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APLICACION DE IRRADIACION GAMMA
(°CO) PARA EL CONTROL DE STEC
ESCHERICHIA COLI PRODUCTORAS

DE TOXINA SHIGA (026, 045, 0103, 0111,
0121, 0145Y 0157:H7) EN HAMBURGUESAS
CRUDAS CONGELADAS

Mussio, Paula'; Martinez, Inés3; Soria, Alejandra1 2 SUERRSERHE

Soumastre, Martina3 Las Escherichia coli productoras de Toxina Shiga
1Gerencia de Analisis, Ensayos y Metrologia - (STEC) 0157:H7 y no-0157:H7 han sido identificadas
Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay, LATU. como patdgenos alimentarios emergentes (Brooks et
2Comité Nacional de Irradiacion al., 2005), siendo los principales alimentos vinculados
SGerencia de Investigacion, Desarrollo e Innovacion, a estos brotes las hamburguesas de carne bovina insu-
Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay, LATU. ficientemente cocidas (Masana et al.,, 2011).

imartin@latu.org.uy Las STEC son responsables de enfermedades

gastrointestinales e infecciones graves, tales como el
sindrome urémico hemolitico (SUH) y colitis hemorra-
gica (HC) (D’Aoust et al., 2007; Varela et al., 2008).
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La patogenicidad de las STEC depende mayoritariamen-
te de los factores de virulencia: toxinas Shiga, intimina
y enterohemolisina. Las primeras son proteinas codifi-
cadas por los genes stx1y stx2, ambos con actividades
bioldgicas similares (Hussein, 2007). La intimina y la
enterohemolisina estan involucradas en la adherencia
intima de la bacteria a la superficie intestinal del hospe-
dero y el posterior dafo a los enterocitos (Hussein,
2007). La primera es codificada por el gen eae, mien-
tras que ehxA codifica para enterohemolisina. Ambos
genes se encuentran en todas las cepas de E. coli
0157:H7 (Neill, 1997) y en la mayoria de las cepas
STEC no-0157. Por definicion, una STEG contiene uno
0 ambos genes stx (stx7 y/o stx2) y el gen eae (Paton
y Paton, 2000; Hussein, 2007), por lo que los mismos
suelen utilizarse como marcadores moleculares para la
deteccion de estos microorganismos.

Pese al creciente interés por la deteccion de las
STEC a nivel mundial, las técnicas de busqueda e iden-
tificacion de estas cepas en alimentos se encuentran
adn en pleno desarrollo. Tanto en Europa como en
Estados Unidos la deteccion de estos patogenos se
limita a unos pocos laboratorios especializados. Esto se
debe a que la deteccion y posterior caracterizacion de
los diversos serogrupos circulantes en los medios de
cultivo comercialmente disponibles no resulta sencilla
(CDC, 2005; USDA, 2011). En Uruguay hemos logrado
poner a punto una metodologia que permite la detec-
cion rapida de los siete serogrupos de STEC mads pre-
valentes a nivel mundial (026, 045, 0103, 0111, 0145,
0121y 0157) en hamburguesas congeladas crudas. La
misma se basa en el empleo de PCR en tiempo real
empleando wet pools (Mussio et al., 2014).

Por otra parte, es importante disponer de
herramientas que permitan la mitigacion de estos pato-
genos en la matriz carnica como medida de control de
los mismos, logrando también el cumplimiento de los
estandares establecidos en el comercio internacional.
Uruguay fomenta el interés de aplicar la tecnologia de
irradiacion en la carne vacuna para cumplir este objeti-
VO, por ser un pais exportador y producir importantes
volimenes de abasto local. El proceso de irradiacion
involucra exponer al alimento a cantidades de radiacion
ionizante cuidadosamente controladas, durante un
tiempo determinado (IGCFI, 1999). La irradiacion,
como técnica de intervencion, es un excelente punto
critico de control dentro de un sistema HACCP y es
reconocido como tal por el USDA (FSIS, 2000). La apli-
cacion de radiacion ionizante a dosis relativamente
bajas se presenta como una herramienta alternativa y
factible de ser aplicada para la obtencién de hambur-

guesas inocuas. Trabajos anteriores realizados en otros
paises demostraron que la radiacion ionizante (4,5
KGy) aplicada a muestras de carne picada mezclada y
enfriada (Tuncay et al., 2008; Park et al., 2010) que con-
tenia Escherichia coli 0157:H7, Salmonella spp. y
Staphylococcus aureus fue capaz de eliminar estos
patogenos de las muestras contaminadas.

