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1. RESUMEN

La contaminacién de la carne puede ocurrir en diferentes etapas a lo largo de la cadena
alimentaria, incluso en los puntos de venta, cuando ésta toma contacto con distintas
superficies como tablas, picadoras y manos del personal, entre otras. Esta situacion
constituye un riesgo potencial para la salud de los consumidores y para la calidad de los
productos.

En Uruguay existe poca informacion disponible sobre el nivel de contaminacion de
dichas superficies en las carnicerias. El objetivo de este estudio fue determinar la
prevalencia de la contaminacién microbiol6gica en las superficies en contacto con los
productos carnicos, e identificar factores asociados a la misma en carnicerias del
departamento de Montevideo.

Se estudiaron 66 carnicerias estratificadas en tres areas geogréficas (AG1,2 y 3) segun el
nivel socio-econdmico de la poblacion. En todas las carnicerias se tomaron muestras de
cuatro tipos de superficies: mesadas de trabajo, tablas, mangos de cuchillos y picadoras
de carne procesandose un total de 264 muestras. Las muestras se analizaron en forma
individual utilizando protocolos internacionalmente reconocidos para la detecciéon de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella spp. Para la deteccion de los
genes mecA y tst en las cepas de S. aureus, y stx1/2 en las cepas de E. coli se utiliz6 la
técnica de PCR. Asimismo, se realizd una encuesta epidemiologica para identificar
factores de riesgo asociados con los niveles de contaminacion.

En funcion de la muestra se estim6 que el 86,88% de las carnicerias de Montevideo
tendrian contaminacion microbiologica en al menos una de las superficies estudiadas,
detectandose una mayor contaminacion en el area socio-econdmica baja y medio-baja
(AG3). En este sentido, el 65,07% de las carnicerias tendria S. aureus, y el 74,86% E.
coli. Las superficies mas frecuentemente contaminadas fueron mangos de cuchillos,
mesadas y picadoras. Asimismo, se estimo que el 6,85% de las carnicerias tendrian
cepas de S. aureus portadoras del gen tst y el 5,46% cepas portadoras del gen mecA. En
ninguno de los establecimientos se logro aislar Salmonella spp. ni detectar cepas de E.
coli con genes stx1/2.

Los resultados de este estudio muestran una alta prevalencia de S. aureus y E. coli en las
superficies en contacto con la carne. Esto sugiere un déficit en la aplicacion de buenas
practicas de higiene; fundamentalmente en aquellas carnicerias ubicadas en el area
socio-econdmica baja y medio-baja. De los factores de riesgo estudiados, se encontraron
diferencias significativas entre los niveles de contaminacion versus area socio-
econdmica, tipo de carniceria, volumen de venta, nivel educativo del personal y también
entre los materiales de alguna de las superficies.

Es necesario profundizar en la capacitacion de los manipuladores de productos carnicos
para que conozcan y apliquen medidas adecuadas que reduzcan la contaminacion de las
superficies de trabajo. Estas medidas estan destinadas a asegurar la inocuidad y calidad
de la carne, y a disminuir el impacto que este alimento, consumido ampliamente en
nuestro pais, pudiera tener como vehiculo de agentes infecciosos y/o sus toxinas.



2. ABSTRACT

Contamination of meat can occur at different stages along the food chain, including at
the point of sale where meat touches distinct surfaces like tables, mincers, manipulators
hands, among others. Such contamination constitutes a potential risk for the consumers’
health and also affects the quality of the product. Nevertheless, there is limited
information available in regards to the level of contamination of such surfaces in butcher
shops in Uruguay. The objective of this study was to determine the prevalence of
microbiological contamination on surfaces which are usually in touch with meat
products, and to identify the risk factors associated with such contamination in butcher's
shops in Montevideo city.

In this study, a total of 66 butcher shops were sampled after been stratified into three
geographic areas according to the socio-economic status of the population. Samples of
four types of surfaces were collected in each butcher shop: working tables, cutting
boards, knife handles, and meat mincers. A total of 264 samples were collected. The
samples were analyzed according to internationally recognized protocols for detection of
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella spp. For the detection of genes
such as mecA and tst for S. aureus and stx1/2 for E. coli, PCR assays were used. In
addition, an epidemiological survey was conducted in each butcher shop in order to
identify potential risk factors associated with contamination levels.

