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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo principal, detectar la presencia de cepas de
Escherichia coli productora de shiga toxina (STEC) en muestras de carne de res y
porcina comercializadas en el Mercado Municipal de la ciudad de Cuman4; para ello,
se analizaron 35 muestras frescas de carne de res y 35 de carne porcina. A ambos
productos, se les determinaron los niveles de coliformes mediante recuentos en placa
(COVENIN resolucién 1086-84), seguido del aislamiento de cepas de E. coli e
identificacion fenotipica por pruebas bioquimicas convencionales segin la FDA
(1992). Las cepas identificadas como E. coli fueron probadas serol6gicamente con el
kit Dryspot E. coli SEROSCREEN (Oxoid) para serogrupos no-O157. Luego se llevd
a cabo la extraccion del ADN bacteriano de acuerdo con Rivas et al. (2007). La
deteccion de cepas STEC se realizd por la reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Para el recuento de coliformes se obtuvo un valor promedio de 1,18x10° ufc/g
para la carne de res y 7,24x10° ufc/g para la porcina; siendo estos niveles en ambos
productos superiores a lo establecido por la ICMSF (5,0x10° ufc/g) para las carnes
crudas. Se aislaron e identificaron un total de 50 cepas de E. coli (30 en la carne de
res y 20 en la porcina), de las cuales 3 (sorbitol positivas), aisladas de la carne
porcina, resultaron ser no-0157. El ensayo de PCR permitié detectar 3 cepas STEC
sorbitol positivas (2 de la carne de res y 1 de la porcina); ademas mostrd que las 3
cepas no-O57 de origen porcino carecian de genes stx. Estos resultados revelan
condiciones higiénico-sanitarias poco satisfactorias en los puestos de ventas de estos
productos carnicos, y la circulacion de cepas STEC en ambos productos. En vista de
la relevancia clinica de este patdgeno, su deteccion hace necesaria la implementacion
de normas y exigencias para la manipulacion de estos alimentos por parte de los
expendedores, con la finalidad de evitar brotes epidémicos de enfermedades
asociadas a STEC.
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INTRODUCCION

Los alimentos ademas de tener un valor nutricional para quienes lo consumen,
constituyen a menudo un medio de cultivo ideal para la multiplicacién microbiana,
por lo que pueden actuar como vehiculos de transmision de enfermedades conocidas

como ETA (enfermedades transmitidas por alimentos) (Prescott et al., 2004).

Las ETA constituyen el problema de salud publica méas extendido en el mundo,
lo cual hace necesario el establecimiento de una adecuada vigilancia epidemiolégica
para aplicar medidas para su control y prevencion (Caballero et al., 1998). Estas
enfermedades se producen al ingerir alimentos que contengan microorganismos,
como bacterias o sustancias toxicas producidas durante el desarrollo bacteriano,
llegando a causar en este Gltimo caso lo que se conoce como intoxicaciones
alimentarias (Caiced, 2000).

Entre los organismos comunmente hallados en los alimentos, estan los
denominados coliformes, que son bacilos Gram negativos, aerobios y anaerobios
facultativos, producen éacido a partir de glucosa y otros carbohidratos y son

generalmente aerogenicos (Astorga et al., 1998).

Los coliformes totales, conocidos asi en conjunto, pueden ser bacterias que se
encuentran en el intestino del hombre pero también pueden estar presentes en otros
ambientes, y siendo las enterobacterias representantes de este grupo, su investigacion
tiene gran significado sanitario, porque supone la posible presencia de patégenos
(Frazier, 1976; Garcia y Pérez, 1981, Iriarte, 1993). Dentro de este amplio grupo, la
especie Escherichia coli, ha sido reconocida no sélo como indicadora de

contaminacion fecal, sino también como uno de los microorganismos mas



significativos para evaluar la calidad bacterioldgica de los alimentos (Mossel y
Struijk, 1995). E. coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, de la familia
Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta especie bacteriana coloniza el intestino del
hombre pocas horas después de su nacimiento y, aunque forma parte de la flora
normal, existen cepas que pueden ser patdgenas, capaces de producir diferentes
cuadros clinicos, entre ellos la diarrea, lo cual la hace de gran importancia para el
hombre (Prescott et al., 2004).

De acuerdo a su mecanismo de patogenicidad y los cuadros clinicos que
produce, Rodriguez (2002) hizo referencia a una clasificacion, donde se distribuyen
las cepas de E. coli causantes de diarrea en seis grupos distintos: enterotoxigénica
(ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatdgena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y de adherencia difusa (DAEC), todos por sus siglas en

inglés.

Las cepas EHEC constituyen un grupo ampliamente reconocido como el
responsable de serias patologias en humanos, tales como la colitis hemorragica (CH)
y el sindrome urémico hemolitico (HUS). El serotipo O157:H7 ha sido el mas
frecuentemente implicado en brotes de enfermedades de origen alimentario alrededor
del mundo, producto de la ingesta de alimentos o aguas contaminadas (Mims et al.,
1999). EIl cuadro clinico esta relacionado con brotes caracterizados por dolor
abdominal, diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, lo que se conoce como
colitis hemorragica que es producto de la ingestién principalmente de carne cruda o

mal cocida, igual para la ocurrencia del HUS (Rodriguez, 2002).

El primer aislamiento de EHEC fue el perteneciente al serotipo O157:H7, y se
asocié con el HUS causado por la produccion de una citotoxina con actividad
principalmente en células hepéticas. Esta toxina es similar a la neurotoxina Shiga

producida por Shigella dysenteriae tipo I, por lo que también se llamo “shiga toxina”



(Stx), y a las E. coli que la generan se conocen como productoras de shiga toxina
(STEC) (Walker, 2000). Las STEC se caracterizan por producir una o ambos tipos de
shiga toxina, shiga toxina 1 (Stx1) y shiga toxina (Stx2), que constituyen su principal
factor de virulencia, y la produccién de éstas estd asociada con un incremento del
riesgo del HUS. Esta toxina esta codificada por el gen stx, que se encuentra insertado
en el cromosoma bacteriano, junto con otros factores de patogenicidad (Huguet et al.,
2002; Paton y Paton, 2002; Cicuta et al., 2006).

Las cepas de EHEC han estado presentes durante varias décadas. Su virulencia
y existencia como patdgeno humano fue reconocida en 1979, en Estados Unidos,
debido al consumo de hamburguesas en restaurantes de una reconocida cadena de
comidas rapidas, por lo tanto, estd asociado a enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), principalmente los de origen bovino, aunque la transmision puede
ser directamente desde humanos o animales infectados (Ohara et al., 2002; Zhou et
al., 2002; Gomez et al., 2005).

