggEC), de
adherencia difusa (DAEC) y Escherichia coli productor de shigatoxinas (STEC)
(Vidal, 2005).

Cepas de Escherichia Coli aisladas inicialmente eran susceptibles a un rango amplio
de antibiéticos Cepas aisladas recientemente han incrementado resistencia a

estreptomicina, sulfisoxazole y tetraciclina (Sanchez, 2012)



ETIOLOGIA DE INTOXICACIONES POR ESCHERICHIA COLI

Caracteristicas Morfoldgicas y Tintoriales De La Bacteria E. Coli

Bacilo Gram negativo.

e No forma esporas

e Moviles (flagelos peritricos).

e Miden 0.5 p de ancho por 3 u de largo.

Catalasa positivos.

Khttp://1.bp.blogspot.com/_MIZlikqgjw!/S8100gDulEI/AAAAAAAAAIS/ TaJUmBVIW3wW/s

320/ecoli.jpg

Escherichia coli es un bastéon Gramnegativo (bacilo) de la familia Enterobacteriaceae.
La mayoria de las E. coli son comensales normales que se encuentran en el tracto
digestivo. Las cepas patdégenas de este organismo se distinguen de la flora normal
por poseer factores de virulencia, como exotoxinas. Los factores de virulencia
especificos pueden utilizarse, junto al tipo de enfermedad, para separar dichos
organismos en patotipos. La E. coli verocitotoxigénica (o verotoxigénica) (ECVT)
produce una toxina, Existen 2 familias principales de verocitotoxinas, Vtl y Vt2. Una
cepa de ECVT puede producir una o ambas toxinas. Dado que la verocitotoxina es
homoéloga a las toxinas shiga de Shigella dysenteriae, a las ECVT también se las
denomina E. coli productora de toxina shiga. (CFSPH, 2009)

Una minoria de los serotipos de E. coli son capaces de causar enfermedad en seres
humanos por diferentes mecanismos. El patégeno de interés primordial ha sido E.
coli O157: H7, que es una productora de toxina Shiga E. coli (STEC). Sin embargo,
otros serogrupos de E. coli, conocido como no O157: H7 STECs, también puede

causar enfermedades humanas.



El mas significativo de estos serogrupos son E. coli 026, 0103, 0111, 0121, 045,
0145 y, a veces denominados colectivamente como "los seis grandes” al igual que
E. coli O157: H7, los seis grandes STECs patdgenas poseen otros determinantes
virulentos, ademas de la toxina Shiga. El subconjunto de STECs que contienen tanto
la toxina y estos determinantes virulentos adicionales se conoce como E. coli entero

hemorragica (Johnson, 2015).

La Escherichia coli 0157:H7 es una bacteria patdgena, Gram negativa en forma de
varilla, méviles, pertenece a la familia Enterobacteriaceae y es responsable de
muchos casos de colitis hemorragica en seres humanos. (FDA,2012). Produce
toxinas tipo Shiga, incapaz de crecer bien a temperaturas = 44.5°C, Incapaz de
fermentar sorbitol, Posee un gen de adhesion y eliminacion (eae), muchas cepas son
tolerantes a condiciones acidas, PH minimo: 4.0 a 4.5, Sobrevive en alimentos
supuestamente inocuos: Salchichas fermentadas (pH 4.5), Mayonesa (pH 3.6-3.9)
Cidra de manzana (pH 3.6-4.0) (Sdnchez, 2012)

EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por STEC, particularmente cepas del serogrupo 0157, fue demostrada
primero en Canadd en 1983-1985 y posteriormente confirmada por numerosos
estudios realizados en distintos paises, incluida Argentina, a partir de la década del
80 se han producido brotes asociados a la infeccién por STEC en distintas partes del
mundo, afectando a numerosas personas. La ocurrencia de brotes en distintas partes
Permite tener un panorama de la distribucion mundial de E. coli O157:H7 (Rivas;
Miliwebsky,2007)

RESERVORIOS

E. Coli O157: H7. El reservorio principal de este organismo es el ganado vacuno se
ha encontrado en, ovejas, cabras, cerdos, ciervos, perros y aves de corral; animales

jévenes son mas propensos a arrojar bacterias en las heces.
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La eliminacion fecal puede durar s6lo unas semanas a meses y puede ser
intermitente. La infeccibn experimental de los terneros se traduce en signos
clinicos. Las ovejas también parecen transportar el organismo de forma asintomatica.
(Sanchez, 2012)