According to the samples, it is estimated that 86.88% of the butcher shops of
Montevideo would have microbiological contamination in at least one of the studied
surfaces. Butcher’s shops located in low and medium-low socio-economic areas (GA3)
presented the highest contamination. In this regard, the 65.07% of butchers have S.
aureus and 74.86% have E. coli. The most frequently surface contaminated were tables,
meat mincers and knife handles. It is also estimated that 6.85% and 5.46% of the
butchers would have S. aureus strains carrying the tst and mecA genes respectively.
None Salmonella spp. nor E. coli strains with stx1/2 genes were detected in any of the
establishments.

The results of this study show a high prevalence of S. aureus and E. coli in meat contact
surfaces in butcher's shops across the Department of Montevideo. This could be
evidence of deficiencies in the application of good hygiene practices in regards to meat
related contact surfaces and food handlers. This contamination was fundamentally
observed in butcher shops located in low and medium-low socio-economic areas.
Among the studied risk factors, significant differences between the levels of
contamination versus socio-economic areas, kind of butcher shop, sales volume, staff’s
education level and also among materials of some of the surfaces.

It is necessary to further train manipulators of meat products so they become
knowledgeable and capable of applying appropriate actions to reduce the contamination
of working surfaces. These measures are designed to ensure safety and quality of the
meat and also to reduce its role as a vehicle for infections agents or its toxins.



3. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETASs) causadas por agentes
infecciosos 0 sus toxinas constituyen un problema de salud publica importante y
creciente (FAO y OMS, 2002). Tanto en los paises desarrollados como en aquellos en
via de desarrollo estas afecciones constituyen una de las principales causas de morbi-
mortalidad para los seres humanos (Hassan et al. 2010).

Investigaciones realizadas previamente en distintos paises demostraron contaminacion
microbiologica en la carne (Bosilevac et al. 2007; Pu et al. 2009) y en el ambiente donde
se manipula la misma (Hassan et al. 2010). Otros estudios establecieron que bacterias,
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella entérica pueden sobrevivir
en diferentes tipos de superficie por horas o dias luego del contacto inicial (Scott and
Bloomfield, 1990; Jiang and Doyle, 1999). Asimismo, la presencia de bacterias en las
superficies de contacto con alimentos aumenta significativamente el riesgo de
contaminacion cruzada por microorganismos con accion deletérea sobre los mismos y
por otros capaces de producir ETAs de severidad variable en seres humanos (Sospedra et
al. 2012).

La mayoria de los paises que cuentan con sistemas para la vigilancia y notificacion de
casos de ETAs han documentado durante las Gltimas décadas un aumento significativo
en la incidencia de enfermedades causadas por microorganismos presentes en los
alimentos, incluyendo Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes y
Escherichia coli O157, entre otros (FAO y OMS, 2002).

En Uruguay, también se ha observado una tendencia en aumento en la incidencia de los
brotes de ETA desde el afio 1995. Los agentes mas frecuentemente aislados de los
alimentos identificados como responsables de los brotes de origen bacteriano fueron
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus; identificAndose al hombre como fuente
potencial de infeccién Unicamente en los brotes en los que el agente causal fue
Staphylococcus aureus. Sin embargo, en la mayoria de los casos de ETA no se logrd
identificar el o los agentes responsables (Acufia et al. 2002) ni tampoco se demostré la
produccion de toxinas o la presencia de sus genes en las cepas recuperadas.

En Uruguay el consumo de carne sin industrializar ocupa el lugar mas destacado dentro
de la canasta, con una ingesta per capita de 98,6 kg por habitante por afio (INAC, 2015).
Por esta razon y lo anteriormente expresado respecto a la contaminacion encontrada en
la carne cruda y en el ambiente donde ésta se manipula, no seria extrafio suponer que
este tipo de alimento contribuya a la difusion de agentes de ETAS en nuestro pais.

En el presente, Uruguay dispone de poca informacion sobre la contaminacion
microbiol6gica ambiental en los puntos de venta de productos carnicos, por lo que este
trabajo tuvo como finalidad determinar la prevalencia de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella entérica y E. coli productor de toxina Shiga (STEC)
en las superficies de contacto con los productos carnicos en las carnicerias de
Montevideo.



