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RESUMEN

Escherichia coli O157:H7 es una bacteria patdgena de in-
terés epidemiol égico paralos sistemas de salud publica en
los paises en vias de desarrollo. Se ha vinculado el micro-
organismo con la carne molida. El objetivo del presente
trabajo fue identificar la presencia de E. coli O157:H7 en
canales bovinas que abastecen de carnes frescas ala ciudad
de Quevedo-Ecuador, mediante muestras obtenidas por
hisopaje alas canaesy aplicacion delatécnicadel tamizaje
(PCR MK). Destaca que el 0,42 % de las muestras fueron
positivasy se ubicaron en el &readorsa delas canaes. Dos
casos fueron sensibles a primer MK1 y el tercero lo fue
para el MK2. Las canales bovinas pueden portar la
serovariedad que presenta bajos niveles de deteccion.
Palabras clave: Eschericia coli, ganado bovino, canal, téc-
nicas de andlisis, PCR.

*Joaquin Teodoro Morédn Bajafia: Docente e investigador
de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Agraria
del Ecuador. Es Ingeniero Zootecnista (Universidad Técnica
Estatal de Quevedo-FEcuador, 1997), con estudios en Produc-
ci6n Animal (Universidad de Granma-Cuba, 1997). Diploma-
do en Mercadotecnia y Ventas (Universidad Técnica Estatal
de Quevedo, 2001) y Maestro en Ciencias en Procesamiento
de Alimentos (Universidad Agraria del Ecuador, 2014), ac-
tualmente candidato a Doctor en Ciencias de los Alimentos por
el Instituto de Farmacia y Alimentos de la Universidad de La
Habana-Cuba. Ejerce Ia docencia y la investigacién en la Uni-
versidad Agraria del Ecuador en Milagro-Guayas. Ha sido
considerado como evaluador externo de programas carrera del
Consejo de Educacion Superior del Ecuador. Es becario de la
Secretaria Nacional de Educacion Superior, Ciencia, Tecnolo-
gia e Innovacién SENESCYT

ABSTRACT

Identification of Escherichiacoli O157:H7 in meat
bovine car casses that provide to Quevedo City
from Ecuador

Escherichia coli O157: H7 is a pathogenic bacterium of
epidemiological concern for public health systems in
developing countries. The microorganism has been linked
to the ground beef. The objective of the present work was
to identify the presence of E. coli O157: H7 in bovine
carcasses that supply fresh meat to the city of Quevedo-
Ecuador, obtained by carcass swab samples and the
application of the screening technique (PCR MK). It
indicates that 0.42% of the samples were positive and
located in the dorsal area of the carcasses. Two cases were
sensitiveto MK 1 and thethird onewas sensitiveto the MK 2.
The bovine carcasses can carry the serovarity that presents
low levels of detection.

Keywords. Eschericia coli, cattle, carcasses, analytical
techniques, PCR.

INTRODUCCION

Escherichia coli O157:H7 es una bacteria reconocida
como patdgeno causante de un cuadro de colitis
hemorrégica (CH) que puede llegar a ser severo, de
compromiso paralavidaen nifios especiamentede cero
acinco afiosy adultos mas vulnerables (1).

El cuadroinicia con frecuenciaevolucionahaciaestados
clinicoscomplicados como cuadrosneurol dgicosy € Sin-
drome Urémico Hemolitico (SUH) que pueden dejanim-
portantessecuelas(2). Sehavinculado & microorganismo
conlacarnemolida, cuyaformaprincipal deconsumoson
lashamburguesas. Su caracteristicaprincipa eslaproduc-
cion detoxinasy otrosfactoresdevirulencia(3).
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Este patdgeno se consideraen genera subreportado de-
bido afactores de diferente naturaleza pero que inclu-
yen lanecesariaespecificidad que aportan los métodos
més modernos deidentificacion de especiesy serotipos
bacterianos (4).

Laincidencia de este patdgeno por |o tanto constituye
un aspecto deinterés epidemiol 6gico y un desafio para
los sistemas de salud publicafundamentalmente enlos
paisesen viasdedesarrollo debido alas deficientes con-
dicioneshigiénicas que prevalecen enlaindustria. S6lo
en Argentina se reportan 13,9 personas enfermas por
cada 100 000 habitantes (5).

Desde que tuvo lugar el primer brote causado por esta
bacteria, en Oregdn, EE.UU., en 1982 (6) sevincul O €l
microorganismo con la carne bovinay en especia, la
carnemolida, cuyaformaprincipal de consumo sonlas
hamburguesas.

Diversos estudios ubican alos bovinos como reservorio
natural de estaenterobacteriaque producetoxinasrela-
cionadas con otros factores de virulencia que la con-
vierten en un peligro latente paralasalud de los consu-
midores. Los bovinos, por su condicién de reservorios
naturales y por faenarse en los mataderos bajo condi-
cionesde salubridad cuestionables, constituyen lafuen-
te de contaminacion delascarnesy refrendaconello el
rol que estasjuegan en la prevalenciay epidemiologia
delaenfermedad (7).

