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RESUMEN:

Escherichia coli (E. coli) productor de toxina Shiga (STEC) es responsable de
casos individuales y brotes de enfermedades transmitidas por alimentos que
determina serias consecuencias para la salud publica. Dada la gravedad de las
enfermedades que produce en seres humanos, y la escasa informacion que
existe en nuestro pais que vincule las aves con este patégeno, es fundamental
orientar los estudios de este agente en animales que son destinados al
consumo humano, utilizando técnicas sensibles, a fin de evaluar su rol como
reservorio potencial de estos agentes.

La carne de ave en general, y la de pollo en particular, puede ser un vehiculo
importante de microorganismos patdgenos para el hombre, entre los que se
encuentra E. coli_patdgeno entérico. Del conjunto de patotipos diarrogénicos de
E. coli zoonéticos, nos enfocamos en estudiar E. coli productor de toxina Shiga
(STEC).

La hipétesis de nuestro trabajo fue que las aves son portadoras de STEC y el
objetivo fue establecer la presencia de E. coli productor de toxina Shiga en
aves destinadas al consumo humano.

Se realizd un estudio descriptivo, donde se extrajeron 66 muestras de cloaca
de pollo, mediante un muestreo sistematico. La técnica que se utilizd6 para
detectar los genes stx tiene un 100% de especificidad y un 90% de
sensibilidad.

El muestreo fue realizado en los meses de Enero, Febrero y Marzo del 2016,
en una planta de faena de pollos, en el Departamento de Canelones, Uruguay.
Las muestras fueron tomadas a partir de pollos de 45 dias, destinados para
consumo humano, provenientes de sistema de cria intensivo. Estas se tomaron
luego del sacrificio y antes de que la carcasa sufriera cualquier proceso,
utilizando un hisopo de algodon estéril que se introdujo 2cm en la cloaca de los
pollos, y los hisopos se colocaron en un medio de enriqguecimiento Caldo
triptico de Soja modificado (m-TSB) con el agregado de novobiocina al 8%, se
incubd por 24 hrs a 37° C.

Se extrajo el ADN por lisis térmica y se procesaron por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR).

Una muestra fue positiva para genes de virulencia de Stx2. No se logro
recuperar al agente en cultivo de Mac Conkey Lactosa.

Nuestros resultados confirman la baja prevalencia de STEC menor al 4% en
pollos reportada en otros lugares del mundo.

Palabras claves:

Escherichia coli, pollos, reservorio.




SUMMARY

Escherichia coli (E. coli) Shiga toxin-producier (STEC) are responsable for
individual cases and foodborne outbreaks that determines serious
consequences for public health diseases. Considering the severity of the
diseases caused in humans, and the limited information that exists in our
country linking broilers with this pathogen, it is essential to direct the studies of
this agent in animals intended for human consumption, using sensitive
techniques, to evaluate its role as a potential reservoir of these agents. Bird
meat in general, and particularly broilers, can be a very important vehicle of
pathogens for human, including Enteric Escherichia coli (E. coli) pathogen From
the E. coli zoonotic pathotypes, we focus on studying E. coli Shiga toxin-
producing (STEC). The hypothesis of our study was that broilers are STEC
carriers, and the objective was to establish the presence of E. coli Shiga toxin in
broilers for human consumption, focusing in broilers of 45 days of age from
intensive farming system. We conducted a descriptive study taking 66 samples
cloaca broilers samples by systematic sampling. The technique used to detect
genes stx has 100 % specificity and 90 % sensitivity. Sampling was conducted
during the months of January, February and March 2016 in a broilers slaughter
plant, in the Department of Canelones. Samples were then taken after slaughter
and before the carcass had gone under any process, using a sterile cotton
swab, which was introduced 2cm into the cloaca of broilers, and then placed in
an enrichment medium Tryptic Soy Broth Modified with (m - TSB) 8%
novobiocin, and incubated for 24 hrs at 37° C. DNA was extracted by thermal
lysis and processed by polymerase chain reaction (PCR), which showed one
positive sample to Stx2. It was not possible to recover the agent in Mac Conkey
culture Lactose. Therefore our results confirm the low prevalence of STEC, less
than 4% in chickens reported elsewhere in the world

Keywords: Escherichia coli, broilers, reservoir.




INTRODUCCION

En la actualidad las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)
constituyen uno de los principales desafios para la salud publica y representan
un impacto econémico para paises productores de alimentos como el nuestro.
El desarrollo de nuevas estrategias de prevencion y control es fundamental y
requiere un trabajo colaborativo entre el campo de la medicina humana y
veterinaria, los organismos reguladores de la produccion y control, la industria
alimentaria, la vigilancia epidemiolégica, el desarrollo de redes de laboratorios
que complementen sus capacidades de andlisis, formacion de recursos
humanos calificados y sobre todo la educacion de la comunidad sobre
inocuidad alimentaria (Rivas y col., 2008).

Las ETA se definen como: “Conjunto de sintomas originados por la ingestién de
agua y/o alimentos que contengan agentes biologicos (por ejemplo: bacterias,
virus o paréasitos), o no biolégicos (por ejemplo: plaguicidas o metales pesados)
en cantidades tales que afectan la salud del consumidor en forma aguda o
cronica a nivel individual o de grupo de personas” (Rey y Silvestre, 2005).
Estas se pueden presentar en tres diferentes maneras: las infecciones
causadas por alimentos (ingestion del alimento con el microorganismo vivo),
intoxicaciones (suceden cuando las toxinas producidas por las bacterias o
mohos estadn presentes en el alimento ingerido) y el concepto clasico de
toxiinfeccion alimentaria (T.l.LA) en el cual se ingiere el agente vivo y este
produce toxinas una vez dentro del organismo (Doyle y col., 2001).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, las ETA constituyen uno de los
problemas de salud mas relevantes, tanto en los paises desarrollados como en
los paises en vias de desarrollo. Cada afio la OMS recibe informe sobre la
ocurrencia de cientos de casos de ETA en todo el mundo, siendo los mas
frecuentes los ocasionados por alimentos que sufrieron contaminacion
bioldgica (Rivas y col., 2008).

La mayoria de los paises que cuentan con sistemas para la vigilancia y
notificacion de casos de ETA han documentado durante las ultimas décadas un
aumento significativo en la incidencia de enfermedades causadas por
microorganismos presentes en los alimentos, incluyendo Salmonella,
Campylobacter jejuni y Listeria monocytogenes (FAO OMS, 2002). Dentro de
las mas relevantes se encuentra la causada por la cepa patdgena
perteneciente al grupo STEC, (E. coli O157:H7 y otras cepas productoras de
toxina Shiga). Este ultimo grupo en los dltimos 20 afios, ha sido considerado
como un patégeno emergente de gran impacto en la salud publica (Narvaez y
col., 2007).

En Uruguay, se observa una tendencia en aumento en la incidencia de los
brotes de ETA desde el afio 1993. El factor identificado con mayor frecuencia
fue la materia prima contaminada y solamente en los brotes en los que el
agente causal fue S. aureus, se identific6 al hombre como fuente probable de
infeccion (Acuia y col., 2002).
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A nivel internacional, E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes, asociados a
hamburguesas y carnes listas para consumir, respectivamente, han sido dos de
los patégenos que mayor atencion han recibido por parte de la investigacion
debido a la alta probabilidad de causar serios problemas en la salud de los
consumidores (Rovira, 2006).

Hay mas de 200 serotipos de STEC, sin embargo las cepas de los serogrupos
0157, 0145, O111, 0103 y 026 se reconocen como STEC clasicas
distribuidas mundialmente y en nuestro pais (Varela y col., 2008).

E. coli es un patdogeno zoondtico y emergente en todo el mundo el cual
representa un trastorno para la salud del consumidor. Es una de las principales
causas de muchos brotes de enfermedades y muertes humanas en diferentes
partes del mundo causando también enormes pérdidas economicas (Engdaw y
Temesgen, 2016).

E. coli es parte de la flora anaerobia facultativa del tracto intestinal del hombre
y de algunos animales, y se elimina por las heces al exterior. Se puede
encontrar en el medio ambiente, ya que es capaz de sobrevivir durante cierto
tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es utilizado
como indicador de contaminacion fecal reciente. Infectan a casi todos los
mamiferos y aves, por tanto tiene una distribucién cosmopolita (Briones y col.,
2010).

Por ser un habitante regular y normal del intestino se usa desde hace un siglo
como “el mejor" indicador de contaminacion de los alimento con materia fecal
(Michanie, 2003).

Las cepas de E. coli productoras de toxina Shiga (Stx) (STEC) constituyen un
grupo importante dentro del conjunto de patdbgenos emergentes transmitidos
por alimentos. Las cepas de STEC productoras de Stx2, en general determinan
enfermedades mas severas que las causadas por las que producen Stx1. Las
cepas STEC asociadas con SUH (Sindrome Urémico Hemolitico) presentan
junto con la capacidad de producir toxina Shiga otros atributos de virulencia
(Varela y col., 2008).

En relacion con la salud publica, O157:H7 es el serotipo de STEC mas
importante ligado a las enfermedades transmitidas por alimentos, lo que se
traduce en una alta incidencia de infecciones y muertes cada afio (FAO).

La infeccion se adquiere habitualmente por el consumo de carne bovina mal
cocida o de otros alimentos contaminados con heces de estos animales. La
contaminacion de la carne generalmente se produce durante la faena, como
resultado de malas practicas, higiene deficiente de los mataderos y
manipulacion incorrecta de los animales (Griffin y Tauxe, 1991).

Casi todos los serotipos de E. coli aislados de aves resultan patdégeno solo para
las aves, y no se reconocen como causa importante de infecciones en otros
animales incluyendo los seres humanos. Los pollos sin embargo, son
susceptibles a la colonizacion por E. coli 0157:H7 (Barrientos, 2011).

En el comercio mundial, la carne de pollo super6 ampliamente al consumo de
la carne de cerdo y vacuna, ya que la carne de cerdo tiene limitaciones
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religiosas y la vacuna se considera un producto de lujo, mientras que la carne
de pollo tiene un costo inferior y cuenta con alto contenido de proteinas de
excelente calidad, bajo contenido caldrico, predominio de grasa saludable y
amplia variedad de vitaminas y minerales.

Existen antecedentes regionales y mundiales a propésito del rol de la carne de
pollo como vehiculo potencial de serogrupos STEC asociados a casos graves
de enfermedad humana. No existen datos locales de la presencia de este
grupo de patdgenos en este reservorio animal; si hay datos parciales en
bovinos.

A la fecha Uruguay tiene once plantas de faena de pollos habilitadas por el
Ministerio de Ganaderia, de las cuales tres estan habilitadas para exportar a
terceros Paises y Federacion Rusa (MGAP, 2015).

El consumo interno de carne de pollo durante 2015 aumentd. ElI consumo per
capita de carne de pollo se situé para este afio en 24,4 kilogramos, apenas
superior al del afio anterior, siendo el maximo valor histérico de la serie
disponible (OPYPA, 2015).

Por lo tanto y siguiendo las recomendaciones internacionales, nos propusimos
evaluar el rol de estos animales como reservorio de STEC.

Asi mismo realizamos una revision bibliografica del tema.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

INOCUIDAD ALIMENTARIA EN CARNE DE POLLO

Los problemas de inocuidad alimentaria siguen existiendo a nivel mundial y
afectan no solo a los productos céarnicos sino a toda una variedad de alimentos
(Temprado, 2005).

El concepto de Inocuidad implica que los alimentos no causaran dafio al
consumidor cuando se preparan y/o consumen de acuerdo con el uso previsto
(FAO, 2005).

Para garantizar la inocuidad de los alimentos de origen animal, se necesita
actuar en todos los niveles de la cadena alimentaria, desde la produccion en la
granja hasta el consumo humano. En la etapa previa al sacrificio o0 a la
transformacion, pueden evitarse o reducirse numerosos riesgos para la
inocuidad por medio de politicas de prevencion y de buenas practicas
recomendadas por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2015).

El control de los agentes patégenos desde su origen, en los animales en la
granja constituye el medio mas eficaz para proteger la salud humana (OIE,
2015).

Las actividades normativas de la OIE sobre la inocuidad de los alimentos se
concentran en la eliminacion de los posibles peligros para el consumidor antes
del sacrificio de los animales o de la primera transformacién de sus productos
(carnes, leche, huevos, etc.) (OIE, 2015).