TRANSMISION

La transmision es por via fecal-oral. Los seres humanos pueden ser infectados por
contacto directo con animales o portadores humanos, transmisién por fomites, como
el agua y los alimentos, también es comudn.Los pajaros son vectores
potenciales. Brotes humanos son a menudo asociados con los productos de comer
inadecuadamente cocidos o preparados de origen animal, carne particularmente
ternero, sino también la leche no pasteurizada y carnes procesadas (incluyendo
carnes acidas como el salami), Sidra, brotes de alfalfa y otros productos vegetales
contaminados también han sido fuentes de epidemias. Escherichia coli 0157: H7
permanece viable durante mas de 2 meses en las heces y el suelo, y sobrevive bien
en la carne molida. Sigue siendo infeccioso durante semanas o meses en los
alimentos acidos como la mayonesa, salchichas, sidra de manzana y queso cheddar
a temperaturas de refrigeracion. (FDA, 2012)

SIGNOS CLINICOS

Infecciones en humanos el periodo de incubacion varia de uno a ocho dias en los
seres humanos; uno o dos dias es mas comun; La infeccion se caracteriza por
calambres, dolor abdominal y diarrea acuosa, seguido de diarrea con sangre. Una
fiebre de bajo grado puede estar presente o ausente en las etapas iniciales. La
deshidratacion es posible. En adultos sanos, las infecciones suelen durar alrededor
de una semana. Las complicaciones graves pueden desarrollar en un pequefio
porcentaje de los casos, Sindrome urémico hemolitico (SUH) se produce en 2-10%

de los pacientes, por lo general una semana después del comienzo de la
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diarrea. SUH se caracteriza por insuficiencia renal, lo que puede resultar en un dafio
permanente, y la anemia hemolitica. Las convulsiones, derrames cerebrales,
pancreatitis, perforacion del colon, hipertension y coma también pueden ser
visto. Algunos pacientes desarrollan diabetes dependiente de la insulina
permanente. SUH puede afectar a todas las edades, pero es mas comdn en nifios

menores de 10 afios. (Rivas; Miliwebsky,2007)

MORBILIDAD Y MORTALIDAD

En los Estados Unidos, se cree que aproximadamente 63.000 casos de infecciones
por Escherichia coli se produce anualmente. La colitis hemorragica es generalmente
auto limitada y la enfermedad suele durar alrededor de una semana. SUH se
desarrolla en 2-10%. Las complicaciones y muertes son particularmente comunes en
los nifios pequenos, los ancianos y las personas con enfermedades debilitantes. El
HUS es fatal en 3-5% de los pacientes y TTP en hasta el 50% de los ancianos. La

muerte puede ocurrir incluso en casos de colitis no complicada. (CDC, 2010)

DIAGNOSTICO

Se utilizan tres criterios diagndsticos para establecer la asociacion entre enfermedad
e infeccién por Escherichia coli (STEC): aislamiento y caracterizacion del patégeno;
deteccion de Stx libre en materia fecal (StxMF); y deteccidén de anticuerpos anti-Stx
en suero2l. Para la identificacion de las cepas STEC en materia fecal se utiliza como
tamizaje la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los
oligonucledtidos o “primers” especificos para la deteccion de los genes stx1, stx2 y
rfbO157. La caracterizacion genotipica de los factores de virulencia accesorios, eae y
exhA se realiza también por PCR. Los aislamientos Stx positivos son identificados
por técnicas bioquimicas estandares, y sero tipificados usando antisueros de
Escherichia. coli O y H. Para la caracterizacion fenotipica se realiza, ademas, la
deteccion de la entero hemolisina, produccion de Stx por citotoxicidad especifica en

células Vero, y ensayos de sensibilidad a los antimicrobianos. La sub tipificacion de
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las cepas se cumple con la identificacion de las variantes de stx y eae por analisis del
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion, fago tipificacion de cepas
0157, y con el estudio de la relacién clonal aplicando la técnica de macrorrestriccion
y separacion por electroforesis de campos pulsados. Para la deteccion de StxMFse
emplea la técnica de neutralizacion del efecto citotoxico en células Vero, empleando
anticuerpos monoclonales para Stx1 y Stx2. La determinacioén de anticuerpos anti-Stx
en los sueros de los pacientes, serealiza por ensayos de neutralizacion del efecto
citotdxico en células Vero y por Western Blot. (Rivas, et al 2006)