En la actualidad la O157:H7 no es el unico serotipo de E. coli capaz de generar
shiga toxinas y los cuadros clinicos correspondientes. Alrededor de 250 nuevos
serotipos STEC no-O157 han sido identificados por estar asociados con
enfermedades en humanos y cuya frecuencia es mayor que las cepas O157:H7
(EKlund et al., 2001). En paises como Argentina y muchas ciudades Europeas, la
infeccion con E. coli no-O157 es comun y estan implicados en la mayoria de los
casos de HUS (Fratamico et al., 2004).

La caracteristica comun de todas estas cepas STEC no-O157 es la produccién
de Stx1 y/o Stx2, o variantes de Stx1 (Stxlc y Stx1d) o Stx2 (Stx2c, Stx2d, Stx2e,
Stx2f y Stx2g) (Schmidt, 2001), pero a diferencia del serotipo O157:H7, la mayoria
de estas cepas suelen ser menos virulentas, ya que no necesariamente producen HUS
(Leotta et al., 2005). Como lo planteé Pistone et al. (2004), estas cepas no-0O157



estan, en la generalidad de los casos, asociadas a cuadros de diarrea y enterocolitis,
asi como a la acumulacién de fluidos y dafios histoldgicos en asas intestinales ligadas
(sindrome diarreico). Las shiga toxinas generadas por las cepas STEC, son potentes
citotoxinas que destruyen las células de la linea continua Vero (células del rifion del
mono verde africano) o HelLa (células de carcinoma cérvico-uterino) cultivadas in
Vitro (Rodriguez, 2002; Wang et al., 2002), y se caracterizan por constar de dos
subunidades, una A (componente activo) de aproximadamente 32 000 Mr, que a la
vez consta de dos fragmentos, un péptido Al que posee actividad enzimatica,
mientras que el A2 permite la union de la subunidad A a la B (componentes
enlazantes de receptores) de aproximadamente 7 700 Mr (Pistone et al., 2004). Esta
ultima subunidad es la que se fija a un receptor especifico, el glucolipido Gb3
(globotriaosilceramida), presente en ciertas celulas de eucariontes, donde estas
toxinas inhiben la sintesis de proteinas al inactivar la subunidad ribosomal 60s, y que
ademas es el receptor de la gran mayoria de las Stx, en el caso de la Stx2e (variante
de la Stx2) el receptor es el Gb4 (Blanco et al., 1995; Walker, 2000). La Stx1 es
idéntica a la toxina producida por S. dysenteriae tipo |, exceptuando algunos casos
donde se diferencian en un residuo. Por otra parte, la Stx2 difiere desde el punto de
vista estructural de la shiga toxina de Shigella, en que es un grupo heterogéneo
porque presenta mayor numero de variantes, mientras que los anticuerpos que

neutralizan la actividad de la Stx1, no neutralizan a la Stx2 (Wang et al., 2002).

La patologia de las shiga toxinas se manifiesta al ser liberada en el intestino,
pasan a la sangre y deterioran el epitelio vascular, con la presentacion clinica de
diarrea sanguinolenta, dolor abdominal y ausencia de fiebre (Hunt y Hardy, 1991).
Estas potentes citotoxinas logran ganar el acceso hasta el torrente sanguineo y de esta
manera logran unirse a receptores glicolipidos de las células del glomérulo del
endotelio, internalizandose y causando la muerte celular. Este fendmeno incluye la

activacion de plaquetas y leucocitos, desencadenandose la formacion de coégulos 6



trombos, los cuales obstruyen los capilares renales, dando origen al HUS (Siegler et
al., 1995).

La emergencia de nuevas cepas productoras de shiga toxinas, ha conducido a
que la familia de las STEC se haya vuelto muy diversa y, por ello, uno de los
principales tipos de clasificacion se fundamenta en la identificacidon de los antigenos
O, Hy K (Rodriguez, 2002). Se ha establecido un esquema de serotipificacién basado
en la presencia o no de antigenos somaticos (O), flagelares (H) y capsulares (K). El
antigeno O es el responsable del serogrupo; la determinacion del antigeno somatico y
flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico
particular, permitiendo asi agruparlas en un amplio rango de serotipos (Rodriguez,
2002).

Numerosos estudios han demostrado que la mayoria de los serotipos de STEC
no-157 y O157:H7 se encuentran principalmente en bovinos, cabras, cerdos y pollos,
siendo su principal reservorio el intestino del ganado bovino, aunque también se han

aislado de frutas y vegetales (Leotta et al., 2005; Marzocca et al., 2006).

En adicion a la presencia de shiga toxinas, también ha sido reportada la
presencia de otro factor de virulencia accesorio responsable de la histopatologia de
adhesion y borrado de las microvellosidades intestinales, el cual esté codificado por el
gen eae y se ubica en una isla de patogenicidad conocida como “Locus of Enterocyte
Effacement” (LEE). Este es un sistema de secrecion proteica tipo 11l que desempefia
un papel esencial en el traslado y excrecion de las moléculas proteicas que participan
en la adhesion e internalizacion de la bacteria; denominandose como LEE positivas a
aquellas cepas que contienen el gen eae y como LEE negativas a las que no lo poseen
(Paton et al., 1997; Paton y Paton, 1998; Huguet et al., 2002; Wang et al., 2002 y
Shima et al., 2004). Aunado a la presencia de este factor de adherencia intestinal, las

cepas STEC pueden presentar el gen hlyA, contenido en un plasmido de virulencia de



60 MDa, que codifica la sintesis de la proteina enterohemolisina (Ehly), la cual
desempefia un papel importante en la lisis de los eritrocitos, liberando asi los grupos
hemo de la hemoglobina que podran ser utilizados por la bacteria para mejorar su
crecimiento. Esta enterohemolisina se puede encontrar tanto en las LEE positivas
como en las LEE negativas (Huguet et al., 2002 ; Paton y Paton, 2002; Wang et al.,
2002).

La deteccion de cepas de E. coli productoras de shiga toxina y factores de
virulencia accesorios, es de gran valor clinico y epidemiologico al momento de
evaluar muestras de heces o alimentos contaminados; sin embargo, el diagndstico de
estas cepas presenta algunas dificultades por el método convencional. A diferencia
del serotipo O157:H7, las cuales, en general, son sorbitol y R-glucoronidasa
negativas; las cepas STEC no-O157 no tienen marcadores bioquimicos que faciliten
su identificacion (Gémez et al., 2005). Estas dificultades han sido minimizadas
mediante la combinacion de procedimientos bacteriolégicos, y la implementacion del
método de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), siendo esta Gltima técnica
considerada una alternativa altamente satisfactoria para la deteccion de las STEC
(Heller et al., 2003).

