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RESUMEN

Escherichia coli es un marcador de contaminacién fecal en alimentos. Dentro de la especie se
encuentran patotipos de riesgo para la salud. Entre ellos, E. coli enteropatégeno y enterohemorrdgico
tienen la habilidad de causar la lesién de adherencia y esfacelacién (A/E) en células intestinales. El
estudio de ambos patotipos engloba aquellos mds frecuentemente relacionados a diarrea infantil. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la presencia de cepas A/E, particularmente las enteropatdgenas
que serfan consideradas inocuas bajo la normativa de control actual. Se analizaron 98 muestras de
carne molida compradas en carnicerias de Buenos Aires. La presencia de los patotipos se analizé
mediante PCR de los genes (a) eze que codifica la proteina intimina, necesario para causar A/E en la
mucosa intestinal y (b) stx /szx, que codifican las toxinas Shiga. Ocho muestras resultaron positivas
al gen eae. A su vez, dos fueron positivas a los genes szx /stx,. Bajo la normativa actual, 8% de las
muestras pueden ser categorizadas como portadoras de cepas de E. coli genérica y ser comercializada
sin estimar el impacto de las mismas para la salud. La revisién de los criterios de calidad e inocuidad

deberfan ser analizados.
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SUMMARY

Escherichia coli is a marker of fecal contamination in food. Within the specie there are health risk

pathotypes. Among them, enteropathogenic E. coli and enterohemorrhagic E. coli share the ability

to introduce attaching and effacing (A/E) lesions on intestinal cells. The study of both pathotypes

includes those most frequently related to childhood diarrhea. The aim of this study was to evaluate

the presence of strains A/E, particulary the enteropathogenic that would be considered safe under

current control regulations. 98 ground beef samples from butchers located in Buenos Aires were

tested. The presence of the pathotypes was analyzed by PCR of the genes a) eae, encoding intimin

protein, necessary to cause A/E in the intestinal mucosa and b) stx /szx, encoding Shiga toxin. Eight

samples were positive to eae gene. Also, two samples were positive to stx /stx, genes. Under current

regulations, 8% of samples can be categorized as carriers of generic E. coli strains and can be marketed
g p 24 g

without estimating their impact on health. Review of quality and safety criteria should be analized.
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INTRODUCCION

Escherichia coli es un habitante universal
del tracto intestinal de humanos y animales.
Como integrante de la microbiota del hombre
y de muchos animales, se lo considera un
microorganismo indicador de contaminacién
fecal cuando estd presente en el ambiente, agua
y alimentos. Debido a su amplia diseminacién
en el medio ambiente, las bacterias pueden
estar presentes en dreas que se utilizan para la
produccién de alimentos™.

A nivel mundial, las enfermedades diarreicas
agudas (EDA), son un problema importante de
salud de la poblacién infantil, principalmente
en los paises en desarrollo, donde se producen
anualmente 4,9 millones de muertesy constituyen
la segunda causa global de mortalidad infantil*.
En Argentina durante el 2012 se registraron mds
de 10 millonesde casos de diarrea; con un detalle
de 1200 casos de diarreas agudas sanguinolentas
y 256 casos de sindrome urémico hemolitico
(SUH)". Entre las bacterias productoras de
las EDA, se describen al menos 6 categorias
patogénicas bien definidas que se distinguen de
los simbiontes de la microbiota, por la presencia
de factores de virulencia'.

