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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) resultan del consumo de
productos alimenticios que contengan patégenos como bacterias, virus, parasitos o
alimentos contaminados por sustancias quimicas venenosas o biotoxinas, y aunque la
mayoria de los casos son leves y autolimitadas, los casos graves pueden ocurrir en
grupos de alto riesgo (lactantes, niflos menores de 5 afios, ancianos y personas
inmunocomprometidas) resultando en alta mortalidad y morbilidad (1).

La llegada de bacterias a los alimentos puede darse a partir de (2):

- el aire

- el suelo

- el agua de lavado

- la piel y/o las mucosas del animal faenado

y puede materializarse durante

- el transporte y/o almacenamiento

- el tratamiento del alimento en industrias

- la comercializacion

- la preparacioén

En funcidon de lo antes dicho, para considerar un alimento apto para su consumo deben
tenerse en cuenta diferentes criterios, entre los que se encuentran los criterios
microbioldgicos (3): que definen la aceptabilidad de un proceso, producto o lote de
alimentos basandose en la ausencia o presencia o el nimero de microorganismos y/o
la investigacion de sus toxinas por unidad de masa, volumen o area.

En Argentina, el Cédigo Alimentario Argentino establece dos categorias principales en
cuanto a los criterios microbiolégicos (3):

- criterio obligatorio: se utiliza para referirse a los microorganismos considerados
patdgenos y/o sus marcadores, considerados de importancia en salud publica y de
acuerdo con la clase de alimento.

- criterio complementario (recomendatorio): a diferencia del anterior es el criterio
relativo a la evaluacion del proceso tecnoldgico utilizado para la obtencidon de un

producto.
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La deteccién y/o recuento de microorganismos forman parte de los criterios
microbioldgicos y los métodos de laboratorio utilizados deben ser preestablecidos por
los organismos de control (3).

En base a los criterios mencionados, los alimentos deben hallarse libres de Escherichia
coli 0157:H7/NM, ya que su presencia aun en bajos recuentos puede ocasionar
enfermedad en personas susceptibles.

Un brote epidémico es una clasificacion usada en la epidemiologia para denominar la
aparicién repentina de una enfermedad debida a una infeccién en un lugar especifico y
en un momento determinado. El ejemplo mds claro de esta situaciéon es cuando se
produce una intoxicacién alimentaria provocando que aparezcan casos durante dos o
tres dias, segun la OMS (4).

Cuando se detecta un brote de enfermedad transmitida por alimentos, los funcionarios
reguladores de salud publica deben trabajar rapidamente para recolectar la mayor
cantidad de informacién posible con el fin de encontrar su causa, de manera que

puedan tomar medidas para evitar que mas personas se enfermen.

1.1 Investigacion epidemioldgica

Durante una investigacion se recolectan tres tipos de datos: epidemioldgicos, de
rastreo y de analisis de alimentos y del entorno. Estas actividades consisten en:
recogida de informacién y propuesta de medidas de control iniciales, confirmacion de
la existencia del brote, en esta etapa se debe recoger toda la informacién posible
entrevistando a todos los afectados.

Durante la etapa inicial de la investigacion, se procedera a: contactar al personal
asistencial para que dé su opinion, identificar los casos con nombre, apellidos, teléfono
de contacto, domicilio, etc. Identificar posibles nuevos casos y a las posibles personas
expuestas sanas, hacer encuestas epidemioldgicas para identificar la fuente comun de
un brote.

Aunque esta area de trabajo es propia o especifica del epidemidlogo, también la
pueden realizar otros profesionales sanitarios dependiendo en cada momento de la
situacion del brote, y siempre bajo la coordinacién del epidemidlogo responsable de la

gestion del brote. Esta misma encuesta se utilizara para entrevistar a los controles si se
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realizara un estudio caso-control, esto se debe realizar rdpidamente, con indicacién del
numero de afectados, nimero de expuestos o su estimacion, manifestaciones clinicas,
fecha de primeros sintomas, lugar de ocurrencia, alimentos ingeridos y lugar de

preparacion de los alimentos etc.

Para establecer inicialmente el posible origen o los posibles alimentos implicados se

realizara un andlisis de los datos obtenidos en base a (4):

1-Tiempo: Segun al momento de presentacion de los sintomas podemos dibujar la
curva epidémica de presentacidn de casos sobre un eje de coordenadas, colocando en
el eje de valor (Y) el nUmero de afectados y en el de categorias (X) la unidad de tiempo
a considerar, variando ésta en funcidn del proceso que se trate, obteniendo
informacién sobre el tipo de exposicion (puntual o continuada) y las probables fechas

de exposicidn en base al periodo de incubacién.

2-Lugar: saber dénde y cdmo ocurrié la distribucién espacial de los afectados,

identificacidn inicial del lugar o lugares.

3-Persona: es importante describir la afeccidon en base a las diferentes variables de
persona (género, edad, ocupacién, etc.), ademas se deben recabar los datos sobre los
alimentos consumidos y no consumidos, donde los consumioé cada persona afectada y
también las no afectadas, pues ello nos informa sobre el posible alimento implicado y
la posible fuente de infeccion, ademds de poder clasificar a aquellas como expuestas o

no.