4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

A medida que aumenta la globalizacion en el suministro de alimentos, sobre todo
aquellos que son producidos masivamente, resulta cada vez mas evidente la necesidad de
reforzar los sistemas que velan por su inocuidad en todos los paises. Es por ello que la
OMS, ha definido la inocuidad de los alimentos como una prioridad de salud publica,
fomentando medidas destinadas a mejorarla a lo largo de toda la cadena alimentaria,
desde la granja hasta el plato (FAO/OMS, 2015).

Los alimentos insalubres plantean amenazas para la salud a escala mundial y ponen en
peligro la vida de todas las personas. Se ha calculado que cada afio mueren
aproximadamente 2 millones de personas como consecuencia de enfermedades
diarreicas, cuya causa puede atribuirse en la mayoria de los casos a la ingesta de agua o
alimentos contaminados (FAO/OMS, 2015).

El comercio internacional de productos alimenticios, la modificacion de los habitos de
consumo (tendencia actual a ingerir “comidas répidas”), la mayor movilidad de las
personas entre los diversos paises y las malas practicas de higiene, son los principales
factores identificados como responsables del aumento de los casos de ETAs (Hassan et
al. 2010). Estas enfermedades presentan la particularidad de impactar sobre las
comunidades, regiones y paises con una doble agresion de especial importancia: la
repercusion sobre la salud de personas y animales, y sobre la economia con aumento de
los costos sanitarios, pérdida de alimentos, mercados, trabajo y divisas (Acufia et al.
2002; Scallan et al. 2011).

Las ETAs constituyen un grupo heterogéneo de patologias asociadas al consumo de
agua o alimentos, que contienen una variedad de agentes infecciosos 0 no infecciosos
nocivos para la salud de los seres humanos. Se trata de procesos de gravedad variable y
qgue generalmente se presentan con signos y sintomas de la esfera digestiva, aunque
puede haber compromiso de otros sistemas. La mayoria de las veces producen cuadros
autolimitados pero en ocasiones pueden evolucionar a procesos mas severos y/o
crénicos, con secuelas permanentes (CDC, 2003). Dentro de las ETAs existe un
subgrupo de enfermedades denominado Toxi-Infecciones Alimentarias (T1As) definido
clasicamente como la situacion en la cual 1 o mas personas que consumieron el mismo
alimento desarrollan, luego de un periodo de incubacion variable pero generalmente
menor a 72 horas, una enfermedad similar y de tipo toxi-infeccioso. Las personas con
TIA en general presentan diarrea y vomitos, acompafados de fiebre y en algunas
ocasiones sintomas y signos neuroldgicos. Los casos de TIA pueden presentarse de
forma esporadica o como brotes, afectando un numero variable de personas que
consumieron el mismo alimento (Scallan et al. 2011).

La mayoria de los paises que cuentan con sistemas para la vigilancia y notificacion de
casos de ETAs han documentado durante las ltimas décadas aumentos significativos en
la incidencia de enfermedades causadas por microorganismos trasmitidos por los
alimentos, incluyendo Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes
y E. coli 0157, entre otros (OMS, 2002).



En EEUU un estudio realizado entre los afios 2000 y 2008, estim6 que cada afio ocurren
9,4 millones de casos de ETAS, 55.961 hospitalizaciones y 1.351 muertes, causadas por
31 de los principales patogenos adquiridos en Estados Unidos. La mayoria (58%) de
estas enfermedades fueron causadas por Norovirus, seguido de Salmonella spp. no
tifoidea (11%), Clostridium perfringens (10%), y Campylobacter spp. (9%). Las
principales causas de hospitalizacion fueron Salmonella spp. no tifoidea (35%),
Norovirus (26%), Campylobacter spp. (15%), y Toxoplasma gondii (8%). Las
principales causas de muerte fueron Salmonella spp. no tifoidea (28%), T. gondii (24%),
Listeria monocytogenes (19%), y Norovirus (11%). (Scallan et al. 2011).