El tejido muscular de animales sanos es estéril o con niveles de unidades
formadoras de colonias extremadamente bajas, si estuvieran presentes. Se
encuentra un alto nimero de bacterias en cuero, plumas, pelos, patas, tracto
gastrointestinal (Rodriguez, 2009).

Las canales de pollo presentan un indice de carga microbiana post sacrificio
muy superior al de otras especies no avicolas. Esto es asi, dado que la piel sin
ningun tipo de tratamiento agresivo, y por tanto con su flora microbiana, llega al
producto final. Por el contrario en porcino la piel sufre un fuerte calentamiento y
en bovinos se eliminan (Temprado, 2005; Lopez, 2011).
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Cuadro 1: Peligros bioldgicos asociados a carnes rojas y blancas.

Caracteristicas del desarrollo de microorganismos

Temperatura de Crecimiento

Microorganismo oC pH Aw minimo
Bacillu cereus 10 a 48 6,5-9,3 0,95
Campylobacter jejuni 30 a 47 6,5-7,5
Clostridium botulinum 3,3 a 48 > 4,6 0,94
Clostridium 15 a 50 55-80 0,95
perfringens

Escherichia coli

0157-H7 10a 42 45-9,0
Listeria 25244 52-9,6
monocytogenes

Salmonella 5a46

Staphylococcus

AUreUs 6,5 a 46 52-9,0 0.86
versinia 2245 46-96

enterocolitica

Fuente: Rodriguez, 2009

Las poblaciones bacterianas en las canales de pollo, también estan
determinadas por el tipo de poblaciones de bacterias en el tracto
gastrointestinal de las aves en la granja, asi como de las bacterias que se
agregan cuando se maneja el ave antes de su matanza y después de ella
(Castafieda y col., 2013).

Escherichia coli

A fines del siglo XIX debido a que muchos recién nacidos morian a causa de
diarrea, el pediatra aleman Theodor Von Escherich (1857-1911) descubrié un
microorganismo al cual lo denomindé inicialmente Bacterium coli “bacteria del
intestino”, y luego fue denominado definitivamente en su honor con el nombre
de Escherichia coli (Blanco, 1995; Coronel, 2011).

E. coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, englobado en la
familia Enterobacteriaceae (Ewin, 1985; Blanco, 1995; Amorin y col., 2002). El
tamafo promedio de los bacilos es de 0.5 um de ancho por 3 um de largo,
algunas especies son moviles (por flagelos peritricos), no esporuladas,
fermenta la glucosa y la lactosa, son catalasa positivos, oxidasa negativos y
reduce nitratos a nitritos (Molina, 2015).
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Figura 1: Escherichia coli en agar Mac Conkey.

Se logran ver colonias aisladas, son colonias medianas, circulares, convexas,
bordes redondeados, lactosa positivas lo que les da coloraciéon rosada.

Escherichia coli

Salmonella enterica

Fuente: (Microbiology in Picture, 2015)

Cuadro 2: Taxonomia de Escherichia coli

Columnal Columna2

Dominio Bacteria (Eubacteria)
Phylum Proteobacteria

Clase Gamma proteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Genero Escherichia

Especie E. coli

Fuente: Prescott y col., 2004

En 1947, Kauffman propone una forma de diferenciar las cepas de E. coli en
base a la determinacion de antigenos superficiales O (somaticos), K
(capsulares), y H (flagelares). Hasta el presente se identificaron 174 antigenos
0O, 56 H y 80 K (Rivas y col., 2008; Molina, 2015). Esta forma de clasificacién
seroldgica resultd Gtil en los estudios epidemioldgicos y de patogénesis de E.
coli, facilitando la diferenciacion entre cepas virulentas e inocuas (Blanco, 1995;
Acufia y col, 2002). La combinacion especifica de los antigenos O y H define el
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serotipo de una bacteria, en tanto que la identificacion del antigeno somatico
hace referencia al serogrupo de la cepa de E. coli (Molina, 2015).

Los microorganismos se clasifican gracias a la expresidbn de su genoma
(material genético) a través del estudio de diferentes pruebas fenotipicas.
Desde tiempo atras se usa la clasificacion bioquimica o fisiologica y también, la
serologica para diferenciar las distintas especies y diferentes serovariedades
de una misma especie. El procedimiento serolégico se basa en demostrar
diferencias antigénicas presentes en estructuras de la superficie bacteriana. En
el caso de bacterias Gram negativas estas incluyen el antigeno O “somatico”
del lipopolisacérido (LPS), los flagelos (antigenos H) y los antigenos capsulares
(K). Asi, se establecen las serovariedades. Se dispone de ensayos genéticos
que clasifican los microorganismos al detectar porciones que no varian del
genoma o de otras estrategias que amplian las porciones del genoma que se
quieren identificar; este tipo de ensayos estan reservados a laboratorios de
media y alta complejidad (Michanie, 2003).

Los recién nacidos de todas las especies, durante el pasaje a través del canal
del parto y en las primeras cuarenta horas, se coloniza a nivel del tubo
digestivo con cepas de E. coli y otras bacterias beneficiosas necesarias para el
establecimiento de la flora normal. Estos organismos evitan la invasion de
patdogenos exogenos. Por lo tanto E. coli forma parte de la flora normal
intestinal y ayuda en la digestién de los alimentos y produccion de vitaminas
como la Ky vitaminas del complejo B (Jane, 2014).

Esta bacteria forma parte de la flora normal aerobia y anaerobia facultativa del
tubo digestivo de humanos y animales (Blanco, 1995; Coronel, 2011), por lo
que se elimina por las heces al exterior. Se puede encontrar en el medio
ambiente ya que es capaz de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y
alimentos, de manera que su aislamiento es un indicador de contaminacién
fecal reciente (Blanco, 1995; Michanie, 2003; Briones y col, 2010).

Las cepas de E. coli diarrogénicas en conjunto, son la principal causa de
gastroenteritis en nifios en paises en vias de desarrollo como el nuestro, siendo
responsable del 30 al 40% de todos los casos de diarrea en nifios (Lluque y
col., 2010).

La Organizacién Mundial de la Salud estima que cada afio mueren 1 millon de
nifios menores de 5 afios en paises en vias de desarrollo, a causa de ETA, lo
que implica 2.700 decesos por dia. Segun el Sistema de Vigilancia
Epidemiol6gica de ETA (SIRVETA), en América Latina durante el afio 2000 se
reportaron mas de 500 brotes de ETA, los cuales ocurrieron en un 40 % en el
ambito domésticoy sélo un 9 % en puestos callejeros y restaurantes (OMS,
2002).

Diferentes grupos de Escherichia coli segun su capacidad para enfermar
en humanos y animales:

En general no producen enfermedad pero existen algunos tipos patogénicos de
E. coli que pueden producir toxiinfecciébn alimentaria, serios problemas
digestivos y también otros cuadros de localizaciébn no digestiva, como el
aparato urinario, 0 meningitis en lactantes y nifios pequefios en épocas de
verano (Rey y Silvestre, 2005).
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En base a los sindromes, caracteristicas de la enfermedad y su efecto en
determinados cultivos celulares y en los grupos seroldgicos, las cepas de E.
coli diarrogénicas (DEC) han sido clasificadas en seis categorias patogénicas o
patotipos: enteropatdogena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva
(EIEC), enteroagregativa (EAEC), de adherencia difusa (DAEC) y las
productoras de toxinas Shiga o enterohemorragicas (STEC) (Rivas, 2008).

Las cepas de estos grupos presentan caracteristicas especificas que las
distinguen, poseen diferentes factores de virulencia, pertenecen a diferentes
serotipos, y producen infecciones y sindromes diferentes (Fernandez y Padola,
2012).

Cuadro 3: Categorias de E. coli diarrogénicos (DEC)

Abreviatura Descripcion

EPEC E. coli enteropatogenica
ETEC E. coli enterotoxigénica
EIEC E. coli enteroinvasiva
EAEC E. coli enteroagregativa
DAEC E. coli de adherencia difusa

STEC/EHEC E. coli productora de toxina shiga o enterohemorragica

Fuente: Llugue y col., 2010

Escherichia coli enteropatogénica

Las EPEC fueron los primeros patotipos de E. coli en ser descritos y fueron
definidas como E. coli asociados a diarrea en nifios pequefios que produce una
histopatologia caracteristica conocida como lesién de adherencia y borrado
(A/E) (Llugue y col, 2010). Estas no poseen genes que codifiquen para la toxina
Shiga (verotoxinas) (Otero, 2014).

Todos los elementos genéticos requeridos para la produccién de la lesion A/E
estan codificados en una isla de patogenicidad denominada LEE (Locus of
Enterocyte Effacement). Uno de los genes (eaeA) ubicadd en LEE, codifica una
adhesina de membrana externa denominada intimina, la cual permite la union
intima entre la bacteria y el enterocito, luego de translocar su propio receptor
(tir, translocated intimin receptor) (LIluque y col., 2010).

Las EPEC son a su vez clasificadas por la presencia o no del pili denominado
bfp (bundle-forming pilus). Las EPEC tipicas son eae+/bfp+ y las EPEC atipicas
son eae+/bfp- (Lluque y col., 2010).

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta
principalmente a nifios menores de seis meses y a los de dos afios. También
puede aislarse en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un
factor predisponente como diabetes (Rodriguez, 2002).
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La forma de transmision de la enfermedad es fecal-oral sobre todo por manos
contaminadas. Los reservorios de EPEC pueden ser nifios y adultos con o sin
sintomas. Para el caso de EPEC atipicas se ha reconocido también el
reservorio animal principalmente bovino. (Rodriguez, 2002).

El cuadro clinico que produce EPEC se manifiesta con diarrea aguda, la cual
puede ser leve o grave, con vomitos, fiebre baja y mala absorcion (Rodriguez,
2002).

El diagnostico de EPEC incluye ensayos in vitro en cultivos celulares y métodos
moleculares. En ensayos in vitro las cepas EPEC se caracterizan por formar
microcolonias sobre el citoplasma de las células Hep-2 y su estudio incluye
factores de patogenicidad como el efecto A/E, presencia de plasmidos y
fimbrias (Rodriguez, 2002).

Escherichia coli enterotoxigénica

Frecuentemente produce diarrea acuosa en humanos y animales que puede
ser desde leve hasta severa, dando lugar a sintomas similares a los del célera,
produciendo deshidratacion severa e incluso pudiendo provocar la muerte
(Otero, 2014).

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o
fimbrias que tienen diversas formas denominadas CFA (colonization factor
antigens). Sus genes estan en un plasmido que también puede tener
informacion genética para los CFA’s, aunque algunos genes de ST se han
encontrado en transposones. Las toxinas LT y ST aumentan el nivel intracelular
de cAMP y cGMP respectivamente, provocando la salida de agua e iones a la
luz intestinal, con la consiguiente diarrea acuosa (Rodriguez., 2002).

Las enfermedades de los animales debido a ETEC aparecen tipicamente como
diarrea severa acuosa durante los primeros dias de vida (también un par de
dias después del destete de los cerdos). ETEC se adhieren a las
microvellosidades intestinales sin inducir lesiones morfolégicas y produce
enterotoxinas que actuan de forma local en los enterocitos. Esta accidn
produce la hipersecrecién (de agua y electrolitos) y la absorcidon reducida.
Adhesinas y toxinas son los dos atributos de virulencia prominentes de ETEC y
el nivel de conocimiento de estos factores determina las posibilidades de éxito
de la prevencion y la terapia de la enfermedad (Nagy y col., 1998).

Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en nifios menores de
dos afos, y en particular durante los primeros seis meses de vida (Rodriguez,
2002).

La frecuencia de aislamiento de este grupo patdgeno de E. coli en nifios con
diarrea es de 10 a 30%. En los niflos en edad escolar y en adultos puede ser
asintomatica y poco frecuente o producir la diarrea del viajero (Rodriguez,
2002).

La enfermedad tiene un periodo de incubacion de 14 a 50 h. El cuadro clinico
se caracteriza por diarrea aguda, generalmente sin sangre, sin moco, Sin pus y
en pocos casos se presentan fiebre y vémitos. La diarrea producida por ETEC
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puede ser leve, breve y autolimitada pero también puede ser grave (Rodriguez,
2002).

La contaminacion fecal de agua y alimentos es la principal fuente de infeccion,
siendo la dosis infectiva elevada de aproximadamente de 108UFC (unidades
formadoras de colonias) (Rodriguez, 2002).

