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Contaminacidn por Escherichia coli Shigatoxigénica en Puestos
de Expendio de Carne de Pollo en un Distrito de Lima

SHIGATOXIGENIC Escherichia coli CONTAMINATION IN CHICKEN MEAT STALLS
IN A DisTRICT OF LiMA, PERU

Juan Rail Lucas L.!, Siever Morales Cauti>®, Erika Paloma Salazar Jiménez*,
Carlos Eslava Campos*, Débora E. Alvarado®

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar si los puestos de venta de carne de
pollo son una fuente de contaminacion con Escherichia coli shigatoxigénica (STEC) en
mercados de abastos. Se tomaron hisopados de la superficie de manos, tablas de picar y
mesas de 50 puestos de expendio de carne de pollo en el distrito de San Juan de Miraflores,
Lima, Pert (n=150 muestras). Se realiz6 aislamiento microbiologico estdndar e identifica-
cion molecular de los genes stx1, stx2 y eaeA mediante PCR. E142% (63/150) y 25.3% (38/
150) de las muestras fueron positivas a E. coli y STEC, respectivamente. E1 84% (42/50) y
66% (33/50) de los puestos de venta poseian al menos una de las superficies contamina-
dascon E. coliy STEC, respectivamente. E1 68.3% (43/63) de las cepas de E. coli aisladas
fueron patogenas por presentar al menos un gen evaluado. De estas, 38 cepas fueron
STEC y presentaron los genes stx1 (19.0%, 12/63), stx2 (14.3%, 9/63) y las asociaciones:
stx1 y stx2 (12.7%, 8/63), stx1, stx2 y eaeA (6.3%, 4/63), stx2 y eaeA (4.8%, 3/63), y stx1ly
eaeA (3.2%, 2/63). Se observaron practicas de higiene deficientes en el puesto de venta
y durante el expendio. Se confirma que los puestos de venta de carne de pollo del
mercado limefio son fuente potencial de contaminacioén de STEC.

Palabras clave: Escherichia coli, mesa de expendio, tablas de picar, patdgeno, practicas
de higiene, STEC
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Contaminacioén por STEC en puestos de venta de pollo

The aim of this study was to determine if chicken meat stalls are sources of
contamination with shigatoxigenic Escherichia coli (STEC) in Lima, Peru. Swabs from
the surfaces of hands, cutting boards and sale tables of 50 chicken meat stalls in a large
market in the district of San Juan de Miraflores, Lima, Peru were taken (n=150 samples).
Standard microbiological isolation and molecular identification of stx1, stx2 and eaeA
genes by PCR was performed. Results showed that 42% (63/150) and 25.3% (38/150) of
samples were positive for E. coli and STEC respectively. Besides, 84% (42/50) and 66%
(33/50) of chicken meat stalls had at least one contaminated surface with E. coli and
STEC respectively. Also, 68.3% (43/63) of strains of E. coli isolated were pathogenic for
presenting at least one of the evaluated genes. There were 38 STEC strains and presented
stx1 (19.0%, 12/63), stx2 (14.3%, 9/63) and the associations stx1 and stx2 (12.7%, 8/63),
stx1, stx2 and eaeA (6.3%, 4/63), stx2 and eaeA (4.8%, 3/63), and stx1 y eaeA (3.2%, 2/63).
Poor hygiene practices were observed in the chicken meat retail stores. It is confirmed
that chicken meat stalls in the Lima market were potential sources of contamination of
STEC.

Keywords: Escherichia coli, sale table, cutting board, pathogen, hygiene practices,

STEC

INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria que
forma parte de la microflora intestinal de los
humanos y animales. Sin embargo, algunas
cepas de E. coli han adquirido factores de
virulencia que las hacen patégenas, denomi-
nandose cepas diarrogénicas o patdgenicas,
las cuales se clasifican en seis patotipos o
subgrupos (Nataro y Kaper, 1998). E. coli
shigatoxigénica (STEC) es el patotipo mas
comun causante de enfermedades trasmiti-
das por alimentos (ETA) que ha emergido en
los ultimos afios (Gyles, 2007).

Las STEC poseen las shigatoxinas
(Stxs), Stx1 y Stx2, que son factores de viru-
lencia de naturaleza proteica, codificados en
los genes stx1 y stx2. Stxs producen colitis
hemorragica, pero también conllevan una
accion sistémica que puede causar sindrome
urémico hemolitico (SUH), una severa se-
cuela que se caracteriza por falla renal, ane-
mia hemolitica y trombocitopenia. La intimina
(del gen eaeA) es otro factor de virulencia
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importante que puede estar presente en STEC
y mediante el cual se adhiere al enterocito
(Gyles, 2007).