En Europa entre 1993-1998, 42 paises informaron al Programa de Vigilancia para el
Control de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos de la OMS méas de 30.000
brotes investigados, que involucraron un total de 391.383 personas. En 23.538 brotes se
identificoO el agente causante. Salmonella spp. fue el agente mas frecuentemente
recuperado, siendo responsable del 77,1% de ellos. En mas de la tercera parte de estos se
confirmd que la causa fue Salmonella entérica serovar Enteritidis. Otros agentes
identificados en los brotes investigados incluyeron Staphylococcus aureus (4%),
Trichinella (3%), Shigella (3%), Clostridium perfringens (2%), hongos toxicos (2%),
Campylobacter (1%), virus (1%) y otros (7%). En los 22.386 brotes investigados, en los
cuales se identifico el alimento implicado, la carne y los productos carnicos ocuparon el
segundo lugar, participando en el 15% de los brotes. La manipulacion incorrecta, la
contaminacion cruzada, procesamiento inadecuado, higiene insuficiente y reutilizacion
de restos fueron identificados como factores de riesgo en el 14,1% de los brotes
investigados. En el 12,8% de los mismos hubo ademas factores ambientales
involucrados. En esta categoria, la contaminacion por parte del personal fue el factor
contribuyente mas frecuentemente informado, seguido de equipos contaminados y
ambientes inadecuados (OMS, 2002).

A nivel internacional se han realizado diferentes investigaciones respecto a la
contaminacion microbioldgica de los productos carnicos y del ambiente donde se
manipulan. Un estudio realizado en la ciudad de Mekelle (Etiopia), reveld la existencia
de una alta probabilidad de contaminacién de la carne a partir de las superficies de
contacto con la misma. Dicha investigacion fue realizada en 12 carnicerias y las
superficies analizadas fueron cuchillos, tablas de cortar y manos de los trabajadores. El
microorganismo mas frecuentemente aislado fue E. coli (32%), seguido de
Staphylococcus aureus (28%), Streptococcus spp. (20%) y Salmonella spp. (20%)
(Gurmu & Gebretinsae, 2013).

Otro estudio realizado con el objetivo de investigar la calidad microbioldgica de la carne
cruda y el estado de higiene del ambiente en los puntos de venta y plantas de faena en
Karachi-Pakistan concluyd, que los patdgenos encontrados podrian ser fuentes de
contaminacion horizontal de la carne. En este trabajo se tomaron muestras aleatorias en
30 puntos de venta del distrito sur de Karachi, realizando hisopados de superficies como
cuchillos, tablas de madera y picadoras de carne, y del ambiente circundante, extrayendo
un total de 340 muestras de carne y del ambiente. Los resultados de este estudio
mostraron que un 84% de las muestras estaban contaminadas con bacterias, incluyendo
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Klebsiella spp., Enterobacter spp., Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis. Del total
de las bacterias aisladas el 66% eran potencialmente patdgenas. Los agentes recuperados
incluyeron cepas de Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella
Enteritidis y Shigella spp., mientras que en las muestras ambientales se detectaron cepas
de Staphylococcus aureus y Shigella. Por otra parte en este estudio también se observé
que las cepas recuperadas mostraron resistencia a una amplia gama de antibioticos. Los
datos de este trabajo confirmaron la presencia de patogenos formadores de biofilms y
con resistencia a los antibi6ticos en la carne cruda y su ambiente en los puntos de venta
de Pakistan (Hassan et al. 2010).

Desde su identificacion como patégeno para los seres humanos en 1982, STEC O157:H7
ha ocasionado una serie de brotes, especialmente en Canada, Japén, Reino Unido y
Estados Unidos (Bettelheim et al. 2003; Karmali 1989). El virotipo STEC es responsable
de casos esporadicos y brotes de diarrea con y sin sangre, colitis hemorragica y sindrome
urémico hemolitico (SUH) (Paton & Paton, 1998). Se trata de un patdgeno emergente
trasmitido por los alimentos, que presenta dosis infectivas bajas (100 bacterias por
gramo de alimento pueden causar enfermedad) (Bettelheim et al. 2003; Karmali 1989).
Las cepas de STEC 0157 y no-O157 pueden aislarse de las heces de animales sanos
(Hussein & Bollinger 2005), identificindose como principales reservorios a los
rumiantes y en particular al ganado vacuno (Padola et al. 2004; Blanco et al. 2004;
Gomez et al. 2002). El engorde intensivo del ganado vacuno a corral se ha sefialado
como uno de los factores responsables del elevado nimero de SUH en Argentina (mas
de 300 casos por afio) (Amigo et al. 2015). En este tipo de sistema productivo los
animales son alimentados con granos de salvado, cebada o maiz. Esto, junto al estrés del
encierro, produce alteraciones en la microbiota del ganado que favoreceria la
eliminacién de STEC 0157 en mayor cantidad por periodos prolongados (Amigo et al.
2015).