4-Toma de muestras de alimentos: deben tomarse muestras de los alimentos
sospechosos de ser fuente y/o mecanismo de transmision lo antes posible, y deberan
almacenarse debidamente refrigeradas en los Centros de Salud hasta su posterior
envio a los laboratorios de salud publica, para este paso se cumplimentara el informe
de la obtencidn de muestras alimentarias y/o ambientales en caso de brote de

enfermedad transmitida por alimentos.
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5-Inspeccién de establecimientos implicados: en el caso de estar implicados industrias
o establecimientos publicos o de uso colectivo, el profesional asignado a la
investigacion epidemioldgica (bioquimico, veterinario, licenciado, etc.) , inspeccionara
el establecimiento implicado levantando acta de inspeccion del mismo con expresién
de las posibles irregularidades detectadas que pudieran actuar como factores
contribuyentes a la apariciéon del brote e indicacion del plazo para su correccién; y
procediendo a la recogida de muestras reglamentarias (tres muestras por cada
alimento, que serdn debidamente selladas) y con perito de parte, con expresion de
hora y fecha.

Si no fuera posible la toma de las 3 muestras reglamentarias, se recogeran las
muestras que se puedan. Todas las actuaciones se realizaran bajo la coordinacién de la
unidad responsable de la gestién del brote, informando a esta de los resultados que se
vayan obteniendo de forma que pueda disponer de toda la informacién en "tiempo
real".

Cuando los alimentos implicados sean productos comerciales, la unidad responsable
de la gestion del brote informara de forma inmediata al Servicio de Epidemiologia a fin
de remitir la informacién a las unidades responsables de activar el sistema coordinado
de intercambio rdpido de informaciéon en alertas alimentarias nacional y de la
trazabilidad del producto, aportando toda la informacion detallada de la que en ese
momento se disponga, que permita identificar el producto utilizando el informe sobre
productos industriales implicados en el brote de enfermedad transmitida por

alimentos.

6-Toma de muestras orgdnicas: se debe procurar la recoleccién de muestras orgdnicas
de los afectados que en cada caso proceda, segun la sospecha clinica del brote, que
sean de interés diagnéstico y remitirlas cuanto antes al laboratorio clinico habitual;
especificamente, en casos de toxiinfeccion alimentaria, se recogeran muestras de
heces para coprocultivos.

Para ello se cumplimentara el informe de obtencidon de muestras clinicas en brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos. Las muestras para coprocultivos de los
afectados deben tomarse antes de la administracidn de antibidticos y que se adjuntara

a la peticion del analisis de laboratorio, las mismas se deben recolectar en frasco
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estéril, Unica deposicidon, conservar en heladera y remitir dentro de las 24 h al

laboratorio de analisis.

La informacidn recabada puede clasificarse en:

Datos epidemioldgicos

e Un punto comun de contaminacién en la cadena de distribucidon identificado
mediante la revision de registros recolectados en restaurantes y tiendas donde las
personas enfermas comieron o compraron alimentos.

¢ Hallazgos de las evaluaciones ambientales en establecimientos donde se producen
alimentos, granjas y restaurantes, que identifican riesgos para la seguridad de los
alimentos.

Datos de las pruebas de alimentos y del entorno

¢ Los microorganismos que causaron la enfermedad, encontrados en un alimento
recolectado en la casa de la persona enferma, una tienda o el entorno donde se
producen alimentos.

e La misma huella de ADN que vincula a microbios encontrados en alimentos o

entornos de produccidn con microbios encontrados en las personas enfermas (5)

1.2 Mecanismos fisiopatolégicos asociados a ETA por E. coli 0157:H7/NM

Escherichia coli es parte de la flora del tracto intestinal del hombre y de los animales.
Aunque la mayoria de las formas son inocuas algunas cepas pueden causar diarrea. Los
aislamientos se diferencian serolégicamente por los antigenos somaticos O, flagelar H,
y capsular Ky sus factores de virulencia (Figura 1) (6).

De acuerdo a los mecanismos fisiopatoldgicos, caracteristicas fisioldgicas vy

moleculares, se clasifican en 6 grupos:

- E. coli enteropatogena (EPEC)
- E. coli enterotoxigenica (ETEC)
- E. coli enteroinvasiva (EIEC)

- E. coli enteroagregativa (EAEC)



UNIVERSIDAD
NACIONAL

Especializacion en Andlisis de Alimentos DEL NORDESTE

- E. coli productor de toxina Shiga o enterohemorragica (STEC)

- E. coli de adherencia difusa (DAEC)

Escherichia coli 0157 es una variedad enterohemorragica que causa de intoxicaciéon
debido a la produccion de verotoxinas (Stx) conocidas como toxinas Shiga por su
similitud con las toxinas producidas por Shigella disenteriae. Estas toxinas se clasifican
en Stx1 y Stx2, segun la neutralizacion del efecto citotéxico en células, Vero o Hela con
anticuerpos especificos o por la detecciéon de genes por técnicas de biologia molecular.
Si bien los miembros de la familia Stx muestran similitudes en su estructura y funcién
cada uno de los subtipos presenta grandes diferencias en su toxicidad (6).

Las toxinas Shiga (Stx) poseen estructura de subunidad A-B y estdn codificadas por
bacteriéfagos insertadas en el cromosoma bacteriano, la subunidad A es la parte
biolégicamente activa, y la B, es la que se une al receptor celular especifico
globotriaosilceramida (Gb3). La subunidad A es clivada en dos fragmentos Al y A2,
produciendo una serie de cambios que inhiben la sintesis proteica en el enterocito y el
rifidn es el érgano blanco por poseer Gb3 (globotriosilceramida) (7).

Como complicacién de la infeccidon se puede desencadenar el Sindrome Urémico
Hemolitico (SUH) (8). En nuestro pais el agente etioldgico mds comiunmente asociado
al SUH es E. coli productora de la toxina Shiga (STEC), cuyo serotipo mas frecuente es
0157:H7, aunque hay mas de 100 serotipos que poseen un potencial patogénico

similar (8).

