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Alimentaria (RSA-CONICET), con el objetivo de realizar una actualizacion con
base cientifica sobre Escherichia coli productor de toxina Shiga serotipo
0185:H7, debido a la naotificacion en el sistema de alertas de seguridad de
alimentos y piensos de la Union Europea (RASFF UE) del hallazgo de este

serotipo de STEC en carne argentina refrigerada.
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RESUMEN EJECUTIVO

v' E. coli 0185:H7 stxz fue aislado en EE.UU., Polonia y Argentina a partir de
carne bovina, cerdos, aves silvestres y lechuga. No existen reportes de
aislamientos a partir de muestras clinicas humanas.

v' Actualmente no existe evidencia epidemiolégica para asociar a E. coli
0185:H7 stx2 con enfermedad en el humano.

v' La informacién disponible en el Portal RASFF es insuficiente para definir el
riesgo de E. coli O185:H7, ya que solo se informa un solo factor de
virulencia stxz

v' Escasos paises presentan normativa especifica sobre STEC en alimentos y
ninguno incluye a E. coli O185:H7 stxa.

v El concepto de tolerancia cero incluye mas de 1400 serotipos de STEC. Su
implementacién y cumplimiento en carnes crudas es muy dificultosa. Para
ello se sugiere reforzar los sistemas de andlisis de peligros y puntos criticos
de control con intervenciones fisicas y/o quimicas a los productos
terminados.

v/ Se sugiere evitar la adopcion de medidas de gestiéon de riesgo sin base
epidemioldgica ni cientifica que las avale. Hasta el momento, la informacién
disponible en el Portal RASFF es insuficiente para poder determinar el
riesgo de E. coli O185:H7 stxz, debido a que soélo se informa la presencia de
stxz, sin la deteccion de factores de virulencia adicionales.

v Actualmente no existen kits comerciales de screening para la identificacion
de los mas de 1400 serotipos de STEC (criterio de tolerancia cero). Es
posible realizar la verificacion de este criterio Unicamente por deteccion de
los genes stx (RT-PCR), y posterior aislamiento y caracterizacion. Se puede

utilizar como referencia la Norma ISO 13136/2012.
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Detalles de la notificacion - 2021.1321

Escherichia coli productora de shigatoxina (O185: H7, stx2 + / 25g) en tapones de rabadilla de res refrigerados de Argentina

Referencia: 2021.1321 Tipo de nolificacion: alimentos - alerta - control oficial en el mercado

Fecha de notificacion: 15/03/2021 Accion tomada: detencion oficial

Uttima actualizacién: 24/03/2021 Estado de distribucion: distribucion a otros paises miembros

Notificacion de: Alemania (DE) Producto: tapones de rabadilla de res refrigerados

Clasificacion alerta Categoria de producto: carne y productos camicos (distintos de las aves de corral)
Decision de riesgo grave Publicado en el portal de nunca ha sido publicado

consumidores de RASFF

Hacer un seguimiento :

Referencia Seguimiento de Fecha Tipo de seguimiento Info
fup1 Alemania 18/03/2021 Documentos que acomparian
fup2 Portugal 18/03/2021 resultado de las investigaciones y medidas tomadas
fup3 Alemania 23/03/2021 medidas tomadas
fup5 Alemania 24/03/2021 informacion sobre muestreo / analisis
Peligros
Sustancia / Peligro Categoria Resultado analitico Unidades Fecha de muestreo
Escherichia coli productora de shigatoxina contaminantes microbianos (otros) 0185: H7, stx2 + /259 03/03/2021

Paises / organizaciones involucradas (o - distribucion, © = origen)
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Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)

Escherichia coli pertenece al orden Eubacteriales, familia
Enterobacteriaceae, tribu Eschericheae, género Escherichia (Scheutz y
Strockbine, 2005). STEC es un patogrupo dentro de la especie E. coli.

La toxina Shiga (o verotoxina) es el principal factor de virulencia de
STEC y por el cual se define a este patogrupo. Sin embargo, no es posible
definir la virulencia de una cepa STEC solo por portar los genes stx o expresar
toxinas Shiga (EFSA 2013). Para que la toxina Shiga se internalice en las
células del intestino es necesario que la bacteria se adhiera a los enterocitos.
Sin esta adherencia es imposible que se produzca cualquier enfermedad.
Diferentes factores de virulencia permiten que la bacteria colonice el intestino,
se multiplique y cause enfermedad. Entre ellos, la Intimina permite una
adherencia intima de la bacteria al enterocito provocando una lesion
caracteristica (A/E, por sus siglas en inglés attaching and effacing) con la
destruccion de las microvellosidades intestinales (Phillips et al. 2000).