Diagnostico por el Método de GDS Aseguramiento ® Avanzado Genética de
Deteccidon Patégenos Alimentarios

Es uno de los métodos de diagndstico recomendado por FSIS USDA para la
deteccién de stec y non stec, por sus caracteristicas y precision este método de
diagnéstico ha sido oficializado por el instituto de proteccién y sanidad Agropecuaria
IPSA

Velocidad y precision

Método de deteccion precisa una rapida cuenta con las ultimas innovaciones en
tecnologia de deteccidn genética y microbiologia de los alimentos para la deteccion
de Top STEC, incluyendo E. Coli O157: H7, 026, 045, 0103, O111, 0121,y O145.

Tres niveles de especificidad
La coleccion versatil de los ensayos de STEC Aseguramiento de GDS MPX
incorpora tres niveles de especificidad, incluyendo propietaria PickPen ® separacion

inmunomagnética (IMS) para garantizar el tiempo rapido y preciso de los resultados.
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Con la PickPen IMS, particulas magnéticas recubiertas con anticuerpos especificos a
la parte superior de STEC O-grupos se combinan con la muestra enriquecida. El
dispositivo PickPen recoge y elimina las particulas con el limite E. coli que los separa
de los grupos que no son objeto O y ayudando a asegurar la deteccion de los
objetivos de genes se limita a las juntas de grupos deseados E. coli. La realizacion
de IMS antes del analisis por PCR elimina los falsos positivos debido a la no diana O-

grupos de E. coli. (Biocontrol, 2016)

TRATAMIENTO

El tratamiento de apoyo y puede incluir liquidos y una dieta blanda. Los antibioticos
no se utilizan normalmente: no parecen reducir los sintomas, prevenir las
complicaciones o disminuir la excrecidén y parecen aumentar el riesgo de sindrome
urémico hemolitico. Los pacientes con complicaciones pueden requerir de cuidados

intensivos, incluyendo dialisis. Las vacunas no estan disponibles. (CDC, 2014)

PREVENCION

e Utilizacion de buenas préacticas de higiene durante el faenamiento del ganado.

e Aplicar controles en los puntos criticos de la elaboracion de alimentos.

e Asegurar una correcta y homogénea coccién de la carne. La bacteria se
destruye a los 70°C.

e Tener especial cuidado con la coccion de la carne picada, ya que
generalmente se cocina bien la parte superficial, pero no en el interior,
permaneciendo la bacteria viable.

e Evitar el contacto de las carnes crudas con otros alimentos.

e No consumir jugos de frutas no pasteurizados.

e Lavar cuidadosamente las frutas y verduras.

e Asegurar la correcta higiene de las manos. Deben lavarse siempre con agua y

jabdn antes de preparar los alimentos y después de manipular carne cruda.
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Lavar las manos con agua y jabén luego de ir al bafio.
No asistir a comunidades cerradas aquellas personas con diagndstico
bacteriologico positivo a Escherichia coli productora de Shiga toxina hasta no

tener 2 coprocultivos negativos en un lapso de 72 hrs.

Evitar el uso de antimicrobianos y antidiarreicos, considerados factores de

riesgo en la evolucion de diarrea a SUH;

Consumir agua potable. Ante cualquier duda hervirla. (OMS,2011)
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Este es un estudio descriptivo de corte transversal.

Area de estudio

El estudio se realizo en el matadero NUEVO CARNIC ubicado en el departamento de
Managua, direccion en el Km. 10 carretera norte, un Km. al norte con coordenadas
86° 10' 28.2" de longitud oeste 12° 9' 17.50" de latitud norte, se encuentra a 56
msnm, las precipitaciones anuales alcanzan 1,200 mm y una temperatura media

anual de 26.6°C, el clima de la ciudad es de tropical de sabana

Poblacién en estudio

Todo el Lote de produccién procesados en un dia cada sub-lotes equivale a 175

cajas de 60 libras cada una, elaboradas en una fecha especifica de produccion.

Tamafo de la muestra y tipo de la muestra

un lote de produccién el cual es un sub-lote de carne procesada en un dia.
Equivalente a 10,500 libras de productos de carne fresca destinados a la

exportacion.

