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RESUMEN

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es un patégeno emergente que puede
provocar casos esporadicos y brotes de diarreas con y sin sangre, colitis hemorragica y/o
sindrome hemolitico urémico en humanos, especialmente nifios y ancianos. La bacteria es
transmitida por alimentos, principalmente a través de productos carnicos crudos o

insuficientemente cocidos.

El objetivo del presente estudio fue determinar la prevalencia de STEC en carne molida de
vacuno obtenida en diferentes areas del Gran Santiago y caracterizar los aislados obtenidos.
Se recolectaron 430 muestras de carne molida de vacuno desde carnicerias y supermercados
de la ciudad entre los meses de Marzo del 2016 a Enero de 2017, dividiendo en 4 zonas
geograficas a la ciudad. Las muestras fueron sometidas a un tamizaje a través de PCR para
los genes stx; y stx, y desde las muestras positivas se aislaron colonias sospechosas a E.
coli. La confirmacion de los aislados se realizé mediante PCR para los genes stx; y stx, y
pruebas bioquimicas para E. coli, ademéas de un PCR para E. coli. Los aislados se
caracterizaron para la presencia de los factores de virulencia de la intimina (eae) y
hemolisina (hlyA), junto a la determinacion de serotipos 0157 y Big Six (026, 045, 0103,
0111, 0121, O145).

Un 9,3% (40/430) de las muestras resultaron positivas a STEC; 10,2% provenientes
(22/215) de carnicerias y 8,4% (18/215) de supermercados. No se detectaron diferencias
significativas entre las prevalencias de cada area de la ciudad. Desde las 40 muestras
positivas se recuperaron 47 aislados de STEC, de las cuales 12,8% (6/47) contenia el gen
stxy, 74,5% (35/47) stx, y 12,8% (6/47) tenia ambos genes de virulencia. Ninguna de los
aislados contenia el gen de la intimina (eae), y un 40% fue positivo al factor de virulencia

hlyA. Ninguno de los aislados fue de los serogrupos de STEC 0157 o “Big Six”.

En conclusidn, la carne molida ofrecida en Santiago es un vector de STEC, sin embargo, se
requieren mas estudios para determinar el potencial patogénico de las cepas y el riesgo que
representa la carne molida para la poblacion.

Palabras claves: STEC; Carne molida; carniceria; supermercado; stx; no-O157



ABSTRACT

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) is an emerging pathogen that can cause
sporadic cases and outbreaks of diarrhea, hemorrhagic colitis and / or hemolytic uremic
syndrome in humans, especially children and the elderly. The bacterium is transmitted by

food, especially through raw or undercooked meat products.

The objective of the study was to determine the prevalence of STEC in ground beef
obtained in the city of Santiago, Chile, and to characterize the isolates. We collected 430
ground beef samples from butcher shops and supermarkets across Santiago, from March
2016 to January 2017. The samples were screened through a PCR for the genes stx; and
stxp, and presumptive E. coli colonies were isolated from each positive sample. STEC
confirmation was carried out by PCR for the stx; and stx, genes and biochemical tests for E.
coli. All the isolates were characterized for the presence of the virulence factors intimin
(eae) and hemolysin (hlyA) and tested for the presence of serotypes O157 and Big Six
(026, 045, 0103, 0111, 0121, 0145).

From the ground beef samples, 9.3% (40/430) were positive to STEC: 10.2% (22/215) were
from butcher shops and 8.4% (18/215) from supermarkets. No significant differences were
detected among the prevalence of each area. From the 40 positive samples, 47 STEC
isolates were recovered. Among the isolates, stx; gene was present in 12.8%, 74.5% carried
stxp, and 12.8% had both virulence genes. None of the isolates contained the intimin (eae)
gene, and 40% were positive for the hlyA virulence factor. None belonged to the serogroups
STEC 0157 or Big Six.

In conclusion, ground meat sold in Santiago, Chile carries STEC; however, more studies
are required to determine the pathogenic potential of the strains and the risk that ground

beef represents for the population.

Keywords: STEC; Ground beef; Butcher shop; Supermarket, stx; non-O157
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INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) representan una de las
principales causas de cuadros gastrointestinales en nuestro pais. Con los procesos de
globalizacion, el creciente comercio internacional y los nuevos estilos de vida aumentan los
habitos culinarios y tipos de alimentacion de la poblacidn. Bajo este contexto, y frente a un
interés creciente por mejorar la inocuidad alimentaria, es que cobran relevancia los
patdgenos emergentes transmitidos por los alimentos, los que representan un riesgo para los

consumidores nacionales e internacionales.

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria comensal que forma parte de la microbiota del
intestino de humanos y animales. La mayoria de las E. coli son inocuas para la poblacion
humana. Sin embargo, existen grupos que pueden causar enfermedades, tales como las E.
coli diarreogénicas. Entre ellas, las denominadas E. coli productoras de Shiga Toxina
(STEC) son capaces de ocasionar cuadros clinicos de importancia en la poblacion,
especialmente nifios y ancianos, en los cuales puede generar dafio renal o incluso causar la

muerte.

La carne de bovino constituye uno de los principales vehiculos de transmision STEC, y uno
de los subproductos carnicos mas consumido es la carne molida. Este producto se vende
bajo diversas presentaciones comerciales dentro del pais y podria representar un riesgo para
la poblacién nacional debido al proceso de produccion. Por ejemplo, la carne de vacuno se
puede contaminar con heces de vacunos durante algunos de los procesos de la faena, y
distintos estudios, tanto nacionales como internacionales, han detectado la presencia de

STEC en las heces de bovinos.