Capsule (K)
Flagella (H)
LPS (O)

Cell
membrane

Production of toxins == o ® o-®
® o

Figura N°1: Esquema general de estructuras antigénicas de E coli (Adaptado de
http://www.ecl-lab.com/en/ecoli/index.asp - Ultimo acceso noviembre 2021).
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Este serotipo (0157:H7) fue descripto por primera vez por Konowalchuk y col. en 1977
(9). Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, han sido sefialados
como los principales reservorios de STEC segun estudios de prevalencia realizados en
distintos paises, incluyendo Argentina (9).

Son numerosos los brotes producidos por E. coli 0157 en diversas partes del mundo,
implicando diferentes tipos de alimentos, algunos de los mas relevantes se muestran
en la tabla del ANEXO N°1 (10).

Las toxinas son moléculas que alteran el metabolismo, la fisiologia o estructura de la
célula huésped. Pueden ser estructurales Endotoxinas o secretadas Exotoxinas.
Generalmente el modo de accién es enzimatico. Por ejemplo, la STEC (Escherichia coli
productor de toxina shiga), coloniza el intestino del huésped con la liberacién de las
toxinas (STX1 y STX 2) y del lipopolisacarido (Figura 1).

La STX se libera al torrente circulatorio donde se une a las células blanco a través de la
subunidad B que se liga al receptor Gb 3 (Figura 2).

La mayoria de las toxinas actuan en conjunto y producen su efecto fisiopatoldgico a

través de la accidén propia de la toxina o en conjunto con enzimas extracelulares.

Patogenia de la infeccion por E.coli enterohemorragica
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Figura N°2: Patogenia de la infeccidn por E. coli enterohemorragica. Fuente: Vallés
FCM, UN Cuyo SUH-JORNADAS-EPIDEMIOLOGIA(2015).
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1.3 Fuentes de contaminacion alimentaria

Los animales excretan microorganismos en sus heces, es por ello que la contaminacion
fecal del agua y la diseminacion de las bacterias contaminantes durante la faena se han
seflalado como fuentes importantes de infeccién (11).

Dependiendo de la naturaleza del alimento (vegetal, animal, granos, etc.) los
mecanismos implicados en su contaminacion pueden diferir (11).

Plantas y vegetales, las superficies expuestas de las plantas se contaminan por el
suelo, el agua, las aguas residuales, el aire, por microorganismos que forman parte de
la flora. Siempre que se den las condiciones apropiadas para el crecimiento, por
ejemplo, temperaturas elevadas, aumentan en numero, sobre todo después de la
recoleccion. Se ha comprobado que algunas frutas albergan en su interior
microorganismos viables. En tomates normales sanos se han encontrado
Pseudomonas, coliformes, Achromobacter, Micrococcus vy Corynebacterium,
habiéndose encontrado levaduras en el interior de las frutas intactas (12).

Alimentos de origen animal: Los microorganismos de origen animal proceden de su
flora superficial, de la flora de sus vias respiratorias y de la flora de su tubo
gastrointestinal. La flora microbiana propia de la superficie corporal de los animales
productores de carne no suele tener tanta importancia como los microorganismos
contaminantes del tubo intestinal y de las vias respiratorias. Sin embargo, la piel, las
pezufias y el pelo, no sélo contienen una gran cantidad de microorganismos
procedentes del suelo, del estiércol, etc. La piel de muchos animales productores de
carne puede contener micrococos, estafilococos y estreptococos beta-hemoliticos. Las
heces y los alimentos de origen animal contaminados por las mismas pueden contener
diversos microorganismos entéricos, incluso del género Salmonella.

Algunos de los agentes que producen enfermedades infecciosas en los animales
pueden ser transmitidos a las personas por los alimentos.

Contaminacidon por aguas residuales: cuando en el riego de los cultivos se utilizan
aguas residuales domésticas sin tratar, estas pueden estar contaminados por
microorganismos patégenos para el hombre, sobre todo por aquéllos que producen
trastornos gastrointestinales, como por ejemplo bacterias coliformes, bacterias

anaerobias, otras bacterias intestinales y virus. Las aguas residuales tratadas que van a
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parar al suelo o al agua también aportan microorganismos, aunque, en comparacion
con las aguas residuales no tratadas, deben contener una menor cantidad total de
microorganismos y un menor numero de patdgenos.

Contaminacidn por el suelo: El suelo contiene la mayor variedad de microorganismos
procedentes de todas las fuentes de contaminacion. En los suelos fértiles, no sélo
existen gran numero de especies de microorganismos, sino que también existe un
elevado numero total de los mismos, dispuestos a contaminar la superficie de las
plantas que crecen sobre él o en su interior y la superficie de los animales que se
desplazan sobre la tierra firme. El polvo del suelo es levantado por las corrientes de
aire, y las particulas de tierra son arrastradas por las corrientes de agua para alcanzar
el interior o la superficie de los alimentos. El suelo es una importante fuente de
bacterias espordgenas termorresistentes. Son especialmente importantes algunos
mohos y levaduras y algunas especies de los géneros bacterianos Bacillus, Clostridium,
Enterobacter, Escherichia, Micrococcus, Alcaligenes, Flavo-bacterium,
Chromobacterium, Pseudomonas, Proteus, Streptococcus, Leuconostoc y Aceto-bacter.
Contaminacion por el aire: La contaminacion de los alimentos por el aire puede tener
importancia tanto por razones higiénicas como por razones econdmicas. Los
microorganismos patégenos, en especial los que producen infecciones respiratorias,
pueden ser transmitidos a los alimentos, por ejemplo, las esporas de mohos del aire
pueden representar un inconveniente en el queso, en la carne, en la leche condensada
azucarada, en el pan en rebanadas etc.