Seleccion de la muestra

De la produccion del dia se tomard una muestra por cada 175 cajas de producto
bovino segun procedimiento oficial del Instituto de Proteccibn y Sanidad

Agropecuaria N60 (1 muestra que consta de un numero de 60 cortes).
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Factores de inclusién

Son los productos de carnes procesados en un dia en NUEVO CARNIC que estan
conformados por sub lotes, de los cuales se tomaran por cada 175 cajas un producto
para ser analizados. Productos industriales CH Y BM (cecina y musculo blando) que

se exportaron en los meses de estudio.

Factores de exclusién

Cortes selectos de carne bovina, que no sera sometido a muestreo.

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

ESTUDIO VARIABLES DEFINICION INDICADOR ESCALA

Presencia de STEC en los
Resultado de
) cortes que conforman la N
Presencia . la muestra Positivo
muestra enviada al

_ tomada
Laboratorio
STEC :
Ausencia de STEC en los
Resultado de
. cortes que conforman la _
Ausencia . la muestra Negativo
muestra enviada al
_ tomada
Laboratorio
Presencia de STEC en los
Resultado de
_ cortes que conforman la N
Presencia _ la muestra Positivo
muestra enviada al
) tomada
E. coli Laboratorio
O157:H7 Ausencia de STEC en los
Resultado de
_ cortes que conforman la _
Ausencia la muestra Negativo

muestra enviada al
) tomada
Laboratorio
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Materiales y Equipos

Bolsas Whirl-Pak para muestras, ganchos, chairas, pinzas, cuchillos, solucién
desinfectante, agua caliente, termometro, toallas de papel y los formatos para

registrar las cajas muestreadas.

Procedimiento para la toma de muestra de E. coli O157:H7 Escherichia coli

productora de Shiga toxina (STEC) segun método oficial, n60, IPSA.

1. Se coloc6 de manera aséptica la cantidad de piezas, basados en los sub-lotes

de un dia de produccion.

2. Se Corto piezas de carne aproximadamente de 3 pulgadas de largo, 1 pulgada
de ancho y 1/8 de pulgada de grueso, seleccionado preferiblemente de los
productos que vienen de la superficie de las canales. ElI peso minimo de la
muestra debe ser de 375 gramos (Cantidad indicada por el método de GDS de
BIOCONTROL SYSTEM) o 325 gramos

3. Se Colecto 60 piezas de carne de las 60 cajas de un sub-lote de 175 cajas.

4. Para poder obtener las 60 piezas de carne, tomamos la muestra una caja de por
medio que se pese en las basculas. Muestreamos la primera y la ultima caja,
esto dara 59 cajas y se afiadi6 la penultima para completar las 60 cajas.

5. Se Coloco las 60 piezas de carne en dos bolsas WHIRL-PAK (30 piezas de
carne en cada bolsa) apropiadamente identificadas, la muestra debe pesar
aproximadamente 3/4 de libra y colectar una muestra adicional en una tercera
bolsa WHIRL-PAK de 1 libra 'y ¥4 como contra muestra. Las dos bolsas con los
30 pedazos y la tercera bolsa con la contra muestran deben pesar

aproximadamente 2 libras (907 gramos).
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6. Se Tomo la temperatura del sub-lote y no de la muestra tomada.

7. Las cajas, hasta las 175 del primer sub-lote se identificaron en ambos lados con

el sub-lote A y con la fecha de produccion.

8. Se Muestreo los siguientes sub-lotes de acuerdo con las instrucciones previas e
identificarlos con la siguiente letra (no usada) del alfabeto y la fecha de

produccién.
9. Se Realiz6 un andlisis por separado en cada uno de los sub-lotes.

10.Se Aplicé la prueba N60 al excedente del dia de produccion y no se mezcl6 con

la produccién del dia siguiente.

Envio de la Muestra:

1) Las muestras se enviaron al Laboratorio el mismo dia de la toma y con su
respectiva hoja de remision.

2) Las muestras coleccionadas se mantuvieron refrigerada a 4°C y enviadas de esa
forma al Laboratorio, las muestras no deben congelarse, se aseguro el correcto

empaque de las muestras para evitar que estas se rompieran y se contaminaran.