En Chile se desconoce el nivel de contaminacion de diversos alimentos con STEC, y
existen escasos estudios en el tema. El presente estudio tiene como objetivo determinar la
prevalencia de STEC en carne molida de bovino, en la ciudad de Santiago y caracterizar los
aislados obtenidos con el fin de generar informacion relevante que pueda ser un aporte a la

inocuidad alimentaria en nuestro pais y establecer una base para futuros estudios en el area.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Generalidades de Escherichia coliy STEC

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo,
movil, no formador de esporas, que sobrevive a pH de entre 4,4 — 9, y que pertenece a la
familia de las enterobacterias (ISP, 2012; OMS, 2016; Winn et al., 2008). Para la
serotipificacion de la bacteria se utilizan dos antigenos; el antigeno somatico (O) ubicado
en la porciéon polisacarida del lipopolisacarido (LPS) y el antigeno flagelar (H) de
naturaleza proteica y que corresponde al flagelo bacteriano (Vivanco, 2011). El primero
determina la clasificacion de diferentes serogrupos y al combinar esta nomenclatura con el
segundo (Antigeno H) determinan la clasificacion de E. coli en diferentes serotipos
(Vivanco, 2011).

E. coli es una bacteria comensal de la microbiota intestinal de hombres y animales. Sin
embargo, dentro de la especie se reconocen al menos seis grupos patdgenos o patotipos
(Baeza, 2013; Bettelheim, 2007; ISP, 2012): -E. coli Enteropatégena (EPEC), -E. coli
Enterotoxigénica (ETEC), -E. coli Enteroinvasiva (EIEC), -E. coli productora de Toxina
Shiga (STEC). -E. coli Enteroagregativa (EAEC) y -E. coli de Adherencia difusa (DEAC).

E. coli productor de toxinas del tipo Shiga (STEC) es un patdgeno emergente que se
transmite a través de alimentos. Recibe su nombre por la capacidad de generar la Toxina
tipo Shiga, la que causa la muerte de células tipo Vero de forma similar a la toxina
producida por Shigella dysenteriae (Marchant, 2013; Vivanco, 2011). STEC es capaz de
generar brotes y casos esporadicos de diarrea con y sin sangre, colitis hemorragica y/o
sindrome hemolitico urémico (SHU) (ISP, 2012; Mekata et al., 2014). Las cepas de STEC
que son capaces de producir estos cuadros graves son conocidas como E. coli
enterohemorragica (EHEC) (Bettelheim, 2007).

Las infecciones con STEC presentan un periodo de incubacion estimado de 3 a 4 dias. La

sintomatologia clinica varia de 4 a 6 dias, y va desde calambres abdominales severos con o

sin fiebre, y diarrea acuosa que puede o0 no ir acompafnada de sangre (Baeza, 2013;

Vivanco, 2011). Sin embargo, el cuadro clinico de mayor relevancia es el de sindrome

hemolitico urémico (SHU) (Vivanco, 2011). Este cuadro se presenta del 2% al 7% de las
2



infecciones por STEC (Vivanco, 2011) y esta definido por una anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia y con falla renal aguda, precedidas habitualmente por
diarreas con sangre, cuyos resultados fatales se pueden presentar entre los 5 a 14 dias

iniciado el cuadro diarreico (Baeza, 2013; Vivanco, 2011).

Los rumiantes, y en especial el ganado bovino, son el principal reservorio de STEC (Bai et
al., 2015; Erickson y Doyle, 2007; ISP, 2012; Karmali et al., 2010), y aunque existen
algunas cepas capaces de generar cuadros diarreicos en terneros, el ganado resulta ser un
portador asintomatico de STEC (Borie et al., 1997; FAO, 2017). En Chile, un estudio
realizado por Borie et al., determiné una prevalencia de STEC del 28% en bovinos y del
68% en suinos (Borie et al., 1997), y otro estudio determind que el 11,9% de bovinos eran
portadores de STEC (Vivanco, 2011).

Los alimentos se pueden contaminar con STEC principalmente por contacto con las
excretas de rumiantes y animales silvestres portadores, puesto que la bacteria es capaz de
sobrevivir a bajas temperaturas y alta humedad de forma exitosa (FAO, 2017; Marchant,
2013). Las heces pueden contaminar de forma directa o indirecta a los alimentos, a través
de la contaminacién de fuentes de aguas utilizadas para riego de cultivos, consumo o
formacion de compost (FAO, 2017). Asi también, puede existir una contaminacion en la
manipulacion de los alimentos durante el transporte, la elaboracion o la preparacion de
estos (FAO, 2017).

Dentro de los alimentos asociados a brotes de STEC/EHEC se encuentran la carne molida y
productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos como hamburguesas, salchichas o
embutidos (Bai et al., 2015; ISP, 2012; Masana et al., 2011); otros alimentos como l&cteos
no pasteurizados, mayonesas, lechuga, soya y alfalfa también han sido asociados a brotes
de STEC/EHEC (ISP, 2012; Masana et al., 2011). Algunos autores mencionan que, dentro
de los alimentos, la leche y la carne molida son los de mayor riesgo para la poblacién
(Karmali et al., 2010), siendo solo 50 unidad formadora de colonias (UFC) la dosis minima

necesaria del patdgeno para causar enfermedad (Mathusa et al., 2010).

El primer brote de enfermedad en USA fue causado en 1982 por hamburguesas y se
atribuyé al serotipo O157:H7 (Baeza, 2013) del cual se han registrado brotes en Canada,
Japon, Reino Unido y USA (Erickson y Doyle, 2007; Karmali et al., 2010; Li et al., 2016;



Masana et al., 2011). EI primer brote de enfermedad de STEC/EHEC no-O157 se detectd
en 1986 en Alemania. Desde ese afio en adelante se han confirmado brotes causados por
una gran variedad de alimentos en Australia, Bélgica, Dinamarca, Noruega, USA, entre
otros (Masana et al., 2011). Las STEC/EHEC no-O157 de los serogrupos que mas
frecuentemente causan enfermedades en humanos son conocidos como los serogrupos “Big
Six”, e incluyen a E. coli 026, 045, 0103, 0111, 0121 y 0145. Estos serogrupos estan
involucrados en el 71% de enfermedades producidas por STEC/EHEC diferente a O157 en
los Estados Unidos (Bosilevac y Koohmaraie, 2011; Li et al., 2016).