El método de la PCR simplemente se basa en la identificacion de una secuencia
especifica en el genoma del organismo de interés, siendo mas sensible si tal secuencia
se repite varias veces en su ADN. En esta técnica se usa una polimerasa resistente a la
temperatura, la Taqg polimerasa de Thermus aquaticus; también se requieren un par de
cebadores, que son secuencias cortas de ADN sintetizados quimicamente
(oligonucledtidos) y que contienen las bases complementarias de aquellas en las
hebras opuestas que flanquean la region blanco, siendo éstos los que determinaran
los extremos del segmento de ADN que se duplicara (Becerril y Romero, 2004). Las
copias se obtienen en varios ciclos de reaccion en presencia de la Taq polimerasa. En
cada ciclo tiene Ilugar una fase de desnaturalizacion, donde las hebras



complementarias del ADN se separan, luego se da la fase de alineamiento, aqui los
cebadores se unen a las cadenas de una sola hebra y la enzima polimerizante extiende
el cebador a lo largo del fragmento (fase de alargamiento), formando moléculas de
ADN de doble hebra. Ciclos repetidos de sintesis y desnaturalizacion originan un
incremento del nimero de copias del ADN, obteniéndose amplificaciones de hasta un
millon de veces. El producto de la PCR es visualizado por medio de una
electroforesis, como el gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, para determinar
de tal forma cuales fueron los genes amplificados y lograr la identificacion genotipica
de la cepa bacteriana en estudio. Esta técnica ofrece como ventaja, el poder realizarla
con cantidades pequefias de ADN y ademads, este proceso puede repetirse
indefinidamente, para obtener cada vez dos moléculas de ADN de cadena doble
idénticas a la secuencia original (Stanfield, 1992; Griffith et al., 1993; Becerril y
Romero, 2004).

En vista de las ventajas que brinda la PCR, la identificacion de cepas STEC no-
0157 y 0O157:H7 ha sido efectiva a través de la implementacion de este método,
arrojando resultados confiables en la deteccion de los genes stx; y stxp, al igual que
los factores de virulencia accesorios (eae, ehlyA) presentes en cepas de E. coli
aisladas de diversas fuentes (Radu et al., 2001; Hahm et al., 2003; Maldonado et al.,
2005).

Escherichia coli productora de shiga toxina (STEC), como patogeno de
transmision por alimentos capaz de causar enfermedades severas y potencialmente
fatales para el hombre, es en la actualidad un tema de amplia discusion a nivel
mundial, debido a su potencial patogénico y a los brotes descritos en Asia, Surafrica,
Australia, Europa y en paises Suramericanos como Brasil y Argentina. En Venezuela,
y en especial en la ciudad de Cumana, estado Sucre, la frecuencia de cepas STEC en
productos carnicos no ha sido evaluada, lo que representa un tema de interés notable,

dado que éstos son alimentos de primera necesidad en la alimentacién del sucrense.



Por ello, se considerd importante para la salud publica, evaluar la presencia de
Escherichia coli productora de shiga toxina (STEC) en muestras de carne de res y
porcina comercializadas en diferentes puntos de ventas del Mercado Municipal de la
ciudad de Cumana, con la finalidad de determinar la calidad microbiolégica de tales
productos y al mismo tiempo sugerir medidas que permitan disminuir el riesgo de

infecciones por este patdgeno.



METODOLOGIA

Obtencion de muestras

Se colectaron un total de 70 muestras frescas y molidas (35 de carne de res 'y 35
de carne porcina) de 250 g cada una, cinco por semana durante tres meses, de
diferentes puntos de ventas del Mercado Municipal de la ciudad de Cumana. Estas
fueron colocadas en bolsas plasticas previamente etiquetadas e identificadas. Durante
su traslado y hasta su llegada al Laboratorio de Bacteriologia del Postgrado en
Biologia Aplicada, de la Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, fueron

conservadas en una cava con hielo.

Tratamiento de las muestras para el recuento de coliformes

De las muestras, tanto de carne de res como porcina, se tomaron 25 gramos de
cada una y se homogeneizaron por separado en una jarra de licuadora con 225 ml de
agua peptonada estéril al 0,1% por un periodo aproximado de 2 minutos. El
homogeneizado resultante, correspondié a la dilucién 107, a partir de la cual se
tomaron 10 ml y se agregaron a un segundo frasco conteniendo 90 ml de agua
peptonada al 0,1%, constituyendo ésta la dilucién 107 Este procedimiento se repitio

dos veces consecutivas hasta obtener diluciones seriadas hasta 10™de cada muestra.
Recuento de bacterias coliformes en placas
La determinacidn cuantitativa de bacterias coliformes fue llevada a cabo por el

método para el recuento de bacterias coliformes en placas de Petri, establecidas por

la Comision Venezolana de Normas Industriales (COVENIN), segun la resolucion



1086-1984. Para tal fin, se tomd con una pipeta estéril 1 ml de cada una de las
diluciones obtenidas previamente y se agregd en una placa de Petri estéril.
Posteriormente, se agregd a cada placa 15 ml de Agar Rojo Bilis Violeta (Difco,
Laboratorios Detroit — Michigan), previamente fundido y mantenido a una
temperatura de 45 °C. Se mezclo el inoculo y el agar aplicando movimientos
circulares, para garantizar el homogeneizado de las muestras y se dejé solidificar
sobre una superficie plana por 10 minutos. Una vez solidificado el agar, se cubri6 con
4 ml del mismo medio, con la intencién de formar una doble capa. Solidificada la
segunda capa de agar, las placas fueron invertidas e incubadas a 37 °C durante 24
horas. Posterior al tiempo de incubacion, se seleccionaron aquellas placas que
presentaron un maximo de 300 colonias y se contaron los coliformes; es decir,
aquellas colonias que mostraron una forma circular y de color rojo oscuro, con
diametros menores de 0,5 mm. El nimero de colonias caracteristicas obtenidas para
cada dilucién se multiplico por el factor de dilucidn correspondiente. Los resultados
fueron promediados y el valor final se expres6 en unidades formadoras de colonias
por gramo de muestra (UFC/g).