E. coli enteropatégeno (EPEC) y E. coli
enterohemorrdgico (EHEC) comparten algunos
atributos de virulencia y poseen caracteristicas

diferenciales que explican su patogenia particular.
Poseen un sistema de secrecién tipo III mediado
por la proteina intimina (gen eae) ubicado en el
Locus of Enterocyte Effacement (LEE) y producen
una lesién histopatolégica caracterizada por
adherencia y esfacelacién (A/E) en la mucosa
intestinal, necesario para causar enfermedad
severa en el hombre'?. EPEC es uno de
los patégenos bacterianos mds importantes
asociado a la gastroenteritis infecciosa y diarrea
esporddica en nifios menores a un ano". Los
pacientes afectados por estos microorganismos
son habitualmente nifios con necesidades
bdsicas insatisfechas (NBI). Asi mismo, en
nifios mayores, una dosis infectante superior
puede causar diarrea>”®. EPEC es una causa
de diarrea infantil en paises en desarrollo y
también una importante causa de diarrea en
paises desarrollados””. EHEC se caracteriza por
producir las toxinas Shiga (Stx1, Stx2 y variantes)
causando una amplia gama de cuadros clinicos
desde diarreas leves a sanguinolenta, colitis
hemorrdgica, sindrome urémico hemolitico
(SUH) hasta la muerte®!2. Es una enfermedad
de mayor gravedad en ninos y preadolescentes,
y es endémica en Argentina®”?. Los alimentos
o subproductos animales son los vehiculos de
transmision al ser humano mds frecuentes®. La
contaminaci6n de la carne se produce usualmente
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en el momento de la faena?. La dosis infectante

de EHEC es reducida (<100 UFC/g)*. El
prototipo de EHEC es el serotipo O157:H7,
el mismo puede ser identificado mediante el
marcador 760157'4%.

Quedan de esta forma definidas las siguientes
categorias posibles, cepas de E. coli de adherencia
y esfacelacién (AEEC) que incluyen los patotipos
EPEC (eae+) y EHEC (eae+, stx1/stx2+),
caracterizadas por la produccién de la intimina.
Por otro lado, independientemente de la
produccién de intimina, se describe al patotipo
STEC que incluye cepas productoras de toxina
Shiga (stx1/stx2+).

La Comisién Internacional para la
Especificacién Microbioldgica de los Alimentos
permite regular el comercio internacional de los
mismos estableciendo limites microbiolégicos,
métodos de andlisis y de muestreo incluyendo
la determinacién de E. coli genérica en
carne molida fresca'®'®?4. Para diferenciar
correctamente cepas de E. coli diarreogénicas
de E. coli genéricas podrian realizarse, entre
otros, métodos genotipicos rdpidos®”. En la
actualidad, el Cédigo Alimentario Argentino
(CAA), establece la ausencia de O157:H7 en
carne molida'®. Este prototipo es uno de las
posibles serotipos EHEC, por lo cual quedan sin
especificar el control para mds de 200 serotipos
de riesgo en salud publica.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar
la prevalencia de cepas AEEC causantes de la
lesién de adherencia y esfacelacion a partir de
carne molida proveniente de carnicerfas del
Partido de San Martin, provincia de Buenos
Aires mediante la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR). A su vez, evaluar la
proporcién de patotipos dentro de las AEEC que
bajo la normativa higiénica en vigencia serian
consideradas inocuas.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron tres dreas del Partido de
San Martin, provincia de Buenos Aires que
representan diferentes porcentajes de NBI' (1)
> 75%, (2) entre <75% y 2 25% y (3) < 25%.

Se analizaron un total de 98 muestras de

carne molida, obtenidas por compra directa
en bocas de expendio minorista. Las muestras
fueron congeladas hasta su procesamiento. Para
el estudio de E. coli AEEC se inocularon 65 g
de carne molida en 585 ml de caldo tripteina
soja (CTYS) y se homogeneizaron con Stomacher
durante 2 minutos en bolsa estéril. Cada
suspension se incubé a 35°C durante 24 hs y
luego se sembré en Agar Mac Conkey (AMC).

A partir del cultivo en AMC se obtuvo con
ansa una muestra de la zona de crecimiento
bacteriano confluente que fue suspendido
en 150 pl de agua bidestilada. La suspensién
hervida en bafio de agua durante 10 minutos
fue centrifugada 5 minutos a 13.000g. El
sobrenadante fue utilizado como templado
para rastrillaje por PCR. Los templados se
conservaron a 4°C.