Andlisis Laboratorial (método de aseguramiento GDS®MPX)

El método de aseguramiento GDS®MPX de las 7 principales es un sistema de acido
nucleico automatizado para la deteccion de la E. coli O 157:H7 y de las “seis
principales” E. coli (STEC) toxigenos de Shiga no-O157. Las seis principales STEC
no-0157 son definidas como E. coli que pertenecen a los serogrupos 0103, 0111,
0121, 0145, 026 0 O45 que poseen tanto el gen eae y al menos uno de los genes

stx o stx de la toxina Shiga.
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El método de Aseguramiento GDS MPX de las 7 STEC principales utiliza un
procedimiento patentado de preparacion de muestras basado en IMS para capturar
organismos pertenecientes a 7 serogrupos O especificos (0103, 0111, 0121, 0145,
026, 045, Y 0O157) antes del andlisis genético para los genes de patogenicidad

asociada.

Componentes Del Kit

Cada kit del método de Aseguramiento GDS MPX de las 7 STEC principales

contiene lo siguiente:

Reactivo de concentracién de los 7 STEC principales, tubos de amplificacion de los
principales STEC MPX, Bufer de re-suspension MPX, solucion de lavado de los

principales STEC.

Equipos Y Materiales requeridos
Otros materiales necesarios no proporcionados incluyen:

Medios MEHEC,; Autoclave; Equilibrio analitico; tolerancia  +0.2q;
Stomacher/Masticador; Bolsas tipo stomacher con filtro o su equivalente; incubadora
capaz de mantener 41.5 -42.5 °C con micro pipeta capaz de suministrar 1.0 mL

Preparaciéon de la muestra

A. Preparacion de la porcion de pruebay enriquecimiento

(@) Muestra de Res- Asépticamente pesar una porcion de prueba de 375 g en
1,500mL de un medio (42° C) mEHEC precalentado (para la muestra de 25¢g utilizar
225 mL mEHEC). Masticar u homogenizar la muestra a mano durante 2 minutos.
Incubar durante 10-18 horas a 42 °C.
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B. Protocolo de preparaciéon de la Muestra

Cambiarse los guantes antes de manipular reactivos.

a) Vortice del reactivo de concentracion de las 7 principales STEC. Transferir
inmediatamente transfer 20 pL a cada uno de los pozos de muestra requeridos de
Aseguramiento GDS (1 pocillos/muestra) utilizando pipeteador de repeticion y puntas

de pipetas de 0.5 mL. Cubrir la placa de re-suspension con tiras adhesivas.

b) Transferir 1.0 mL de solucion de lavado de las principales STEC a cada uno
de los 2 pocillos de muestras adicionales (2 pocillos/muestra) utilizando una pipeta

de repeticion y puntas de pipetas de 10 mL.

C) Transferir 45 pL de Bufer de Re-suspension MPX a los pocillos de muestra en
la placa de re-suspension utilizando un pipeteador de repeticion y puntas de pipeta

de 0.5 mL. Cubrir la placa de re-suspension con tiras adhesivas.

d) Remover cuidadosamente la tira adhesiva de una franja de pocillos de
muestra que contengan Reactivo de concentracion de las 7 STEC principales. afadir
1.0 mL de una muestra incubada a cada pocillo de muestra. Evitar transferir
particulas de alimentos. Debe utilizarse una nueva punta de pipeta por cada muestra,
Cubrir cada franja de pocillos de muestra con una nueva tira de pelicula adhesiva
antes de afiadir muestras a una nueva franja de pocillos. Inmediatamente devolver
las muestras a la incubadora para ser utilizadas durante la confirmacién si es

necesario.
e) Colocar los pocillos de muestra sellados en el mezclador de vortice y

centrifugar a unos 900 rpm aproximadamente por 10-20 min. Si es necesario ajustar

los rpm para estar seguro de que el liquido no entre en contacto con la tira adhesiva.
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f) Con cuidado descartar la tira adhesiva de una linea de muestras. Retirar la
pelicula plastica de los pocillos de muestra que contengan solucion de lavado de las

principales STEC.

s)] Cargar las puntas en el PickPen, asegurando que las puntas estén firmemente
colocadas en la herramienta del PickPen. Extender los imanes del pickpen e
insertarlos en la primera franja de pocillos de muestra. Agite suavemente por 30
segundos al mismo tiempo que mueva continuamente de arriba y abajo desde la
superficie hasta el fondo del pocillo. Golpear un poco las puntas del PickPen contra
uno de los lados de los pocillos de muestra para remover el exceso de gotas del

medio.