Escherichia coli enteroinvasiva

El grupo EIEC y Shigella estan relacionados genética y bioquimicamente. El
mecanismo de patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon; para
ello el primer paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la
mucosa requiriendo de mucinasa y adhesinas, para después entrar por
endocitosis a la célula, y posterior multiplicacion de la EIEC dentro de la célula
y diseminacion a células sanas adyacentes. La informacion genética para este
mecanismo esta en el loci del cromosoma y del plasmido, ademas de tener la
capacidad de elaborar una o mas enterotoxinas que pudieran ser importantes
en la produccién de diarrea (Rodriguez, 2002).

Los sintomas caracteristicos en personas infectadas por EIEC son diarrea
acuosa, con sangre y moco, pero algunos casos solo presentan diarrea, ésta
en ocasiones es indiferenciable de la que produce ETEC (Rodriguez, 2002).

Las cepas EIEC se asocian mas con brotes y menos frecuentemente con casos
aislados, en los cuales la transmision puede ser de persona a persona, por
ingestion de alimentos y agua contaminada, convirtiéndose en un patégeno
importante en nifios mayores de seis meses (Rodriguez, 2002).

El diagndstico de EIEC se puede hacer por pruebas in vivo como el test de
Sereny, que es la inoculacion de un cultivo puro de la bacteria en estudio en el
ojo de un cobayo. Si la bacteria tiene capacidad invasiva, después de 24 a 96 h
se produce una ulceracion de la cornea. Existen otros procedimientos menos
cruentos entre los que se incluyen métodos inmunolégicos y moleculares
(Rodriguez., 2002).

Escherichia coli_enteroagregativa

EAEC es considerado por muchos como un patégeno emergente que puede
infectar una amplia gama de grupos de edad.La base molecular de la
virulencia de EAEC no esta bien definida, lo que sugiere que se requiere la
caracterizacion molecular adicional del patotipo (Rasko y col., 2008).

La infeccion por EAEC se caracteriza por la formacion de una biopelicula en el
colon, seguido por la secrecion de toxinas y factores citoliticos (Rasko y col.,
2008).

El grupo EAEC se define como el constituido por cepas de E. coli que no
producen LT o ST y que se adhieren a las células Hep-2 con un patron
conocido como enteroagregativo, en el que las bacterias se adhieren unas a
otras en una configuracion de “ladrillos apilados” (Otero, 2014).

Desde su descubrimiento, un creciente numero de estudios han implicado
diarrea en EAEC en una variedad de entornos. Estos ahora incluyen diarrea
endémica de los lactantes en los paises industrializados y en vias de
desarrollo, diarrea persistente entre los pacientes del virus de
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inmunodeficiencia humana / sindrome de inmunodeficiencia adquirida y la
diarrea del viajero. Varios brotes de diarrea EAEC también se han descrito. Los
estudios prospectivos sugieren que en las poblaciones bien alimentadas en los
paises industrializados, EAEC puede ser una causa de la diarrea endémica
esporadica. Por ejemplo, un gran estudio prospectivo de vigilancia en el Reino
Unido implicado EAEC entre los principales agentes patdgenos en todas las
edades (Harrington y col., 2006).

Escherichia coli de adherencia difusa

Las cepas DAEC de E. colide adherencia difusa, no forman microcolonias
cuando se adhieren a células Hep-2. Se sabe poco de su mecanismo de
patogenicidad pero se ha caracterizado una fimbria de superficie, conocida
como F1845, involucrada en el fendmeno de adherencia difusa. Los genes que
codifican para esta fimbria se pueden encontrar en el cromosoma 0 en un
plasmido. ElI fendmeno de adherencia difusa también se ha asociado con una
proteina de membrana externa de 100 kDa, en una cepa del serotipo
0126:H27, cuyos genes se han secuenciado pero sélo se han encontrado en
una minoria de las cepas aisladas. Al realizar ensayos in vitro en células Hep-2,
las cepas DAEC tienen la capacidad de inducir la formacién de estructuras
protuberantes, semejantes a dedos, las cuales confieren proteccién a las
bacterias, pero la presencia de dichas estructuras no se ha demostrado in vivo
(Rodriguez, 2002).

El grupo DAEC se puede aislar tanto de personas sanas como en personas
con diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 afios. Los principales
sintomas que se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos
(Rodriguez, 2002).

Escherichia coli_productor de toxina Shiga

Las cepas de E. coli productoras de toxina Shiga (Stx) (STEC), también
llamada productor de verotoxina (VTEC) constituyen un grupo importante
dentro del conjunto de patdgenos emergentes transmitidos por alimentos
(Brandal y col., 2015).

Los serogrupos de STEC 0157:H7 y los no-0157, dentro de ellos E. coli 026,
045, 0103, 0111, 0121 y 0145, referidos en la literatura como «Big Six
STEC», constituyen un problema creciente para la salud publica a nivel mundial
(Mussio y col., 2014).

Tienen en comun con Shigella dysenteriae tipo 1, la produccién de sustancias
proteicas de accién local y sistémica: toxina Shiga “Shiga like toxin”, o
verotoxinas, asi_llamada por su accidn citétoxica sobre cultivos de células Vero
en laboratorio. Estas constituyen una familia de exotoxinas (VT1, VT2, y sus
variantes) de composicion y accién similar a la toxina Shiga (Amorin y col.,
2002).

Las cepas de STEC inicialmente se adhieren a la superficie de la mucosa
intestinal en areas locales, y luego se adhiere mas profundamente y destruyen
las microvellosidades intestinales (Urumova y col., 2014). Las verotoxinas son
liberadas en el intestino, luego son absorbidas por la sangre causando lesiones
en el endotelio vascular, provocando una coagulacion intravascular local y
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acumulacion de fibrina en el sistema nervioso central (SNC), en el tubo
digestivo y en los rifiones (Blanco, 1995).

En los seres humanos estas bacterias se asocian con un amplio espectro de
manifestaciones clinicas que varia desde diarrea leve y autolimitada hasta
procesos mas graves, muchas veces con secuelas importantes, como colitis
hemorragicas (CH) o sindrome urémico hemolitico (SUH). Las cepas de STEC
productoras de Stx2, en general determinan enfermedades mas severas que
las causadas por las que producen Stx1. Las cepas STEC asociadas con SUH
presentan junto con la capacidad de producir toxina Shiga otros atributos de
virulencia (Blanco, 1995; Varela y col., 2008).

Dentro del grupo STEC, E. coli O157:H7 es el serotipo aislado mas
frecuentemente en Argentina y otros paises como Estados Unidos, y es al que
se le atribuye la ocurrencia de la mayoria de los grandes brotes como los
registrados en la Costa Oeste de Estados Unidos en 1993 y en Japdn en 1996
(Rivas y col., 2008).

Debido entre otros factores al ultimo brote ocurrido en Europa en el afio 2011,
muchos paises han aumentado significativamente el nimero de controles
oficiales destinados a la deteccion de la presencia de STEC en alimentos, tanto
en aquellos que se importan como en los que se exportan (Mussio y col.,
2014).

Escherichia coli O157:H7

En relacion con la salud publica, la cepa de E. coli (O157:H7) es el serotipo
STEC mas importante (E. coli productor de toxina Shiga) ligado a las
enfermedades transmitidas por alimentos, lo que se traduce en una alta
incidencia de infecciones y muerte cada afio (FAO).

E. coli O157:H7 pertenece al grupo de las E. coli enterohemorragicas (STEC)
ya descripto anteriormente. Durante las Ultimas tres décadas, este
microorganismo se ha consolidado como un importante patégeno entérico,
capaz de causar grandes brotes de enfermedad gastrointestinal (Eppinger y
col., 2011).

La infeccién por STEC fue reconocida por primera vez en 1982 en EE.UU., un
primer brote de colitis hemorragica que afecto a 47 personas que comieron en
diversos restaurantes de la misma cadena de comidas rapidas (Brogna y
Gonzales, 2008). Tres meses después ocurrié el segundo brote en Michigan,
EE.UU; identificandose a las hamburguesas mal cocidas de una misma cadena
de comidas rapidas como vehiculo, aislandose E. coli O157:H7 de pacientes y
de carne picada congelada.

Desde entonces las cepas STEC sorbitol negativas del serotipo O157:H7 han
provocado numerosos brotes de colitis hemorragica en diversos paises del
mundo. La media de edad de los pacientes es de 14 afios (intervalo: 11 meses
a 72 afnos). Siendo el grupo de mayor riesgo el de los nifios menores a 5 afos,
y algunos pueden evolucionar a SUH (Kanayamay col., 2015).
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Caracteristicas bioguimicas E. coli O157:H7

El serotipo O157:H7 tiene caracteristicas bioquimica distintivas de E. coli
génerica, ya que no fermenta el sorbitol en 24 hrs (Riley, 1983), presenta
incapacidad para producir 3 glucuronidasa, esto es incapacidad para hidrolizar
el 4-metil-umbeliferil-D-glucuronido (Doyle, 1991). Varios factores influyen en la
supervivencia y el crecimiento de STEC en los alimentos, entre ellos se
encuentra, la temperatura, el pH, la sal y la actividad agua (CODEX, 2004).

Estudios sobre la sensibilidad térmica de E. coli O157:H7 en la carne de res
molida sugieren que la coccién de ésta, a una temperatura suficientemente alta
como para matar las cepas tipicas de Salmonella, también matara los
organismos de STEC. La temperatura 6ptima para la multiplicacion de E. coli
0157:H7 es aproximadamente 37° C y el organismo crecera a temperatura
inferiores de 8° C a 10° C, o a temperatura de 44° C a 45° C (Doyle y Schoeni,
1987).

E. coli O157:H7 sobrevive el proceso de congelacién, presentando una
reduccion en la concentraciéon (CODEX, 2004).

La temperatura de pasteurizacion de la leche (72° C durante 16,2 s) es un
meétodo efectivo para eliminar células de E. coli O157:H7. En los alimentos
carnicos una temperatura interna de 63° C, constituye un punto critico de
control para asegurar la destruccion de E. coli O157:H7. Sin embargo, Food
and Drugs Administration de EE.UU recomendd incrementar la temperatura de
coccién de las hamburguesas a 68,3° C después de un brote que involucré a
cinco Estados y afecté a méas de 700 personas (Griffin y Tauxe, 1991).

Se ha informado que E. coli O157:H7 es mas resistente al 4cido que otros
organismos de E. coli. La resistencia al acido aumenta la supervivencia de E.
coli O157:H7 en alimentos ligeramente acidos y podria explicar su habilidad de
sobrevivir durante su circulacién por el estbmago (CODEX, 2004). Algunas
STEC pueden proliferar en alimentos acidos, hasta un pH de 4,4 y un maximo
de 9 y en alimentos con una actividad agua (aw) minima de 0,95 (OMS, 2011).

Cuadro 4: Parametros que regulan el desarrollo de E. coli

Minima Optima Maxima
Temperatura®C 7-8°C 35-40°C 44 -46°C
pH 4.4 6a’7 9.0
Actividad Agua 0,95 0,995 -

Fuente: Michanie, 2003

Epidemiologia

E. coli se considera actualmente como un patégeno zoonético emergente y
agente de enfermedades transmitidas por alimentos en todo el mundo, dado a
la cantidad de casos esporadicos y brotes epidémicos de infecciones que
causa a nivel mundial (Pradel y col., 2000; Varela y col., 2008).

Se han asociado brotes con diferentes tipos de alimentos (carne de res y
verduras de hoja, generalmente consumidos crudos), contacto de persona a
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persona, contacto directo o indirecto con animales y agua (Heiman y col.,
2015).

Segun datos aportados por el Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) de Estados Unidos, de un total de 4756 casos de enfermedades
humanas provocadas por STEC en el afio 2012, 51,7% se debieron a cepas de
E. coli 0157, 13,8% a 026, 11,9% a 0103, 7,7% a O111, 3,4% a 012, 2,5% a
045y 2,3% a 0121 (CDC, 2012).

Por otra parte, en Europa y Uruguay las infecciones humanas ocasionadas por
STEC no-O157 son mas frecuentes que las producidas por O157:H7 (Pradel y
col, 2000; Varela y col, 2008). Los casos de infecciones por no-0O157
aumentaron vertiginosamente debido al brote ocurrido en Alemania en el afio
2011 (EFSAy ECDC, 2013).

En Asia hay pocos reportes de infecciones por STEC O157, salvo en Japon a
partir del brote masivo con mas de 10.000 afectados en 1996, posiblemente por
falta de sistemas de vigilancia. En Australia las infecciones por STEC no-0O157,
fundamentalmente O111: NM, son mas frecuentes que las de 0157 (Rivas,
2008).