Los principales factores de virulencia de STEC son las toxinas Shiga Stx;, Stx, con sus
variantes Stx;(a — ¢) y Stxp(a — h). La toxina Shiga, estd compuesta por 2 subunidades: A 'y
B. La subunidad B esta implicada en la union de la toxina a la membrana celular,
permitiendo el ingreso de la subunidad A al citoplasma celular, la cual interfiere en la
sintesis proteica a nivel ribosomal. Esto genera un dafio irreversible que culmina en
apoptosis (Baeza, 2013). A estos factores se suma el gen eae (Baeza, 2013; Masana et al.,
2011; Mekata et al., 2014) el cual se ubica en la isla de patogenicidad LEE (locus de
borrado del enterocito) y codifica para la proteina intimina, involucrada en la colonizacion
bacteriana del epitelio intestinal, generando una serie de cambios a nivel de citoesqueleto
celular y causando una lesion tipo A/E (adhesion y borrado) (Baeza, 2013). La presencia de
intimina se describe en las cepas de mayor virulencia, sin embargo, no es esencial en la
patogénesis de la enfermedad (Baeza, 2013). Otros genes que se han propuesto como
factores de virulencia se encuentran en plasmidos, siendo uno de ellos el gen para la
enterohemolisina (hlyA), ubicado en el plasmido pO157 cuyo principal rol es el de lisar
células endoteliales liberando hierro el que queda disponible para ser utilizado por la
bacteria (Baeza, 2013).

ETA v STEC en productos carnicos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son responsables de aproximadamente
el 70% de las diarreas en Chile (Olea et al., 2012). Segun los datos obtenidos entre los afos
2005 a 2010 por Olea et al. (2012), el 65% de las ETA correspondi6 a “ETA bacteriana no

especificada” y un 10% a “Diarrea y gastroenteritis de presunto origen infeccioso”. Siendo



en el mes de noviembre cuando se presentan los mayores porcentajes de enfermedad
diarreica (Thomas et al., 2008). En el periodo comprendido entre enero a abril del afio
2017, el 5,5% de las ETA fue causado por carne y productos carnicos. Dentro de los
patogenos identificados, E. coli causo el 2,7% de los brotes de ETA (Orellana y Salvador.,
2017).

La carne, y en particular la carne molida, est& involucrada en brotes de STEC/EHEC en el
mundo y se han asociado a la contaminacion que puede ocurrir durante el beneficio del
animal (Bai et al., 2015; Erickson y Doyle, 2007: ISP, 2012; Karmali et al., 2010; Masana
etal.,, 2011).

Durante el proceso de elaboracion de carne molida, la contaminacion con E. coli se ha
identificado en las etapas de descuerado, evisceracion, enfriamiento de la canal, recorte,
molienda y almacenamiento; asociado a las malas practicas de faenado, higiene de los
mataderos y manipulacion de los animales. (FAO, 2011; FAO, 2017; FSIS, 2001). En estas
etapas, la contaminacion se puede dar tanto por la sobrevivencia de la bacteria en los
insumos de trabajo, como por las malas practicas en algunos procesos de la faena, puesto
que la bacteria puede sobrevivir tanto en plastico como acero inoxidable, siendo estos los
principales materiales utilizados en maquinaria e insumos de trabajo (Erickson y Doyle,
2007; FSIS, 2001).

STEC en el mundo

Estudios realizados en Argentina muestran que un 25% de las carcasas de vacunos son
positivas a E. coli 0157 en carnicerias, 12,3% en matadero y 18,6% en frigorifico. Por otro
lado, un 9% de las carcasas son positivas a STEC no-O157 (Etcheverria et al., 2010;
Masana et al., 2011). En cuanto a productos carnicos, se ha establecido una prevalencia del
28% en hamburguesas (Parma et al., 2000), 8,4% en hamburguesas congeladas (Gomez et
al., 2002) y 1% en salchichas pre-cocidas (Oteiza et al., 2006).

En USA, STEC 0157 presenta una prevalencia de entre 2,4% — 36,4% en carne molida,
17,0% a 49,2% en salchicha, 11,4% a 49,6% en cortes no especificados y 1,7% a 58% en
canales enteras (Erickson y Doyle, 2007; Karmali et al., 2010). Para STEC no-0157 la



prevalencia en carne molida varia entre un 5%— 30% (Bosilevac y Koohmaraie, 2011; Ju et
al., 2012).

Estudios realizados en China muestran que STEC es frecuentemente detectada en carne de
vacuno y cerdo. Un anlisis realizado por Li et al. (2016) determina que el 11,2% de las
muestras tomadas desde supermercado y pequefios negocios fueron positivas a E. coli 0157
mientras que el 15,3% fueron positivas a STEC no-O157. Este mismo estudio revel6 que el
12,3% de carne de vacunos, el 23,1% de carne de cerdos y el 1,4% de vegetales fueron
positivos a STEC O157:H7. En el caso de STEC no-0157, el 48,3% en carne de vacunos,
14,7% en carne de cerdo y 4,3% en vegetales resultaron positivos a la presencia de la
bacteria (Li et al., 2016). Los resultados de estos estudios concluyeron que STEC no-0157
fue mas frecuente en carne de vacuno (48,2%) que de cerdo (23,1%), y que STEC 0157 fue
mas frecuente en carne de cerdo (23,1%) que en carne de vacuno (14,7%) (Li et al., 2016).
Otro estudio realizado en el mismo pais por Bai et al. (2015), en donde se estudiaron cortes
de carnes en ventas al por menor, arrojo como resultado una prevalencia del 11% de STEC
en carnes de vacunos y de 4,4% en carnes de cerdos. Sin embargo, destaca la carne de
cordero con una prevalencia del 20,6%. El estudio sefiala ademas una prevalencia del 0,5%

en carne de pollo y 7,7% en carne de pato (Bai et al., 2015).