Los nifios menores de 5 afios y los an-
cianos constituyen el grupo mas vulnerable,
con una mayor incidencia de infecciones
sintomaticas por STEC y alto riesgo de evo-
lucion a SUH (Thorpe, 2004). En el Pert,
STEC se ha asociado al 9.2% de los cuadros
de diarrea sanguinolenta en nifios de menos
de 5 afios (Llanos et al., 2012).

El principal reservorio de STEC son los
rumiantes domésticos. Aparentemente el po-
1lo y su carne no son reservorios importantes
de STEC, encontrandose prevalencias de me-
nos de 1% (Read et al., 1990; Piérard et al.,
1997; Xia et al., 2010). Sin embargo, se ha
reportado que el manejo en el puesto de ven-
ta incrementa la frecuencia de STEC en la
carne debido a la contaminacion cruzada du-
rante su manipulacion (Samadpour et al.,
1994; Chinen et al., 2009; Etcheverria et al.,
2010; Alonso et al., 2012).
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Por lo expuesto, es importante confir-
mar si las actividades de expendio son una
fuente de contaminacion con STEC en uno
de los mas grandes mercados de abastos de
Lima, Perq, especialmente si se considera que
la carne de pollo es la de mayor consumo en
el Perti y es también vehiculo de ETA (Lucas
et al.,2013; Zambrano et al., 2013).

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Muestreo

Se evaluaron los puestos de venta de
carne de pollo del Mercado Cooperativo de
Ciudad de Dios, del distrito de San Juan de
Miraflores, Lima, Pert. Se muestreo la tota-
lidad de puestos de venta de carne de pollo
(n=50) en marzo del 2013. El estudio se hizo
en coordinacion con la Gerencia de Salud
Publica de la Municipalidad Distrital y los di-
rigentes del mercado de abasto.

Se tomaron tres muestras por puesto de
venta con el uso de hisopos estériles. Estas
fueron muestras de manos (hisopado de am-
bas manos), tablas de picar (hisopado de la
superficie que tiene contacto con la carne) y
mesa de expendio (hisopado de la mesa al-
rededor de la tabla), resultando en 150 mues-
tras en total. Los hisopos se llevaron en me-
dio de transporte Stuart y en caja térmica a
4 °C hasta el laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zoo-
tecnia de la Universidad Cientifica del Sur
para la identificacion microbioldgica de E.
coli y deteccion de los factores de virulencia
determinantes de STEC.

Durante la toma de muestras se ob-
servaron las posibles faltas en las medidas de
higiene presentes en cada uno de los puestos.

Identificacion de Escherichia coli
La identificacion de E. coli se realizd
de forma convencional (MINSA, 2005), la

misma que incluyé un enriquecimiento en
caldo tripticasa de soya (24 h, 37 °C) y aisla-
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miento en agar McConkey (24 h, 37 °C) de
colonias lactosa positivas. Estas cepas fue-
ron evaluadas mediante pruebas bioquimicas
de rojo de metilo, urea, Vorges Proskauer,
fenilalanina, movilidad, citrato de Simmons,
descarboxilacion de la arginina, lisina y
ornitina y oxidacion del cido gluconico, para
confirmar la presencia de E. coli.

Identificacion de Factores de Virulencia
de STEC

Las cepas compatibles con E. coli fue-
ron sometidas a dos protocolos de PCR para
detectar los factores de virulencia propios de
STEC; uno de PCR multiple para detectar
stx1 y stx2, y uno de PCR simple para detec-
tar eaeA.

Para ello se usaron cebadores descri-
tos por Wu et al. (2010), que se muestran en
el Cuadro 1. Se utiliz6 la técnica de extrac-
cion del DNA por shock térmico, descrita por
Reischl et al. (2002). El volumen final de cada
ensayo fue de 25 ul, conteniendo 0.75 pl de
MgCl,, 2.5 ul de buffer de PCR 10X, 1.25 pl
de cada cebador evaluado, 0.5 ul dNTP 200
pum, 0.1 pl Taqg ADN polimerasa y 2 pl de la
muestra de ADN, ajustando el volumen final
con agua bidestilada estéril. Las condiciones
de los PCR fueron las descritas por Wu et
al. (2010).