En América del Sur, desde fines de los afios noventa, en Chile y en Argentina
se han reportado casos de diarrea y SUH vinculados tanto a E coli O157:H7
como a serogrupos no-0O157 (Rivas., 2008). En Uruguay, el primer caso de
SUH vinculada a E. coli O157:H7 se informd en una nifia de 16 meses en el
afio 2002 (Gadeay col., 2004).

Estos hallazgos demuestran la importancia de las enfermedades asociadas a
STEC en la Latinoamérica. En cuanto al SUH, esta enfermedad esta
ampliamente distribuida en el mundo (Griffin y Tauxe, 1991). En América del
Sur el problema se concentra en paises del Cono Sur, principalmente
Argentina, Chile y Uruguay. Esto podria responder a diferencias en la
distribucion geografica como consecuencia directa de la magnitud de los
reservorios del agente causal y a la influencia de mecanismos de transmision
especificos presentes en el area (Rivas, 2008).

Al comparar las tasas de incidencia del SUH de diferentes paises de América,
puede observarse que la de la Argentina es dos veces superior a la de
Uruguay, y tres veces mayor que la de Canada, EE.UU. y Chile (Rivas, 2008).

Debido entre otros factores al brote ocurrido en Europa en el afio 2011, muchos
paises han aumentado significativamente el nimero de controles oficiales
destinados a la deteccion de la presencia de STEC en alimentos, tanto en
aguellos que se importan como en los que se exportan (USDA, 2012; EFSA y
ECDC, 2013).

La dosis infectante de STEC es reducida, de pocos cientos de gérmenes, casi
como Shigella, y es frecuente la transmision de persona a persona, pero los
animales, especialmente los bovinos, son considerados como el reservorio mas
importante de STEC, y es el origen habitualmente de los brotes en el mundo.
Los alimentos o subproductos animales (carne mal cocida o manipulada, agua,
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leche, 0 jugos contaminados con heces de animales) son los vehiculos de
transmision mas frecuentes al ser humano (Acufia y col., 2010).

Portadores:

El ganado bovino se considera el principal reservorio de este patdgeno, con un
potencial poder de contaminar el alimento a través de la carcasa con la piel
contaminada o por derrames de intestino de portadores clinicamente sanos en
faena (Wells y col., 1991; Fukushima y col.,, 1999; Heuvelink y col., 1999;
Pradel y col., 2000; Mussio y col., 2014), en esta especie se han aislado mas
de 435 serotipos (Coronel, 2011).

El ganado lechero se ha identificado como un reservorio de E. coli O157:H7
con aislamientos en varias ocasiones de este organismo en heces de animales
jovenes asociados con casos de SUH en nifios tras consumir leche cruda
(Doyle y col 1987; Hussein y Sakuma, 2005).

Por lo tanto, los productos alimenticios de la especie bovina son considerados
como factor de riesgo importante para la enfermedad en el ser humano. Los
animales que participan como vectores muchas veces son asintomaticos.
Sobretodo existe una mayor incidencia en los bovinos jévenes que se los llama
“super excretores” de E. coli O157:H7 los que estan fuertemente colonizados
por un largo periodo de tiempo. La colonizacion similar podria observarse en
ovinos (Urumova y col., 2015).

El crecimiento de E. coli O157 en el liquido ruminal de los animales bien
alimentados se encuentra limitado por el pH y la concentracién de &cidos
grasos volatiles, cosa que no sucede en los que se someten a ayunos de 24 a
48 hs aumentando la difusion (como sucede previo a la faena). Si bien la
infeccion individual con E. coli es transitoria, la del rebafio se mantiene (Wells y
col., 1991). EIl tiempo promedio en el cual este patdbgeno se mantiene en el
sistema gastrointestinal de los rumiantes es de 30 dias, con eliminacion
intermitente y de corta duracién (Fernandez, 2006) aunque en algunos
animales la bacteria puede estar presente hasta un afio o mas (Oquendo,
2006).

A pesar de que la mayoria de la bibliografia coincide en recalcar que el
principal portador de EHEC/STEC es el bovino, este también se encuentra en
ovejas, ciervos, cabras, aves de abasto, perros, gatos, ratas, pajaros y
humanos, siendo portadores asintomaticos (Coronel, 2011; Jure, 2015).
También se ha encontrado este patégeno en cerdos y pavos (Heuvelink y col.,
1999).

Aves como posibles portadoras de STEC

La prevalencia de E. coli enterohemorragica (STEC) O157 en las aves se
considera minimo en comparacibn con otras especies, especialmente
rumiantes. Sin embargo, diferentes estudios han demostrado que las aves se
infectan facil y persistentemente con este organismo (Pilipcinec, 1999; Ragione
y col., 2005; Bahiraei y Rahimi, 2015).

Estudios recientes como el realizado en la Region de Riberao Preto en el afio
2015, donde recogieron 80 muestras de materia fecal de gallinas de cria
extensiva (a campo), las cuales fueron procesadas por PCR, para la deteccion
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de STEC y EPEC, obtuvieron resultados de 10 (12,5%) muestras positivas para
genes de virulencia de Stx1 y 7 (8,8%) muestras positivas para genes de
virulencia de Stx2 (Borzi y col., 2015). En el mismo afio en la provincia de
Kermanshah, Iran se han encontrado cepas de STEC en ponedoras
comerciales, donde se recogieron 200 muestras de hisopos cloacales, las
cuales se mantuvieron en caldo triptico de soja (m-TSB) con novobiocina y se
incubaron a 37° C durante 18 horas. A continuacion, los cultivos se sembraron
en agar eosina azul de metileno (EMB). Las colonias tipicas de E. coli con brillo
metalico en agar EMB, se sembraron en placas de agar Mac Conkey sorbitol
suplementado con cefixima y telurito de potasio. Las colonias con morfologia
caracteristica de E. coli se sometieron a un ensayo de reaccién en cadena de
la polimerasa multiplex (PCR) para determinar la presencia de genes que
codifican para stx1 y/o stx2. De 200 hisopos cloacales, 1(0,50%) muestra se
confirmd positivo para STEC. A pesar de un bajo nivel endémico de STEC en
ponedoras comerciales revelados en este estudio, la propagaciéon de esta
bacteria en ciertas circunstancias se debe considerar como un peligro para la
salud publica (Bahiraei y Rahimi, 2015).

E. coli O157:H7 asociada con colitis hemorragica puede colonizar el ciego de
los pollos por hasta 90 dias después de la inoculacion por via oral al dia de
edad. Los recuentos bacterianos indicaron que E. coli O157:H7 esté presente a
niveles mayores a 10 unidades formadoras de colonia por gramo de tejido y en
menor medida en el colon. Estos resultados sugieren que E. coli O157:H7
coloniza el ciego de los pollos y se pasa a través del colon con la materia fecal.
La capacidad de este organismo para colonizar el ciego de los pollos, indica
que estos pueden servir como anfitriones y posiblemente como depdsitos para
E. coli O157:H7 (Beery y col., 1985).

Por otro lado existen estudios que muestran como resultados la ausencia de
STEC en pollos, como el realizado por Beutin en 1993 donde se recolectaron
720 muestras de diferentes especies (terneros, ovejas, cerdos, perros, gatos y
pollos) en donde no se detectd la presencia de STEC en este Ultimo (Beutin,
1993). Otro estudio realizado por Chapman sobre la presencia de E. coli 0157
en diferentes especies, en el cual colectaron muestras de materia fecal de
terneros, ovejas, cerdos, y pollos. Las cuales fueron analizadas para la
basqueda de E. coli 0157, dando aislamientos de. E. coli O157 en 752 (15,7%)
de 4800 terneros, 22 (2,2%) de 1000 ovejas y 4 (0,4%) de 1000 cerdos, pero
no se aislo este en las 1000 muestras de pollos (Chapman y col., 1997).

Existen referencias en cuanto a la presencia de cepas de STEC en palomas, lo
gue las convierte en un reservorio natural y un riesgo sanitario para el hombre
(Gibert, 2010). En Japo6n se recogieron 549 muestras de heces de palomas
procedentes de 14 localidades, para aislar STEC y para investigar las
caracteristicas de los aislamientos. Stx 2 fue detectado por PCR en 16 (2,9%)
de las 549 muestras dentro de 4 de las 14 localidades (Murakami y col, 2014) y
en Brasil también se encontraron genes de virulencia en palomas, gaviotas y
periquitos (Reple y col., 2015). Este hallazgo sugiere el rol de las aves en la
difusién de esté patégeno, comportandose como un posible vector.
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Transmision

La principal via de transmision de STEC 0157 y no-O157 son los alimentos
contaminados como por ejemplo carne molida, productos carnicos crudos o
insuficientemente cocidos (Heuvelink y col., 1999; Marzocca y col., 2006;
Heiman y col, 2015) hamburguesas, embutidos fermentados, morcilla, leche no
pasteurizada, yogurt, quesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y
alfalfa, jugos de manzana no pasteurizados entre otros (Cicuta y col., 2009;
Neher y col., 2016).

En la figura N° 1 podemos observar los alimentos relacionados con casos de
SUH en Argentina, y en esta se puede apreciar como la carne de pollo ocupa el
segundo lugar, asumiendo asi que este alimento es vehiculo importante del
patégeno en estudio.

Figura 2. Alimentos relacionados con casos de SUH en Argentina 2008-2014
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Fuente: Adaptado Departamento de Epidemiologia Alimentaria — Direccion
General de Higiene y Seguridad Alimentaria (DGHYSA)

Doyle y colaboradores aislaron E. coli O157:H7 de carne de res, de cerdo, de
carne de aves de corral, y de cordero. Este fue es el primer informe de
aislamiento de E. coli O157:H7 de los alimentos aparte de carne picada, y los
resultados indican que el organismo no es un contaminante raro de carnes
frescas de las diferentes especies (Heuvelink y col., 1999).

Aparte del consumo de alimentos contaminados, los seres humanos podrian
infectarse a través del agua de consumo o para recreacion contaminada, por
contacto directo con animales, con su materia fecal y suelos contaminados.
También se han descripto casos en humanos luego de nadar en piscinas y
lagos (Urumova y col., 2015).

La transmision directa de hombre a hombre puede ocurrir durante una
epidemia. Se han descripto casos relacionados con el consumo de leche no
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pasteurizada de leche de cabra, productos chacinados secos, y después del
contacto directo con caballos, aves y conejos (Urumova y col., 2015).

Las cepas STEC, poseen una dosis infectiva muy baja (10-100 ufc) (Otero,
2014)

Verduras contaminadas (espinaca, lechuga, rabanos), asi como zumos de fruta
no pasteurizados también podria suponer un riesgo para la infeccién a los
hombres. Hay datos de la contaminacion por hierbas, por ejemplo, se informo
con perejil (Urumova y col., 2015)

Se reconoce que la E. coli O157:H7 exhiben una cierta tolerancia en los
ambientes &cidos, lo que podria explicar su persistencia durante semanas en la
mayonesa, salsas acidas, jugo de manzana, quesos frescos. Estas bacterias
son también resistentes al secado (Urumova y col., 2015).

Hay una mayor susceptibilidad muy marcada en nifios, ancianos e
inmunodeprimidos. En los ancianos, la tasa de letalidad por SUH puede
elevarse al 50%. Por lo que se observan en jardines maternales e infantiles,
casas de ancianos e instituciones para enfermos mentales (Varela y col.,
2008).

Patogenia
El origen de la toxicidad parece ser que surgid de una EPEC a la que un

bacteriéfago (virus de las bacterias) le agregd las toxinas similares a las
producidas por Shigella. Los factores de virulencia pueden estar solos o
combinados y se conocen como Stx1, Stx2, eae, entre otros. Poseer los genes
Stx1, Stx2 no es suficiente para conferir patogenicidad. Se requieren otros
genes de virulencia para adherirse y dafiar la célula de la pared intestinal
(Michanie, 2003).

Las cepas de STEC alcanzan el intestino y se adhieren a las células epiteliales
sin invadirlos. La adherencia bacteriana mediada por fimbrias, causa un
alargamiento de las microvellosidades. Seguido por una translocacion del
receptor, el cual se integra a la membrana plasmatica adoptando una forma de
pelo enrollado. El dominio central extracelular del receptor actia como receptor
de la adhesina de la bacteria intimina. Simultdneamente, el receptor mediante
sus dominios intracelulares, con diversas proteinas del citoesqueleto, une
intimamente la bacteria al enterocito. Ademas se produce la desorganizacion
de las microvellosidades con produccion de la lesion y acumulacién de
filamentos de actina en el citoplasma. Esta reduccion de la superficie de
absorcion seria responsable de diarrea sin sangre (Rivas y col., 2008).