h) Transferir el PickPen a los pocillos de muestras correspondiente que
contengan solucién de lavado de las principales STEC vy retraer los imanes del

pickpen Para liberar las particulas en la solucion de lavado

)] Desechar las puntas del pickpen y cargar un nuevo juego de puntas en el
PickPen.
)] Extender los imanes del pickpen e insertarlos en la franja de pocillos que

contengan la solucion de lavado de las principales STEC y particulas. Agitar
suavemente por 30 segundos al mismo tiempo que mueva continuamente de arriba
hacia abajo desde la superficie hasta el fondo del pocillo. Golpear las puntas del
pickpen contra uno de los lados de los pocillos de muestra para remover el exceso

de gotas de la solucion de lavado.
k) Transferir el pickpen al segundo juego de pocillos de muestras que contengan

solucion de lavado fresca de las principales STEC y suavemente centrifugar por 10

segundos (no liberar particulas en la solucién)
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) Golpear las puntas del pickpen contra uno de los lados de los pocillos de
muestra para remover el exceso de gotas de la solucion de lavado de las principales
STEC.

m)  Transferir las particulas a la fila correspondiente de la placa de re-suspension
preparada. Con las puntas sumergidas, retirar los imanes del pickpen y golpear

suavemente para las particulas de Bufer de re-suspension MPX.

n) Repetir todos los pasos de la (f) hasta la (I) para todas las muestras. Cubrir

placa de re-suspension con tiras de cinta adhesiva.

Procedimiento de la Prueba
Cambiarse los guantes antes de manipular reactivos.

A. Preparacion del bloque de Gel refrigerante

a) Antes del uso inicial del bloque de gel refrigerante debe ser almacenado en el
congelador (-25 a -15° C) por 6 horas. Al congelarse el bloque de gel refrigerante
cambiara de color de rosa a purpura. Cuando no se utiliza el bloque de gel

refrigerante debera seguir siendo almacenado a una temperatura de -25 a -15°C

b) Entre cada utilizacion el blogue de gel refrigerante debera ser devuelto al
refrigerador hasta que se tome purpura en su totalidad indicando que ya esta listo

para su uso. Esto podria tardarse hasta 2 horas.
Nota: los ensayos del método de Aseguramiento MPX de las 7 STEC principales

requieren el uso del bloque de gel de enfriamiento. El bloque de aluminio no debe ser

utilizado.
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B. Preparacion de los tubos de Amplificacion

a) La configuracién de los datos de entrada del Aseguramiento GDS, Rotor —
Gene deberan ser completados antes de transferir las muestras de la placa de re-

suspension en los tubos de amplificacion.

b) Retirar los tubos de amplificacion MPX de las principales STEC de la bolsa de
aluminio y colocarlas en el bloque de gel refrigerante congelado. Sellar la bolsa

nuevamente.

C) Transferir 30 pL de la muestra de los pocillos de la placa de re-suspension en
cada tubo de amplificacion utilizando una pipeta multicanal y puntas con filtro de
barrera. Presionar firmemente hacia abajo en la tapa de cada tubo de amplificacion
para cerrar. Visualmente inspeccione cada tubo para asegurarse que la tapa esta

bien cerrada.

d) Antes de colocar la paleta giratoria, invierta los tubos de amplificacién y agite

con un movimiento seco para mezclar bien los contenidos

e) Colocar los tubos de amplificacion en orden secuencial en el aseguramiento
GDS Rotor —Gene, comenzando por la posicion # 1. Iniciar el ciclo del Rotor-Gene.
Consultar el manual de usuario del aseguramiento GDS obtener instrucciones

detalladas sobre el funcionamiento del Rotor-Gene.

Nota: El aseguramiento GDS Rotor —Gene debe dar inicio 15 minutos después de la

adicién de las muestras en los tubos de amplificaciéon
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Resultados

Al termino de completar la vuelta cada muestra sera identificada como positivas o
negativas para E. coli O157:H7 y positivas 0 negativas para las principales STEC, o
sin Amp. Los resultados de genes individuales (eae, stx %2 son presentados

también.

Principales STEC (eae/Stx) Resultados:

Positivas: las muestras positivas para E. coli son las que pertenecen a los
serogrupos O tales como 0103, 0111, 0121, 0145, 026 y 045 y contienen el gen
eae y uno o ambos genes de la toxina Shiga tales como stx! o stx?.

Negativas: las muestras negativas para E. coli son las que pertenecen a los
serogrupos O tales como 0103, 0111, 0121, 0145, 026 y 045 y contienen el gen

eae y uno o ambos genes de la toxina Shiga tales como stx! o stx.