Contaminacion de la carne: Se ha indicado que la masa muscular interna de las carnes
contiene pocos microorganismos o no los contiene en absoluto, aunque se han
encontrado en los ganglios linfaticos, en médula ésea, e incluso en la propia masa
muscular. En los ganglios linfaticos de los animales de carne roja se han aislado
estafilococos, estreptococos, y especies bacterianas pertenecientes a los géneros
Clostridium y Salmonella. Las practicas corrientes de sacrificio eliminarian los ganglios
linfaticos de las partes comestibles. No obstante, la contaminacion importante se debe
a causas externas durante las operaciones de sangria, manipulacién y preparacion de
la canal. Los microorganismos proceden principalmente del exterior del animal (piel,
pezuiias y pelo) y del tubo intestinal de éste. Los sistemas de sacrificio (mecanico,

guimico y eléctrico) autorizados recientemente, influyen poco en la contaminacion de
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la carne, aunque todos ellos van seguidos del degiiello y de la sangria del animal,
operaciones que pueden aportar microorganismos contaminantes.

Las operaciones posteriores de manipulacion de la carne, la contaminacién puede
tener su origen en las carretillas, en las cajas y en otros recipientes que se utilizan para
el transporte de la carne; en otra carne contaminada; en el aire; y en el personal. Es
especialmente perjudicial la contaminacién de la carne con bacterias psicétropas de
cualquier procedencia, por ejemplo, de otras carnes que han estado almacenadas bajo
refrigeracion. El equipo especializado, como son las picadoras, las embutidoras y
empagquetadoras, y los ingredientes que se emplean para elaborar determinados
productos carnicos, por ejemplo, tripas y especias, es posible que aporten importantes
cantidades de microorganismos perjudiciales.

Como consecuencia de las distintas procedencias de los microorganismos, son muchas
las especies microbianas que es probable que contaminen las carnes (Tabla 1). Los
mohos de muchos géneros pueden llegar a la superficie de las carnes y crecer alli.
Tienen especial importancia las especies de los géneros Cladosporium, Sporotrichum,
Geotrichum, Thamnidium, Mucor, Penicillium, Alternaria y Monilia. En la carne se
suelen encontrar levaduras, principalmente aspordgenas. Se han encontrado bacterias
pertenecientes a muy distintos géneros, siendo los mas importantes Pseudomonas,
Acinetobacter, Moraxella, Alcaligenes, Micrococcus, Streptococcus, Sarcina,
Leuconostoc, Lactobacillus, etc. (13). Las medidas preventivas para controlar la
contaminacién de los alimentos por E. coli 0157 y su transmision son: mantener la
limpieza, separar alimentos crudos y cocinados, cocinar completamente los alimentos,
mantener los alimentos a temperaturas seguras y usar agua y materias primas seguras

(14).
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Tabla N°1: Relacion de productos carnicos con los microorganismos aislados/

encontrados en ellas.

Producto

Microorganimos

Carne fresca vy
refrigerada

Bacterias

Acinetobacter, Moraxella, Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes y
Micrococcus

Mohos

Cladosporium, Geotrichum, Sporotrichum, Mucor y Thamnidium
Levaduras

Cdndida, Torulopsis, Debaryomyces, y Rhodotorula

Carnes tratadas
carnes tratadas
y curadas

Bacterias

Lactobacillus y otras bacterias Idcticas, Acinetobacter, Bacillus,
Micrococcus, Serratia y Staphylococcus

Mohos

Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, y Thamnidium

Levaduras

Aspergillus Penicillium, Rhizopus, y Thamnidium

Fuente: Estrategias para la deteccidn de Escherichia coli 0157: H7 en alimentos
Deisingh & Thompson (2004).

Segun los articulos 156 tris, 255 y 302 del Cdédigo Alimentario Argentino y sus

4

modificaciones,

‘... los productos preparados a base de carne picada, tales como

chacinados frescos embutidos o no embutidos, y otras preparaciones a base de carne

picada (albéndigas, empanadas, paste-les, arrollados o similares) pre cocidas o no, una

vez cocidos y listos para consumir, ya sea que se dispensen inmediatamente después

de finalizada la coccidn, en el establecimiento elaborador o sean enviados a domicilio,

deberan responder a las siguientes especificaciones microbioldgicas..” : (15)

Tabla N°2: Criterios obligatorio establecido en el CAA y su interpretacion. Articulos 156

tris, 255 y 302 del Cédigo Alimentario Argentino y sus modificaciones.

Determinacion | Resultado Método de analisis

Escherichia coli | n=5 c=0 USDA-FSIS Guia de Laboratorio de Microbiologia.

O157:H7/NM Ausencia/65g Capitulo 5 - Deteccion, aislamiento e
identificacion de E. coli 0157:H7/NM en
productos carnicos o equivalente.

(n = tamafio de la muestra) y (c= nimero de aceptacién)

13
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A fin de prevenir consecuencias indeseadas en la cadena de produccion de alimentos
carnicos, es necesario aplicar un sistema de analisis de riesgos y puntos criticos de
control (HACCP) (16).

El sistema HACCP es un enfoque cientifico para tratar el control del proceso. Los
riesgos o peligros a considerar incluyen la contaminacién bioldégica, quimica o fisica de
los productos alimenticios. Se denomina punto critico de control a un punto, paso o
procedimiento en un proceso alimentario en el que se puede aplicar control y, que,
como resultado de éste, se pueda prevenir, eliminar, o reducir a niveles aceptables, un
riesgo a la inocuidad de los alimentos. Para los controles se establece un limite critico,
que es el valor maximo o minimo hasta donde un riesgo fisico, biolégico o quimico
tiene que ser controlado en un punto critico de control para prevenir, eliminar, o
reducir a un nivel aceptable, el surgimiento del riesgo identificado a la inocuidad de los

alimentos (17).