Existen 2 tipos de toxinas Shiga: Stx1 y Stx2, de las cuales a su vez hay
subtipos e incluso variantes de estos (Scheutz et al. 2012). Dentro de Stx1 ha
sido descripto un numero limitado de subtipos (Stxla, Stxlc, Stx1d). Sin
embargo, existe una mayor diversidad dentro de Stx2, que comprende los
subtipos Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g, Stx2h, este ultimo
descripto recientemente por Bai et al. (2018). El subtipo Stx2a es el que se
asocia con alta frecuencia a enfermedad grave, seguido por Stx2d y Stxla
(Feng y Scheutz, 2018).

Ademas de la toxina Shiga, STEC puede presentar otros factores de
virulencia que se encuentran en diferentes combinaciones dando una gran
variabilidad a las cepas. Se considera que la presencia del gen stxza y genes
codificantes de factores de adherencia son los mejores predictores de
enfermedad severa ante una infeccion por STEC (Feng y Scheutz, 2018). Entre
estos ultimos, los que estan asociados a un mayor riesgo para la salud son el

gen eae (codificante de la adhesina intimina) y los genes aggR y aaiC (E. coli
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enteroagregativa). Sin embargo, existen evidencias que la patogenia de STEC
involucra otros factores adicionales, incluyendo moléculas efectoras codificadas
en diferentes islas de patogenicidad, pero no hay un patron especifico que
identifique sin ambigiiedad el riesgo de una cepa STEC (Franz et al. 2015).

El gen ehxA, codificante de enterohemolisina, es usado como marcador
de la presencia de pladsmidos de gran tamafio, que pueden codificar también
otros factores de virulencia como toxinas y adhesinas, que se encuentran en
diferentes combinaciones (Brunder et al. 1999; Sanso et al. 2015).

Las cepas STEC se caracterizan ademas por antigenos de su superficie
como el antigeno somatico O y el antigeno flagelar H. Se conocen méas de 185
tipos de antigeno O (serogrupos) y alrededor de 80 antigenos H (Iguchi et al.
2015, 2016). El tipo de O y H que presenta una cepa definen su serotipo.

En 2013, un nuevo esquema de clasificacion fue propuesto por EFSA en
el que se categoriza a las STEC de acuerdo con el riesgo potencial que
implican en la salud de los consumidores (EFSA 2013). Dentro de la categoria |
(alto potencial del riesgo) se encuentran los serogrupos mas frecuentemente
asociados a enfermedad severa humana (0157, 026, 0103, 0145, O111),
ademas de 0104. En el grupo Il y 1l (riesgo desconocido) se agrupan las cepas
gue poseen mecanismos de virulencia desconocidos y de las cuéles aun no
existe evidencia de su asociacion a SUH (grupo Il) y a enfermedad (grupo 1)
(Tabla 1).

Si bien esta propuesta evita los problemas asociados con la
serotipificacion, requiere una revision periédica de la nueva informacién
epidemiolégica para verificar su aplicabilidad. Ademas, una rutina de vigilancia
gue incluya analisis moleculares para conocer los genes de virulencia junto con
un reporte de la presentacion clinica ayudaria a clasificar mas eficientemente a
las STEC de acuerdo con el riesgo (EFSA 2013).
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Tabla 1. Propuesta de EFSA para categorizacion de STEC

Potencial de riesgo

Grupo Genes Serotipos
D SUH/CH
. 0157, 026, 0103,
I eae + 0 aaiC/aggR + 0145 0111, 0104 Alto Alto
Il eae + 0 aaiC/aggR + Cualquier otro Alto Desconocido
[ eae - 0 aaiC/aggR - Cualquier otro Desconocido Desconocido

D: Diarrea, CH: colitis hemorragica
Fuente: EFSA (2013)

