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ABSTRACT

The purpose was to determine Enterohemorragic E.coli in carcasses inside Metropolitan Region of
Chile. Sampling was done between April 2000-Dic 2001 in all slaughterhouses, the number of samples
was determinated by Vetstat Statistic Program, 3% error and 5% significance, 250 g of meat was
taken just after been slaughtered. Suspicious colonies were confirmed using biochemical tests for E.
coli and confirmed ones were run by PCR. Citotoxin identification were done using specific primers
Jor 348 bp and 581 bp regions for stxl and stxll genes. 406 samples were analyzed, 226 (56%) cattle
and 180 (44%) pork. StxII gen presence were detected in two beef samples out ok 226(0.89%). ECEH
prevalence in beef meat is occasional on the other hand the microorganism was not detected in pork,

this could be due to the slaughtering good practices and properly handling of carcasses that has

been implemented on slaughterhouses, as well as permanent sanitary surveillance on this stablishments
by SESMA. (Environmental Health Service of Metropolitan Region).
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INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por el consumo de ali-
mentos contaminados con microorganismos
patégenos constituyen la mayor causa de morbi-
mortalidad en el mundo, uno de ellos es Escherichia
coli Enterohemorragica (ECEH), y es considerado
como uno de los mayores problemas de salud pu-
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blica a nivel mundial. Esta corresponde a una de las
seis categorias de E. Coli diarreogénicas y es cata-
logada como un patégeno emergente. Los primeros
brotes de intoxicacion alimentaria se describen en
el afio 1982 en los estados de Oregon y Michigan,
EE.UU. (Riley et al., 1983), y estuvo asociado al
consumo de hamburguesas en diferentes locales de
una cadena de comida rapida. A partir de entonces,
se han descrito numerosos brotes de ETA causadas
por este patdgeno en distintas partes del mundo
(EE.UU,, Italia, Alemania, Australia, Japén, Suecia,
Gran Bretafia y Chile).

Los cuadros clinicos producidos por ECEH van
desde una infeccién asintomatica, a una diarrea mo-
derada, colitis hemorragica severa, sindrome
hemolitico urémico (SHU), pirpura trombocitopé-
nico y muerte (Dorn et al., 1984). El SHU se pro-



64 AVANCES EN CIENCIAS VETERINARIAS - Vol. 18, N° 1 y N° 2 (enero - diciembre), 2003

duce aproximadamente en un 2 a 7% de los pacien-
tes con colitis hemorragica, principalmente en ni-
fios y ancianos (Prado y O’Ryan, 1994; Vizcaya
et al., 1996). A pesar de tener una tasa de morta-
lidad entre un 5 y 10%, un 30 a 60% sufrirdn una
insuficiencia renal crénica y varias anormalidades
del sistema nervioso central (Ammon, 1997).

La capacidad patogénica de este microorganis-
mo reside en varios factores de virulencia, una de
ellas es la produccién de dos potentes citotoxinas
conocidas como STX1 y STX2, que son codifica-
das por genes ubicados en fagos (Prado y O’Ryan,
1994). Algunas cepas producen un solo tipo de toxi-
na y otras en cambio pueden producir ambos, he-
cho que no influye en el grado de virulencia de las
cepas (Karmali, 1989). Estas toxinas se asociaron
en un principio con el clasico serotipo O157:H7 que
causo los primeros brotes descritos. Sin embargo,
actualmente se describen las ECEH-no O157, que
corresponden a mas de 100 serotipos capaces de pro-
ducir una o ambas citotoxinas (Report of a WHO
scientific working groups meeting, 1998).

Los bovinos y porcinos sanos son el reservorio
y principal fuente de infeccién en humanos (Blan-
co et al., 1999; United States department of
agriculture food safety and inspection service,
1995). Un estudio realizado en mataderos de la Re-
gion Metropolitana (RM) de Chile establecio ta-
sas de aislamiento de ECEH, a partir de fecas de
bovinos y cerdos sanos, de 28.7% vy 68.3%, res-
pectivamente (Borie et al., 1997). Entre las posi-
bles causas de contaminacion de las carnes de
ECEH se encuentran las malas técnicas de faena-
miento de los animales tanto en los puntos de de-
sollado como de evisceracion (Blanco ef al., 1999).