El perfil patogénico de AEEC se
realiz6 mediante el andlisis por PCR del
gen eae. Se utilizaron los primers
propuestos por Blanco y col.' (eael
5-GGAACGGCAGAGGTTAATCTGCAG-3’
y eae2 5-GGCGCTCATCATAGTCTTTC-3’)
dando un producto de 346 pares de bases. Se
utilizé una mezcla de reaccién con 2,5 pl de
buffer de PCR, 2 mM de CI, Mg, 200 mM de
desoxinucledtidos trifosfato (ANTP), 0,12 pM
de cada primer, 1U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen) y 4 pl de templado, llegando a
un volumen final de 25 pl. Se amplificé el
ADN en un termociclador Eppendorf (modelo
Mastercycler gradient) bajo las siguientes
condiciones: 94°C por 5 min; 30 ciclos a 94°C
por 45 seg, 60°C por 30 seg 'y 72°C por 1 min;
y extensién final 72°C por 7 min. Se utilizé la
cepa 2348 y ATCC 25922 como control positivo
y negativo de reaccién respectivamente.

El perfil patogénico de EPEC y EHEC
se discriminé mediante PCR del gen szx1 y/o
stx2 a partir del mismo templado. A su vez,
se identificé la presencia de EHEC O157:H7
mediante la amplificacién del gen 7f6O157.
En adicién quedé definida la contaminacién
por STEC no EHEC. Se utilizaron los primers
propuestos por Leotta y col.' (szxla 5'-
GAAGAGTCCGTCCGTGGGATTACG-3
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y stx1b 5~ AGCGATGCAGCTATTAATAA-3’;
1BO0157t5-CGGACATCCATGTGATATGG-3
y r f b O 1 5 7 r
5’-TTGCCTATGTACAGCTAATCC; stx2a
5’ -TTAACCACACCCCACCGGGCAGT-3'y
stx2b 5°-GCTCTGGATGCATCTCTGGT-3%)
dando tres productos de 130, 249 y 346 pares
de bases respectivamente. Se utilizé una mezcla
de reaccién con 5 ml de buffer de PCR, 200
mM de dNTP, 0,6 pM de cada primer sxz1 y
760157, 0,12 pM de cada primer s2x2, 1U
de Taq DNA polimerasa (Invitrogen) y 3 ml
de templado, llegando a un volumen final de
25 ml. Se amplificé el ADN bajo las siguientes
condiciones: 94°C por 5 min; 30 ciclos a 94°C
por 30 seg, 56°C por 30 segy 72°C por 30 segy
extension final 72°C por 7 min. Se utilizaron las
cepas EDL 933 y ATCC 25922 como controles
positivo y negativo respectivamente.

Criterio de clasificacion por muestra:
[AEEC=c¢ae+], [EPEC=ceace+, stx—], [EHEC
=eae+, stx+], [STEC=eae—, stx+].

Andlisis estadistico: Se realizé y? y andlisis de
diferencia de proporciones de contaminacion
por AEEC y EPEC en carne molida. Se
analizaron las proporciones de contaminacion
de cada patotipo en cada estrato de NBI.

RESULTADOS

El total de los locales identificados para
el muestreo fueron 31, 32 y 35 para cada
drea de NBI: <25%, 225-<75% y 275%
respectivamente. La contaminacién con AEEC
fue identificada en 8,16% (8/98) de las muestras
evaluadas (Tabla 1). Dentro del grupo AEEC
se diferenciaron 2 EHEC (eae+, stx [stx, +,
7f6O157-). No se detectd en este muestreo la
presencia de EHEC O157. La distribucién
por nivel socioecondémico de cada patotipo
se detalla en la Tabla 2. No se observaron
diferencias significativas en la contaminacién
por AEEC entre los grupos de diferente %0NBI
mediante test de diferencia de dos proporciones.
Sin embargo, al considerar la contaminacién
del conjunto de AEEC y STEC se observaron
diferencias entre los grupos de NBI opuestos
(275% wvs <25%.) (P: 0,04).