Sin Amp: la amplificacién no tuvo lugar. Repetir la prueba comenzando desde el

punto B.

Resultado para E. coli O157:H7:
Positivas: las muestras positivas para E. coli 0157:H7

Negativas: las muestras negativas para E. coli 0157:H7

Sin Amp: la amplificacion no tuvo lugar. Repetir la prueba u contactar el servicio

técnico de Biocontrol

Anadlisis estadistico.

Estadistica descriptiva antes mencionada con el apoyo de programa estadistico. IBM

SPSS Statistics2.1, En este estudio se realizaran grafico tablas porcentuales

25



Resultados

Tabal. Refleja los bovinos sacrificados de febrero a abril del 2016, en el
matadero Nuevo Carnic con un total de 27,972 reses

12.000,00 - 10.768,00

9.070,00

10.000,00 T

8.000,00 -

6.000,00 - B Bovinos Sacrificados

4.000,00 T

2.000,00 -

e

0,00 T T f
FEBRERO MARZO ABRIL

Tabla 1. Bovinos Sacrificados
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Tabla2. Refleja la produccion total que se exporta en determinado mes también
los productos que se sometieron a muestreo, la diferencia de estos incluye los
cortes selectos

4.500.000,00 -

€9°¢€

4.000.000,00 -

3.500.000,00 -

9'€L6°¢C

3.000.000,00 -

2.500.000,00 - B | BS/EXPORTADAS

2.000.000,00 - - mCHYBM

1.500.000,00 -
1.000.000,00 -
500.000,00 -

0,00 T T
FEBRERO MARZO ABRIL

Tabla2.Produccién Nuevo Carnic 2016

La tabla 3. Refleja la cantidad de muestras enviadas al laboratorio para el
andlisis de E. Coli O157 H7 y otras STEC, De los cuales resultaron negativas
todas las muestras enviadas durante los tres meses de estudio

350
300 / 307
250 /

200

= 190

175 == NEGATIVOS
150 == POSITIVOS
100
50
0 B ' B ' B '
FEBRERO MARZO ABRIL

Tabla 3. Muestreo y resultados de laboratorio
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PERDIDAS ECONOMICAS POR DECOMISOS POR E. Coli 0157 H7

Al no existir ni un caso positivo a la bacteria E. Coli O157 H7, no se decomisé
producto alguno, ni se presentd perdidas econémicas. En caso de existir un caso
positivo al serotipo O 157 H7 y otras STEC se tendria que decomisar y condenar

todo el lote completo (175 cajas equivalentes a 10500 Ibs)

categoria Peso/kg | Costo canal Pérdida Perdidas
caliente C$ | econdmica C$. econémicas
dolares U$
CHY BM 4764 86 409709,6188 14,276
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DISCUSION

En el presente estudio No se detecté Escherichia Coli 0157 H7 Y Otras STEC en
muestras de carne bovina faenadas en el Matadero nuevo Carnic, en Nicaragua no
existe registro por el ministerio de salud de personas afectadas que hayan sido

afectadas por estos serotipos de Escherichia coli

Diversos estudios, en distintos paises, han aislado éste patdégeno de la carne bovina,
describiendo una prevalencia de STEC 0157 que fluctia entre 0,4 a 3,7% y de STEC
no-0157 que fluctia entre 2,4 a 30% (Hussein, 2007). Lo anterior, difiere a los

resultados del presente estudio

Estudios Realizados en el departamento de Ledn, Nicaragua revelaron alta
correlacion de casos diarrea en La nifiez nicaraglense con los varios serotipos de
Escherichia coli y algunos casos aislados con EHEC (Reyes, 2010) pero el estudio
fue realizado en heces liquidas no en carne, ni tampoco se identifica el serotipo E.
Coli 0157 y otras STEC
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CONCLUSIONES

No se encontrd la presencia de Escherichia coli en los productos CH Y BM
que se exporta

No se presento perdidas economicas

El sistema de inspeccién sanitaria de la carne del Establecimiento numero 5.
Matadero nuevo Carnic, es uno de los mejores de Nicaragua

De gran importancia sanitaria la aplicacién de los sistemas de inocuidad y
calidad de la carne (BPM, HACCP, NORMAS ISO)
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RECOMENDACIONES

Realizar otros estudios en mercados de Nicaragua que no cuentan con los
sistemas de inspeccion de carnes, ni los programas prerrequisitos para
determinar posible contaminacion fuera del matadero

Realizar controles a la carne bovina importada y nacional, para detectar la
presencia de E. COLI 0157 H7 Y OTRAS STEC.