Lacarnederesesparteimportante deladietadiariade
los ecuatorianos. Se sacrifican anual mente aproximada-
mente 1 700 000 cabezas de ganado bovino que rinden
220000t de carne parael consumo nacional (8).

El objetivo del presente trabajo fue identificar la pre-
senciadeE. coli 0157:H7 en canal es bovinas que abas-
tecen de carnes frescas a la ciudad de Quevedo, me-
diante muestras obtenidas por hisopajey aplicacion de
latécnicadel tamizgje (PCR MK).

MATERIALESY METODOS

El pesquisaje se realizd en el municipio de Quevedo,
ciudad de mayor crecimiento comercia eindustrial de
la provincia de Los Rios y hovena en importancia en
Ecuador.

En el camal municipal sefaenan diariamenteentre30y
50 animales, provenientes de las localidades
Guasaganda-Cotopaxi (G2); Santo Domingo de los
Tséchilas (SD1) delaprovinciahomoénimay defincas
ganaderas de alrededor de Quevedo, particularmente
Balzar-Pichincha (BP3). Los animal es pertenecen ara-
zas mestizas Holstein, Brown Swiss, Gyr y Brahman;
con una edad promedio de 2,5 afios y un peso entre
260y 350 kg.

Seconsideraron parael aislamiento, lasdos medias ca-
nales (derechaeizquierda), divididasimaginariamente
en seis &reas cada una, que identifican zonas ventrales
y dorsales.

La toma de muestras tuvo lugar en la época invernal
del afio 2015, se realiz6 de manera deatoriasimpley
consistio en aplicar e procedimiento del hisopajeenun
total de 711 areas perteneci entes aambas medias cana-
les(izquierda, i y derecha, d) enlaszonasventrales (V)
y dorsales (D), provenientes de 237 animales sacrifica
dos.

Utilizando un hisopo estéril se frotaron las areas mus-
cularestomadas al azar, tres por animal faenado, ein-
troducidos en tubos de ensayo con tapa rosca conte-
niendo 15 mL de caldo ECnov (Acumedia, EE.UU.)
modificado con novobiocina. Se procedio aincubar a
37,5 °C por 24 h.

Del material incubado se extrgjo unaalicuotade 1 mL
y se centrifugd (Labnet, EE.UU.) a8 000 min por
15 min. El pellet obtenido fue mezclado con 150 puL
de agua destilada estéril y calentado a 100 = 2 °C
por 15 min. Con el objetivo de comprobar lapresencia
de cepas productorasde lastoxinas deinterés, seaplico
lareaccion en cadena de la polimerasa conocida como
PCR por sussiglaseninglés(polymerase chainreaction),
aplicando el protocolo parael PCR MK utilizando los
primers MK 1y MK2 que contienen secuencias de los
genes que codifican para dichas toxinas. Se utiliz6 el
protocolo recomendado por [aOPS (1), el cual consis-
te en laaplicacion de un proceso de termociclado que
utilizatemperaturasde 94, 53,72y 4 °Cy sedesarrolla
en29ciclos.

La visuaizacién de los pares de bases que codifican
para las toxinas se realiz6 mediante electroforesis en
gel deagarosaal 2 % (Invitrogen, EE.UU.) entampdn
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TAE 1X al que seleafiadié bromuro deetidio (0,4 uL)
para observar |as muestras aplicando 80 v/ 40 min. Se
empled azul bromofenol (0,4 uL) para colorear cada
amplicén obtenido (1).

Losreactivoseinsumos (Invitrogen, EE.UU.) parael
termociclado (Labnet, EE.UU.) fueron: Buffer TAE
(5 uL), dNTP (2 pL), MgCl, (1,5 uL), los primers
MK1y MK2 (0,5 uL) cadaunoy laTaq polimerasaa
razén de 0,2 uL, 2 uL detempladoy 36,3 uL de agua
estéril libre de endonucl easas paraun volumenfinal de
50 uL (1, 9).

Las muestras que resultaron positivas paralas toxinas
medianteel PCR MK fueronincubadasen agar EMBnov
a37,5°C por 24 h. Se observaron | os cambios de colo-
racion delas cepasy se procedio arealizar las pruebas
biogquimicas mediante el kit API 20E (10).

Los controles positivo y negativo fueron las cepas
E. coli O157:H7 y laATCC 22925 respectivamente y
facilitadas por el Instituto Nacional de Salud Publicae
Investigacion del Ecuador, INSPI. Las muestras seana-
lizaron en €l laboratorio de biologia molecular de la
Universidad TécnicaEstatal de Quevedo.

L osresultadosfina esseexpresan enlofundamental, como
cantidad (%) deresultadospositivosaE. coli O157:H7 en
relacion al total delaséreas muestreadas (9, 13)

RESULTADOSY DISCUSION

Laaplicacién delos procedimientos anteriores permitio
demostrar |a presencia de cepas positivas ala produc-
cion de toxinas en tres de las areas muestreadas. Las
muestras positivas se encontraron en ambas medias ca-
nales (izquierda, i y derecha, d) en las zonas ventrales
(V) y dorsales (D).