En Chile, la faena de ganado porcino y vacuno
ascendid en el afio 2000 a 940.373 y 3.050.796,
respectivamente; de los cuales un 45% de vacunos
y 44% de porcinos se faenaron en la Region Me-
tropolitana, repartidas en 12 plantas de faenamien-
to de vacuno vy 6 de cerdos. De acuerdo a estudios
realizados en nuestro pais, en los que se analiza-
ron carne de vacuno, de cerdo, hamburguesas y sal-
chichén de té, se determiné que la prevalencia de
ECEH en estos productos carneos es de 4,4%
(Alexandre et al., 1999). Sin embargo, no se co-
noce la prevalencia de este microorganismo en las
materias primas.

Considerando lo anterior, el objetivo del presente
estudio es determinar la presencia de esta bacteria en
las canales de animales de abasto (bovinos y porcinos)
recién faenados en la Regién Metropolitana.

MATERIAL Y METODO

Obtencioén de las muestras

En este estudio las muestras de carne se obtuvieron
de animales recién faenados, inmediatamente poste-
rior al lavado final de la canal; el muestreo incluyo a
todas las plantas faenadoras de la RM. Se tomaron
250 g de came libre de grasa procedente de entrafia
(musculo diafragmatico), parte interna de la pierna
(musculo recto interno), pecho y cuello del animal
(musculos pectorales y musculo esternohioideo). En
la colecci6n de las muestras se utilizaron cuchillos de
acero inoxidable, guantes, bolsas estériles y alcohol
de 70°, éstas fueron transportadas en condiciones
asépticas y de refrigeracion al Laboratorio de Salud
Ambiental del SESMA para su posterior analisis.

Tamaifio muestral

Se determiné el tamafio muestral usando la férmula
del programa estadistico Vetstat, considerando un 3%
de error y una significancia de un 5%. El muestreo
se realizd entre los meses de abril de 2000 y diciem-
bre de 2001, las muestras se obtuvieron al azar, dis-
tribuidas en forma proporcional segin el programa
de faenamiento de cada planta. El porcentaje de
muestras tomadas por cada planta se determiné de
acuerdo a la faena anual del afio 1999 (Tabla 1).

Preparacién de la muestra y obtencién de
colonias aisladas

Para la obtencion de colonias aisladas se pesan 11 g
de carne en forma estéril, se adicionan 225 ml
de agua peptonada tamponada (pH 7,2), se
homogeneiza en stomacher por 1 minuto y se in-
cuba a 35 °C por 16-18 hrs. Del preenriquecimien-
to se traspasa una azada a una placa de agar
MacConkey, incubandose por 12-16 hrs., de ma-
nera de obtener colonias aisladas. De este reais-
lamiento se eligen al menos S colonias lactosa
positiva, a las cuales se les realizan pruebas
bioquimicas para Escherichia coli.