En la ciudad de Berisso — Argentina, durante el periodo 2005 — 2010, se demostré que el
60% de los casos de diarrea aguda de origen bacteriano fueron causados por agentes
trasmitidos por carne bovina (Leotta et al. 2014). Esto llevo a que se realizaran varios
estudios con el objetivo de establecer la calidad microbiologica de la carne picada fresca
destinada al consumo minorista y determinar la presencia de Salmonella spp., E. coli
productor de toxina Shiga (STEC), Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus en
superficies que contactan con la carne. Leotta et al. (2014) detectaron bacterias
patogenas en el 73,6% de las mesadas, 60,9% de los cuchillos, 79,1% de las picadoras
de carne y 72,7% de las manos de los carniceros, y observaron una correlacion
significativa entre la presencia de bacterias patdgenas en la carne y las condiciones de
sanitizacion insuficientes de las superficies. En otro estudio complementario, realizado
en la misma ciudad, Brusa et al. (2012) investigaron la prevalencia de cepas STEC 0157
y no-0O157 en muestras de carne y del ambiente (mesadas de trabajo, cuchillos,
picadoras de carne y manos de operarios) en 90 carnicerias. Los autores identificaron
STEC 0157 en el 25,5% de las muestras de carne y en el 4,4% de las muestras
ambientales, y STEC no-O157 en el 52,2% y 50,5% respectivamente, lo que permitid
confirmar la existencia de contaminacion cruzada entre la carne y el ambiente de trabajo
en las carnicerias analizadas.



En los Estados Unidos, Bosilevac et al. (2007) realizaron un estudio para conocer el
estado higiénico de la carne vacuna sin hueso importada de Australia, Nueva Zelanda,
Uruguay Yy la nacional (USA). Para la determinacién del estado higiénico de la carne se
realizd recuento de bacterias aerdbicas, coliformes, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. También se establecid la prevalencia de Salmonella, Campylobacter spp.,
Listeria spp., y E. coli productora de toxina Shiga (STEC). Los resultados mostraron la
existencia de diferencias microbioldgicas entre la carne sin hueso importada y la
producida localmente, identificAndose una concentracion significativamente mayor de
bacterias aerobias, coliformes, E. coli spp. y S. aureus en las muestras de carne
importada de Uruguay, en comparacion con las muestras de carne importadas de los
otros dos paises. Con respecto a los patégenos analizados, Salmonella mostré una
prevalencia menor al 1% en todas las muestras, siendo la de Campylobacter también
muy baja y sin diferencias significativas entre los paises. La prevalencia de Listeria spp.
y L. monocytogenes fue significativamente mayor en las muestras de carne uruguaya en
comparaciéon con los otros paises. La prevalencia de STEC se determind por PCR,
resultando un 30% de las muestras de USA, Australia y Uruguay positivas para los
genes stx; a diferencia de Nueva Zelanda que el resultado fue positivo en el 10% de la
muestras.