El muestreo apropiado de los alimentos es importante en todos los estudios de
analisis microbioldgico, a fin de evitar resultados falsos-positivos; por ello, en cada
etapa de esta investigacion se manipulé con sumo cuidado cada muestra, con
utensilios e instrumentos estériles y se establecieron diferentes areas de trabajo para

evitar las contaminaciones cruzadas.
Preenriquecimiento y cultivo de las muestras para el aislamiento de E. coli

Con base en la metodologia de Zhou et al. (2002), las muestras fueron
selectivamente enriquecidas en Caldo Infusion Cerebro Corazon suplementado con el

antibidtico cefixima (Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo., USA). Para efecto del

ensayo, se tomaron 25 g de cada muestra por separado y estos fueron sembrados en

10



fiolas que contenian 100 ml de Caldo Infusién Cerebro Corazon con 30 pg del
antibidtico y se incubaron a 37 °C por un periodo de 24 horas. Una vez finalizado el
preenriquecimiento, de cada uno de los caldos se tomo una asada y fueron sembrados
por agotamiento directo en superficies, en placas conteniendo Agar MacConkey
Sorbitol (Becton Dikinson) suplementado con el mismo antibiotico utilizado en el
preenriquecimiento. Las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. La reaccion
positiva se manifestd por el crecimiento de colonias de color rosa, lo que indica que
la especie bacteriana utiliza el azlcar, mientras que las cepas no fermentadoras de

sorbitol se desarrollaron como colonias translucidas (March y Ratnam, 1986).

Aislamiento e identificacién fenotipica de cepas de E. coli (FDA, 1992)

Transcurrida las 24 horas, se tomaron colonias fermentadoras y no
fermentadoras de sorbitol que lograron desarrollarse en el medio, dado que las cepas
STEC no-0157 no muestran los mismos marcadores bioquimicos (sorbitol negativas)
que muestran las cepas STEC pertenecientes al serotipo O157:H7. Una vez aisladas
las colonias sospechosas, se procedié a la identificacion bioquimica de E. coli
aplicando tests convencionales como pruebas IMVIC (indol, motilidad, rojo de
metilo/Voges Proskauer, citrato) y fermentacion de azlcares en el medio Agar Hierro
Triple Azlcar (Merck Laboratorios). La identificacion lograda por las pruebas
bioquimicas, fue confirmada por el sistema automatizado ATB expresion con galerias
de pruebas bioquimicas miniaturizadas, galerias APl ID 32 (BioMerieux-Zhuoz
Pharma). Cada una de las cepas identificadas fue conservada a 4°C, en agar

conservacion, hasta el momento de la identificacion por serologia.

Serologia de las cepas identificadas como E. coli

La caracterizacion seroldgica de las cepas identificadas como E. coli, se llevo a
cabo mediante la utilizacion del kit Dryspot E. coli SEROSCREEN de OXOID. Este
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es un kit que utiliza particulas de latex sensibilizadas con anticuerpos y desecadas
sobre la superficie de una tarjeta. Las particulas de latex tienen la capacidad de
aglutinar en presencia de antigenos especificos de la pared celular de E. coli y formar
grumos Vvisibles. Esta prueba se utiliz6 como un procedimiento sencillo de criba para

los serogrupos no-0157.

Para la prueba, se utilizaron cepas jovenes sembradas en agar MacConkey con
un periodo no mayor de 18 horas. Una vez obtenidas las colonias tipicas se procedio a
seqguir las indicaciones descritas por el Kkit. Estas indicaciones fueron las siguientes:
primero se hidrataron las areas de prueba y de control de la tarjeta con 50ul de
solucién salina. Posteriormente se tomo una colonia sospechosa de E. coli de 1-2 mm
de didmetro y se emulsiond con buffer fosfato salino (PBS) hasta obtener una
suspension ligeramente turbia. Luego con una espatula suministrada por el kit, se
extendio la suspension por el area de reaccion hacia las manchas de latex desecado,
hasta su completa disolucién y hasta cubrir toda el area de reaccion de prueba y de
control. Seguidamente, se sometieron las tarjetas a un movimiento circular durante
aproximadamente 60 segundos y se esperé hasta observar la aparicion o no de
aglutinacion en condiciones normales de iluminacion. Las cepas positivas y negativas

fueron conservadas a 4°C en agar conservacion.

Extraccion de ADN genémico

La extraccion de ADN de las cepas de E. coli se realiz6 segin metodologia
propuesta por Rivas et al. (2007). Previamente, las colonias de E. coli fueron
reconstituidas en Agar Nutritivo por un periodo de 18 horas. Finalizada la incubacion,
se tomaron aproximadamente 5 colonias y se suspendieron en un tubo eppendorf que
contenia 150ul de buffer Triton X-10 al 1% en buffer TAE 1X. Esta mezcla se
homogeneizd con un vortex durante un minuto. Posteriormente, las muestras se

hirvieron en bafio de agua a 100°C por 15 minutos. Luego, se centrifugaron a 10 000
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rpm por 10 minutos. Cabe mencionar que esta extraccion se le realizo también a las
cepas de E. coli certificadas por el Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (CVCM 417 y CVCM 765) las cuales sirvieron como controles
positivos y negativos, respectivamente, de la presencia del gen que codifica la

produccion de shiga toxina.

Ensayo de PCR

El ensayo de PCR para la deteccion de los genes (stx; y stxp) fueron
desarrollados en un termociclador GeneAmp PCR (modelo 2400, Perkin Elmer,
USA). Los oligonucle6tidos para stx; y stx, fueron los recomendados por Monday et
al. (2007). La secuencia de cada uno de los oligonucledtidos se especifican a

continuacion:

Tabla 1. Secuencias de oligonucle6tidos utilizadas para la amplificacion de los genes
stxy Y stXa.

Oligonucleotido Tamano Primer Secuencia
(bp) (5°-3)
stx1/stx2 313 stx1 CTG GAT TTA ATG TCG CATAGT GG
stx2 CTG GCG TTA ATG GAG TTCAGT G

SRM129 TGATGATGACAATTCAGTATAACTGCCAC
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El PCR se realizd en un volumen total de 50 pul que contenian buffer Tag
polymerase 1X (QIAGEN, Valencia, CA), 3 mM MgCI2, 400 uM de
desoxinucleotidos trifosfatos, 200 nM de cada primer, 5 uL de ADN, y 2.5 U de Taq
polymerase (HotStarTaqg QIAGEN) (Monday et al., 2006).

Las condiciones del programa de amplificacion fueron las siguientes: 95 °C por
15 minutos para la desnaturalizacion inicial, 10 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 65 °C
por 20 segundos 'y 72 °C por 30, seguido de 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos 60 °C
por 20 segundos, 72°C por 30 segundos y un paso de extension final de 72 °C por 7
minutos. Cada ensayo de PCR se realizo utilizando cepas controles positivas y
negativas, certificadas por el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos
(CVCM), a fin de validar el proceso.