Deteccion de genes stxl y stx2 de las

citotoxinas STX1 y STX2

El DNA se obtuvo de las colonias lactosa positiva
sospechosas de Escherichia coli, se homogeneizo
una azada de cada colonia en 100 pl de agua
desionizada estéril, de tal manera de llegar a una
concentracion no mayor de 10® ufc/ml, luego se
lisaron a 100 °C por 15 minutos. De la parte supe-
rior del lisado se tomaron 4 pl para ser utilizados
en la reaccion de PCR como DNA templado.
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TABLA 1
CANTIDAD DE MUESTRAS TOMADAS POR PLANTA FAENADORA SEGUN PRODUCCION ANUAL
Planta Porcentaje Cantidad Porcentaje de Cantidad
de faena de de muestras (N faena de de muestras (N
vacunos (%) cerdos (%)
Faenadora 1 2 5
Faenadora 2 1 2
Faenadora 3 9 20 8 15
Faenadora 4 2 5 13 24
Faenadora 5 5 11
Faenadora 6 18 41 46 83
Faenadora 7 20 45 1 1
Faenadora 8 4 9
Faenadora 9 28 63 31 56
Faenadora 10 14
Faenadora 11 4 9
Faenadora 12 1 2 1 1
Total 100 226 100 180
La amplificacion de los genes de las citotoxinas La visualizacion de los genes se realiz6 por
stxl y stx2 se realizé6 por PCR utilizando los electroforesis en gel de agarosa al 1,5% prepara-
partidores especificos LP30, LP31 que acotan para do con 5 pl de bromuro de etidio por cada 100 ml,
una region de 348 pb del gen stx1 y los partidores y corridos a 70 volts en buffer TAE 1X. Los geles
LP43 y LP44 para una regién de 584 pb del gen fueron cargados con 8 pl del amplificado y 3 ul
stx2 (Cebula et al., 1995), Tabla 2. del buffer de carga, las bandas se visualizaron en
El PCR fue realizado en un volumen de 39 pl un transiluminador UV. Como control positivo se
que contenian MgCl 1,5 uM, Buffer 1x, dNTPs utilizaron cepas de Escherichia coli de referen-
250 uM, 1 U Taq DNA polimerasa y 256,4 pM de cia: una productora de stx1 (cepaC600J) y una cepa
cada partidor. (LP30, LP31, LP43, LP44) v 4 ul productora de s&x2 (cepaC600W).
de DNA templado. Las muestras fueron amplifi-
cadas de acuerdo al siguiente programa: denatu-
racién inicial por 5 minutos a 94 °C, seguido por RESULTADOS Y DISCUSION
35 ciclos de denaturacién a 94 °C por 1,5 minu-
tos, alineamiento a 64 °C por 1,5 minutos y ex- Se analiz6 un total de 406 muestras, de las cuales
tension a 72 °C por 1,5 minutos, la extension final 226 (56%) correspondieron a carne de vacuno y
fue a 72 °C por 7 minutos. 180 (44%) a carne de cerdo. Se aislaron 248 y 70
TABLA 2

PARTIDORES USADOS PARA PCR PARA LA AMPLIFICACION
DE FRAGMENTOS ESPECIFICOS DE LOS GENES STX1Y S7TXx2

Gen Tamafio Partidores Secuencia
del producto (pb)
Stxl 348 LP30 5’-CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG-3’
LP31 5’-CACCAGACAATGTAACCGCTG-3”
Stx2 584 LP43 5’-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3’
LP44 5’-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3’
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cepas sospechosas de Escherichia coli en muestras
de vacuno y cerdo, respectivamente, a las que se
les realizé la deteccion de los genes de las
citotoxinas stx1 y stx2.

Del total de muestras estudiadas, solamente se
detectd el gen de la citotoxina stx2 en dos cepas,
que corresponden a dos muestras de carne de va-
cuno que provienen de la misma planta faenadora
(2 de 226), lo que representa una prevalencia de
0,89%. En la Figura 1 se observa el gel de elec-
troforesis con las bandas de los genes de la
citotoxina stx2 de las muestras positivas. En ningu-
na de las muestras de carne de cerdo analizadas se
detectaron los genes de las citotoxinas (0 de 180).
Las cepas positivas de Escherichia coli Enterohe-
morragica fueron enviadas al Laboratorio de refe-
rencia de Bacteriologia del Instituto de Salud
Publica para su estudio, los resultados indicaron que
fue no tipificable.

A través de la vigilancia sanitaria que realiza el
Subdepto. Calidad de los Alimentos y el Laborato-
rio del Ambiente, se ha detectado la presencia de
ECEH en muestras de hamburguesas crudas, queso
de cabra, carne de pollo crudo y productos carnicos
en general (4,3%) (Alexandre et al., 1999). Los
serotipos encontrados corresponden a 0113, O111,
06, siendo la gran mayoria de las cepas no
tipificables. En Chile se ha descrito un brote ocurri-
do el afio 2000 por ECEH serotipo O157:H7, que es-
tuvo asociado al consumo de carne molida en un
jardin infantil (Prado ez al., 2002), considerando que
en nuestro pais existe una subnotificacion de las
intoxicaciones por alimentos.