La toxina Shiga liberada se une a la célula epitelial del intestino, ésta es luego
internalizada en una vesicula en donde inhibe la sintesis proteica y provoca la
muerte celular. La toxina puede también ser traslocada desde la membrana
apical a la superficie baso lateral, con induccion de Interleuquina-8 (IL-8), que
contribuye a la acumulacion de leucocitos en la pared intestinal. Produce un
dafio en las células endoteliales de los vasos sanguineos de la lamina propia
provocando diarrea sanguinolenta (Rivas y col., 2008).
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Luego Stx entra a la circulacion sanguinea y es transportada a distintos
organos blanco cuyas células endoteliales poseen receptores. ElI LPS
bacteriano y las citoquinas de huésped aumentan la sensibilidad a las Stxs,
incrementando la disponibilidad de dichos receptores. En el rifidbn se
encuentran altos niveles de estos receptores, particularmente en la region
cortical donde se observan las principales lesiones en los pacientes con SUH
(Rivas y col., 2008).

Las lesiones histopatolégicas ocurren por interaccion de la Stx con las células
endoteliales de los vasos sanguineos, estas se hinchan y se desprenden a
nivel del glomérulo. SimultAneamente se produce un depdsito de fibrina y de
plaguetas en la microvasculatura renal, se ocluyen los capilares y se reduce el
flujo sanguineo, provocando insuficiencia renal y ruptura de los glébulos rojos.
También se observan lesiones, particularmente en la microvasculatura del
intestino, cerebro y pancreas (Rivas y col., 2008).

Figura 3: Modelo de el mecanismo de patogenia de Escherichia coli productor
de toxina Shiga.
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El serotipo O157:H7 como la mayoria de las cepas STEC altamente
patogénicas, coloniza el intestino grueso por medio de una lesion caracteristica
de adherencia y borramiento. Esta lesion es inducida por un sistema de
secrecion tipo Il (También presente en EPEC y otros patdgenos intestinales)
gue inyectan proteinas en la célula epitelial, provocando profundos cambios
estructurales y funcionales de la célula huésped y en la unién/adherencia intima
de la bacteria al enterocito (Coronel, 2011).

Factores de virulencia

Los dos grupos de Stx son antigénicamente diferentes; el grupo | incluye la
variante Stx neutralizadas por anticuerpos de anti toxina Shiga; el grupo Il
incluye aquellas que no son neutralizadas por dicho antisuero (Gadea y col.,
2004).
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La molécula de la toxina Stx1, idéntica a la toxina Shiga tipo 1 producida por
Shigella dysenteriae tipo 1, presenta tres variantes antigénicas o subtipos
(Stxla, Stxlc y Stx1d), mientras que en el caso de la toxina Stx2 existen siete
subtipos (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g). Las cepas que
producen la toxina Stx2 (mas la presencia del gen eae) tienen mayor
probabilidad de producir SUH que las que producen la toxina Stx1 o ambas.
Concretamente los subtipos Stx2a, Stx2c y Stx2d son los mas asociados con
patologias graves en enfermedad humana (Otero, 2014).

Otro factor de virulencia es la proteina de membrana externa llamada intimina,
codificada por el gen eae localizado en la isla de patogenicidad LEE (del inglés,
locus of enterocyte effacement). Este locus estd asociado con la adherencia
intima de la bacteria a la célula epitelial, la iniciacion de las sefales de
transduccion y la desorganizacion de las microvellosidades con la formacion de
la lesion AE (del inglés, attachingand-effacing). La presencia de LEE le confiere
a las cepas STEC una mayor virulencia, pues los serotipos LEE positivos
aparecen mas comunmente asociados a brotes y casos de SUH que los
serotipos LEE negativos. Sin embargo, la presencia de LEE no es esencial
para la patogénesis, pues se han notificado casos de enfermedad humana
severa, incluyendo casos esporadicos de SUH y brotes, asociados a cepas
STEC LEE negativas (Rivas y col., 2006).

Los genes que codifican las toxinas Shiga se encuentran localizados en el
genoma de bacteri6fagos lamboides denominados fagos-Stx. Estos fagos
constituyen un grupo heterogéneo de elementos genéticos altamente moviles
que pueden insertarse en sitios de union especificos del cromosoma. Los
fagos-Stx de las cepas STEC pueden incluso infectar bacterias comensales del
intestino, haciendo que puedan producir Stx y por tanto agravando la
enfermedad. Otra caracteristica importante de los fagos-Stx es su estabilidad
en el ambiente durante largos periodos de tiempo, pudiendo, como ya se ha
dicho, insertarse en bacterias convirtiéndolas en productoras de toxinas Stx
(Otero, 2014).

Algunas cepas de STEC producen una enterohemolisina (EHEC-HIy),
codificada en el gen ehxA del mega plasmido de ésta, la cual estaria
involucrada en la patogénesis. Este plasmido también porta los factores de
virulencia espP (serina proteasa extracelular), etp (sistema de secrecion tipo Il)
(Rivas y col., 2006).

Caracteristica de la enfermedad en el humano

Se reconoce que hay un espectro muy amplio de enfermedad humana
asociada a organismos productores de Stx. Enfermedades relacionadas con
STEC estan generalmente involucrado al consumo de alimentos contaminados
en la mayoria de los brotes (Paton y Paton, 1998).

Algunos individuos infectados con STEC pueden ser completamente
asintomaticos, a pesar de la presencia de un gran nimero de microorganismos,
asi como de la toxina libre en las heces (Paton y Paton, 1998).

El periodo de incubacion promedio de la infeccion por STEC es de 3 dias (con
un rango de 1-8 dias) y el cuadro clinico incluye un periodo de 1 a 2 dias de
vomitos, fiebre baja o ausente, dolores abdominales severos en la mayoria de
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los casos, diarrea sin sangre y evidencia de edema de la mucosa colonica
como sintomas iniciales, seguidos por diarrea sanguinolenta o colitis
hemorrégica durante 4 a 6 dias (Rivera y Ochoa, 2013).

La presencia de sangre en las heces suele observarse al segundo dia del inicio
de la diarrea (entre 0 y 5 dias) y tiene una duracion muy variable. En diversos
estudios los vomitos no suelen presentarse en mas del 50% de los casos. Entre
el 6y el 42 % de los pacientes, segun los autores, presentan fiebre (Prats y
col.,, 1996). La ausencia de fiebre en una paciente con diarrea con sangre
puede ser un hallazgo clinico importante para sospechar en esta infeccion y
diferenciarla de los cuadros tipicos de disenteria por Shigella, Salmonella o
Campylobacter (Rivera y Ochoa, 2013).

Aungue la mayoria de los casos la diarrea por STEC es autolimitada,
aproximadamente del 5 a 10% de los nifios infectados evolucionan a SUH, para
el cual no existe tratamiento especifico por el momento (Varela y col., 2008).
También pudiendo afectar el Sistema nervioso central, pancreas, pulmones y
corazén (Otero y col., 2010)

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es un trastorno caracterizado por la
presencia de la triada clasica: anemia hemolitica microangiopética
trombocitopenia y lesion renal aguda. SUH sin insuficiencia renal aguda se
puede confundir con otras enfermedades hematoldgicas. Hay 2 formas de
SUH: tipicos (con diarrea en el periodo prodrémico) y atipicos (sin diarrea en
ese periodo) (Varela y Schelotto, 2015).

El Sindrome Urémico Hemolitico ocurre por la lesion del endotelio vascular que
de manera secundaria genera una cascada de fendmenos tales como la
adhesion, agregacion plaquetaria y el deposito de fibrina mediante distintos
mediadores, cuyo resultado final seria la formacibn de trombos en la
microcirculacion: la microangiopatia trombotica (Pérez del Campo y col., 2000).

Estudios poblacionales sugieren que aproximadamente el 90% de los casos de
SUH estan precedidos por diarrea (Coronel, 2011).

En Uruguay, los casos de SUH generalmente ocurren en los meses de verano
(primavera, verano y principios de otofio) en nifios eutroficos, de hogares con
un nivel socioeconémico aceptable, a menudo viven en pequefios pueblos,
pero no en las zonas rurales (Varela y Schelotto, 2015). Ocurriendo entre 10 y
15 casos nuevos por afio, y la tasa de incidencia es de 4 a 5/100.000 nifios
menores de 5 afios, aproximadamente. En Argentina la OPS considera que el
SUH es endémico, con 400 casos nuevos por afio (Varela y col., 2008).
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Figura 4: Distribucion por edades en casos de SUH atendidos por el
Departamento de Epidemiologia Alimentaria. Ciudad de Buenos Aires (2007-
2011).
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Fuente Departamento de Epidemiologia Alimentaria- DGHYSA

En la figura 4, podemos observar, que las edades de los menores enfermos en
Argentina variaron de menos de un afio hasta 13 afios, con predominio de la
franja etaria de 1 a 4 afios (De Sousa, 2014).

Figura 5: Tasa de incidencia /100000 nifios de 5 afios en diferentes Paises.
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Fuente Departamento de Epidemiologia Alimentaria- DGHYSA

En la figura 5, se puede observar que la tasa de notificacion en Argentina, es
de 12 casos por cada 100000 nifios menores de 5 afios, lo que evidencia que
esta es 11 veces mas que en otros paises que padecen esta enfermedad (De
Sousa, 2014).
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El diagndstico microbiologico de las infecciones provocadas por STEC es
bastante complicado. La liberacion de las bacterias en las heces cesa a los
pocos dias del inicio de la diarrea, el porcentaje de colonias verotoxigénicas
puede ser inferior al 1% de las aisladas y los genes que codifican para las
verotoxinas pueden perderse al realizar los subcultivos (Blanco, 1995).

Los criterios de laboratorio para el diagnostico de SUH son:

1) Anemia de comienzo agudo, con hemoglobina menor de 10 mg/dl o
hematocrito menor de 30% o caida de al menos 5 puntos, con cambios
microangiopaticos en el frotis de sangre periférica (esquistocitos, células
en casco o fragmentados) (Rivas y col., 2008).

2) Injuria renal aguda evidenciada por hematuria, proteinuria, uremia mayor
de 50 mg/dl en ausencia de deshidratacién o creatinina mayor de dos
desviaciones estandar respecto a edad y sexo, o aumentado del 50% de
los valores al inicio de la enfermedad (Rivas y col., 2008).

3) Recuento de plaquetas menor a 150.000/mm? (Rivas y col., 2008).

El diagndstico precoz de la enfermedad y el mejor manejo de la insuficiencia
renal aguda y de la anemia disminuyé la letalidad durante el periodo agudo
siendo en la actualidad del 3 al 5%. Sin embargo un 3 al 5% de nifios con SUH
desarrolla insuficiencia renal cronica, requiriendo en pocos afos
procedimientos dialiticos o trasplante renal. Otro 20% continlda con micro
hematuria y grados variables de proteinuria, pudiendo desarrollar insuficiencia
renal crénica terminal en lapsos variables que pueden llegar a décadas (Rivas
y col., 2008).

Diagngstico

En la mayoria de los casos, las muestras tomadas de animales para
aislamiento de STEC son las heces recogidas con fines de inspeccion o como
parte de un estudio epidemiolégico después de un brote de enfermedad en
humanos. Las muestras se pueden tomar del recto o de heces recién
evacuadas en la granja o de contenidos intestinales después del sacrificio. Las
muestras deben mantenerse frias y cultivarse tan pronto como sea posible
luego de ser recogidas (Manual OIE, 2004).

Considerando que dicho patégeno se encuentra en bajas concentraciones en
cualquiera de las matrices evaluadas, heces, cuero, suelo. Carcasa y carnes,
hace méas desafiante la tarea de su deteccion y aislamiento (Rovira, 2006;
Coronel, 2011).

El diagndstico debe incluir la demostracion de factores de virulencia en los
aislamientos. Estos incluyen las Shiga toxinas Stx1 y Stx2 y sus genes; la
proteina de adhesion a la membrana exterior asociada con lesiones de union y
eliminacion, intimina, codificada por el gen eae (Manual OIE, 2004).