Actualmente, se desconoce la combinaciéon minima de genes requerida
para causar una enfermedad grave e incluso fue establecido que hay muchos
factores que contribuyen, como los niveles de expresion génica, genes
alternativos de virulencia, factores del huésped. Sin embargo, los estudios de
investigacién en combinacion con datos epidemiolégicos sugieren tendencias
generales, especialmente en la relacion entre adherencia, genes de la toxina
Shiga y otros genes de virulencia (EFSA 2020). Con base en este
desconocimiento se arriba a una conclusion que pretende ser sélida “todas las
STEC pueden causar enfermedad en el ser humano (SUH, CH, y/o diarreas)”.
Esta aseveracidn es incorrecta, ya que no existe evidencia cientifica
respaldatoria. Sin embargo, se conocen los serotipos (y los principales factores
de virulencia) de STEC que estan asociados a enfermedad severa (RSA-
CONICET 2020).
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RESERVORIOS DE STEC

Reservorio se define como una o mas poblaciones o ambientes
epidemiolégicamente conectados en los cuales el patdgeno se mantiene en
forma permanente pudiendo replicarse, y desde las cuales se transmite a la
poblacion susceptible (Pestana de Castro et al. 2010).

STEC se encuentra en el tracto gastrointestinal y es excretado en las
heces de una variedad de especies animales como bovinos, ovejas, cabras,
perros, gatos, aves, cerdos y especies de vida silvestre (Notario et al. 2000;
Duarte et al. 2001; Leotta et al. 2006; Colello et al. 016; Etcheverria et al.
2016). En contraste con lo que ocurre en el humano, los bovinos infectados con
STEC se mantienen tolerantes a la enfermedad, posiblemente debido a la falta
de receptores para toxinas en el intestino de los bovinos (Etcheverria y Padola
2013).

STEC EN LA PRODUCCION PRIMARIA DE BOVINOS Y EN FRIGORIFICO

Diferentes estudios han demostrado la presencia de STEC en materia
fecal y cuero de los bovinos en Argentina (Parma et al. 2000; Tanaro et al.
2010, 2012; Etcheverria et al. 2016). La prevalencia media de stx en bovinos
estimada por Brusa et al. (2020) fue de 25,1% (6,2-64,4%, IC del 95,0%),
resultados similares fueron obtenidos en Brasil, EE.UU., Italia y Espafa (21,3-
36,2%) (Thiry et al. 2014; Bonardi et al. 2015; Mir et al. 2016; Ferreira et al.
2018; Oporto et al. 2019). Asimismo, la prevalencia de STEC notificada en
estudios realizados en Argentina se encuentra dentro del mismo rango (11,8—
38,9%) (Sanz et al. 1998; Meichtri et al. 2004; Fernandez et al. 2010; Masana
et al. 2011). Sin embargo, otros autores han informado una mayor prevalencia
media de STEC en heces de ganado en Paraguay, Canad4, Alemania, Irlanda,
Reino Unido, Francia y Australia (44,8-84,8%) (Geue et al. 2002; Lynch et al.
2012; Monaghan et al. 2012; Ahmed et al. 2015; Bibbal et al. 2015; Mellor et al.
2016; Wang et al. 2018; Rivelli et al. 2019).

10
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En frigorificos, la contaminacion de las medias reses con STEC puede
ocurrir durante la faena, llegando a cortes y recortes de carne (Etcheverria et
al. 2010; Brusa et al. 2017; Signorini et al. 2018). En Argentina, la tasa de
aislamiento de las cepas de STEC fue del 5,8 al 9,0% (Masana et al. 2011;
Brusa et al. 2017; Cap et al. 2019). En EE.UU. se reportaron prevalencias
superiores (23,0 y 60,6%), asi como en Reino Unido (27,0%) (Cobbold et al.
2008; Monaghan et al. 2012; Stromberg et al. 2015). En Canad4, la proporcién
de STEC confirmada por aislamiento de canales fue del 5,4% (Bohaychuk et al.
2011). En EE.UU. la tasa de aislamiento de STEC en carcasas, cortes y
recortes fue del 10,1% 9,1% y 5.7%, respectivamente (Barkocy-Gallagher et al.
2003; Bosilevac et al. 2007; Cobbold et al. 2008). También se aislé6 STEC no-
0157 en carne bovina en China 9,9% lItalia 8,4% Francia 3,9% y Uruguay
15,6% (Pradel et al. 2000; Bosilevac et al. 2007; Bai et al. 2015; Varcasia et al.
2018).

Escherichia coli productor de toxina Shiga O185:H7

E. coli O185:H7 stxz fue previamente reportada en cerdos, bovinos, carne
bovina, aves silvestres y lechuga (Wieczorek et al. 2011, Cooley et al. 2013;
EFSA-ECDC 2015; Silva et al. 2018). El primer aislamiento en bovinos fue
confirmado en 2004 (Blanco et al. 2004). en 2014 se notific6 en el Portal
RASFF, el aislamiento de E. coli O185:H7 stx2 en carne bovina proveniente de
Brasil (RASFF Portal). Sin embargo, no existen trabajos cientificos, ni reportes
publicos, que refieran al aislamiento de E. coli O185:H7 stx2 en muestras
clinicas humanas.