Se detectd un caso por cada una de las areas DdM,
DiS, DdS pertenecientes atres animales diferentes pro-
venientes de dos zonas geograficas en particular. Des-
taca que las muestras positivas han sido identificadas
en el areadorsal de las canales. Esto habla afavor de
unamayor probabilidad de contaminacion relacionada
con las partes externas del animal, pelo y cuero, las
cualesresultan con alto grado de suciedad que incluye
restosdematerid fecal. Es probable quelaevisceracion
delosanimaleslarealice personal de experienciacuya
pericia conlleva una menor contaminacion en zonas

ventrales. Estos resultados se obtuvieron en unaépoca
deinviernoy en el Ecuador las épocas invernales han
estado marcadas por |as constantesinundacionesy des-
bordamiento de los rios. Es conocido que E. coli a
igual que muchos microorganismos puede ser transpor-
tada por las fuentes hidricas que pudieran ser el medio
por el cual llega a través de su contacto con los
pastizales, fuente principal dealimento delosanimales.

Sehaindicado laprevalenciadeE. coli STEC en espa-
cios acuaticosy fuentes pluviales que han tenido con-
tacto con heces fecales de bovinos (11, 12).

La aplicacion del PCR MK ha permitido en diversos
casos laidentificacion de microorganismos en alimen-
tosy en especia en carnesy productos carnicos (10).
En muestreosrealizados alas canal es bovinas en mata-
deros en México, mediante hisopaje como método de
recoleccion de células bacterianas, se ha detectado
Salmonella spp., E. coli STEC, Saphylococcusaureus
y otros microorgani Smos, cuya presenciahaimpul sado
laimplementacién de medidas sanitarias y de control
deinocuidad (14).

Se ha reportado que empleando unatécnicasimilar de
hisopaje pero en el &reapectora de 120 canalesderes
provenientes de dos mataderos mexicanos, uno muni-
cipal y otro Tipo Inspeccion Federa paracomprobar la
ausencia de microorgani Smos patdgenos en las carnes
gue se exportan hacia EE.UU., en €l tamizge no se
detect6 E. coli, pero s Salmonella spp en dos mues-
tras del matadero municipal (16).

El PCRYy laelectroforesisrevelaron que dos casosfue-
ronsensiblesal primer MK 1y por lo tanto paralatoxi-
na Stx1a/b mientrasqueel tercerolofueparael MK2y
por consiguiente paralatoxina Stx2a/b.

Estatécnicade deteccién hapermitido identificar cepas
patdgenas por amplificacién de los fragmentos de los
genes que codifican paralastoxinasindicadas (16, 17).

Se han encontrado cepas de E. coli en canalesbovinas
portadoras delastoxinas Stx1 pero a gunos autores han
expresado una mayor presencia de Stx2, inclusive de
otrosfactoresdevirulencia(7).

LascepasdeE. coli O157:H7 no siempre pueden con-
tener losgenes que codifican paralasintesisdelastoxi-
nasy se pueden encontrar en canales porcinas ademas
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delas bovinas pero es en estos Ultimos alas que se aso-
ciaconfrecuenciapor su particularidad deser sureservorio
natural, no obstante se hadetectado en otras especiesde
cdpridos, 6vidos, equinos, canesy aves (1, 7).

Sehadetallado lavinculacion del patégenoy sutrasa
do desdelas canales, las carnesy piezas carnicas hasta
los consumidores (18).

Los mataderos delos paises en desarrollo presentan en
su mayoriadeficiencias en cuanto alaimplementacion
demedidas sanitariasy model os de gestion deinocuidad
y Ecuador no es la excepcion, se ha manifestado la
ausenciade précticas higiénicas en algunos de esos pun-
tos de faenamiento (19). De acuerdo a estudios ante-
riores (20) se hacal culado que por cadaanimal identifi-
cado como positivo para E. coli STEC se contaminan
0,5 canales adicional es por efecto delacontaminacion
cruzada.

Las tres muestras positivas representaron apenas el
0,42 % del total de areas hisopadas (711) lo que sefiadla
gue la prevalencia es baja aunque no por eso menos
importante.

La incidencia encontrada de E. coli toxigénica en las
canales, puede entérminos abstractos, considerarsebaja,
sin embargo, queda la posibilidad real de incremento
posterior delapresenciadel microorganismo favoreci-
do por lacontaminacién cruzaday por €l aumentodela
superficie de contacto al picarsey molinarselascarnes.
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CONCLUSIONES

Latécnicadel PCR esprecisay répidaparalocalizar a
patdgeno mediante laidentificacion de sustoxinas. Las
muestras positivas a la produccion de toxinas se pre-
sentaron en lazonadorsal de las canales muestreadas.
El PCRYy laelectroforesisrevelaron que dos casosfue-
ron sensibles alastoxinas delafamilia Stx1a/b mien-
tras que el tercero lo fue para la toxina Stx2a/b. Las
canales bovinas pueden portar E. coli O157:H7, aun-
que su nivel de deteccion puede ser bajo.
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