Los unicos datos registrados en cuanto al reser-
vorio de este patdgeno en nuestro pais fueron rea-
lizados en intestino de vacunos y cerdos. Se detecto
la presencia de ECEH en el 28,7% de los bovinos
y en el 68,3% de los cerdos (Borie ef al., 1997).
Estos datos indican una gran prevalencia de este
microorganismo, por lo que el proceso de faena de
estos animales debe ser riguroso en medidas sani-
tarias para evitar ]a contaminacion de la carne que
serd distribuida al consumo. La presencia de ECEH
en las carnes se debe principalmente a deficien-
cias en el sistema de faena, que se producen por
descargas de material fecal sobre las canales o por
contaminacion con los cueros del animal y/o por
una desinfeccion posterior deficiente.

Los resultados obtenidos en este estudio indi-
can un bajo porcentaje de muestras con presencia
de ECEH en carnes de vacuno (0,89%) y ninguna
muestra positiva en carnes de cerdo, consideran-

do que se tomaron muestras en todas las plantas
faenadoras de la Region Metropolitana. Las mues-
tras positivas se detectaron solamente en la planta
Faenadora 9 (2 de 63 muestras), en ésta se benefi-
cian aproximadamente 8.700 cabezas de vacuno al
mes y corresponde a la planta faenadora de ma-
yor porcentaje de faena de vacuno en la Region
Metropolitana. Una razén para esta baja prevalen-
cia podria deberse a la inspeccion veterinaria rea-
lizada por médicos veterinarios del SESMA, a
partir del afio 1998, en todos los mataderos de la
Region Metropolitana. Esto significa que en todas
las plantas faenadoras de la Region Metropolitana
se realiza una inspeccion oficial con una dotacion
de médicos veterinarios en cada linea de la faena,
de acuerdo a los niveles de produccién y a las ca-
racteristicas particulares de los puntos de inspec-
cién en cada establecimiento.

El control en las plantas faenadoras compren-
de la inspeccion médico-veterinaria del faenamien-
to de las reses de abasto y sus carnes, con especial
énfasis en la higiene de los procesos y la verifica-
cion del cumplimiento de la normativa vigente con
relacion a: uso de esterilizadores, uso alternado de
cuchillos entre animales faenados, ligadura obli-
gatoria de aparato digestivo (recto y es6fago) para
evitar descarga de material fecal a las carnes,
sanitizacion y/o expurgo de las carnes contamina-
das, v respeto del periodo de reposo previo a la
faena. Este control cobra ain mas importancia al

C-stx2 (584 ph)
stx1 (348 pb)

Figura 1.
Gel electroforesis de amplificacion por PCR de genes stxl y stx2:
Carriles: 1) Marcador de peso molecular (100pb).
2) Control negativo.
3) Control positivo stx1 y stx2.
4) Muestra carcasa vacuno 6174,
5) Muestra carcasa vacuno 6179.
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abrirse los mercados internacionales a los produc-
tos carnicos de nuestro pais.

La ausencia de hallazgo de ECEH en carne de
cerdo podria explicarse debido a que la faena en la
Region Metropolitana se concentra principalmente
en plantas que realizan los procesos con estandares
de exportacion, lo que implica un mayor cuidado
en la faena y una mayor vigilancia en los plante-

les, los que en su gran mayoria son crianzas inten-

sivas con cercos sanitarios muy exigentes.

Debido a que la presencia de ECEH es endémi-
ca en el ganado vacuno y porcino, existe el riesgo
de contaminacién de la carne para consumo, inclu-
yendo el factor de una manipulacion deficiente que
podria derivar en una contaminacion cruzada. Por es-
tas razones es importante advertir a los consumido-
tes respecto a los riesgos involucrados en el consumo
de carne cruda o con insuficiente coccidn, destacan-
do siempre que la carne debe consumirse bien coci-
da. Por ultimo, podemos decir que uno de los
beneficios del control riguroso de las plantas de fae-
namiento de animales de abasto ha sido disminuir el
riesgo de contaminacion de las carnes de consumo
y, por lo tanto, prevenir en cierta forma las
intoxicaciones alimentarias con éste y otros patogenos
en la poblacion de la Region Metropolitana.
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