Se sugiere exigir, a los proveedores de carne bovina nacionales y extranjeros,
el muestreo y andlisis de STEC durante la faena en los Establecimiento de

origen.

Fomentar las medidas de higiene y manipulacién de los alimentos antes de su
consumo.
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INSTITUTO DE PROTECCION Y SANIDAD AGROPECUARIA
DIRECCION DE INOCUIDAD AGROALIMENTARIA
SECCION DE INOCUIDAD CARNES

Hoja de Remision de Muestras al Laboratorio de
Diagnéstico Veterinario y Microbiologia de los Alimentos
Programa de Muestreo de E. Coli 0157:H7 y E. Coli non 0157 (STECs)

Laboratorio IPSA

Est. No.

Fecha de Matanza:
Sub-lote:
Corte:

Procedimientode Toma:

Muestra de Rutina D

Nombre:

Laboratorio Planta

Fecha de Deshuese:

Fecha de Envio:

Temperatura del Producto:

Hora de la Toma:

Cédigo del Laboratorio

Muestra de Verificacion D

Muestra de Confirmacion

No. De Serie de Cajas
1- 21- 41-
2- 22- 42-
3- 23- 43-
4- 24- 44-
5- 25- 45-
6- 26- 46-
7- 27- 47-
8- 28- 48-
9- 29- 49-
10- 30- 50-
1M1- 31- 51-
12- 32- 52-
13- 33- 53-
14- 34- 54-
15- 35- 55-
16- 36- 56-
17- 37- 57-
18- 38- 58-
19- 39- 59-
20- 40- 60-

Fecha y Hora de recepcion:

Numero y sello de Marchamo:

Médico Veterinario Oficial

F-SIC-08

Firma del Responsable de Laboratorio.

Inspector Auxiliar Oficial




-
7

Fotografial. Toma de muestra de N60. para E. coli y otras STEC
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Fotografia 2. Muestra de N60
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Hoja de andlisis laboratorial de la carne y otros.

FEBRERO MARZO ABRIL TOTAL
ANALISIS POSITIV. NEGAT. PENDIE. TOTAL [POSITIV.| NEGAT. | PENDIE. | TOTAL [POSITIV.| NEGAT. [ PENDIE. | TOTAL |POSITIV.| NEGAT. | PENDIE. [ TOTAL
Organoclorinados 0 250 0 250 0 130 0 130 0 178 0 178 0 558 0 558
Organofosforados 0 36 0 36 0 1 0 12 0 10 0 10 0 58 0 58
Antibidticos 0 2 0 2 0 2 0 2 0 1 0 1 0 5 0 5
Cloranfenicol 0 2 0 2 0 2 0 2 0 1 0 1 0 5 0 5
Sulfonamidas 0 0 0 0 0 2 0 2 0 1 0 1 0 3 0 3
Hormonas 0 0 0 0 0 2 0 2 0 0 0 0 0 2 0 2
Metales Pesados 0 2 0 2 0 2 0 2 0 1 0 1 0 5 0 5
Benzimidazoles 0 2 0 2 0 2 0 2 0 1 0 1 0 5 0 5
Awermectina 0 568 0 568 0 516 0 516 0 274 0 274 0 1358 0 1358
Ambiental 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 2 0 2
Salmonella 0 17 0 17 0 21 0 21 0 23 0 23 0 61 0 61
E. Coli Genérico Hisopado 0 30 0 30 0 27 0 27 0 36 0 36 0 93 0 93
E. Coli Genérico Misculo 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 3 0 3
E. Coli 0157:H7 y STECs 0 172 0 172 0 190 0 190 0 307 0 307 0 669 0 669
Mes6filos Aerobios 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 3 0 3
Clostridium Perfringes 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 3 0 3
Bacteriologico del Agua 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 3 0 3
Bacteriologico del Hielo 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2 0 2
Fisico-Quimico de Agua 0 3 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 3
Encefalopatia E.E.B 0 3 0 3 0 1 0 1 0 1 0 1 0 5 0 5
Total 0 1093 0 1093 0 914 0 914 0 839 0 839 0 2846 0 2846
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