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados por PCR fueron corridos en una electroforesis en
gel de agarosa al 1,5%, tefiido con bromuro de etidio (Sigma Chemical Co., St Louis,
Mo., USA). Para preparar el gel, primero 1,5 g de agarosa se pesaron y disolvieron
en una fiola con 100 pl buffer TAE (tris cloro acetato-EDTA) 1X. Seguidamente se
calentd por 30 segundos o en su efecto hasta que se disolvio completamente la
agarosa. Se dejo enfriar hasta que alcanz6 aproximadamente los 45 °C y se afiadio 5
pl de solucion de bromuro de etidio. Seguidamente, se preparé la camara
electroforética. Se vertio el gel y se dejo solidificar. Una vez solidificado, se procedid
a cargar de los pozos con cada una de las muestras amplificadas por PCR y se
corrieron a 80 voltios por 1 hora y 30 minutos, utilizando una fuente de poder
(BioRad, modelo 1/500). Culminada la corrida electroforética, las bandas fueron

visualizadas en un fotodocumentador Bio-Rad (modelo Universal 11).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Recuento de bacterias coliformes en placas

El recuento de coliformes en los productos carnicos (res y porcina) procedentes
del Mercado Municipal de Cumang, se muestra en la Figura 1. Los resultados
reflejaron un promedio de 1,18x10° unidades formadoras de colonias de coliformes
por gramo de alimento analizado (ufc/g) para la carne de res y 7,24 x10° ufc/g para la
carne porcina. Ambos valores promedios, sobrepasaron los limites establecidos por la
Comision Internacional de Especificaciones Microbioldgicas en los Alimentos

(ICMSF, 1975), la cual establece un méaximo de 5,0x10° ufc/g para las carnes crudas.

47 O Carne de Res
3 O Carne Porcina

Log 10 Indice de coliformes (ufc/g)

Tipo de muestra

Figura 1. indice de coliformes en muestras de carne de res y porcina comercializadas
en el mercado municipal de la ciudad de Cumana.
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La determinacion de bacterias coliformes, es el procedimiento utilizado con
mayor frecuencia para evaluar la calidad microbiolégica de productos carnicos, y
representa uno de los indicadores mas Util para evidenciar estados sanitarios poco
satisfactorios y la posible contaminacion de origen fecal en los alimentos para

consumo humano (Warseck et al., 1973; Iriarte, 1993).

En funcion de la especificacion que tienen los coliformes en alimentos y con
base en los niveles de contaminacién por organismos coliformes observados en las
carnes de res y porcina, su cConsumo supone un riesgo, ya que es un indicativo de que
estos productos estan siendo ofertados al consumidor bajo condiciones higiénicas
deficientes, en particular la carne de res molida, la cual mostré ser la mas susceptible
a contaminacion y proliferacion microbiana en comparacién con la carne de cerdo.
Este tipo de situacion hace pensar que factores tales como el poco cuidado al
momento de cortar las carnes, la limpieza de los utensilios de corte y de la maquina
de moler, la interrupcion de la cadena de frio durante la venta diaria, la baja calidad
del agua usada para el lavado de las piezas asi como la higiene del manipulador del
alimento, pueden estar seriamente afectando la calidad de la carne molida que se

vende en el Mercado Municipal de Cumana.

Al respecto, Bravo y Villalobos (2002) en un estudio realizado en carne de
chorizo y carne molida procedentes del Mercado Municipal de Cuman, refieren que
los altos indices de coliformes observados en cada uno de los productos, son un claro
indicio de que estan siendo excesivamente manipulados desde el momento en que
salen del matadero hasta su comercializacién en el mercado municipal de Cumana. Al
mismo tiempo, los autores refieren que la contaminacion cruzada también se observo
durante la evaluacién de los expendios, al colocar la carne molida en la misma
bandeja de los cortes sin procesar, lo cual contribuye a que la calidad sanitaria del

producto sea cuestionable.
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En otro estudio realizado por Arenas y Huerta (2005), se pudo determinar que
en el grado de contaminacion de canales de carnes en un matadero municipal del
estado Zulia, algo tan esencial como el lavado de las canales, incrementaba el nimero
de bacterias y en particular las de origen entérico, debido a que el agua que utilizaban
estaba contaminada. También observaron que el 27% de las muestras tomadas en la
canal y en cada paso de la faena de despiece, estaban contaminadas con bacterias

coliformes.

Forrest (2006) afirma que si bien la presencia de coliformes no es un indicativo
exclusivo de una contaminacion por microorganismos de origen entérico, también es
cierto que un incremento de esta poblacion tanto en los cortes de carne fresca como la
carne molida, supone que estos productos pueden contener patdgenos provenientes de
la contaminacion fecal de la canal durante la matanza o debido a las practicas
higiénicas y de manejo inapropiadas de la carne durante el procesamiento y venta
final del producto.

Entre las bacterias de origen fecal que pueden ser detectados con facilidad en
productos alimenticios con un bajo nivel de calidad sanitaria, se encuentra
Escherichia coli. Esta es una de las bacterias que en condiciones normales, constituye
una parte esencial de la flora bacteriana humana, a la que se atribuyen efectos
beneficiosos para la salud. Existen, sin embargo, cepas de E. coli capaces de provocar
alteraciones graves en forma de enteritis. Las cepas responsables de este tipo de
patologia se han venido describiendo desde unos afios atras, y con posterioridad han
tomado importancia hasta el punto de que su deteccion se ha convertido en un
examen de rutina, con el fin de limitar un riesgo considerado evitable (Margall et al.,
1997; Gémez, 2002; Soto, 2007).
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El control de este microorganismo se plantea de forma especial para los
alimentos crudos como la carne y sus derivados, ya que la simple presencia de este
microorganismo, o un recuento superior a 100 ufc/g o ml de muestra, indicara una
contaminacion fecal con el consiguiente riesgo de que existan cepas patdgenas
(Chinen et al., 2001)

En vista de la importancia que tiene Escherichia coli, como posible indicador
de una contaminacion de origen fecal y de cepas patogenas, se procedié a determinar
la presencia de este microorganismo en cada una de las muestras de carne de res

molida y carne porcina colectada en el Mercado Municipal de Cumana.

Como grupo indicador de cepas patdgenas, se utilizo al grupo de Escherichia
coli caracterizado por producir shiga toxinas (STEC). Los resultados obtenidos, se

muestran a continuacion.

Aislamiento e identificacion fenotipica y seroldgica de cepas de E. coli

De las 70 muestras de carne evaluadas (35 de res y 35 de cerdo) se logré aislar
un total de 50 cepas caracteristicas de la especie E. coli (30 de la carne de res y 20 de
la carne porcina), todas identificadas convencionalmente, y con caracteristicas

bioguimicas tipicas de este género, tal como se muestra en la Figura 2.