En Argentina existen antecedentes de su aislamiento en la cadena de
produccion de carne bovina. A continuacién, se analizan los trabajos cientificos
publicados, la cantidad de muestras analizadas y el hallazgo de E. coli

0O185:H7 stx2 en produccion primaria y en frigorificos:

11
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1) Produccion primaria. En el periodo 1998-2020, en Argentina se publicaron
15 trabajos cientificos que incluyeron 6319 muestras de materia fecal de
bovinos en produccién primaria (Brusa et al. 2020). La prevalencia media de
stx estimada fue de 25,1% (6,2-64,4%, IC del 95,0%) (Brusa et al.2020). E.
coli 0185:H7 stx2 fue aislada en una (0,01%) muestra (Blanco et al. 2004).

2) Frigorificos. En el periodo 2005-2020, en Argentina se publicaron 14
trabajos cientificos en los cuales se reporté el analisis de 21136 muestras
de cuero, contenido intestinal, medias reses, cortes y recortes de carne
bovina (Brusa et al. 2020). La prevalencia media de stx estimada en la
etapa de faena y produccién fue de 23,1% (Brusa et al. 2020). Sin embargo,
la prevalencia de STEC no-O157 fue de 5,8 %, 5,8% y 7,0%, para media
res, cortes y recortes, respectivamente. Los cinco serotipos mas
prevalentes agruparon el 42,5% de las cepas aisladas, siendo en orden
decreciente de frecuencia: O174:H21, O185:H7, O8:H19, O178:H19 y
0130:H11 (Brusa et al. 2017). E. coli O185:H7 stx2 fue aislado en 19 (0,1%)

muestras (Brusa et al. 2017).
IMPACTO EN LA SALUD PUBLICA

Hasta el presente no existe evidencia epidemioldgica ni cientifica que
demuestre que E. coli O185:H7 stxz2 se asocie con enfermedad en el hombre,
incluyendo diarreas y enfermedad severa (Vally et al. 2012; Torres 2016;
Ministerio de Salud Argentina, 2016, 2018, 2020; JEMRA 2016; EFSA-ECDC
2015, 2018; Alberta Health 2018; FAO-OMS 2018; RSA-CONICET 2019; CDC
2020). En uno de los reportes mas completos de Argentina que incluye el
analisis de cepas STEC no-O157 (eae negativas) aisladas durante la vigilancia
de enfermedades diarreicas y SUH durante el periodo 2001-2008, este serotipo
no fue aislado (Galli et al.2010).

En este contexto, la informacién disponible en el Portal RASFF es

insuficiente para poder determinar el riesgo de E. coli O185:H7 stxz, debido a

12
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gue solo se informa la presencia de stxz, sin la deteccion de factores de

virulencia adicionales.

LEGISLACION ALIMENTARIA SOBRE STEC

Canada. La legislacion especifica incluye anicamente a E. coli O157:H7.
China. La legislacion especifica incluye Unicamente a E. coli 0157:H7.
Estados Unidos. Se considera adulterante la presencia de los siguientes
serogrupos de STEC, portadores de los genes stx + eae, en recortes de
carne bovina: 026, 045, 0103, 0111, 0121, 0145, O157:H7.

Israel. Se considera adulterante la presencia de los siguientes serogrupos
de STEC, portadores de los genes stx + eae, en carne bovina: 026, 045,
0103, 0111, 0121, 0145, O157:H7.

Union Europea. Hasta el presente no existe legislacion especifica sobre
STEC (0O157:H7 y no-O157) en productos y subproductos cérnicos
(Reglamento UE 2073/2005). Solo se especifica un criterio microbioldgico
para semillas germinadas, en el cual se considera toleracia cero para STEC
0157, 026, 0111, 0103, 0145 y 0104:H4 (Reglamento UE 209/2013).
Republica Argentina. SENASA dispone de normativa especifica para E.
coli O157:H7 y STEC no-O157, incluyendo los serogrupos 026, 045, 0103,
0111, 0121, 0145 (Circulares 3834, 4032, 4210B, 4221, 4274). En 2015, la
Comision Nacional de Alimentos (CONAL) aprobd la inclusion de los
serogrupos 0145, 0121, 026, 0111 y 0103, en los criterios microbioldgicos
en el Codigo Alimentario Argentino para carne picada fresca, comida
preparada lista para consumo, salazones cocidas, chacinados frescos, y las

frutas y hortalizas (Justicia, Ministerio, 2017).