Otro agente presente comUnmente en las carnes es S. aureus. Este microorganismo
puede ser integrante de las microbiotas nativas humanas y habitar sitios hmedos como
la nasofaringe, el periné y las axilas y también puede formar parte de la microbiota fecal
(Acton et al. 2009). Puede causar una variedad de cuadros clinicos que van desde
infecciones de piel y tejidos blandos, hasta cuadros méas severos como neumonia y
osteomielitis, entre otros. También produce cuadros clinicos bien definidos debidos a la
accioén de exotoxinas como por ejemplo sindrome de piel escaldada (SPE), sindrome de
shock toxico (SST) y toxi-infecciones alimentarias (T1As) (Pardo et al. 2009, Scallan et
al. 2011). En nuestro pais y a nivel mundial, los alimentos méas frecuentemente
involucrados en casos de TIA por este agente son los derivados lacteos y carnes (Acufia
et al. 2002). Las TIAs causadas por S. aureus ocurren cuando los individuos ingieren
alimentos en los que desarrollo una cepa productora de enterotoxinas, excretadas durante
la fase de crecimiento exponencial. La enfermedad ocurre poco despues de la ingestion
(periodo de incubacion corto de 1-6 horas) y se manifiesta como un cuadro de inicio
subito con vomitos severos, diarrea, en ocasiones acompafiado de fiebre. Es una entidad
autolimitada que en general no dura méas de 24-72 horas y el tratamiento es sintomético
(Kasowsk, 2002). Las enterotoxinas involucradas méas frecuentemente en casos de TIAs
son la A (SEA), B (SEB) y C (SEC). Algunas de ellas como la SEB y SEC han sido
asociadas a casos de sindrome de shock toxico estafilococcico (SSTE) no-menstruales.
(Balaban & Rasooly, 2000; Dinges, 2000). Las TIAs por S. aureus resistente a meticilina
(MRSA, siglas en inglés) han sido documentadas ampliamente desde su emergencia
(Pardo et al. 2009). En Estados Unidos, también se han reportado brotes de TIA por este
microorganismo resistente (Jones et al. 2002).

El S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) ha surgido como un problema de salud
publica en todo el mundo (Kennedy et al. 2008). Aunque, los antimicrobianos son
esenciales para tratar las infecciones causadas por bacterias, su utilizaciéon excesiva o
erronea tanto en medicina veterinaria como humana se ha vinculado a la seleccion de
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cepas resistentes, que hacen que los tratamientos de enfermedades infecciosas en los
animales y en el hombre dejen de ser eficaces. Las bacterias resistentes se introducen en
la cadena alimentaria a través de los animales destinados al consumo y es otra de las
nuevas amenazas a que se enfrenta la medicina moderna (OMS, 2015).

S. aureus es resistente a meticilina debido principalmente a la adquisicion del gen mecA
que codifica la proteina supernumeraria PBP2a con afinidad disminuida para la mayoria
de los antibioticos beta-lactamicos (Chambers, 1997). En Europa y Estados Unidos,
desde hace 10-15 afios aproximadamente, el nimero de reportes de infecciones por
MRSA asociado a la comunidad (CA-MRSA por sus siglas en inglés) se ha
incrementado (DeLeo & Chambers, 2009; Otter & French, 2010). La mayoria de las
cepas CA-MRSA pertenecen a lineas clonales no relacionadas a MRSA asociado a la
atencion médica (HA-MRSA por su sigla en inglés). Adicionalmente, ha surgido un clon
especifico de MRSA vinculado a la produccion animal, el cual fue reportado por primera
vez en Holanda en el afio 2003 (Vos et al. 2005; de Neeling et al. 2007). Dicho clon fue
Ilamado MRSA asociado al ganado (LA-MRSA por sus siglas en ingles) y pertenecié al
secuenciotipo (ST) 398 (MRSA ST398) (Huijsdens et al. 2006). En Holanda, a fines del
afio 2008, el 42% de todas las cepas de MRSA identificadas en humanos pertenecieron a
este clon (Verkade, 2014). En el afio 2005 en Estados Unidos se reportaron 8.987 casos
de infecciones invasivas por MRSA en nueve comunidades diferentes, de los cuales
1.234 (13,7%) fueron CA-MRSA, 85% fueron HA-MRSA y el 1,3% fueron infecciones
no clasificadas (Klevens et al. 2007). La incidencia de MRSA en ltalia se encontraba
entre 30,3 y 34,4% siendo de las mas altas en Europa (\Vos et al. 2005). En la década del
90, Kluytmans et al. (1995) describio el primer brote de ETA causado por MRSA en el
cual ocurrieron 5 muertes de un total 21 pacientes diagnosticados. Otros estudios
realizados en Holanda y Canada también han revelado un alta prevalencia (20 a 40%) de
MRSA en cerdos (de Neeling et al. 2007; Khanna et al. 2008).