STEC en Chile

A nivel clinico, el Instituto de Salud Publica (ISP) identifico 607 cepas de STEC/EHEC
aisladas en nuestro pais desde pacientes con SHU o colitis hemorrégica entre los afios 2010
y 2016. Los anélisis indican que el serogrupo 0157 fue el més frecuentemente aislado en
un 58,6% (356/607), seguido por el serogrupo O26 con un 36,9% (224/607) (ISP, 2017).
Los periodos comprendidos entre mayo y julio representaron los de menor muestras
confirmadas, en cambio entre los meses de septiembre y marzo, existe una mayor cantidad
de confirmadas (ISP, 2017).

A nivel de alimentos, un estudio reciente investigd 304 muestras de cortes de carnes
nacionales e importadas, de las cuales un 6,6% resultdé contaminado con STEC (Baeza,
2013). De las muestras positivas a STEC, el 55% present6 s6lo el gen stx,, seguido por un

35% que presentd los genes stxi/stx, y un 10% soélo el gen stx;. La presencia del gen hlyA se

6



detectd en el 65% de las cepas aisladas. EI 100% de las muestras positivas a STEC
pertenecieron a serogrupos no-0157. De los serogrupos identificados, el mas prevalente fue
el 0113, correspondiendo al 30% del total de las cepas aisladas. Con una frecuencia menor
fueron identificados los serogrupos 0174 (10%), 0141 (5%) y 08 (5%) (Baeza, 2013).

Un boletin emitido por el Instituto de Salud Pablica (ISP) el afio 2016, determin6 que
dentro de 164 muestras de carnes de vacuno recibidas. Once (6,7%) resultaron ser positivas
a la presencia de STEC (ISP, 2017). De éstas, se determino la presencia del gen stx; en el
18,2% (2/11) y el gen stxpen un 81,8% (9/11). En ningunos de los aislados se determino la
presencia del gen eae (ISP, 2017).

En Chile no existe un estudio que caracterice la presencia de STEC en carne molida. Este
alimento es de gran consumo en la poblacidn nacional por su bajo costo, potencial para la
gastronomia y variedad de presentacion a la venta, representando un riesgo importante para
la poblacién. Por lo tanto, el presente estudio propone caracterizar E. coli productora de
toxina tipo Shiga, aislada desde carne molida, comercializada en el gran Santiago.



OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la presencia de E. coli productora de toxinas tipo Shiga (STEC) aisladas de

muestras de carne molida de vacuno del gran Santiago.

Objetivos Especificos

1. Determinar la prevalencia de STEC en muestras de carne molida de vacuno en la

ciudad de Santiago.

2. Determinar la presencia de los serogrupos O157 y “Big Six” en muestras de carne

molida de vacuno en la ciudad de Santiago.

3. Caracterizar genotipicamente los aislados de STEC identificados en muestras de
carne molida de vacuno en la ciudad de Santiago, mediante la determinacién de la

presencia de los genes de virulencia eae y hlyA.



MATERIALES Y METODOS.

Obijetivo 1: Determinar la prevalencia de STEC en muestras de carne molida de

vacuno en la ciudad de Santiago.

Tamario y obtencidén de muestras

Se calculd un tamafio de 430 muestras de carne molida considerando una prevalencia de
7% (Baeza, 2013); poder estadistico 80%; error alfa un 5%. Las muestras fueron obtenidas
desde la ciudad de Santiago, incluyendo las comunas de San Bernardo y Puente Alto,
dividiendo la ciudad en cuatro zonas geograficas (zona Norte, zona Oriente, zona Poniente
y zona Sur) siguiendo la clasificacion del Servicio de Impuestos Internos para las comunas
de Santiago. Se obtuvo la misma cantidad de muestras desde cada zona (Tabla N°1 y Tabla
N°2).

Se tomaron 24 muestras cada dos semanas, 12 de cada tipo de comercio (carniceria o
supermercado), alternando entre comunas de las zonas Oriente - Sur o Zona Norte —
Poniente entre los meses de Marzo de 2016 y Enero de 2017. Las muestras fueron
transportadas a 4°C al Laboratorio de Microbiologia y Probidticos del Instituto de
Nutricion y Tecnologia de los Alimentos donde fueron procesadas dentro de 6h tras su

obtencion.

Tabla N°1: Numero de muestras de carne molida por zona geografica y tipo de comercio.

Zona Carnicerias Supermercados Total
Sur 54 54 108
Norte 54 54 108
Oriente 54 53 107
Poniente 53 54 107
Total 215 215 430




Tabla N°2: Distribucion de comunas por zonas del Gran Santiago para el estudio.

Zona Norte Zona Oriente Zona Poniente Zona Sur
Conchali La Reina Cerrillo El Bosque
Huechuraba  Las Condes Cerro Navia La Cisterna
Independencia Lo Barnechea Estacion Central La Florida
Quilicura Macul Lo Prado La Granja
Recoleta Nufioa Maipu La Pintana
Santiago ZN Pefalolén Pudahuel Lo Espejo

Providencia  Quinta Normal Pedro Aguirre Cerda
Santiago ZO Renca Puente Alto
Vitacura Santiago ZP San Bernardo
San Joaquin
San Miguel
San Ramoén

Santiago ZS

Procesamiento de las muestras

Se pesaron 25¢g de carne molida de vacuno y se incubaron con 225mL de caldo tripticasa-
soya modificado (30g TSB (DIFCO, Estados Unidos) + 1,59 sales biliares N°3 (DIFCO) +
1,5g de fosfato dipotasico (K;HPO,4, Merck, Alemania) por 1L de agua destilada) por 15 —
22h a 42°C (Ju et al., 2012).