La presencia de cepas de E. coli en los productos carnicos evaluados, es un
indicativo de una contaminacion de origen fecal, ya que, como parte de la flora del
tubo digestivo, esta bacteria es eliminada por las heces al exterior, y es capaz de
sobrevivir durante cierto tiempo en los alimentos (Margall et al.,, 1997; Gdmez,
2002), es por ello que se plantea la necesidad de mejorar las condiciones de higiene
en lo que respecta al manejo o tratado de estos productos, y en vista de que algunas
cepas de Escherichia coli estdn involucradas en enfermedades transmitidas por
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alimentos (ETAS) (Bryan, 1978), formo parte de esta investigacion el aislamiento de

esta bacteria de importancia clinica.

Figura 2. Caracteristicas bioquimicas de las cepas de E. coli aisladas a partir de
muestras de carne de res y porcina. 1: citrato negativo; 2: MIO +/+/+; 3:
TSI A/A, gas +, H2S -; 4: RM +; 5: VP-.

Ademas, en Venezuela el consumo de carne y de productos carnicos elaborados
es elevado (Fernandez et al., 2006) lo cual hace necesario evaluar en ellos la
presencia de E. coli, mas aun porque algunas cepas de E. coli son altamente
patdgenas ya que han desarrollado la capacidad de causar en los humanos
enfermedades de los sistemas gastrointestinal, urinario y nervioso (Nataro et al.,
1998). Algunos de estos serotipos han sido descritos por la Organizacién Mundial de
la Salud como "una nueva y significativa amenaza a la salud publica”, tal es el caso
de E. coli enterohemorragica (Echandi y Antillén, 2000), la cual ha sido aislada
anteriormente a partir de muestras de carne molida y chorizo expendidos en la ciudad
de Cumana (Villarroel, 1999).

De las 50 cepas de E. coli aisladas en la presente investigacion, 47 fueron
sorbitol positivas (30 de la carne de res y 17 de la porcina) y solo 3 fueron sorbitol

negativas aisladas de la carne porcina (Figura 3).
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Figura 3. Cepas de E. coli en agar MacConkey-Sorbitol. A: E. coli sorbitol positiva.
B: E. coli sorbitol negativa.

Esta capacidad de fermentar sorbitol, como marcador fenotipico, era la
caracteristica con base en la cual se hacia la preseleccion de cepas como posibles
STEC cultivadas en agar McConkey-sorbitol (March y Ratnam, 1986; Villarroel,
1999), lo que en la actualidad representa una dificultad en la deteccion e
identificacion de este patdgeno, en vista de que las cepas STEC no-O157 no poseen
una caracteristica bioquimica distintiva que facilite su aislamiento, tal como ocurre
con la tipica O157:H7, la cual no es capaz de fermentar sorbitol (March y Ratnam,
1986; Villarroel, 1999; Gomez et al., 2005); por ello, en esta investigacion, para la
seleccion de cepas de E. coli como sospechosas de STEC, se consideraron tanto las

sorbitol positivas como las sorbitol negativas.

Identificadas cada una de las cepas como E. coli, se procedio a realizar un
screening con el kit Dryspot E. coli SEROSCREEN de Oxoid, para la identificacion
serélogica de cepas de E. coli no-O157 como posibles STEC. Los resultados
mostraron que de las 50 cepas aisladas, 47 fueron negativas al kit y solo 3 cepas
sorbitol positivas, procedentes de la carne porcina, aglutinaron con el suero, dejando
en evidencia la contaminacion del producto carnico, por cepas no-0O157 de E. coli. En

la Figura 4 puede observarse la prueba de aglutinacién, en las laminas de latex.
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Figura 4. Identificacion seroldgica de cepas no-O157 de E. coli. 1: Aglutinacion
positiva. 2: Aglutinacion negativa.

Brooks et al. (2001), en un andlisis microbioldgico realizado a muestras de
carne procedentes de distintos supermercados de Dunedin, Nueva Zelanda, logrd
aislar una cepa de E. coli no-O157 de la carne porcina, entre otros aislamientos de

distintos productos carnicos.

De igual modo, en Europa Continental, Alemania, Brasil, Australia, Estados
Unidos y Japon, entre otros paises, estos serotipos también han sido cominmente
aislados y asociados a diversas enfermedades, desde diarrea no sanguinolenta, la CH
y el HUS (Bettelheim, 2000; Eklund et al., 2001; Beutin et al., 2004; Franzolin et al.,
2005).

La presencia en la carne porcina de serogrupos no-O157 como posibles STEC,
implica un alto riesgo para quienes consuman este producto carnico, ya que algunos
serogrupos de E. coli no-0O157 (026, 091, 0103, 0111, 0128 y 0145) se encuentran
entre los que con mayor frecuencia producen la shiga toxina (Arthur et al., 2002;
Wang et al., 2002; Monday et al., 2007); y, en vista de la variedad de factores de
virulencia que poseen las no-O157 (Eklund et al., 2001; Beutin et al., 2004), su
monitoreo seroldgico es un indicativo del potencial de amenaza a la salud humana

que representa el consumo de la carne porcina cruda o mal cocida contaminada con
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este microorganismo de relevancia clinica, asimismo, la caracterizacion de estas
cepas, como posibles STEC, mediante la deteccion de los genes que codifican su
principal factor de virulencia, es de gran importancia a la hora de identificarlas y al
determinar su patogenicidad y epidemiologia.

Ensayo de PCR para la deteccion de cepas de E. coli productoras de shiga
toxinas (STEC)

La especificidad del método PCR en la identificacion molecular de los genes
que codifican para la produccion de shiga toxinas (stxl y stx2), fue confirmada
utilizando una cepa de referencia certificada (E. coli stx1+ y stx2+,) por el Centro
Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM). Para efectos del ensayo
de PCR y medir la sensibilidad de la técnica, se evaluaron las cepas de E. coli que
resultaron negativas (47) y las que resultaron positivas (3) para el kit para el kit
Dryspot E. coli SEROSCREEN.

El ensayo de PCR revel6 que la combinacion de los primers (stxl, stx2 y
SRM129), es aplicable en el disefio de esta técnica molecular para la deteccion de
cepas STEC en productos carnicos. La corrida electroforética de los productos
amplificados, mostré tres bandas de aproximadamente 313 bp, indicando la presencia
de 3 cepas STEC (2 procedentes de la carne de res y 1 de la carne porcina) con
secuencias especificas para la codificacion de shiga toxinas (Figura 5), ademas,
permitié confirmar como no productoras de shiga toxinas las 3 cepas identificadas
por serologia y, en vista de que el kit solo identifica polisacéaridos de superficie de los
6 serogrupos mas comunes de cepas no-O157 que generalmente producen shiga
toxinas (026, 091, 0103, 0111, 0128 y 0145), se estima que las otras 3 cepas

identificadas por PCR pueden no pertenecer a estos serogrupos.
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Figura 5. Productos de PCR especificos de cepas STEC, con los primers stx1, stx2 y
SRM129. Pozos: 1, Marcador de peso molecular; 2, Control negativo; 3, Control
positivo; 5, 9, 12, muestras positivas.