Para visualizacion de los productos am-
plificados se us6 agarosa 1.5%, colocando 5
ul del producto del PCR mas 3 ul del buffer
de carga en cada pozo y se uso un voltaje de
electroforesis de 90 V por 30 min. Los geles
se tifieron en bromuro de etidio (10 ug.ml!)y
se visualizaron en un transluminador (Uvitec,
Alemania).

Analisis de Resultados

Se determino la presencia de STEC si
las cepas de E. coli poseian al menos una de
las Stxs. Se evidenci¢ la diferencia estadisti-
ca entre el tipo de superficie evaluada y la
frecuencia de E. coli y STEC mediante la
prueba de Chi cuadrado, usando el paquete
estadistico SPSS 23.

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(3): 618-625
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Cuadro 1. Cebadores usados para la deteccion de E. coli shigatoxigénica (STEC) en
muestras de puestos de venta de came de pollo

Gen Secuencia 5’ - 3’ Amplicon
(bp)
AAACAGGTGAAACTGTTGCC
eaeA 454
CTCTGCAGATTAACCTCTGC
1 CAACACTGGATGATCTCAG o
t.
St CCCCCTCAACTGCTAATA
) ATCAGTCGTCACTCACTGGT o
t.
St CTGCTGTCACAGTGACAAA

Cuadro 2. Frecuencia de presentacion de los genes stx1, stx2 y eaeA en 63 cepas aisladas
de E. coli de superficies de puestos de venta de carne de pollo (manos del
trabajador, tabla de picar y mesa de expendio) en un mercado de abastos de San

Juan de Miraflores, Lima

Cepas Manqs de Tabla de Mesa d? Total
trabajador picar expendio (%)
stxl 5 3 4 19.0
stx2 5 1 3 14.3
stx1 + stx2 1 2 5 12.7
eaeA 1 4 0 7.9
stx1 + stx2 + eae A 1 2 1 6.3
stx2 + eaeA 1 2 0 4.8
stx1 + eaeA 2 0 0 3.2
Total 16 14 13 68.3

RESULTADOS

El 42% (63/150) y 25.3% (38/150) de
las muestras fueron positivas a E. coli y
STEC, respectivamente. El 84% (42/50) y
66% (33/50) de los puestos de venta poseian
al menos una de las superficies contamina-
das con E. coli y STEC, respectivamente;
sin encontrarse diferencia estadistica entre
la presentacion de E. coli o STEC y el tipo
de superficie muestreada (Figura 1).
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Se identificaron 63 cepas de E. coli,
donde 21 fueron aisladas de manos de los
trabajadores, 20 de tablas de picar y 22 de
mesas de expendio. El 60.3% (38/63) de las
cepas presentaron al menos un gen que codi-
fica alguna de las dos Stxs. E1 68.3% (43/63)
de las cepas de E. coli presentaron al menos
un gen de virulencia evaluado (cepas
patdgenas) y el 6.3% (4/63) de las cepas po-
seian los tres factores de virulencia. La fre-
cuencia de cepas con factores de virulencia
de interés en la salud publica se muestra en
el Cuadro 2.
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Figura 1. Frecuencia de E. coli y STEC en superficies de puestos de venta de carne de pollo
(manos del trabajador, tabla de picar y mesa de expendio) en un mercado de abastos
en San Juan de Miraflores, Lima (50 muestras por superficie)

Se observaron diversas deficiencias de
buenas practicas de manufactura durante el
expendio en el puesto de venta. La mayoria
de los vendedores no contaban con guantes,
cobertores de cabello ni tapabocas. Tampo-
co disponian de un lavatorio apropiado donde
lavarse las manos ni otro donde lavar y des-
infectar los cuchillos y tablas con las debidas
frecuencias.

En todos los puestos se observo cana-
les de pollo sin eviscerar, la carne se vendia
sin conservacion en refrigeracion y los mani-
puladores de la carne también realizaban el
cobro. Ademas, los puestos de venta limita-
ban con otros puestos de venta de alimentos,
como verduras, carne de pescado, especias
y abarrotes.

DiScUSION

La presencia de STEC en al menos una
de las superficies contaminadas del 66% de

622

los puestos de venta confirma al puesto de
expendio de carne de pollo como fuente de
contaminacion con este agente.