Tamizaje

Para determinar la posible presencia de STEC en las muestras, se realizé un tamizaje a
través de una prueba de PCR en busca de los genes que codifican para la toxina Shiga 1y 2
(stxy y stxp) (Cebula, 1995: Toro et al., 2013). En breve, luego de la incubacién, se extrajo
ADN directamente desde el caldo de enriquecimiento utilizando el kit de extraccion
Instagene™Matrix (Bio-Rad, Hércules, Estados Unidos), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Paralelamente, las muestras fueron sembradas en agar Mac Conkey (MCC) por
agotamiento y se incubaron a 37°C por 18-20h (Stromberg et al., 2015). Desde la zona de
crecimiento confluente se extrajo ADN por la técnica del hervido para realizar un tamizaje
complementario. Los PCR de tamizaje se realizaron utilizando GoTaq® Green Master mix,
2X siguiendo las instrucciones del fabricante, y con las concentraciones y temperaturas de
alineamiento especificas para cada partidor (Tabla 3), con una cantidad de 10 pL final
(Cebula, 1995: Toro et al., 2013).

Electroforesis

Para determinar la presencia y el tamafio de los productos de PCR, el resultado de la
reaccion de PCR se visualizé en un gel de agarosa con concentracion entre 1% a 2% segun
cada PCR realizado. Se utilizé6 marcador de tamafio molecular de 100bp (Massruler DNA
LadderMix, Invitrogen). Las condiciones de corrida fueron 100 volts por 30 a 45 minutos
segun el tamafio del producto de PCR.



Tabla N°3: Secuencia partidores E. coli y genes stx; y stx,.

T® Tamafo
Partidor Gen Secuencia del partidor _ _
alineamiento  de banda
E.coliF uspA  (5-CCGATACGCTGCCAATCAGT -3)
58°C 884pb
E.coliR uspA (5- ACGCAGACCGTAGGCCAGAT -3)
stx; F stx, (5-CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG- 3)
59°C 348pb
sty R stxg (5 -CACCAGACAATGTAACCGCTG-3)
stxp F stx, (5-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3)
59°C 584pb
stxx R stx, (5-GCGTCATCGTATACACAGGAGC- 3)

Aislamiento de STEC

Desde cada una de las muestras positivas al tamizaje, se seleccionaron 20 colonias desde la

placa de agar MCC y se extrajo ADN para determinar la presencia de los genes stx. Los

aislados positivos al PCR fueron sometidos a pruebas bioquimicas, tincion de Gram y

prueba de PCR para confirmar la identidad de la bacteria E. coli. Todos los aislados

confirmados como STEC, fueron guardados en congelacion (-80°C) en caldo Brain Heart

Infusion (BHI) con glicerol al 20% para analisis posteriores.

Pruebas bioguimicas

Para la identificacion presuntiva de la bacteria E. coli se realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas: TSI (triple — azucar - hierro), LIA (agar — lisina - hierro), MIO (movilidad —
indol — ornitina), Citrato de Simmons, Fenilalanina y Urea.



Prueba de PCR para E. coli.

En todos los aislados de STEC se confirmd la identidad de E. coli a través de un PCR
especifico para el gen uspA (Chen y Griffiths, 1998). Para las reacciones de PCR se utilizd
GoTag® Green Master mix, 2X siguiendo las instrucciones del fabricante, con las

concentraciones y temperaturas de alineamiento especificas para cada partidor (Tabla 3).

Obijetivo 2: Determinar la presencia de los serogrupos Q0157 y “Big Six” en muestras

de carne molida de vacuno en la ciudad de Santiago.

Para la busqueda de los serogrupos Big Six y 0157 se realizO una prueba de PCR

especifica (Toro et al., 2013).

Para las reacciones de PCR se realizé utilizando GoTaq® Green Master mix, 2X siguiendo
las instrucciones del fabricante, con las concentraciones y temperaturas de alineamiento
especificas para cada partidor (Tabla 4), con un volumen final de reaccién de 25uL (Toro et
al., 2013).



Tabla N°4: Secuencia partidores serogrupos Big Six y O157.

_ _ _ T® Tamario de
Partidor Secuencia del partidor ) )
alineamiento banda
026 F (5- CCGATACGCTGCCAATCAGT -3)
56°C 438pb
026 R (5—- ACGCAGACCGTAGGCCAGAT -3)
O45F (5-CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG- 3)
56°C 341pb
O45R (5 -CACCAGACAATGTAACCGCTG-3)
O103 F (5-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3)
56°C 385pb
O103 R (5—- CCGATACGCTGCCAATCAGT -3)
Ol11F (5—- ACGCAGACCGTAGGCCAGAT -3)
56°C 362pb
O111R (5-CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG- 3)
O121F (5 -CACCAGACAATGTAACCGCTG-3)
56°C 366pb
O121R (5-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG- 3)
Ol45F (5-CCTGTCTGTTGCTTCAGCCCTTT-3)
56°C 392pb
O145R (5-CTGTGCGCGAACCACTGCTAAT-13)
O157F (5-TCGTTCTGAATTGGTGTTGCTCA-3)
56°C 278pb
O157R (5-TCGTTCTGAATTGGTGTTGCTCA-3)




Obijetivo 3: Caracterizar genotipicamente los aislados de STEC identificados en

muestras de carne molida de vacuno en la ciudad de Santiago, mediante la

determinacion de la presencia de los genes de virulencia eae y hiyA.

Confirmacién de presencia de factores de virulencia.