Una investigacion realizada en EEUU mostré que MRSA, aunque en una tasa baja, esta
presente en carnes y por tanto en la cadena alimentaria de dicho pais. El trabajo consistio
en estudiar la prevalencia de S. aureus en 120 muestras de carne extraidas en 30
comercios de venta de comidas de 7 cadenas de supermercados en Baton Rouge,
Lousiana. En el 40% de las muestras de carne examinadas se recuperd S. aureus, siendo
el 5% de las cepas resistentes a meticilina. Los resultados de este trabajo concluyeron
gue en la mayoria (73%) de los comercios habia carne contaminada por S. aureus, y el
10% correspondieron a MRSA. La alta prevalencia de S. aureus y el aislamiento de
clones MRSA en los productos carnicos en los puntos de venta, plantea un problema en
la salud publica y representa una amenaza potencial para los consumidores y personas
que manipulan alimentos (Pu et al. 2009).

Como se menciond anteriormente, Staphylococcus aureus puede producir numerosas
exotoxinas, dentro de las cuales se encuentra la toxina 1 responsable del Sindrome de
Shock toxico (TSST-1). Respecto a este tema, Sospedra et al. (2012) estudiaron la
presencia del gen tst en 53 cepas de S. aureus aisladas de las manos de manipuladores y
del ambiente de restaurantes en Espafia. Las cepas fueron recuperadas de 908 muestras
extraidas de diferentes superficies como pafios de cocina, manos de los trabajadores,
tablas de cortar, mesadas de acero inoxidable y feteadoras. El 5,8% de las mesadas, el
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10,1% de los pafios de cocina, el 6,5% de las tablas de picar, el 3,4% de las feteadoras y
el 8,4% de las manos de los trabajadores se encontraron contaminadas con S. aureus,
detectandose solamente una cepa de S. aureus productor de TSST-1 en las manos de un
manipulador de alimentos.

Salmonella es otro patégeno trasmitido por los alimentos que constituye un problema de
salud publica, tanto en los paises en via de desarrollo como en los desarrollados. La
salmonelosis humana pueden clasificarse en dos grandes grupos: por un lado, las debidas
a serotipos estrictamente humanos (tifoideos), que causan habitualmente sindromes
invasivos severos con presencia de bacterias en la sangre, y las debidas a serotipos no-
tifoideos, que provocan diarrea, vomitos y fiebre y son responsables de TIAs. La
duracion y entidad de esta enfermedad es variable, dependiendo del estado general del
huésped, pudiendo ocasionalmente causar enfermedades generalizadas. En Estados
Unidos, se ha estimado que Salmonella causa 1,4 millones de casos de ETAs y mas de
500 muertes al afio (CDC, 2005). Cada afio, aproximadamente 40.000 infecciones por
Salmonella son confirmadas por cultivo, serotipificacion y reportadas por el Centro de
Control y Prevencion de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC). Se estima que el
96% de la totalidad de los casos son causados por el consumo de alimentos
contaminados (Mead et al. 1999). En Europa, Salmonella es la segunda causa mas
reportada de enfermedades trasmitidas por los alimentos en humanos. En el afio 2012,
91.034 personas fueron infectadas con Salmonella (aproximadamente 22,2 personas de
cada 100.000) (EFSA, 2014).

Salmonella puede colonizar el tracto gastrointestinal de los animales sin producir
manifestaciones clinicas. Por lo cual, las carcasas de estos animales pueden
contaminarse con Salmonella al momento de la faena, y de esta manera llegar al
consumidor (Meyer et al. 2010). En Uruguay, la reglamentacion nacional establece la
ausencia de Salmonella spp. en carne; sin embargo es escaso el conocimiento sobre su
presencia en las superficies en contacto la misma.