DISCUSION

En el marco del presente estudio se detectd
que ocho muestras estaban contaminadas
por cepas AEEC. Teniendo en cuenta las
especificaciones de calidad que debe cumplir la
carne molida'®, dentro de un recuento admitido
de E. colilg, existe la probabilidad de que el
contaminante sea un patotipo de impacto en
salud, tal las cepas AEEC.

La Comisién Internacional de
Especificaciones Microbiolégicas en Alimentos
(ICMSF) agrupa a los microorganismos y
pardsitos de acuerdo al tipo de severidad del
1324 EHEC se agrupa dentro de “riesgo
severo” y otras cepas diarreogénicas de E. coli

riesgo

dentro de “riesgo moderado de extensién
potencialmente amplia”.

La carne molida fresca debe responder a
ciertas especificaciones microbioldgicas (recuento
de E. colilg: aceptable<100, marginalmente
aceptable=100-500, defectuosa>500 y E. coli
O157:H7: ausencia/65g)'®. Dentro de este
estudio se encontraron 8,16% de muestras con
presencia de cepas AEEC de riesgo moderado,
dentro de las cuales 2,04% eran EHEC,
de riesgo severo. Por tal motivo se propone
medidas tendientes a su determinacién como
criterio microbiolégico y la necesidad de
modificar las especificaciones higiénicas en
vigencia determinadas por el CAA. Nuestros
resultados confirman que cepas de riesgo severo
EHEC no O157:H7 dentro del grupo AEEC
pueden detectarse en muestras de carne molida
de expendio minorista y no son evaluadas
con criterios microbioldgicos especificos.
La distribucién de estos contaminantes
es homogénea y abarca todos los estratos,
independientemente del NBI del drea.

En Estados Unidos, la deteccién por PCR
de E. coli patogénico en lotes de carne molida de
varias plantas comerciales determiné que 9,1%
de las muestras fueron positivas para el gen eae
y 15% fueron positivas para los genes sz y/o
stx2. Estos resultados son similares a los nuestros
respecto a las cepas AEEC (8,16%). En nuestro
andlisis detectamos 2 (2,04%) de EHEC y 16
(16,33%) de STEC en las muestras estudiadas.
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Tabla 1. Muestras de carne molida testeadas por PCR para el gen eae y stx /stx, provenientes de dreas con diferentes

porcentajes de necesidades bésicas insatisfechas.

Genes de virulencia Totales y
0 _ 0 0
y proporcién <25%NBI >25-<75%NBI >75%NBI porcentare
de muestras
(n=31) (n=32) (n=35)

contaminadas (n=98)

eae 2 (6,45%) 2 (6,25%) 4 (11,43%) 8(8,16%)

stx [stx, 3 (9,68%) 5 (15,62%) 10 (28,57%) 18 (18,37%)
total 5 (16,13%) 7 (21,87%) 14 (40,00%)

Referencia: NBI: necesidades bésicas insatisfechas.

Tabla 2. Muestras de carne molida provenientes de dreas con diferentes porcentajes de necesidades bésicas insatisfechas

y contaminacién segiin patotipo identificado.

Totales y

Patotipos E. coli <25%NBI >25-<75%NBI >75%NBI porcentaje
dlarreogenlca (Il=31) (n=32) (n=35)

(n=98)

AEEC (eae+) 2 2 4 8 (8,16%)

EPEC (eae+, stx—) 2 2 2 6 (6,12%)

EHEC (eae+, stx+) 0 0 2 2 (2,04%)

STEC (stx+ eae-,) 3 5 8 16 (16,32%)
Total 7 (22,58%) 9 (28,12%) 16 (45,71%)

Referencia: NBI: necesidades bésicas insatisfechas.