La deteccion de los factores de virulencia se determiné a través de PCR para el gen eae
(Fratamico y Strobaught, 1998) y hlyA (Xia et al., 2010). Todas las reacciones de PCR se
realizaron utilizando GoTaq® Green Master mix, 2X siguiendo las instrucciones del
fabricante, con las concentraciones y temperaturas de alineamiento especificas para cada
partidor (Tabla 5).

Tabla N°5: Secuencia partidores para factores de virulencia eae y hlyA.

o Tamafo
Partidor Gen Secuencia del partidor _ _ de
alineamiento
banda
eae F eae (5-ATTACCATCCACACAGACGGT-3)
63°C 397pb
eae R eae (5-ACAGCGTGGTTGGATCAACCT-13)
hlyaF hlya (5-AGCCGGAACAGTTCTCTCAG-3)
60°C 526pb

hiyaR hlya  (5-CCAGCATAACAGCCGATGT- 3)




Controles positivos

Como control de reaccién de PCR para E. coli y para el serogrupo 0157, asi como para los
genes stxy, stxp, eae, hlyA se utilizo la cepa ATCC35150. Los controles positivos para las
reacciones de PCR de las Big Six fueron las cepas 88-353 (026), A9619-C2 (045),
B27828/95 (0103), P1338 (O111), SJ18 (O121) y CVM9777 (0O145), los que fueron
donados por el Laboratorio de Inocuidad de los Alimentos de la Universidad de Maryland,
College Park, Estados Unidos. Como control negativo se utilizd agua libre de nucleasa

como sustituyente del ADN.

Anélisis de Datos

Los valores de prevalencia de STEC en la ciudad de Santiago se obtuvieron como el
porcentaje de muestras positivas a STEC por zona (norte, sur, oriente y poniente) y por tipo
de comercio (supermercado y carnicerias) y total. Las diferencias entre la prevalencia por
zonas o entre los tipos de comercio se analizaron con la prueba de bondad de ajuste de chi

cuadrado.

Para caracterizar los aislados, se determinG el nimero y porcentaje perteneciente a los
serogrupos O157 y a cada uno de los serogrupos “Big Six” y también se determind la
presencia de los genesstx, stx,. stxa/stxz, hlyA'y eae.



RESULTADOS

Objetivo especifico N°1: Determinar la prevalencia de STEC en muestras de carne molida

de vacuno en la ciudad de Santiago.

De las 430 muestras de carne molida de vacunos que fueron analizadas en el estudio, 40
resultaron positivas a la presencia de STEC, lo que corresponde a una prevalencia del 9,3%

de STEC en el gran Santiago.

Los resultados obtenidos determinan que la zona que presentd una prevalencia mayor fue la
zona Norte, seguida por la zona Oriente, luego zona Sur y finalmente la zona Poniente
(Figura 1). Estos resultados no representan diferencias significativas entre las diferentes
zonas (Valor de x* con 3 grados de libertad y un error del 5% = 12,8381; valor del
estadistico=3,46).

Figura 1. Prevalencia de STEC en muestras de carne obtenidas de distintas zonas del gran

Santiago.
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En cuanto a la prevalencia determinada segun lugar de obtencién de las muestras, se
establecié que el 10,2% (22/215) de las muestras de carniceria fue positivas a STEC, en
cambio, el 8,4% (18/215) de las muestras de Supermercados tenia STEC. Sin embargo,
estos resultados no son significativamente diferentes (Valor de x* con 1 grado de libertad y
un error del 5%=7,8794; valor del estadistico =0,18).

Obijetivo Especifico N°2: Determinar la presencia de los serogrupos 0157 v “Big Six” en
muestras de carne molida de vacuno en la ciudad de Santiago.

Se estudiaron 47 aislados de STEC obtenidos desde las 40 muestras de carne molida de
vacuno analizadas para determinar si pertenecian a uno de los siete serogrupos mas
prevalentes de STEC (026, 045, 0103, 0111, 0121, O145). Los resultados indican que en
ninguno de los aislados pertenecié a los serogrupos 0157 y Big Six.

Cabe mencionar que un aislado resultd positivo al PCR madltiple para los serogrupos Big
Six, sin embargo, al PCR individual de serogrupo el aislado resultd ser negativo para cada

uno de los serotipos Big Six, por lo cual, se determiné que el aislado era un falso positivo.

Obijetivo Especifico N°3: Caracterizar genotipicamente los aislados de STEC identificados

en _muestras de carne molida de vacuno en la ciudad de Santiago, mediante la

determinacién de la presencia de los genes de virulencia eae y hiyA.

En este estudio, determinamos que de los 47 aislados de STEC, se encuentra en mayor
proporcién el gen stxy, seguido por el gen stx, y por ultimo los genes stx; y stx,, en conjunto
(Figura 2).
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Figura 2. Presencia de los genes stx de las aislados desde muestras de carne molida
obtenidas en el Gran Santiago.
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Para los factores de virulencia eae y hlyA, el 40,4% (19/47) de los aislados posee el gen

hlyA, sin embargo, ninguno de los aislados presenta el gen eae.

Por otro lado, al combinar la presencia de los distintos factores de virulencia (stx, stx,, eae
y hlyA) se estableci6 la presencia de 6 perfiles distintos. La mayoria de los aislados obtuvo
como Unico factor de virulencia el gen stx, (53,2%, 25/47), seguido por los aislados que
poseen los factores stx, — hlyA (21,3%, 10/47), el resto de los perfiles se detalla en la tabla
N° 6.

Tabla 6: Perfiles de genes de virulencia decepas aisladas desde muestras de carne molida

obtenidas en el Gran Santiago.