1.4 Métodos estandarizados para el muestreo

La eleccidn del método a utilizar debe privilegiar a aquellos métodos estandarizados y
de alta sensibilidad que hayan sido validados por organismos internacionales/
nacionales de referencia (18).

El muestreo es una herramienta de la investigacion cientifica, cuya funcion bdésica es
determinar qué parte de una poblacidon debe examinarse, con la finalidad de hacer
inferencias sobre dicha poblacién. Cualquier conjunto de objetos o eventos
individuales infinitos o finitos forman una poblacién. La poblacién, es una coleccion de
datos que atafien a las caracteristicas de un grupo de individuos u objetos.

Por eso, en lugar de examinar el grupo entero de la poblacion, se examina una parte
del grupo llamada muestra. El nUmero, tamafio y naturaleza de las muestras que se
toman para analizar influye enormemente sobre los resultados (18).

Podemos decir entonces que para sacar conclusiones acerca de la aceptacién de la
calidad del producto se hace necesario extraer muestras y evaluarlas. A este proceso
se lo denomina plan de muestreo. El propdsito del muestreo es realizar una medicién
aleatoria de las caracteristicas de calidad, composicion o lo que contemplan

propiedades relacionadas con la inocuidad para determinar si el lote de producto se

14



UNIVERSIDAD
NACIONAL
DEL NORDESTE

Especializacion en Andlisis de Alimentos

acepta o se rechaza. Los planes de muestreo estan representados en forma de tablas y
se basan en el principio estadistico de que todas las unidades o porciones del material
o alimento a evaluar tienen la misma probabilidad de ser tomadas de forma tal que la
muestra obtenida es lo mas representativa posible.

Existen distintos planes de muestreo dependiendo de la caracteristica a evaluar:

e Aquellos que contemplan defectos del producto: caracteristicas que pueden
expresarse mediante dos posibilidades excluyentes, tales como apto/no apto, si/no,
integro/no integro, deteriorado/no deteriorado.

¢ Aquellos que contemplan las caracteristicas de composicidn: caracteristicas quimicas
que pueden expresarse mediante variables continuas. El estudio de la relacién que
existe entre una muestra de una poblacidn y la poblacién de origen se llama TEORIA
DEL MUESTREO. Entonces en vez de estudiar toda la poblacion se estudia una porcién
de la misma Ilamada muestra.

Tomando por ejemplo el caso de la carne para busqueda de E coli 0157 podemos
partir de 6,5 g, tamafio del lote (N) 4.800 o menos, el tamafio de la muestra (n) 6 y el
numero de aceptacién (c = 1), una vez decidido el nimero de muestras que hay que
tomar tablas de referencia como la que se presenta en Tabla 3. (19)

Tabla 3: Tabla para la seleccion del tamafio de muestra (n) y nimero de aceptacién (c).
Para un plan de muestreo con peso neto igual o inferior a 1 kg.

Tamafio del lote (N) Tamafio de la muestra (n) Numero de aceptacion (c)
4800 o menos 6 1
4801 - 24000 13 2
24001 - 48.000 21 3
48001 - 84000 29 4
84001 - 144000 38 5
144001 - 240000 48 6
Mas de 240000 60 7

Fuente: https://www.areasaludbadajoz.com
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La decisidon de la toma de muestra debe encontrarse fundamentada en lo observado
durante la inspeccidn, y los motivos que nos pueden llevar a la misma son: evaluacion
de caracteristicas visuales (defectos visuales, tales como pérdida de color, error de
clasificacién, materias extrafias, etc.), evaluacién de la composicion (contenido de
humedad, el % de Materia Grasa) y evaluacidn de la inocuidad del producto (por ej. en
la evaluacion del deterioro microbiolégico, los peligros microbiolégicos, los
contaminantes quimicos tales como plaguicidas, micotoxinas, etc.).

La representatividad queda establecida en virtud de los métodos estadisticos aplicados
para el muestreo.

Es importante tener presente cual sera el destino de las muestras, que tipo de analisis
se realizardn, el tiempo de demora hasta el proceso, condiciones pre-analiticas
relacionadas a la metodologia, etc. Solo el aseguramiento de una toma de muestra
idénea y pertinente asegurara la disminucién de errores y confiabilidad en los
resultados obtenidos.

Es importante indicar en el acta de inspeccion los datos pertinentes que pudieran
afectar la prueba o el significado del resultado, a fin de que el laboratorio lo tome en
consideracién.

Requisitos legales: la recoleccidn de las muestras debe realizarse conforme al articulo
14 del anexo Il del Cdédigo Alimentario Argentino. “Se tomara original, duplicado vy
triplicado. Debe existir ‘identidad’ entre cada una de las muestras en cuanto a su
origen: mismo producto, contenido del envase, fecha de elaboracién/ vencimiento y
numero de lote. Se deberd dejar constancia en un acta de los detalles del producto
muestreado y especificar las condiciones en las que se encontraba el producto al
momento de la recoleccion.”

Antes de decidir el plan de muestreo es importante tener presente algunas
recomendaciones y puntos clave para llevarlo adelante con éxito. Uno de ellos es el
marco normativo. El CAA establece criterios para el muestreo de algunos productos y
es por ello que no se deben pasar por alto y deben respetarse.

En aquellos casos en los que no hay un plan de muestreo explicito en el CAA vy si el
muestreo va a realizarse en bocas de expendio, en el art. 1416 del Capitulo XXI del CAA

se encuentran especificaciones que aplican para la toma de muestra Unica.
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1.4.1 Programa de muestreo

Como primer paso es recomendable que los establecimientos elaboradores de
alimentos cuenten con un Programa de muestreo para la verificacion de la eficiencia 'y
eficacia de sus buenas practicas de manufactura (BPM). Este deberad establecer los
siguientes puntos:

Plan de muestreo: establece el tamafio de muestra y el criterio de evaluacién. La
elecciéon depende del material a analizar y de la categoria de la caracteristica de
calidad a observar o medir.