La controversia de cémo unas cepas lograron ser identificadas como positivas
por serologia para el serogrupo no-O157, y negativas por PCR para secuencias
especificas de genes stx, puede tener fundamento en el hecho de que muchas cepas de
E. coli han demostrado la ausencia de estos genes y por lo tanto su incapacidad de
producir shiga toxinas, a pesar de tener en su superficie el antigeno especifico para
serogrupos no-0157 (Karch et al., 1992).

Al respecto, Mellmann et al. (2005) reportaron la existencia de cepas de E. coli
no-O157 que no poseen el gen stx en materia fecal de pacientes con Sindrome
Urémico Hemolitico (HUS). Ademas estos autores observaron que en el monitoreo
continuo de materia fecal de pacientes con HUS, la conversion de cepas stx+ a Stx-
fue significativamente mas frecuente entre las cepas de E. coli 026 que entre la 0157
de otros serogrupos combinados, lo cual sugiere que el gen stx puede ser menos

estable en las no-O157 que en otras cepas de E. coli enterohemorragica. Sefalan
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ademas, que la ausencia del gen en el patdgeno depende del momento de recoleccion
de la muestra, ya que se pudo notar la pérdida del gen en algin estado de la

infeccion.

Por su parte, Schmidt et al. (1999) en un estudio que realizaron en cepas de E.
coli en el afio 1997, lograron identificar cepas STEC positivas para stx. Un afio mas
tarde, cuando quisieron probar actividad tdxica en las células hepaticas, se dieron
cuenta que 5 de estas cepas no mostraron actividad. Al aplicar un nuevo ensayo de
PCR con primers especificos para los genes stx; y stx, a las 5 cepas, pudieron
observar que no presentaban genes stx, demostrando la pérdida de este en el tiempo.
De igual modo, Friedrich et al. (2007) demostraron la presencia de cepas 0157 stx
negativas en pacientes con HUS y diarrea. Estos hallazgos les permitieron a los
autores sugerir que las cepas que carecen de genes stx probablemente provienen de

organismos que contenian tales genes pero que subsecuentemente los perdieron.

En relacion al mecanismo por el cual algunas STEC pueden perder los genes
stx, Schmidt et al. (2001) sugieren, que esta variacion genética quizas es el producto
de las multiples replicaciones o subcultivos de las cepas bacterianas. Este fendmeno
fue descrito por Karch et al. (1992) en cepas STEC pertenecientes a los serotipos
02:H5, 026:H11, O73:H34, y 0100:H32. Por su parte, Friedrich et al. (2007)
proponen que la pérdida de este marcador de virulencia puede ocurrir en algun estado
de la infeccidn, debido a que el sitio de integracién del fago convertidor de stx en el

genoma podria ser un factor que influye en la estabilidad de los genes stx.

Por lo tanto y desde el punto de vista de la patogénesis, las cepas STEC de E.
coli productoras o no de shiga toxinas, tienen relevancia clinica, ya que se ha
demostrado que en aislados de pacientes con HUS, cepas carentes del gen para Stxs,
han provocado la enfermedad por un mecanismo independiente de la Stx vy
probablemente hayan colonizado a los pacientes sin estar involucrados en la
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patogénesis del sindrome (Schmidt et al., 1999; Mellmann et al., 2005; Friedrich et
al., 2007).

En funcién de lo antes expuesto y para efecto de este estudio, el nimero de
cepas positivas halladas por serologia y por PCR, son consideradas como positivas
para efecto de reporte epidemiologico de este patdgeno en alimentos de origen

carnico.

La presencia de cepas STEC en carne de res y porcina coincide con los
resultados obtenidos por Levine (1987), Karmali (1989), Blanco et al. (1996), Borie
et al. (1997), Parma et al. (2000), Zhou et al. (2002) y Padola et al. (2004), quienes
ademas de hallar este patdégeno en productos carnicos, alegan que los bovinos y
porcinos son importantes reservorios de STEC. Por ende, ambas especies animales
como principales vehiculos de transmision de las E. coli, constituyen un riesgo a la

salud publica, si éstos no son procesados del modo mas idoneo para su venta.

Reportes en Espafia como por ejemplo el de Blanco et al. (2003), ponen en
evidencia que muestras de carne cruda son potenciales vehiculos de transmision de
STEC no-0157, ya que pueden mostrar una prevalencia de hasta el 12%. De igual
modo, en los Estados Unidos la frecuencia de estas cepas es tan alto, que en Enero de
2002 la “American Society for Microbiology Public and Scientific Affaire Board
Committee on Agriculture and Food Microbiology” recomendd la necesidad de
incluir el diagndstico de serotipos STEC de E. coli, en los servicios de inspeccion

alimentaria (Parck et al., 2002).

En otros estudios realizados por Hussein y Sakuma (2005), determinaron que
las STEC no-O157 fueron el serogrupo de E. coli con mayor prevalencia en el
ganado bovino, logrando un aislamiento de 39 serogrupos O (entre ellos 026:H11,
091: H, 0103:H2, O111: H y 0145 H’) para un total de 77 serotipos de STEC. Este
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hecho implica un alto riesgo para quienes consuman productos carnicos, aun mas
teniendo en cuenta que son las no-O157 las cepas mas comunmente aisladas (Wang et
al., 2002), incluso en personas con diarrea 0 HUS (Scotland et al., 1988; Tzipori et
al., 1988; Dorn et al., 1989; Eklund et al., 2001; Brooks et al., 2005).

En Latinoamérica, la Republica de Argentina se ha ubicado como uno de los
paises con mayor reporte de estas cepas, en especial en carne bovina (Rivero et al.,
2004). Tal es el caso del reporte realizado por Cicuta et al. (2006), quienes trabajando
con carne molida expendida en la poblacion de Corrientes (Argentina) lograron
identificar por PCR, STEC no-O157 en 1,3% de las 75 cepas identificadas como E.
coli (39 de reses bovinas y 36 de carnes molidas), refiriendo el método como sensible
y relativamente rapido en el diagndstico de este patgeno.