Perfiles de virulencia NUmero de aislados

stx, 25/47 (53,2%)
stx—hlyA 10/47 (21,2%)
stxy 4/47 (8,5%)
Stxy — Stx 4/47 (8,5%)
stxy—hlyA 2/47 (4,3%)
stx; — stx, - hlyA 2147 (4,3%)
Total 47 (100%)
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DISCUSION

STEC es un patdgeno emergente transmitido por un gran nimero de alimentos, entre ellos
la carne (Marchant, 2013; Vivanco, 2011). En particular, la carne molida puede
contaminarse con distintos patdgenos, en distintas etapas de su proceso, tales como la
faena, la molienda y/o el envasado. En este estudio, determinamos que un 9,3%, de las
muestras de carne molida tomadas en Santiago estaban contaminadas con STEC, entre las
que se encontrd que el gen stx, fue el mas prevalente en los aislados (74,5%) seguido por
stx; y la combinacidn stxi/stx, en misma cantidad (12,8%). En los aislados no se encontrd el

gen eae y se determind la presencia del gen hlyA en un 40%.

Un estudio previo realizado en Santiago de Chile (Baeza, 2013) determiné una prevalencia
de STEC del 6,6% en muestras de carne de bovino. Este valor es menor al valor encontrado
en el presente estudio (9,3%). Esta diferencia puede deberse a que dicha investigacion
determind la presencia de STEC en cortes de carnes de vacuno, y no encarne molida. Los
cortes de carne de vacuno son un alimento que poseen menor manipulacion y
procesamiento que la carne molida, por lo tanto, los trozos de carne poseen un riesgo menor
de contaminacién. Al contrario, la carne molida es un alimento que se elabora desde
muchos tipos de cortes de carnes distintos, muchos con origen desconocido en cuanto a
lugar de procedencia o edad de los animales. A su vez, este producto tiene una mayor
superficie de contacto, lo que aumenta el riesgo de contaminacion por contacto entre carne

de diferente origen, el equipamiento utilizado o incluso las manos de los operarios.

Las tasas de aislamiento de STEC en productos carnicos en América Latina varian segun
pais. Diversos estudios en Argentina han determinado prevalencias de STEC desde 9% a un
25% en productos carnicos (Etcheverria et al., 2010; Masana et al., 2011). Cabe destacar
que Argentina es el pais con mayor prevalencia de SHU en el mundo. En Per( se encontré
un 19,4 % positivo para STEC en productos carnicos (Navarro et al., 2017). La prevalencia
de STEC en Uruguay en carne picada fue de 1,8% de STEC 0157 (Varela et al., 2008) y en
Brasil se reportdé un 3,5% de prevalencia de STEC en carne molida de vacuno obtenida
desde carnicerias (Morato et al., 2007). Segun los datos reportados en nuestro pais, Chile
posee prevalencias superiores a las encontradas en Uruguay y Brasil, e inferiores a las

reportadas en Argentina y Peru. Chile recibe importantes voliumenes de carne desde Brasil,
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Argentina, Uruguay, Paraguay y también de USA. Estudios de carne molida en este Gltimo
pais han determinado prevalencias de STEC O157 entre 2,4% a 36,4% (Erickson y Doyle,
2007; Karmali et al., 2010) y para STEC no-0157 la prevalencia en carne molida varia
entre un 5% y un 30% (Bosilevac y Koohmaraie, 2011; Ju et al., 2012), cifras en algunos

estudios similares a las encontradas en nuestro territorio.

En nuestro estudio, de las 40 muestras positivas se obtuvieron 47 aislados de STEC. De
estos, el 12,8% de los aislados poseia solo el gen stx1, el 74,4% portaba el gen stx2 y el
12,8% tenia los genes stx1 y stx2. Diversos estudios sefialan que la presencia del gen stx2
estd asociada a casos méas severos de SHU vy colitis hemorrdgica en humanos. (Bolton,
2010). El estudio realizado por Baeza 2013 en Chile en cortes de carne determind, al igual
gue nuestro estudio, que el gen mas encontrado fue stx, con un 55%, seguido por stx;/stx;
(35%) v stx; (10%). En un reporte realizado por el ISP en el afio 2017, donde estudiaron
diversos alimentos, igualmente se concluyé que de los aislados el gen encontrado con

mayor frecuencia es stx, con un 52,4%, seguido por stx; (36,6%) y stxi/stx; (11%).

En el presente estudio no se observo la presencia de E. coli de serotipos Big Six ni O157.
Esto es similar a lo reportado por Baeza, quien tampoco encontrd E. coli serogrupo O157 ni
de serogrupos Big Six (Baeza, 2013). Es importante mencionar que el 50% de las cepas
aisladas en dicho estudio no logro ser serotipificada (Baeza, 2013). En estudios en América
Latina se ha detectado STEC serotipo O157 en Argentina (6,2%), Pert (12,3%) y Uruguay
(1,8%) (Brusa et al., 2013; Etcheverria et al., 2010; Miccio et al., 2011; Mora et al., 2007;
Morato et al., 2007; Varela et al., 2008).

Pese a que en el presente estudio y en el de Baeza no se determind la presencia de STEC
0157 ni Big Six en muestras de carne de vacuno, un estudio del afio 1997 (Borie et al.,
1997) determind la presencia de STEC en heces de bovinos y suinos en Chile, encontrando
cepas de serogrupos 0157, 026 y O111 en ambas especies; en suinos se agrega la
presencia de al menos 9 serotipos diferentes a Big Six y 0157 (Borie et al., 1997). Un
estudio maés reciente, realizado por Vivanco en el afio 2011 en Chile, determind que solo
una cepa aislada de bovinos era del serogrupo 0157, correspondiente al 1,9% de las cepas
identificadas. El serotipo O171:H2 fue el de mayor proporcion, con un 13,46%, seguido por

el serotipo O20:H19 en un 9,6%. Considerando los serotipos Big Six se determiné al menos
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dos cepas del serogrupo 0103 (3,8%), y los serogrupos restantes correspondieron a No —
0157 distintos a los Big Six (Vivanco, 2011).