Método de muestreo: hace que una muestra sea representativa del lote o, bien, que
sea lo mas representativa posible.

Elementos de Muestreo: constituyen los instrumentos de extraccidn. Existiendo
elementos disefiados para cada tipo de producto. Por ejemplo, para productos liquidos
se cuenta con pipetas, frascos, botellas; para productos sdlidos: cucharas, caladores,
etc.

Preparacion de la muestra: este se da en algunos casos ya que establece el
procedimiento de preparacidén de la muestra global para llegar a obtener la muestra
para el laboratorio. Por ejemplo, la técnica de cuarteo que alude a dividir en cuartos.
Conservacion de la muestra: este punto es muy importante, debido a que se deben
considerar las caracteristicas y la composicién de la muestra. Por ejemplo, en caso de
alimentos perecederos, es fundamental que existan heladeras para transportar las
muestras en las mismas condiciones que se requieren para su conservacion.
Formalizacion del muestreo: en esta etapa se oficializa el proceso de toma de
muestra, mediante un Acta de Toma de Muestra donde se identifican las muestras, la

cantidad tomada, las condiciones de conservacion, etc. (20).

1.4.2 Vigilancia de prdcticas de establecimientos

En el marco de la auditoria y también como actividad de vigilancia de inocuidad de
alimentos, la toma de muestra oficial es una herramienta clave para conocer en mas
detalle qué esta pasando con aquellos peligros que “no podemos ver”, ya sean

microbioldgicos, quimicos o fisicos, que pudieran causar un dafio a la salud del
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consumidor. Por lo tanto, la inspeccién de alimentos utilizando planes de muestreo
busca la definicion de un criterio para decidir si un lote o lotes de producto cumple o
no, con un requisito de calidad y/o higiénico sanitario establecido. Para que la decision
tomada de la evaluacidn sea significativa y confiable, se necesita obtener una muestra
representativa del lote evaluado y ademas cerciorar que la integridad de la misma sea

asegurada hasta el momento de ser analizada (20).

1.5 Deteccion de toxinas de E. coli 0157

Debido a que los diferentes tipos patogénicos de E. coli no siempre pueden
diferenciarse mediante pruebas bioquimicas o caracteristicas culturales, es
indispensable contar con métodos de deteccion vy tipificacion moleculares como la
Reaccién en Cadena de la Polimerasa para caracterizar los determinantes de
patogenicidad de este grupo en especial (17).

En los ultimos afios ha habido avances significativos en el desarrollo de nuevas
tecnologias para la deteccién y la separacion de microorganismos de los alimentos
(Tabla 4). El desarrollo de técnicas moleculares (PCR) e inmunoldgicas (ELISA) brinda
ventajas sobre los métodos tradicionales, especificamente en lo que refiere a
velocidad, especificidad y sensibilidad (21).

Se han desarrollado sistemas de detecciéon inmunolégica lo que reduce
significativamente el tiempo de analisis. Estos métodos incluyen pruebas de
aglutinacién de latex, ELISA, ensayos de inmunotransferencia de colonias, técnicas de
filtro de inmunofluorescencia directa y técnicas de inmunocaptura. En estos métodos
se utilizan anticuerpos policlonales y monoclonales especificas para los antigenos 0y H
(21). La separacion inmunomagnética, después del enriquecimiento y del cultivo de las
células concentradas en agar CT-SMAC, parece ser el método mas sensible y rentable
para el aislamiento de E. coli 0157 de alimentos crudos pero su costo es muy elevado y
se necesita confirmar la identidad de los desarrollos bacterianos mediante técnicas

moleculares (21).
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Tabla N°4: Métodos de deteccién mds comunes, ventajas y desventajas.

METODOS VENTAIJAS DESVENTAIJAS

PCR Detecta STX1/STX2 Alta complejidad
Sugerido en el CAA Costo inicial elevado
Sensible y especifico. Detecta ADN de bacterias muertas.
Tiempo aprox. 24 h

ELISA Método muy sensible y Tiempo aprox. 12 h a 2 dias
especifico.

INMUNOCROMATOGRAFIA Sensible, especifico y Interferentes, estandarizacién para

rapido
Directo de la muestra sin
cultivo ni enriguecimiento

matrices complejas

CULTIVO , ENSAYOS
BIOQUIMICOS, CALDOS DE
ENRIQUECIMIENTO

Complementa el estudio
molecular.
Identifica géneroy

Baja complejidad, no detecta
STX1/STX2.
Tiempo aprox. 48 a 72 h.

especie.

LATEX Rapido Poco sensible y especifico
Detectan antigenos y
anticuerpos

INMUNOCAPTURA Concentra las bacterias Costo elevado

Buena sensibilidad

Hay que confirmar con métodos
moleculares

Fuente: Estrategias para la deteccidn de Escherichia coli 0157: H7 en alimentos

Deisingh & Thompson (2004).

Considerando la amplia variedad de técnicas disponibles, resulta necesario seleccionar

pruebas que se ajusten a los requerimientos legales / epidemiolégicos de los estudios

solicitados. En este sentido, una estrategia practica podria implicar la seleccidon de

técnicas econémicas, rapidas y sensibles para pruebas de screening y posteriormente

aplicar técnicas especificas (y en general mas costosas) que permitan confirmar los

casos de estudio.
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2. OBJETIVO
Disefiar un protocolo de analisis de productos carnicos, utilizando métodos biolégicos

enfocados a la E. coli 0157:H7.