Varios medios de enriquecimiento han sido descriptos, de los cuales el caldo
triptico de soja modificado con el agregado de novobiocina, parece ser el mas
adecuado. Estos medios son caldos selectivos que dan una especificidad
diferencial favoreciendo el aislamiento de STEC 0157, a diferencia de otras
bacterias gram negativas en la muestra (Boer y Heuvelink, 2000).
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Para el aislamiento de STEC 0157, es necesario el pre-enriquecimiento en un
caldo no selectivo. EI medio mas utilizado para este aislamiento de las cepas
de STEC 0157 tipicas no fermentadoras de sorbitol es el Agar Mac Conkey
con cefixima y telurito (CT-MAC). Se utiliza la Separacion inmunomagnética
(IMS) después del enriqguecimiento selectivo, este método aumenta la
sensibilidad mediante la concentracion de E. coli 0157 en relacion con el fondo
de la microflora, que pueden crecer demasiado o imitan las células STEC 0157
en agares selectivos (Boer y Heuvelink, 2000).

También se han desarrollado otros métodos que disminuyen el tiempo de
analisis como son Ensayos de Inmuno absorcion ligado a enzimas (ELISA),
Ensayos de inmuno transferencia de colonias, técnicas de filtro de inmuno
fluorescencia directa, y varias técnicas de inmuno captura (Boer y Heuvelink,
AE, 2000).

Los Inmuno ensayos de enzima para detectar las toxinas Shiga 1y 2, y ensayo
molecular para genes Stx son otros de los métodos utilizados. La técnica de
PCR es un método rapido y preciso en lo que a esto respecta (Shams y col.,
2013).

El diagnéstico de STEC presenta algunas dificultades que pueden ser
minimizadas mediante la combinacion de procedimientos bacteriolégicos y
PCR. Esta ultima técnica es considerada una alternativa altamente satisfactoria
para la deteccion de STEC. Para obtener un resultado confiable a partir de una
técnica de diagndéstico basada en PCR se sugiere utilizar un control positivo, un
control negativo y un control “blanco" de reactivos. Ademas, la inclusién de un
control interno de amplificacion (IAC) puede evidenciar una falla en cada tubo
de reaccion, ya sea por la presencia de inhibidores o por un problema particular
inherente a la técnica (Leotta y col., 2005).

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Es el método mas rapido, sensible y fiable para la deteccion de E. coli en
muestras procedentes de alimentos, ambientales o clinicas. Ademas, puede
utilizarse junto con métodos de cultivo convencionales o métodos de tipado
molecular. El uso de la PCR permite la deteccion de cepas STEC a través de la
busqueda de los genes que codifican para las toxinas Shiga (stx) en muestras
microbiolégicamente complejas (como heces o alimentos), incluso en caso de
que el microorganismo no sea viable (Otero, 2014).

La sensibilidad de la PCR en muestras de heces y alimentos se ha visto
aumentada en gran medida mediante la realizacion de un enriquecimiento
previo de estas muestras (Paton y Paton, 1998).

La invencién de la reaccién en cadena de la polimerasa permite la amplificacién
selectiva de secuencias especificas de ADN que se encuentran en cantidades
muy pequefias. Como su nombre indica se basa en la actividad de la enzima
ADN polimerasa que es capaz de sintetizar una cadena de ADN
complementaria a otra ya existente (Rojas y Gonzalez, 2006).

El método de PCR utiliza dos secuencias cortas de oligonucleétidos llamados
cebadores que son complementarios a los extremos de la region de ADN que
se pretende amplificar. Dado que en cada reaccidon ambas cadenas de ADN
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pueden servir de molde para la sintesis de su cadena complementaria, el
namero de eventos de replicacion esta dado por la expresion 2n, donde n es el
namero de ciclos de amplificacion. Puede notarse que después de 20 ciclos se
tendran mas de un millén de copias del ADN original. Uno de los factores que
llevan al éxito en la implementacion de la PCR para la identificacion de
microorganismos patdgenos, es la eleccion correcta de la secuencia blanco.
Esta secuencia debe permitir la identificacion del microorganismo de interés
independientemente de la presencia de otras fuentes de ADN (de
microorganismos concomitantes o de la muestra misma). Las diferencias en la
secuencia de genes ortélogos pueden servir como herramienta Util en la
tipificacion de diferentes cepas y serotipos de una misma especie o0 de
especies cercanas filogenéticamente (Rojas y Génzalez, 2006).

Las secuencias mas empleadas para el disefio de cebadores han sido las
relacionadas con los genes que codifican para toxinas y proteinas antigénicas
especificas para la deteccién y diagnostico de E. coli, las secuencias blanco
por excelencia han sido los genes stx1 y stx2 que codifican para las dos
variantes de la toxina Shiga, Stx1 y Stx2 respectivamente (Rojas y Gonzalez,
2006).

Hasta ahora todos estos métodos tienen sus propios defectos como ser lentos,
muy costosos Yy tienen limitaciones en el manejo de muchas muestras
simultdneamente. En la actualidad, aunque los métodos moleculares como la
PCR y la hibridacion, a pesar de ser mas rapidos, menos costosos y mas
sensibles, no son adecuados ya que se basan en la electroforesis de agarosa
con bromuro de etidio que es carcinégeno, una importante amenaza para la
salud del personal del laboratorio, y no permite el analisis de muchas muestras
a la vez en el caso de brotes epidémicos. Sin embargo el PCR en tiempo real a
pesar de 100% de especificidad y alta sensibilidad no ha ganado mucha
atencion debido a los altos costos (Leotta y col., 2005).

Prevencion y control

Los patdgenos estan asociados con todo tipo de alimentos. El control de estos
tiene que estar incluidos en todas las etapas del proceso, y de la preparacion.
Sanitizacion adecuada, las temperaturas adecuadas, coccién, son los
procedimientos de control que pueden garantizar la seguridad de los alimentos
(Kotula y Pandya, 1995).

La prevencion y control requieren un enfoque interdisciplinario entre la
produccion animal y vegetal, asi como enfoques basados en riesgos a lo largo
de toda la cadena de abastecimiento de alimentos. Estos incluyen la aplicacion
de Buenas Practicas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Fabricacion (BPF),
Buenas Practicas de Higiene (BPH) y Andlisis de Peligros y de Puntos Criticos
de Control (APPCC), desde la granja hasta llegar al consumidor (FAO, 2011).

Para las variedades STEC/ EHEC, es necesario analizar la senda desde la
granja al consumidor. Dichos pasos incluyen reducir al minimo la colonizacion
en los rebafios de ganado y evitar la contaminacion con estiércol. En etapas
posteriores, se incluye la higiene y manipulacion en los mataderos y
establecimientos de ordefio durante el envasado de los productos (FAO, 2011).
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La proteccion de la salud humana se basa en conocer y evitar la exposicion de
los nifios y el hombre a las heces de los animales. Las estrategias de control de
los microorganismos patdgenos consisten en:

a) Evitar el acceso de los microorganismos a los alimentos
b) Inhibir el desarrollo
c) Inactivar los microorganismos.

Entre las medidas que evitan el acceso de los microorganismos a la carne en
un frigorifico podemos mencionar: Limpieza profunda de los animales que
ingresan, minimizando la materia fecal sobre los animales, uso de equipos
limpios y buenas practicas higiénicas que prevengan la contaminacion de las
carcasas, evitar la contaminacion intestinal durante la evisceracion, tomar
acciones correctivas si se produce contaminacion, en el desosado mantener los
equipos limpios y usar practicas que minimicen la contaminacién entre los
cortes, usar otras estrategias, por €j., acidos organicos, para descontaminar las
carcasas. Esta practica no esta permitida para todos los destinos de
exportacion y ademas, los resultados del uso de lavados o intervenciones con
acidos organicos frente a E.coli O157:H7 muestran datos contradictorios
(Michanie, 2003).

En lo que respecta a minimizar el desarrollo de los microorganismos es posible:
Asegurar el enfriamiento rapido de las carcasas (Michanie, 2003).

Estrategias de intervencion en la industria de la carne

E. coli O157:H7 desencadend innovaciones tecnologicas, algunas en uso,
muchas en desarrollo y por desarrollarse para resolver el conflicto de su
presencia sobre las medias reses y luego, como consecuencia, en las carnes
picadas. La intervencion se ha definido como procedimientos, procesos o
tecnologia que reducen o eliminan el/llos peligros potenciales de un
microorganismos productor de enfermedad (Michanie, 2003).

Entre las estrategias de intervencion para reducir esta bacteria se han
ensayado el spray sobre la carcasa pre evisceracion, la aspiracion con vacio y
vaporizador, el pasteurizador con vapor o con agua cliente, y los acidos
organicos, entre otros. Muchos de ellos son de uso corriente en las plantas de
algunos paises. Otra reciente estrategia por la que han optado algunas
empresas en EE.UU., es irradiar los alimentos frecuentemente involucrados
como método para controlar los microorganismos patégenos y evitar riesgos al
consumidor. No es aventurado afirmar que el proceso innovativo iniciado en el
camino de la seguridad sanitaria dara sus frutos y la presion que ejerce el
consumidor redundara en la proteccion y beneficio de la salud (Michanie,
2003).

Los microorganismos patdgenos y los saproéfitos responsables de la
descomposicion son introducidos en los mataderos por las aves,
disemindndose por las instalaciones, equipamientos y utensilios, entrando de
este modo en la cadena alimentaria. La contaminacion cruzada durante las
operaciones en mataderos es responsable de la diseminacion de los
microorganismos, cuyo contenido en las carnes y productos carnicos puede ser

35



suficientemente elevado para provocar enfermedades en los consumidores. La
contaminacion de las carcasas y la extension con que ocurre esta, depende de
dos factores, por un lado la higiene del matadero y de sus procesos, por otro el
estado higiénico sanitario de las aves destinadas a la masacre (Horta, 2008).

Transporte
La contaminacion fecal externa ocurre durante el transporte y reposo en el

matadero, una vez que las aves defecan y estas contaminan las jaulas y a ellas
mismas. Para reducir esta contaminacion, es conveniente que las aves
permanezcan en ayuno durante algunas horas antes del transporte, de esta
manera se reduce el contenido intestinal, disminuyendo la deposicion de
materia fecal, evitando la contaminacion cruzada (Horta, 2008).

En el caso de los bovinos el ayuno de los animales previo al ingreso al
frigorifico, aumenta la excrecion de E. coli, probablemente a causa de la
disminucion de acidos grasos volétiles en el rumen e intestino. Se ha
observado que los terneros sometidos a ayuno, o durante el destete, son mas
susceptibles a la colonizacion por E. coli O157:H7. El control de estos factores
de riesgo deberia reducir las posibilidades de multiplicacién y diseminacion de
STEC dentro y fuera del establecimiento (Horta, 2008).

El estrés del transporte es natural, este reduce la inmunidad, aumentando la
colonizacion de bacterias intestinales (Keener y col., 2008).

Las operaciones de transporte deben de realizarse en las mejores condiciones
con el fin de reducir al minimo los efectos negativos, los vehiculos deben de ser
sometidos a una limpieza y desinfectados antes y después de la carga y el
transporte, asi también las jaulas en donde las cargan (Tan, 2008).

Escaldado

El proceso de escaldado es usado para abrir el foliculo de la pluma y asi
removerla. La contaminacion cruzada durante el escaldado es reconocida.
Existe una hipétesis de que el foliculo podria permanecer abierto hasta el
proceso de chiller, donde el foliculo se cerraria y los microorganismos podrian
quedar retenidos (Tan, 2008).

Desplume
En esta area es donde puede ocurrir la contaminacién cruzada, ya que las

proyecciones en forma de dedos de goma para quitar la pluma pueden pasar
los microorganismos de un ave a otra, hay estudios donde se encontré que
después del desplume los recuentos de microorganismos como por ejemplo
Campylobacter aumentaron significativamente luego del desplume (Tan, 2008).

Lavado de la carcasa

Las canales se lavan comunmente con los sistemas de arandelas, usando
agua clorada para eliminar la contaminacion, tal como sangre, fragmentos de
tejidos, y la contaminacién fecal, como parte del procesamiento el lavado de la
canal se ha permitido para las aves desde 1978 como una alternativa al
cuchillo de recorte, porque los estudios han mostrado que es igualmente eficaz
en la eliminacion de la contaminacion fecal (Keener y col., 2004).
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El desarrollo de nuevos sistemas de lavado hace que sea muy dificil para una
planta de procesamiento saber qué tipo o sistema seria mejor para ellos. Los
estudios limitados han llevado a cabo en evaluar el rendimiento y la eficacia de
las arandelas de aves de corral y desinfeccion de los tratamientos dentro de la
planta de procesamiento (Keener y col., 2004).