En este trabajo se evalud el comportamiento y
resistencia de siete cepas de STEC (026, 045, 0103,
0111, 0145, 0121 y 0157:H7) a la irradiacion gamma
(60Co) en hamburguesas congeladas crudas, demos-
trandose una vez mas los beneficios del uso de la ener-
gia ionizante como método de reduccion de microorga-
nismos patdgenos en muestras de alimentos. El plan de
trabajo involucrd dos etapas:

1) Determinar la dosis de irradiacion necesaria para
disminuir un orden logaritmico la concentracion de
cada una de las siete cepas (D10).

2) Determinar la dosis de irradiacion capaz de elimi-
nar distintas cargas de STEC inoculadas en mues-
tras de hamburguesas congeladas crudas.

MATERIALES Y METODOS

Etapa 1) Determinacion del D10 para cada una de las
siete cepas de STEC

Triplicados de 11 g de hamburguesas 100% de carne
vacuna previamente irradiadas con 7,7 kGy de 60Co se
inocularon con una carga aproximada de 106 células/g
de cada una de las siete cepas de STEC en forma indi-
vidual. Las muestras se irradiaron con: 0, 0.44 y 0.8
kGy de 69Co y se conservaron a -20°C durante 24 horas.
Cumplido ese tiempo, se realizd el recuento bacteriano
en Tempo® AC (Aerobic Count). Se calculd el valor D10
correspondiente a cada cepa a partir de las pendientes
del gréfico Log del recuento bacteriano en funcion de la
dosis de irradiacion (kGy) para cada cepa.

Etapa 2) Determinacion de la dosis de 60Co capaz de
eliminar distintas cargas de STEC

Muestras de 65 g de hamburguesas 100% de carne
vacuna previamente irradiadas con 7,7 kGy de 60Co se
inocularon con diferentes cargas de cada una de las
siete cepas de STEC. Las mismas se irradiaron con dis-
tintas dosis y posteriormente se evalu¢ la presencia de
STEC mediante PCR en tiempo real (BaxSysteme®,
Dupont). Adicionalmente se realizaron recuentos de
aerobios totales (Plate Count Agar, Oxoid), STEC
(Rainbow agar,Biolog)) e inmunoseparacion magnética
de serogrupos positivos (RapidCheck® Magnetic
Particles, Sdix), a modo de confirmacion.
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RESULTADOS

Etapa 1) Determinacion del D10 para cada una de las
siete cepas de STEC

La figura 1 muestra los valores del logaritmo del
recuento bacteriano en funcion de la dosis de irradia-
cion aplicada para cada cepa. Los valores D10 obteni-
dos en estas condiciones fueron: 0,55 para E. coli 026;
0,32 para E. coli 045; 0,28 para E. coli 0103; 0,30 para
E. coli0111; 0,33 para E. coli 0145y 0,38 para E. coli
0157.

Etapa 2) Determinacion de la dosis de 6°Co capaz de
eliminar distintas cargas de STEC

Indculo: 6 log UFC de STEC

La tabla 1 muestra los resultados de los recuentos bac-
terianos, deteccion de genes de virulencia (stx/eae) y
confirmacion de serogrupos positivos en las muestras
inoculadas con una carga de STECs de 106 células/g de
muestra e irradiadas posteriormente con 2.2; 3.2; 3.5y

3.7 kGy.