13
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METODOLOGIA ANALITICA PARA DETECCION, AISLAMIENTO Y
CARACTERIZACION DE STEC

La mayoria de las cepas de STEC frecuentemente asociadas con
enfermedades graves en humanos corresponden a ciertos antigenos somaticos
especificos (O-Ag) antes mencionados y poseen los genes stx y eae (Torres,
2016). En base a estos datos, se han desarrollado dos métodos de referencia
basados en la deteccion por PCR en tiempo real de los tipos de cepas STEC
mas importantes de los alimentos. Uno ha sido estandarizado a nivel europeo
(Comision para la Normalizacién Europea, CEN) e internacional (Organizacion
Internacional de Normalizacién, ISO). El otro es un método oficial utilizado en
los Estados Unidos para productos carnicos (MLG 5C.00 FSIS 2019). Sin
embargo, a pesar de la alta sensibilidad de la técnica de PCR para la deteccion
de cepas patogenas, una de las debilidades que presenta es que la deteccion
de genes especificos de virulencia no significa que la proteina se esta
expresando, ya que la secuencia nucleotidica puede estar truncada (Silva et al.
2018). Por este motivo el riesgo bacteriano se estaria sobreestimando.

Todas las metodologias oficiales para detectar E. coli O157:H7 y STEC
no-O157 en productos alimenticios contienen los siguientes pasos generales:
() enriquecimiento en caldo selectivo, (ll) tamizaje, (lll) separacion
inmunomagnética (IMS), (IV) aislamiento en agar selectivo y diferencial, (V)
confirmacion mediante pruebas bioquimicas y seroldgicas, y (VI) identificacion
de factores de virulencia.

Las pruebas microbiolégicas de los productos alimenticios terminados
por si solos no son suficientes para garantizar su inocuidad debido a razones
relacionadas con el muestreo, la metodologia y la distribucion aleatoria de
microorganismos. La seguridad alimentaria se debe garantizar principalmente
mediante un enfoque mas preventivo, como el disefio de procesos y la
aplicacion de las Buenas Practicas de Higiene (BPH), las Buenas Practicas de
Manipulacion (BPM) y los Principios de Analisis de Riesgos y Puntos Criticos

de Control (HACCP por sus siglas en inglés) (European Commission, 2011).

14
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Sin embargo, el enfoque preventivo basado en procesos no garantiza la
ausencia de todos los serotipos de STEC, para ello seria necesario verificar los
procesos con metodologias analiticas que permitan identificar a todos los
serotipos de STEC.

La definicion de peligros en la elaboracion de alimentos debe
determinarse mediante andlisis de riesgo y para ello es indispensable contar
con informacién respaldatoria. Hasta el momento no existe evidencia que E.
coli O185:H7 stxz sea un peligro biolégico en la cadena de producciéon de carne
bovina. En caso de aplicarse el criterio de tolerancia cero para todos los
serotipos de STEC es necesario evaluar la aplicacion de intervenciones fisicas
0 quimicas (Cap et al. 2019; 2020, 2021).

15
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RECOMENDACIONES

El concepto de tolerancia cero incluye mas de 1400 serotipos de STEC. Su
implementacion y cumplimiento en carnes crudas es muy dificultosa. Para
ello se sugiere reforzar los sistemas de andlisis de peligros y puntos criticos
de control con intervenciones fisicas y/o quimicas a los productos

terminados.

Se sugiere evitar la adopcion de medidas de gestion de riesgo sin base
epidemioldgica ni cientifica que las avale. Hasta el momento, la informacién
disponible en el Portal RASFF es insuficiente para poder determinar el
riesgo de E. coli O185:H7 stxz, debido a que soélo se informa la presencia de

stx2, sin la deteccion de factores de virulencia adicionales.

Actualmente no existen kits comerciales de screening para la identificacion
de los mas de 1400 serotipos de STEC (criterio de tolerancia cero). Es
posible realizar la verificacion de este criterio Unicamente por deteccion de
los genes stx (RT-PCR), y posterior aislamiento y caracterizacion. Se puede

utilizar como referencia la Norma ISO 13136/2012.
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