E. coli 0157 (55,7%) y 026 (34,9%) corresponden a los serogrupos més frecuentemente
reportados como causantes de infeccién humana por STEC en Chile (ISP, 2017). En el
presente estudio no se encontrd cepas pertenecientes a ninguno de estos serotipos en las
muestras carnicas analizadas. Este resultado podria indicar que la carne que se expenden en
Santiago no es vehiculo de estos serogrupos, sin embargo, un mayor tamafio de muestra
podria ayudar a dilucidad una respuesta. Por otro lado, existe la posibilidad de que otros
alimentos pudieran ser la fuente de infeccion con estos serogrupos de STEC para la
poblacion humana como por ejemplo agua, verduras y frutas contaminadas. Por Gltimo, es
importante destacar que existen diversos medios de transmision de STEC a las personas

como por ejemplo contacto persona a persona y con animales (FAO, 2017),

El factor de virulencia eae permite la adhesion de STEC al enterocito y es fundamental para
producir la lesion de tipo A/E (adhesion y borrado). En el presente estudio no se encontro el
gen eae en las muestras estudiadas. Similar resultado fue reportado por Baeza (Baeza,
2013). De los estudios realizados en el pais, solo se encontré el gen eae en 4 cepas (7,7%)
identificadas por Vivanco en muestras de heces de bovinos (Vivanco, 2011) y en 10 cepas
(35%) identificadas en heces de bovinos por Borie y colaboradores (Borie et al., 1997). Sin
embargo, existen otros factores de virulencia que permitirian la adhesién de STEC a la
célula intestinal (Baeza, 2013) por lo cual, la sola ausencia del factor de virulencia eae no
descarta la patogenicidad de las cepas identificadas en este estudio. Un estudio realizado
por Ju et al, 2012 en USA, no reportd presencia del gen eae en cepas de STEC no-0157 (Ju
et al, 2012); en Brasil se reportdé solo un aislado portador del gen eae dentro de 171
aislados de carne de porcino (Ristori et al, 2017); en Argentina reportes no determinan la

presencia del gen eae en carnes (Echeverria et al, 2010).

Por otro lado, el gen hlyA fue detectado en el 40% de los aislados. El gen codifica para una
toxina que causa la lisis de los eritrocitos y esta asociado a aislados proveniente de cuadros
clinicos en humanos (Vidal et al., 2010; Lorenz et al., 2013). Un estudio previo determino
que el 65% de cepas de STEC aisladas en Chile desde muestras de carne poseia el gen

hlyA; cifra mayor a la encontrada en nuestro estudio (Baeza, 2013).
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De los genes estudiados, se determinaron 6 perfiles de virulencia distintos, siendo los
aislados portadores del gen stx, (53,2%) y stx, — hlyA (21,2%), los mas prevalentes. Esto
presume un riesgo para la poblacion por la patogenicidad del gen stx,, sin embargo, se
requieren mas estudios para determinar el potencial patogénico de éstos aislados. Por
ejemplo, seria de importancia determinar la presencia de genes que permitan la adhesion de
STEC al enterocito, y que pudieran reemplazar la funcién del gen eae y asi permitan la
infeccion en humanos y el desarrollo del cuadro clinico. Algunos de estos genes son efa, Ipf

y saa.

La serotipificacion completa de los aislados hubiese permitido determinar si los serogrupos
aislados en este estudio son los mismos o similares a los encontrados en los otros estudios
de Chile o de América Latina, permitiendo evaluar y comparar las semejanzas en los
distintos serotipos encontrados en carnes y los reportados en cuadros clinicos en humanos.
Ademas, la determinacion de la presencia de STEC en carnes de otros tipos, como carne de
cerdo, hubiese podido entregar un escenario mas completo sobre la situacién actual en

Santiago.

El estudio realizado pone en manifiesto que en nuestro pais existe la presencia de STEC en
carne molida de bovino, por lo tanto, existe la posibilidad de que otros productos céarnicos
también estén contaminados con esta bacteria. Existen pocos estudios de STEC en alimento
en nuestro pais, por lo cual la presente investigacion entrega informacion valiosa con
respecto a las tasas de aislamiento y caracterizacion de los aislados encontrados. En este
escenario toma relevancia la vigilancia epidemiolégica del patégeno en los alimentos
comercializados en nuestro territorio. ES importante entregar recursos para generar nuevos
estudios que permitan profundizar la informacion y educar a la poblacién sobre los riesgos

de STEC, para instruir en la prevencion del patégeno al momento de consumir alimentos.
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CONCLUSION

Este estudio entrega informacion relevante acerca de la identificacion de E. coli productora
de toxinas del tipo Shiga (STEC) en carne molida que se vende en Santiago. La
importancia de este patdgeno radica que es capaz de generar brotes y casos esporadicos de

diarrea con y sin sangre, colitis hemorragica y/o sindrome hemolitico urémico (SHU).

El estudio realizado determind que, dentro de la carne molida que se expende en el Gran
Santiago, un 9% esta contaminada con STEC. Esta contaminacion es independiente del
lugar de expendio de la carne (supermercado o carnicerias). Si bien en este estudio no se
aislo cepas de los serogrupos mas frecuentemente involucrados en enfermedad humana, no
se puede descartar el riesgo infeccién con STEC para la poblacion que consume o manipula
carne molida de vacuno, ya que algunas de las cepas obtenidas presentan factores de
virulencia frecuentemente asociados a enfermedad. Por lo tanto, una caracterizacion mas

detallada podria ayudar a determinar el potencial patogénico de las cepas.

En conclusidn, la carne molida ofrecida en Santiago es un vector de STEC, sin embargo, se
requieren mas estudios para determinar el potencial de patogenicidad que poseen estas

cepas y el riesgo que representa la carne molida para la poblacion.
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