TABLA 1 - Resultados de los recuentos bacterianos, deteccion de genes de virulencia (stx/eae)
y confirmacion de serogrupos positivos en las muestras inoculadas con una carga de aproximadamente 106 células de STEC
e irradiadas con 2.2; 3.2; 3.5y 3.7 kGy. nd: No determinada
Diosia Recuento Inéculo (células/65g)
Irrad-laclon Aerobios = Screening S IMS/
Aplicada S stx/eae serologia
(PCA/ A)
® R
(kGy) TEMPOAC) (
Cepas +: 026 (Ct 27.4),
0121 (Ct 38.2), 045 (Ct
0 7.1x10° 5.1x10° nd 33.0), 0103 (Ct 33.0), 0145 | nd
(Ct23.0), 0111 (Ct 26.5) y
0157:H7 (Ct 30.8)
Cepas +: 026 (Ct 39.4),
2.2+0.09 2.1x10° <2.6x10° e+ (373 1 o121 (et 39.6), 0111 (et s 026
eae +Ct37.8) | 387),045(Ct40.5),0103 | 10111 +
(Ct 40.2), 0145 (Ct 39.8)
Cepas +: 026 (Ct 41.5),
121 1.1), 04 t
stx + (Ct 34.5) oL2Liceala), ORs(C
3.2:0.14 <2.6x10° <2.6 X102 40.8), 0103 (Ct 39.6), 0145 | ;15 0103 -
eae +Ct36.6) | (Ct40.5)
Cepas -: 0111y 0157:H7
0 1.2x10° 1.1x10° + nd nd
Cepas +: 026 (Ct 40.6),
0121 (Ct 39.6), 045 (Ct
stx + (Ct 36.1) ( ) (
3.540.17 3.9x10° < 2.6 x10° 39.5), 0103 (Ct 38.9), 0145 | ;)15 0145 -
eae + Ct37.0) | (Ct38.7)
Cepas-: 0111y 0157:H7
Cepas +: 026 (Ct 40.8),
0121 (Ct 40.7), 045 (Ct
stx + (Ct 37.7)
3.7+0.16 2.1x10° < 2.6 x10° 40.0), 0103 (Ct 39.9), 0145 | g5 0145 -
eae +Ct37.4) | (Ct39.0)
Cepas-: 0111y O157:H7
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FIGURA 1 - Log del recuento bacteriano en funcién de la dosis Indculos: 3 log, 4 log, 5 log UFC de =
S STEC =
de irradiacion (kGy) para cada cepa p=
8.0 La tabla 2 muestra los resultados de los (s
I recuentos bacterianos, deteccion de =
o 08 genes de virulencia (stx/eae) y confirma- =
= 60" @ ® E.coli0121 o o =
£ 6 \ > _ cion de serogrupos positivos en las
3 5.0 ._.\ ® Ecoli026 | myestras inoculadas con cargas de 105,
= . .
S 40 . \. ® E.coli0103 | 104y 105 UFC de STEC y posteriormente
= . .
S 30 s E.colio111 irradiadas con 4.0 kGy.
g 3.
é, 20 @ E.coli0145
- 10 ® E coli0157
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Dosis (kGy)
TABLA 2 - Resultados de los recuentos bacterianos, deteccion de genes de virulencia (stx/eae) y confirmacion
de serogrupos positivos en las muestras inoculadas con cargas de 103, 104y 105 UFC de STEC
e irradiadas con 4.0 kGy de €Co. nd: No determinada.
Dosis liicails Recuento (células/65g) _
S i Inéculo Screeni
Irradiacién inicial Rl N Paneles
Aplicada estimado Aerobios STEC .
en65g PCA S stx/eae
(kGy) en65g ( f (RA)
TEMPO AC)
Cepas +: 026 (Ct 32.6 ), 045 (Ct
25.6), 0103 (Ct 23.9), 0111 (Ct
0 1x10® 3.9x10° 3.9x10° 1.5x10° nd ) ( ) (
28.2), 0121 (Ct 33.0), 0145 (Ct
22.8) y 0157:H7
4.10 +0.17 1x10® 3.9x10° <2.6x10° <2.6x10” . nd
4.30+0.18 1x10* 3.9x10* <2.6x10° < 2.6 x10° - nd
Réplica A) Réplica B)
Cepas +: 045 | Cepas +: 0121
(Ct40.8)y (Ct39.7)y
tx + (Ct
53;5(] 0145 (Ct 0145 (Ct
4.20 +0.17 1x10° 3.9x10° <2.6x10° <2.6x10” ea'e . 41.4). 40.2).
Cepas -: Cepas -: 026,
(Cr38) 026, 0103, 045, 0103,
0111,0121y Ollly
0157:H7 0157:H7
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CONCLUSIONES

Se demostrd la aplicabilidad de la técnica de irradiacion
con (69Co) como estrategia de mitigacion de STECs en
muestras de hamburguesas crudas congeladas.

La dosis de irradiacion promedio que permitio
disminuir un orden de magnitud (D10) las cargas de
STEC inoculadas en muestras de hamburguesas 100%
carne vacuna previamente irradiadas fue de 0.34 kGy.
Dosis superiores a 2.2 kGy disminuyeron los recuentos
bacterianos, mientras que dosis superiores a 3.0 kGy
comprometieron la viabilidad de las cepas estudiadas. La
eliminacion efectiva de las siete cepas de STEC inocula-
das en 65 g de hamburguesas con una carga de 1x103 y
1x104 UFC de STEC se logro con una dosis de 4.0 kGy.
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