Hay varios tipos de lavadoras de la canal que se utilizan actualmente en
plantas de procesamiento de aves. Estos incluyen lavadoras de cepillos, el
gabinete arandelas y arandelas de aves dentro / fuera. Estos sistemas de
lavados utilizan a veces cloro como agente antimicrobiano (Keener y col.,
2004).

Los sistemas de lavado que actualmente se utilizan para la superficie interior y
exterior han demostrado una eficacia limitada para la eliminacion de algunos
microorganismos. Lo primero es que el lavado con agua fria,
independientemente de la presién y volumen de flujo, no reduce la tension
superficial del agua, un importante factor en la eliminacion bacteriana/fecal.
Una alternativa es la introduccién de surfactantes durante el proceso de lavado
para reducir la tensién superficial del agua y ayuda a la eliminacion de las
bacterias de la materia fecal (Keener y col., 2004).

Enfriado de carcasas ‘“chiller”

Se requiere que las canales de las aves se enfrien rapidamente para evitar asi
el crecimiento bacteriano. Muchos procesos de enfriamiento utilizan agua ya
que ésta enfria rapidamente .En el tanque de refrigeracion, la cloracién con
hasta 50 mg / L a pH 6,0 se requiere para controlar la contaminacion cruzada
de canales de aves debido a la mayor carga organica. Para reducir la
contaminacion cruzada USDA ha requerido la adicion de 20 a 50 ppm de cloro
para enfriadores de agua para evitar la contaminacion cruzada. USDA también
ha permitido, ademas de cloro, el uso de ozono y el dioxido de cloro en
enfriadores para asi evitar la contaminacion cruzada. Ademas, los
investigadores y la industria estan explorando aire y enfriamiento con nitrégeno
criogénico (Keener y col., 2004).

COLIBACILOSIS AVIAR

Colibacilosis aviar es una enfermedad infecciosa de las aves causada por E.
coli, que se considera como una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad, asociada con fuertes pérdidas econdmicas a la industria de aves de
corral, ya sea como patdégeno primario o como un patdégeno secundario (Kabir,
2010; Carranzay col., 2012).

Colibacilosis aviar o enfermedad sistémica de las aves es causada por un
grupo de patdgenos designado E. coli aviar altamente patdgeno (APEC). A
pesar de ser conocido por mas de un siglo, la colibacilosis aviar sigue siendo
una de las principales enfermedades endémicas que afectan a la industria
avicola en todo el mundo (Dziva y Stevens, 2008).

Dependiendo del estado de virulencia de la cepa, la presencia y el tipo de
factores de predisposicion, la infeccion se manifiesta como una septicemia
inicial que es seguido por muerte subita o la inflamacién en mdltiples érganos
(Dziva y Stevens, 2008).
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Esto causa una variedad de manifestaciones de la enfermedad, incluyendo la
infeccion del saco vitelino, onfalitis, infeccion de las vias respiratorias, sindrome
de la cabeza hinchada, la septicemia, poliserositis, coligranuloma, enteritis,
celulitis y salpingitis. Colibacilosis de aves de corral se caracteriza en su forma
aguda por la septicemia que resulta en la muerte y en su forma subaguda por
peri-carditis, aerosaculitis y peri-hepatitis (Kabir, 2010).

Sorprendentemente, la localizacion intestinal de APEC ofrece una excelente
oportunidad para la diseminacion en el medio ambiente y la transmision a
través de las heces. APEC se ha informado a persistir en el ambiente seco, y el
polvo en los gallineros puede albergar hasta 10 °® unidades formadoras de
colonias de E. coli por gramo. La inhalacion de este polvo contaminado se cree
gue conduce a infecciones sistémicas. La infeccion de los huevos puede ocurrir
en la puesta o durante la formacion en el oviducto, a menudo conduce a
embrion y mortalidad de los pollitos antes de tiempo (Dziva y Stevens, 2008).

En la faena, las cepas resistentes en el intestino, pueden contaminar facilmente
las canales de aves y el suelo trayendo como consecuencia la contaminacién
de la carne con cepas multirresistente de E. coli. Del mismo modo los huevos
se contaminan durante la colocaciéon. Por lo tanto, las cepas resistentes
de E. coli de aves de corral puede infectar a los humanos tanto directamente
como a través de los alimentos (Kabir, 2010).

La seguridad de alimentos es una preocupacion creciente de salud publica en
todo el mundo. Informes epidemiol6gicos sugieren que la carne de ave sigue
siendo la principal causa de intoxicacion alimentaria humana. La carne de ave
es mas popular en el mercado de consumo debido a las ventajas, tal como facil
digestibilidad y la aceptacion por parte de la mayoria de las personas. Sin
embargo, la presencia de microorganismos patdgenos y de deterioro de la
carne de aves de corral y sus derivados sigue siendo una preocupacion
importante para los proveedores, los consumidores y los funcionarios de salud
publica en todo el mundo. E. coliy Salmonella han sido consistentemente
asociados con las enfermedades transmitidas por los alimentos en la mayoria
de los paises del mundo (Kabir, 2010).

PRODUCCION EN EL SECTOR AVICOLA

El mercado mundial

La capacidad de la aves para adaptarse a la mayoria de las areas del mundo,
su bajo valor econémico por animal, la rapida velocidad de crecimiento, y su
rapida reproduccion, hacen que las aves sean un punto de arranque ideal para
una dedicacién a la produccién animal al mismo tiempo que constituyen una
rica fuente de alimento para el hombre (Mountney y Parkhurst, 2001).

La produccion mundial total de carnes en 2015 se estima en 257 millones de
toneladas segun el USDA. La carne aviar constituye el 35% de dicho volumen,
alrededor de 89,3 millones de toneladas. Siendo la segunda en importancia en
volumen de produccion luego de la de cerdo (OPYPA, 2015).

La produccion mundial de la carne de pollo siguié creciendo a una tasa de casi
2%, con Brasil superando a China y ocupando el segundo lugar después de
EEUU. Sin embargo las exportaciones, que son lideradas por Brasil,
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retrocedieron en 2015 debido al brote de Influenza Aviar registrado en EEUU
gue tuvo consecuencias en el comercio internacional (OPYPA, 2015).

Esta oportunidad no pudo ser aprovechada por Uruguay, en donde la cadena
avicola registro un nivel de produccion algo menor al del afio anterior, cayendo
en forma importante los niveles de exportacion los que fueron compensados
parcialmente por un leve aumento del nivel de consumo interno per céapita
(OPYPA, 2015).

Las politicas publicas hacia el sector continuaron priorizando el logro de
condiciones de bioseguridad en las granjas e inocuidad del producto final de
forma de habilitar el origen pais en el mercado internacional, por entender que
el crecimiento hacia la exportacion es el objetivo principal (OPYPA, 2015).

Claramente cuatro productores lideran el rancking: EEUU, Brasil, China y la
Union Europea durante el 2015 (OPYPA, 2015).

Las enfermedades, y en especial la influenza aviar de fuerte prevalencia en
Asia, son un factor depresivo de la produccion, importante por su influencia
sobre los costos y el acceso a mercados. Particularmente en China, fueron
determinantes en el estancamiento de su produccién. Sin embargo, este factor
presenta efectos en la direccion contraria. La suspension o cierre de los
mercados de aves vivas, tan importantes en esas areas, ceden terreno a la
modernizacibn de la comercializacion avicola en base a congelados y
refrigerados, y mas recientemente a los preparados de carne de pollo como
nueva tendencia (OPYPA, 2015).

Con respecto a los paises del Cono Sur, ademas del liderazgo mundial de
Brasil, se destaca la caida de Argentina de un 20% en sus exportaciones,
aungque mantiene el nivel de produccion estable. El tercer exportador es Chile,
con 95 mil toneladas para el afio 2015 de las casi 600 mil que produce, cifra
mayor que toda la produccion de Uruguay (OPYPA, 2015).

El consumo de carne de pollo a nivel mundial se estima en 15 kilos por
habitante, con grandes variaciones segun regiones y paises. En paises
productores como Brasil y USA se estiman consumos de 47 y 26 kilos por
habitante respetivamente, mientras que en regiones en desarrollo como Asia, el
consumo de carne aviar es mas reducido estimandose en 14 kilos por habitante
para China y 2,6 kilos por habitante para India, de progresivo crecimiento por el
incremento acelerado de su poblacién y la mejora de amplios sectores medios
(OPYPA, 2015).

La produccidn nacional

La produccién de carne de pollo durante 2015 culminaria con una caida del
11% con respecto al afio 2014, debido a la caida del principal mercado de
exportacion a partir del 15 de setiembre de 2014 (OPYPA, 2015).

La diferencia significativa en exportaciones entre 2015 y 2014 determind dos
efectos principales: la caida de la produccion total en aproximadamente un
10% y el re direccionamiento al mercado interno de una porcion menor de esa
caida al elevarse levemente el consumo per capita (OPYPA, 2015).
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El consumo Interno de carne de pollo en nuestro pais durante el 2015 aumento
como destino de la produccion con el 93 % de remision. El consumo per cépita
de carne de pollo se situ6 para este afio en 24,4 kilogramos apenas superior al
del afio anterior siendo el maximo valor historico de la serie disponible
(OPYPA, 2015).

COMPOSICION DE LA CARNE DE POLLO

La carne es la parte muscular comestible de bovinos, ovinos, caprinos, suinos,
equinos, aves y conejos, declarada apta para la alimentacion humana por la
inspeccidn veterinaria oficial, antes y después de la faena, constituida por todos
los tejidos que rodean el esqueleto, incluyendo su cobertura grasa, tendones,
vasos nerviosos, aponeurosis, ligamentos, cartilagos y todos aquellos tejidos
no separados durante la operacién de la faena (RBN, 2012).

La carne puede formar parte de una dieta equilibrada, aportando valiosos
nutrientes beneficiosos para la salud. La carne y los productos carnicos
contienen importantes niveles de proteinas, vitaminas, minerales y
micronutrientes, esenciales para el crecimiento y el desarrollo (FAO, 2014).

Las carnes de diversas especies han constituido desde la antigiedad un
alimento basico en la dieta del hombre, no solo por sus propiedades sino
también por ser muy facil de preparar y se puede diversificar mucho en su
forma de cocinado (Codony y col., 2011).

Las recomendaciones y guias dietéticas, emitidas por diversos Institutos,
Sociedades y Administraciones de diversos paises incluyen la carne de pollo
dentro de aquellas que pueden ser consumidas con mayor frecuencia (USDA,
2010).

La carne de ave es una buena fuente de proteinas, teniendo mas proteinas que
las carnes rojas. Scott (1956) indicé que la carne de ave cocinada, excluida las
visceras comestibles, contenia del 25 al 35 % de proteina dependiendo de la
parte de la canal y del método de preparacion. La carne vacuna tiene de 21 a
27%, la de cerdo de 23 a 24% y la de cordero de 21 a 24% (Mountney y
Parkhurst, 2001).

La carne de ave contiene proteinas de alta calidad. Es facilmente digestible y
contiene todos los aminoacidos esenciales, que actualmente se sabe deben
estar presentes en las dietas humanas (Mountney y Parkhurst, 2001).

El contenido graso de las canales de ave varia con la edad, sexo y especie de
ave. La parte de la canal de la que se toma la grasa también influye
considerablemente en el contenido graso. A diferencia de las carnes rojas, la
mayoria de la grasa de la carne de ave se encuentra debajo de la piel en vez
de estar distribuida por los tejidos. La carne de la pechuga de los pollos
cocinados contiene solo el 1,3%, los cortes de ternera 11%, y los de vaca
13,30% (Mountney y Parkhurst, 2001).

Bird (1943) indicé que la carne de ave es una buena fuente de niacina y una
fuente moderadamente buena de riboflavina, tiamina y &cido ascorbico.
Harshaw (1942) sefialé que la carne de ave contiene sodio, potasio, magnesio,
calcio, hierro, fosforo, azufre, yodo y cloro (Mountney y Parkhurst, 2001).

40



FUNDAMENTACION DEL TEMA

Si bien la prevalencia de STEC en aves destinadas al consumo humano se
considera minima en comparacion con otras especies, es importante establecer
qué rol tiene el pollo como reservorio de E. coli productor de toxina Shiga, dado
a que en nuestro pais el consumo de carne de pollo ha aumentado en los
altimos afos, y que en Argentina ocupa el segundo lugar como alimento
relacionado en casos de SUH. Las canales de pollo presentan un indice de
carga microbiana post sacrificio muy superior al de otras especies no avicolas.
Esto es asi, dado que la piel, llega al producto final. Existen escasos reportes
de prevalencia de STEC en pollos, y esta es un &rea inexplorada a nivel local.