3. MATERIALES Y METODOS

Se trabajo con cepas de referencia provistas por el Instituto Nacional de Microbiologia
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”: E coli EDL933 stx1/stx2/rfbO157 (control positivo) y E.
coli ATCC 25922 (control negativo).

Las cepas fueron sembradas Agar MacConkey sorbitol (SMAC) y CHROMagar 0157
para comprobar su pureza y controlar los medios de cultivo utilizados. Las placas se
incubaron en estufa a 359C (+/-12C) durante 24 h.

Para extraccién de ADN se seleccionaron 3 a 5 colonias utilizando el criterio visual
(Figura 3), estas se suspendieron en 150 pl de Buffer Tritdn X-100 al 1% en buffer TE

1X. Se las sometio a 1002C durante 15 minutos en bafio de agua.

1. Agar Mac Conkey sorbitol con cefixima telurito (SMAC-CT)
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E.coli O157:HT7: colonias tipicas transparentes a incoloras de 1 mm de
diametro.

Figura N°3: Criterio visual para la seleccién de colonias para estudios de biologia
molecular. Muestras sembradas en SMAC-CT — incubadas 24-48 horas a 37°C. Se
seleccionan colonias trasparentes (flecha negra). Fuente: Manual de Procedimientos-
Deteccién de Escherichia coli productor de Toxina Shiga 0157 y no-0157 en alimentos
(2011) - INEI-ANLIS Carlos G. Malbran.

La suspension se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 minutos y se conservd el
sobrenadante conteniendo el extracto de ADN a 42C para ser utilizado como templado
en la PCR. Para la PCR se siguid el protocolo establecido por el Laboratorio Nacional de

Referencia (16).
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Para la PCR multiple que permite detectar los genes stx1, stx2, y rfbO157, se utilizaron
tres pares de oligonucledtidos iniciadores que amplifican un fragmento del gen
correspondiente a la subunidad B de stx1, un fragmento del gen correspondiente a la
subunidad A de stx2 y un fragmento del gen rfbO157 correspondiente al LPS 0157
(Tabla 5).

Tabla N°5: Secuencia vs tamafio del fragmento

Primer Secuencia del primer (5’-3’) Tamafio del fragmento (pb)
stxla GAAGAGTCCGTGGGATTACG 130

stx1b AGCGATGCAGCTATTAATAA

stx2a TTAACCACACCCCACCGGGCAGT 346

stx2b GCTCTGGATGCATCTCTGGT

O157F CGGACATCCATGTGATATGG 259

O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC

Fuente: Manual de Procedimientos- Deteccidn de Escherichia coli productor de Toxina
Shiga 0157 y no-0157 en alimentos (2011) - INEI-ANLIS Carlos G. Malbran.

La mezcla de reaccién se constituyd de: 1X de buffer, 0,1Mm de mezcla de dNTPs, 1,5
mM de Cl,Mg, 2 pmol/ul de stxla, 2 pmol/ul de stxlb, 0,4 pmol/ul de stx2a, 0,4
pmol/ul de stx2b, 0,8 pmol/ul de 0157F, 0,8 pmol/ul deO157R, 0,02 U/ul de Taq
polimerasa y 2 ul de templado, y agua destilada calidad molecular en cantidad
suficiente para un volumen final de 50 pl.

Para la amplificacién se realizdé una etapa de desnaturalizacion de 5 min a 94°C, 29
ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 seg, annealing de 30 seg a 58°C y extension a
72°C durante 30 seg con una extension final de 2 min a 72°C.

La visualizacion de los amplicones se realizd luego de una electroforesis en gel de
agarosa al 2% en buffer TAE a 75V, posterior tincion con colorante intercalante GelRed

y observacion en transiluminador de luz UV.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

Luego de ajustar las condiciones de reaccidn al equipamiento y reactivos con los que se
disponia en el lugar de trabajo, se consiguid poner a punto el protocolo recomendado
para la deteccién simultdnea de los genes que codifican para el antigeno 0157 y

ambos tipos de toxina Shiga (Stxa y Stxb), tal como se muestra en la siguiente figura:

- 346 pb

259 pb

130 pb

Figura 4: vista con transiluminador del resultado de la corrida electroforética.

En las calles 1 y 2 se sembraron los amplicones provenientes de E. coli sin factores de
virulencia, en la calle 3 se sembré el blanco de reactivos sin templado de ADN, en la
calle 4 se sembré el producto de amplificacion de la cepa productora de toxinas y en la
calle 5 se colocd el marcador de peso molecular de 100 pb.

Debido a que, como se menciond en la introduccién, no es posible diferenciar los
diferentes tipos patogénicos de E. coli mediante caracteristicas fenotipicas, es
necesario la aplicacion de métodos moleculares para su correcta tipificacion.

Aunque en el Codigo Alimentario Argentino se indica la deteccidn de E. coli 0157, no
todos los aislamientos de este serotipo poseen toxinas Shiga y a la inversa, diferentes
serotipos pueden ser productores de verotoxinas.

Por lo mencionado, a pesar de que E. coli 0157:H7 es el serotipo mas frecuentemente

encontrado en diversas partes del mundo, en nuestro pais solamente el 50% de los
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casos de sindrome urémico hemolitico (SUH) corresponden al serotipo 0157:H7,
aislandose del resto de los pacientes diferentes cepas no-0157:H7 (22).

En la ciudad de Corrientes (Argentina), Cicuta y col. hallaron en una muestra de carne
molida un aislamiento de E. coli STEC 0174:H21 productor de stx2 (17).

En Uruguay, estudiando aislamientos de alimentos, detectaron cepas de E. coli
0157:H7 pero ninguna poseia los genes que codifican para stx1/2; sin embargo, en
heces de ninos con SUH detectaron aislamientos de E. coli no-O157 productores de
stx1/2 (23).