Stxs son considerados factores de viru-
lencia criticos en las enfermedades produci-
das por STEC. Stxs se unen a las células que
poseen receptores afines bloqueando la sin-
tesis proteica por su dafio irreversible al ARN
ribosomal (Endo et al., 1988). En el presente
trabajo se determind que 12.7% (8/63) de las
cepas presentaron el gen stx1 y stx2, el 19.0%
(12/63) presentaron el gen stx1 y el 14.3%
(9/63) el gen stx2.

Diversos reportes sefialan que el stx2
es el gen predominante de los STEC presen-
te en varios niveles de la cadena de
comercializacion de la carne (Blanco ef al.,
2004). Stx2 es mas toxico para las células
endoteliales microvasculares renales de los
humanos que la Stx1 (Louise y Obrig, 1995)
y con mayor riesgo de desarrollar SUH (Paton
y Paton, 2002; Ethelberg et al., 2004).

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(3): 618-625
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Por otro lado, se ha descrito que la pre-
sencia en asociacion de los genes eaeA y
stx2 resulta en una mayor severidad de la
enfermedad (Ethelberg et al., 2004; Persson
et al.,2007). El presente trabajo identifico el
4.8% (3/63) de cepas con esta combinacion
y 6.3% (4/63) que poseian los tres factores
de virulencia evaluados. Ademas, el 3.2%
(2/63) de las cepas presentaron eaeA 'y stx1,
lo cual también representa un problema de
salud publica (Ethelberg et al., 2004; Gyles,
2007).

E17.9% (5/63) de cepas de E. coli eran
portadoras del gen eaeA y negativos a Stxs,
cepas también patdgenas para el hombre pues
pueden ser del patotipo E. coli enteropato-
génica, lo cual podria confirmarse identifican-
do otros factores de virulencia no evaluados
en este analisis (Nataro y Kaper, 1998), o
incluso podria tratarse de cepas de STEC,
que durante el cultivo y subcultivo perdieron
las Stxs (Tomas et al., 2012).

La presencia de estos patogenos en el
puesto de venta podria explicarse en gran
medida por las practicas de los manipulado-
res observadas durante el muestreo. En los
mercados peruanos es comun observar la
venta de carne sin conservacion en refrige-
racion y, mas grave aun, la presencia de ca-
nales de pollo sin eviscerar, costumbre que el
consumidor asocia a un estado de frescura
de la carne. Es probable que esta mala prac-
tica favorezca una contaminacion desde la
canal hacia el puesto de venta, con el riesgo
inminente de una magnificacion posterior de
esta contaminacion, como se ha observado
en otros estudios (Samadpour et al., 1994;
Chinen et al., 2009; Etcheverria et al., 2010;
Alonso et al.,2012).

Algunos puestos poseian tablas de pi-
car de madera, las cuales son inadecuadas
por favorecer la formacion de biopeliculas y
con ello la perpetuacion del agente en el pues-
to. Algunas cepas de E. coli pueden desa-
rrollar biopeliculas como resultado de una
mayor produccion de exopolisacaridos (Ryu

Rev Inv Vet Peru 2016; 27(3): 618-625

et al., 2004), la que las hacen resistentes in-
cluso a soluciones de hipoclorito (Ryu y
Beuchat, 2005; Wilks et al., 2005).

También deberia considerarse la trans-
mision de E. coli y STEC hacia las carnes a
través de moscas y desde fuentes externas
como aire, suelo y agua (Keen ef al., 2006).
Asimismo, la recepcion del dinero realizado
por los manipuladores podria ser otra fuente
de contaminacion a tenerse en consideracion
(Ukwuru y Gabriel, 2012). Tampoco deberia
descartarse que los mismos vendedores pu-
dieran fungir de reservorios de E. coli y
STEC, y contaminar el puesto a través de
sus manos y malas practicas de higiene.

Es probable que, aunque el pollo usual-
mente no es un reservorio importante de STEC,
el manejo en expendio y el puesto de venta
favorezcan la contaminacion de la carne con
este agente, por lo que deberia hacerse énfa-
sis en la preparacion cuidadosa de esta car-
ne a nivel doméstico. Con estos resultados,
deberia fortalecerse el control de las buenas
practicas en el expendio, responsabilidad di-
recta de los gobiernos locales y distritales,
pues esta demostrandose que la actual acti-
vidad es un riesgo de salud publica.

CONCLUSIONES

Los puestos de venta de carne de pollo
en el Mercado Cooperativo de Ciudad de Dios,
del distrito de San Juan de Miraflores, Lima,
es fuente potencial de contaminacion con
Escherichia coli y STEC.
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