HIPOTESIS

Los pollos destinados al abasto son portadores de cepas STEC que producen
enfermedad severa en seres humanos.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) en
aves destinadas para el consumo humano (Pollos).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el genotipo de virulencia de las cepas recuperadas.
2) Determinar los serotipos de las cepas recuperadas.
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MATERIALES Y METODOS

El muestreo fue realizado en los meses de Enero, Febrero y Marzo del 2016,
en una planta de faena del Departamento de Canelones, Uruguay. El analisis
de las muestras fue realizado en el Instituto de Higiene de Facultad de
Medicina, Sector Bacteriologia.

Previo a la toma de muestra se realizé el medio de enriquecimiento, donde
colocamos las muestras luego de extraidas.

El medio utilizado fue: Caldo triptico de soja modificado (m-TSB) con el
agregado de novobiocina al 8%

Figura 6: Caldo triptico de soja Modificado (izquierda), triptico de Soja con
novobiocina (derecha)

Se calcul6 cuanto tendria que llevar de cada uno de los medios, ya que nuestro
objetivo era que tuviera novobiocina al 8%,utilizando un volumen total de 150
ml, por lo que los calculos realizados fueron:

43,02 g mM-TSB con NOVODIOCING  e— 1000 Ml

X 150 ml (volumen de cada tubo)
X=16,453 g
6,453 g == 20% (concentracion del m-TSB con novobiocina)

X —8%

‘ X=2,6 g m-TSB con novobiocina \
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3,9 g de m-TSB sin novobiocina

6,4539-269=

Luego de hacer los célculos, se peso la cantidad de medio necesaria para 15
tubos de 10 ml cada uno, 3,9 g de m-TSB sin novobiocina, y 2,6 de m-TSB con
Novobiocina. Colocamos el medio dentro de un frasco de vidrio, se agreg6 150
ml de agua destilada, mezclandolo hasta disolverse. Fraccionamos en 15 tubos
con 10 ml cada uno, y lo llevamos a autoclave por 15 minutos a 121°C.

Figura 7: Autoclave.
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Las muestras fueron tomadas a partir de pollos criados para consumo humano,
provenientes de sistemas de cria intensiva.

Figura 8: Cria intensiva de pollos.

Fuente: Association of Poultry Processors and Poultry Trade in the EU
countries

La toma de muestra se realiz6 en la linea de faena luego de la muerte del
animal, se tomaron 66 muestras (n= 66), con un hisopo de algodon estéril,
introduciéndolo 2 cms en la cloaca y rotandolo varias veces.
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Figura 9: Toma de muestras

Las muestras se colocaron en caldo digerido triptico de soja-modificado con el
agregado novobiocina 8ug/ml (m-TSB novobiocina).

Las muestras se incubaron en aerobiosis a 37° C por 18-24 horas; pasado el
tiempo de incubacién se retiraron 100ul de cada cultivo colocandolo en tubos
eppendorf, luego se centrifugé a 13000 rpm maximo 10 minutos, y se extrajo el
sobrenadante, dejando solamente el pellet, que se resuspendié en 500ul de
agua milig. La extraccion del ADN se realizé segun protocolo utilizado por el
laboratorio de Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene de la Facultad
de Medicina de la Universidad de la Republica, se calentaron a 100°C durante
10 minutos, se enfriaron a 4-5°C durante 10 minutos y luego se centrifugaron a
13.000 rpm durante 10 minutos. Retiramos 90ul del sobrenadante que se
conservo a -20° C hasta su procesamiento.
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Figura 10: Tubos eppendorf luego de extraccién del ADN.

La deteccibn de genes que codifican para Stx se realizé por reaccién en
cadena de polimerasa (PCR), la técnica de PCR tiene un 100% de
especificidad y un 90% de sensibilidad, para detectar los genes de Stx,
utilizando los cebadores especificados en el cuadro 5.

Cuadro_5: Cebadores utilizados en la técnica de PCR para deteccion de
genes:

Secuencia Temperatura Tamafio
Gen Cebadores Nucleotidica de del
(5-3) Annealing amplicon
16s E.coliR ACCGCTGGCAACAAAGGATA 54° C 401 pb
E. coliF CCCCCTGGACGAAGACTGAC
Stx1 STX1R AGCGATGCAGCTATTAATAA 54° C 130 pb
STX1F GAAGAGTCCGTGGGATTAGG
Stx2 STX2R GCTCTGGATGCATCTCTGGT 54° C 349 pb

STX2 F TTAACCACAACCCCACCGGGCAGT

La amplificacion se realizé en un volumen final de 25 pl de una mezcla de
reaccion con las siguientes concentraciones finales: dNTPs a 0,4 mM, Cl;Mg a
3,5 mM, 1U de Taq polimerasa, y 2,5ul de ADN molde. En cuanto a los
cebadores se utilizaron: 2ul VT1a 0,6 uMy 0,2 uM de VT2, 0,15 uM de E. coli,
este ultimo utilizado para control de interno de la reaccién. El programa de PCR
utilizado fue el siguiente: un paso de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos; seguido de: 95°C por 1 minuto, 54°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto,
estos 3 por 35 ciclos; y luego una extension final a 72°C por 10 min. La
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reaccion se realizd en un termociclador Gene Amp PCR System 2700 Applied
Biosystem.

Figura 11: Termociclador

Las muestras fueron corridas en geles de agarosa al 2% por la técnica de
electroforesis sumergida, luego tefiidos en una solucion de bromuro de etidio
(0,5 pg/ml), observados y fotografiados bajo luz ultravioleta. Los caldos se
conservaran a 4°C hasta su procesamiento posterior en caso de dar resultados
positivos por PCR.
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Figura 12: Agarosa

AGAROSE

¥ For General Applications

B(i:otechnology Gofgge %
ST 8886088

STORE: 18 to 26°C

Para la recuperacién de E. coli, de la muestra positiva se tomé una alicuota del
caldo la que fue sembrada en placas de agar Mac Conkey e incubadas por 24
hrs a 37° C. Por cada placa se analizaron por PCR hasta 40 colonias
sospechosas de E. coli (lactosa positivas, centro rosado intenso).
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RESULTADOS:

Uno de 66 animales (1,5 %) mostré resultados positivos por PCR para el gen

stx 2 (ver cuadro 7).

A pesar de estudiar mas de 40 colonias individuales en el reaislamiento en
placas de MCL no se pudieron recuperar las cepas STEC.

A continuacion, se presenta en el cuadro 6 las fechas de muestreo, numero de
muestras y sus resultados para las pruebas de PCR y MCL.

Cuadro 6: Resultados

Numero de genes de Aislamiento MCL para

Positivas a Recuperacion

Fecha muestras Virulencia  E. coli de cepas de
' STEC
de Stx2

11/01/2016 10 0

18/01/2016 10 0

25/01/2016 10 0

01/02/2016 12 1 Positivo Negativo
15/02/2016 12 0

24/02/2016 12 0

Cuadro7: Resultados obtenidos por PCR para Stx 1y 2

Muestras
positivas

Muestras
negativas

Total

stx1 stx2
0 1
66 65
66 66
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Figura 14: Fotografia de gel que revela presencia de genes de Stx2.
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DISCUSION - CONCLUSIONES

El ganado se considera el principal reservorio de E. coli productor de toxina
Shiga por lo que hay una gran cantidad de estudios sobre este reservorio
(Wells y col., 1991; Blanco y col., 1996; Wang y col., 1996; Blanco y col., 1997;
Pradel y col., 2000; Fernandez y Padola, 2012) con una capacidad de
contaminar el alimento por la piel contaminada, o con el contenido intestinal de
las carcasas de portadores clinicamente sanos en la faena.

Si bien no se logré recuperar el agente, en una de las 66 muestras analizadas
(1,5%) se encontro por la técnica de PCR, sefal positiva para el gen de Stx 2.
Por lo tanto concluimos que en las muestras estudiadas las aves (pollos) no
son portadoras de cepas de STEC que producen enfermedad severa en el ser
humano, si son portadoras de genes de Stx 2 presentes en cepas STEC, que
producen enfermedad severa en el ser humano. Al no haber recuperado dichas
cepas, no se pudo determinar serotipo.

Nuestros resultados parecen confirmar la baja prevalencia de STEC en pollos
reportada en otros lugares del mundo (Irwin y col., 1989; Beutin y col., 1993;
Chapman y col., 1997; Heuvelink y col., 1999; Bahiraei y Rahimi, 2015).

Sin embargo, se ha demostrado la capacidad de E. coli O157:H7 de colonizar
la mucosa intestinal de pollos, particularmente en ciego, y diseminarse al
ambiente (Beery y col., 1985; Best y col., 2005; La Ragione y col., 2005, Stavric
y col., 1992; Pilpcinec y col., 1999), lo cual significa que los pollos pueden
actuar como hospedadores o reservorios de E. coli O157:H7, e indica una
posible amenaza a la salud publica.

Se revel6 la presencia de cepas de STEC en aves de corral que codifican para
genes de Stx 1 y 2 en muestras de heces de pollo en el noroeste de Iran, lo
gue sugiere que puede jugar como una importante fuente de contaminacion
para las personas que trabajan en las granjas de engorde o estan en contacto
con las canales de pollo en las plantas de procesamiento (Tabatabaei y col.,
2012).

En la region de Ribeirao Preto en Brasil se obtuvieron muestras de materia
fecal de gallinas las cuales fueron positivas para genes de Stx1 y Stx2. (Borziy
col., 2015). Este estudio solamente utilizo la técnica de PCR.

Existen estudios que revelan la presencia de cepas de STEC aisladas de carne
vacuna, cerdo, pollo y productos ovinos (Doyle y Schoeni, 1987; Heuvelink y
col.,, 1999). También estudios sugieren la presencia de cepas de STEC en
carne picada de res, cerdo, pollo, ciervo, jabalies. (Magwedere y col., 2013)

Datos obtenidos por Heuvelink demuestran que los pavos son portadores de E.
coli O157, mientras éste no fue aislado en las muestras de materia fecal en
pollos (Heuvelink y col., 1999). En otras especies de aves también fue aislado,
como en el caso de las palomas en Japon (Murakami y col, 2014) y en
palomas, gaviotas y periquitos en Brasil (Reple y col., 2015).

Estudios muestran que los ovinos saludables pueden albergar STEC 0157
(Beutin y col., 1993; Blanco y col., 1997; Heuvelink y col., 1999).
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También estudios demuestran que las cabras, cerdos, gatos y perros pueden
ser portadores de STEC (Beutin y col., 1993).

Existen datos sobre inoculacion de E. coli en pollos, los que indican que los
pollos si se exponen a un gran numero de E. coli 0157:H7, pueden servir como
reservorio de éstas bacterias. Los estudios que se realizaron indican que un
gran numero (> 105 UFC / g) de E. coli O157:H7 pueden excretarse en las
heces de los pollos por mas de 5 meses después de exposicion oral a 108
células de este organismo (Beery y col., 1984) lo cual significaria que los pollos
pueden actuar como hospedadores o reservorios de E. coli O157:H7, e indica
una posible amenaza a la salud publica.

Con estos resultados podemos inferir que los pollos criados para consumo
humano, en nuestras condiciones de produccion, son probablemente una
fuente poco relevante de E. coli productor de toxina Shiga.

Debe considerarse ademas, que en los sistemas de crianza intensiva es
frecuente la utilizacion de antibidticos en tratamientos masivos, a través del
agua o el alimento, esto podria explicar el resultado de la sefial positiva para
Stx2, y que éste no se haya re aislado, no podemos afirmar que es E. coli. Hay
circunstancias que pueden explicar el resultado negativo al reaislamiento, ya
gue este gen lo tiene habitualmente STEC, lo tiene Citrobacter y lo podria tener
cualquier otra bacteria que sea permisiva a que el fago se introduzca en el
genoma y ésta lo replica como material genético propio. Otro motivo puede ser
que la bacteria esté muerta, dado a que el tiempo que transcurrié entre que
detectamos el gen y que se volvié al caldo el mismo se mantuvo a 4° C, para
Su reaislamiento.

Es por eso necesario continuar con este tipo de investigaciones, con un mayor
namero de muestras, en mas establecimientos de faena y en etapas sucesivas
de la cadena de comercializacion.

Seria interesante hacer la secuenciacion de los fragmentos de PCR para
confirmar la presencia de Stx2, ya que el tamafio corresponde a la esperada
pero tendriamos que determinar la secuencia.
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