En esta investigacion, el hecho de reportar por primera vez la circulacion de
cepas STEC en carne de res y porcina en nuestro pais, deja al descubierto la
importancia de mantener un sistema de monitoreo y vigilancia de estos productos
carnicos, en especial los que ingresan por importacion, quedando claramente
establecido que la epidemiologia de esta bacteria indica que los mecanismos de
transmision estan relacionados con el consumo de carne vacuna o productos lacteos
contaminados (Huguet et al., 2002); bien sea en el mismo momento de sacrificio del
animal en el matadero, o por la manipulacién errénea por parte de los expendedores
de los distintos puntos de ventas del Mercado Municipal de Cumana. Este tipo de
situacion representa un alto riesgo para quienes consumen carne cruda o mal cocida,
en vista de que este patdgeno tiene una baja dosis infectiva, solo 100 bacterias pueden
producir la infeccion (Rivero et al., 2004; Gémez et al., 2005), conllevando asi
graves consecuencias al consumidor, desde un simple cuadro de diarrea hasta el
padecimiento del sindrome urémico hemolitico (HUS). Asi lo sefiala Rivas et al.
(1996), quienes demostraron por primera vez en Argentina, la asociacion entre esta
patologia y el consumo de hamburguesas caseras contaminadas por STEC, las cuales
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Ilegaron alcanzar una tasa de incidencia de HUS de 12.5 casos por cada 100 000
niflos menores de 5 afios en el afio 2004 en este mismo pais, la méas alta a nivel

mundial.

En Venezuela, la prevencion de enfermedades y demas aspectos sanitarios del
ganado se ha visto desmejorada por razones socio-econdémicas y de seguridad rural.
Asimismo, la higiene en mataderos, procesadores, frigorificos almacenadores y
expendios al mayor y al detal (supermercados y carnicerias) deja ain mucho que
desear (Arenas y Huerta, 2005). Por ello, y pensando en la salud del consumidor, se
hace necesario la continua evaluacion microbioldgica de los productos carnicos, a
modo de mantener un registro constante que indique la calidad de los alimentos que
se ofertan en el Mercado, principalmente aquellos susceptibles de contaminacion, en
vista de que el aspecto mas importante para quienes consumen productos carnicos es
la inocuidad con la que llega este rubro comercial a manos del consumidor, pero
muchas veces ante la necesidad de obtener estos productos en funcién de la capacidad
econdmica, se recurre a expendios publicos donde las condiciones de manipulacion y
conservacion no son los mas adecuadas, lo que trae como consecuencia, la
adquisicion de un producto contaminado por microorganismos que pueden ser
agentes infecciosos causantes de diarrea, que pueden facilmente diseminarse por via

digestiva.

Es conveniente tener siempre en cuenta, que los alimentos juegan un papel
importante en la transmision de enfermedades de origen alimentario y la magnitud del
impacto socio-econdmico que generan estas enfermedades es dificil de medir, mas
aun cuando muchos casos ni siquiera son informados. Se consideran como la mayor
causa de morbilidad, tanto en paises industrializados como en vias de desarrollo, y en
estos ultimos, son causa frecuente de mortalidad (Todd, 1989; Echandi y Antillén,
2000).
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CONCLUSIONES

La carne de res y la porcina estan siendo comercializadas en el Mercado
Municipal de la ciudad de Cumana con niveles de coliformes fuera de los rangos
establecidos por la ICMSF, lo que indica la ausencia de condiciones higiénicas

satisfactorias.

El aislamiento de cepas de E. coli en estos productos carnicos es un indicativo

de contaminacion de origen fecal.

Existe un riesgo a la salud publica en el Mercado Municipal de Cumana, ya que
se aislaron cepas no-O157 en la carne porcina y se detectaron cepas STEC tanto en la
carne de res como en la porcina, lo cual evidencia que se esta ante la presencia de un
microorganismo con una elevada capacidad patogénica y son estos productos un

vehiculo para su transmision.
Las cepas identificadas como no-O157 y las STEC resultaron ser sorbitol

positivas, lo cual es una evidencia de la respuesta variable a la prueba de

fermentacion de sorbitol de estos grupos patogénicos.
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RECOMENDACIONES

Validar los datos obtenidos con muestreos periédicos.

Desarrollar normas higiénico-sanitarias para implementarlas en los puntos de
ventas de los productos cérnicos, a fin de evitar posibles brotes epidémicos por la

contaminacion microbiana de los alimentos.

El ministerio de sanidad debe exigir y supervisar periddicamente, en los

expendios de productos carnicos, el cumplimiento de las normas higiénico-sanitarias.

Debe realizarse la adecuada coccién de la carne, para eliminar patdgenos que

estén presentes y puedan afectar la salud del consumidor.

Deben realizarse periédicamente analisis microbiologicos de estos productos,

para descartar la presencia de microorganismos que puedan afectar la salud humana.
Concientizar a la poblacion cumanesa y a los expendedores, mediante

campanas educativas, sobre el manejo inadecuado de alimentos para su consumo, con

la finalidad de evitar posibles brotes comunitarios.
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Resumen (abstract):

Esta investigacion tuvo como objetivo principal, detectar la presencia de cepas de
Escherichia coli productora de shiga toxina (STEC) en muestras de carne de res y
porcina comercializadas en el Mercado Municipal de la ciudad de Cumand; para ello,
se analizaron 35 muestras frescas de carne de res y 35 de carne porcina. A ambos
productos, se les determinaron los niveles de coliformes mediante recuentos en placa
(COVENIN resoluciéon 1086-84), seguido del aislamiento de cepas de E. coli e
identificacion fenotipica por pruebas bioguimicas convencionales segun la FDA
(1992). Las cepas identificadas como E. coli fueron probadas serolégicamente con el
kit Dryspot E. coli SEROSCREEN (Oxoid) para serogrupos no-O157. Luego se llevd
a cabo la extraccion del ADN bacteriano de acuerdo con Rivas et al. (2007). La
deteccion de cepas STEC se realizd por la reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Para el recuento de coliformes se obtuvo un valor promedio de 1,18x10° ufc/g
para la carne de res y 7,24x10° ufc/g para la porcina; siendo estos niveles en ambos
productos superiores a lo establecido por la ICMSF (5,0x10% ufc/g) para las carnes
crudas. Se aislaron e identificaron un total de 50 cepas de E. coli (30 en la carne de
res y 20 en la porcina), de las cuales 3 (sorbitol positivas), aisladas de la carne
porcina, resultaron ser no-O157. El ensayo de PCR permitié detectar 3 cepas STEC
sorbitol positivas (2 de la carne de res y 1 de la porcina); ademas mostré que las 3
cepas no-O57 de origen porcino carecian de genes stx. Estos resultados revelan
condiciones higienico-sanitarias poco satisfactorias en los puestos de ventas de estos
productos carnicos, y la circulacion de cepas STEC en ambos productos. En vista de
la relevancia clinica de este patdgeno, su deteccion hace necesaria la implementacion
de normas y exigencias para la manipulacion de estos alimentos por parte de los
expendedores, con la finalidad de evitar brotes epidémicos de enfermedades
asociadas a STEC.
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