Existen numerosas referencias que senalan
la presencia de E. coli genérico y STEC en
particular en carne molida®>*'**. También
abundan los trabajos de aislamiento de cepas de
E. coli O157:H7, serotipo mds frecuentemente
relacionado con brotes de SUH'*?!. La
contaminaciéon en carne molida por E. coli
diarreogénico de impacto enlainfancia, no hasido
sistemdticamente investigada. En consecuencia,
su deteccién atin no ha sido contemplada en la
'8, La presencia de EPEC
en alimentos es relevante debido a la alta

normativa del C

casuistica de diarreas, particularmente en nifos
de grupos vulnerables’. En Espana Kasnowski
et al. (2008) sehalaron una mayor frecuencia de
aislamientos en carne molida por EPEC (19%).
En nuestro estudio pudimos observar que la
mayor contaminacién, por el conjunto de los
patotipos investigados, recae sobre la poblacién
mds vulnerable (>75% de NBI). Referencias
previas indican que la fuente de contaminacién

de los patotipos de E. coli en la carne cruda
ocurre durante la evisceracién en los mataderos,
o dentro de las carnicerfas a través del uso de
equipos contaminados y précticas no higiénicas®.

En conclusién, los resultados obtenidos
sugieren que se deberfa ampliar el criterio
obligatorio de ausencia de E. coli O157:H7
detallada por el CAA, al de ausencia de cepas
AEEC en la muestra analizada. Una accién rdpida
serfa determinar los genes eze y stx mediante una
prueba de PCR en la linea de faena, evitando asi
el reclamo vy retiro de productos.

A su vez, es necesario identificar los
puntos de control a lo largo de la cadena
alimentaria para reducir al minimo los riesgos
para la salud. Para las variedades AEEC, es
necesario analizar la senda desde la granja al
consumidor. Las cepas E. coli patégenas se
comportan de manera similar que las E. coli
genéricas y son capaces de persistir y crecer en
muchos alimentos. Se deben seguir pasos para
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la mitigacién de los riesgos de acuerdo con los
c6digos reconocidos de buenas practicas y las
recomendaciones pertinentes de los servicios
veterinarios y de salud publica (Buenas
Practicas de Manufactura, Buenas Practicas de
Higiene, Buenas Practicas Agricolas y Andlisis
de Peligros y Puntos Criticos de Control)*".
Ademds son esenciales conductas apropiadas
en el drea de distribucién minorista que
garantiza que las personas que tengan contacto
directo o indirecto con los alimentos no se
contaminen, debiendo los manipuladores de
alimentos limitarse al Cédigo Internacional
Recomendado de Prdcticas - Principios
generales de Higiene de los Alimentos, del
Codex Alimentarius*'. Las recomendaciones
para los consumidores con respecto a la coccién
completa de los alimentos y los riesgos de
contaminacién cruzada en el hogar también
pueden contribuir a la proteccion contra estas

enfermedades®?!.

CONCLUSIONES

Debido al grado de contaminacién por
cepas AEEC en carne molida, existe el riesgo
de adquirir alimentos contaminados por la
poblacién. En consideracién a ello es necesario
implementar programas de control y educacién
para la salud sostenidos en el tiempo, destinados
ala comunidad en general y a los manipuladores,
alertando sobre los riesgos de este patégeno,
sus vias de transmisién y las estrategias de
prevencién que deben aplicarse.

Dentro de las AEEC, las EPEC no
son evaluadas y por lo tanto consideradas
indebidamente como simbiontes inocuos. Lo
mismo ocurre para serotipos de EHEC no-
0157 y otras STEC. En relacién alos resultados
obtenidos serfa conveniente establecer nuevos
pardmetros de inocuidad de la carne molida, en
la normativa higiénica del CAA, con ausencia de
E. coli AEEC y STEC por deteccién, mediante
PCR de los genes eae'y stx en productos cérnicos.
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