Consideramos que la Unica manera de minimizar los casos de SUH y de todas aquellas
patologias producidas E. coli 0157 productores de toxina Shiga en la poblacién pasa
por la aplicacion de las medidas educativas y preventivas en los distintos ambitos que
estén involucrados con la produccién y consumo de productos cdrnicos.

La presencia de cualquier tipo patogénico de E. coli en la carne molida no produce
alteraciones en el color, olor o sabor del alimento, que puedan ser detectados por los
productores, vendedores y/o consumidores (23).

Por lo antedicho, resulta de gran importancia la implementacién de un Sistema de
Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (Hazard Analysis and Critical Control
Point System - HA-CCP) desde el sitio de faena hasta el punto de venta (11).

En el sitio de faena es importante conocer el grado de colonizacién de los animales ya
gue una vez colonizado un animal puede arrojar diversas concentraciones de estos
organismos en las heces y se considera que el ganado que alcanza un estado de
excrecion fecal de E. coli 0157: H7 de 104 UFC/gramo o mayor sea denominado como
superdiseminador (23). Por ello es sumamente importante la higiene en este punto,
evitando, en lo posible, el contacto de la carne con las heces.

Una vez en el punto de venta, resulta indispensable guardar las buenas practicas en la
manipulacién de la carne, tanto en el momento de la molienda como durante su
mantenimiento en gdondolas o exhibidores, ya que a temperatura ambiente se puede
producir la proliferacién de los patégenos (11).

En la Figura 5, se presenta una propuesta de esquema de trabajo para la deteccion de

toxinas de E coli 0157 a partir de productos carnicos.
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65 g muestra + 585 mL
TSBm+n

Stomacher 2 min

Homogeneizaren
42:C £115C

Incubar15a22h ]

Testde screening
(Negativo/Positivo)

Concentracion
inmunomagnética

SMAC-CTy CHROMagar

50 pL siembra en
18a24h

Incubar—35°C+1°C ]

Reaislamiento colonias
sospechosas en TSA

Identificacion
bioquimicay
conformacion
serolggica

Deteccionde Stx1 y
Stx2 o de la presencia
delos genes que las
codifican

Informe de resultados

Figura N° 5. Esquema de trabajo propuesto para la deteccién de E coli. 0157:H7 en
muestras de productos cérnicos.

A nivel del consumo, tanto en el hogar como en los puntos de comercializacién de
alimentos procesados, deben aplicarse los puntos sugeridos por la OMS para prevenir
y controlar la transmisiéon de patdgenos relacionados con alimentos: mantener la
limpieza, separar alimentos crudos y cocinados, cocinar completamente, mantener los
alimentos a temperaturas se-guras y usar agua y materias primas seguras (11).

Para la deteccidon de estos patdgenos tanto en el alimento crudo como en muestras
provenientes de pacientes, la combinacién de EIA (enzimoinmunoensayos) y cultivos
de placa selectiva con el enriquecimiento de E. coli 0157 es relativamente simple y
econdmica y puede fusionarse facilmente con los protocolos de prueba de alimentos
actuales y estos protocolos son Utiles para la evaluaciéon en la granja cuando se
considera que los sistemas de PCR o de separacidn inmunomagnética no son factibles
o no estan disponibles (21).

Ante la aparicién de casos de una presunta enfermedad de transmision alimentaria
(ETA), se hace indispensable la aplicacion de métodos rapidos, sensibles y especificos

que aseguren un diagnostico precoz cuando se estudian muestras humanas a fin de

establecer un alerta sanitario.
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En este contexto, consideramos muy importante realizar el aislamiento y su posterior
caracterizacion para definir su potencialidad como patégenos, y debido a que la
serotipificacion no es suficiente para definir a un aislamiento como potencialmente
patégeno, se necesita completar la caracterizacién mediante la identificacion de los

factores de virulencia asociados con STEC conocidos en la actualidad.
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5. CONCLUSION

Se logré poner a punto la técnica de deteccion de genes que codifican para el antigeno
0157 y para las toxinas Stx1 y Stx2 utilizando el equipamiento y los reactivos propios
del laboratorio de trabajo, sin obtener resultados falsos positivos ni negativos.
Siguiendo la metodologia descripta en este trabajo los resultados se consignan como
“detectable” o “no detectable”, indicando tipo de muestra y método.

Esto es muy importante debido a que los resultados pueden variar utilizando
componentes diferentes a los mencionados en los protocolos publicados por otros
autores.

Es indispensable contar con métodos validados para poder ser aplicados en el

diagnéstico y garantizar una deteccién oportuna y de calidad.
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ANEXO

Brotes asociados con Escherichia coli 0157:H7 por el consumo de alimentos (13).

Hamburguesas
1982 Oregon 26 Riley et. al., 1983

1984 Nebraska Carne molida Rowe et. al., 1993

1987 Ontario Emparedados Carter et. al., 1987
Agua

1989 Missouri 243 4 Armstrong et. al., 1996
clorada

Agua
1991 Oregon 21 Keene et. al., 1994
alberca
1991 Massachussets Sidra 4 Besser et. al., 1993
1993 Oregon Hamburguesas 40-50 Zhao y Doyle, 1994
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Carne de
1995 Oregon 11 Keene et. al., 1997
venado

Germinado de

1996 Japon 6000 12 NIIDIDCD,1997
rabano
Semillas de
1997 EEUU 85 Taormina et. al., 2001
alfalfa
EEUU (37 Diversos
1999 1897 4 CDC, 2001
brotes) alimentos
Diversos
2001 EEUU 3294 CDC, 2003
alimentos

30