Upadhyaya et al. (2012) estimaron la prevalencia de Salmonella spp. en el ambiente de
los puntos de venta de carnes de Katmandu. En este trabajo se analizaron 492 muestras
(164 tablas de picar, 164 cuchillos y 164 mesadas) de 82 carnicerias. La prevalencia de
Salmonella spp. encontrada fue de 40,2%, no detectandose diferencias significativas
entre los tipos de superficies estudiadas (36,0% en las tablas, 32,9% en los cuchillos y
25% en las mesadas). En este estudio se identificaron como factores asociados a la
contaminacion por Salmonella spp. al estado higiénico de las carnicerias, el tipo de
carniceria, la cantidad de manipuladores, la cantidad de cuchillos en uso y los diferentes
tipos de carnes a la venta.

Otro trabajo realizado por Arslan and Eyi (2010) en Bolu (Turquia) estudié la ocurrencia
de Salmonella spp. en los productos carnicos en los puntos de venta y la susceptibilidad
de las cepas a ciertos agentes antimicrobianos. En este trabajo, se analizaron 225
muestras de productos carnicos (carne de ave, carne de vacuno y carne vacuna picada)
extraidos en 8 puntos de venta. Los resultados mostraron que en el 22,2% de las
muestras se recuperd Salmonella. Dicho patdégeno fue detectado en el 29,3% de las
muestras de carne de ave, en el 21,3% de las muestras de carne picada y en el 16% de las
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muestras de carne vacuna. Asimismo, las cepas aisladas fueron examinadas respecto a
los patrones de resistencia antimicrobianos. De las 50 cepas de Salmonella aisladas, el
62% mostro un perfil de resistencia a 3 0 mas agentes antimicrobianos.

A nivel regional, Leotta et al. (2014) realizaron un estudio con el objetivo de aislar y
caracterizar Salmonella spp. a partir de carne bovina molida y muestras ambientales
obtenidas en carnicerias de Berisso (Argentina). Para este trabajo se tomaron 110
muestras de carne molida y 432 esponjados de mesadas, cuchillos, picadoras y manos de
manipuladores de 110 carnicerias. Salmonella spp. fue aislada de 49 muestras, 15
(13,6%) de carne y 34 (7,9%) de ambiente, entre las cuales se incluyeron 10 (9,3%)
mesadas, 7 (6,5%) cuchillos, 14 (13,0%) picadoras y 3 (2,8%) de manos de carniceros.

En Uruguay existe poca informacion disponible respecto a las ETAs. Desde 1995, afio
en que se implemento el programa V.E.T.A (vigilancia de las enfermedades transmitidas
por alimentos), se ha constatado un aumento en el nimero de brotes denunciados. El
Departamento de Vigilancia Epidemiologica del Ministerio de Salud Publica estudio
cinco brotes en el afio 1995 y cuarenta y un brotes en el afio 1999, constatdndose en
dicho lapso un predominio de brotes de origen bacteriano, siendo Salmonella spp. el
agente mas frecuentemente aislado. Salmonella entérica serovar Enteritidis ha
desplazado a Salmonella Typhimurium como causa mas frecuente de infeccion
esporadica o de brotes de enfermedad de origen alimentario. S. Enteritidis se aislé
esporadicamente hasta 1994 en seres humanos, animales y alimentos, pero en el afio
1995 se confirmd el primer brote de dimensiones considerable que afectd a un
importante nimero de personas, distribuidas en una amplia area geogréafica. A partir de
este suceso este agente comenzo a aislarse con mayor frecuencia. En 1996, S. Enteritidis
representd el 10% de las cepas recibidas en el laboratorio del Centro Nacional de
Salmonella, pasando a ser en 1997 el serotipo mas frecuente, hasta situarse durante el
afio 2000, en el 79,6% del total de cepas estudiadas (Acufia et al. 2002).

En el afo 2000, en Uruguay se tipificaron 239 cepas, 163 S. Enteritidis, 34 S.
Typhimurium y 42 pertenecientes a otros serotipos, mostrando ese afio un claro
predominio de estos serotipos como agentes de enfermedad en el hombre. De un total de
178 cepas aisladas de muestras humanas 152 fueron S. Enteritidis y 26 S. Typhimurium,
siendo Enteritidis el serotipo méas frecuente con un porcentaje de aislamientos muy
elevado (85%). Actualmente, la mayoria de las cepas estudiadas en el Centro Nacional
de Salmonella corresponden a S. Typhimurium.*

Asimismo, en el afio 2011, en Uruguay se notificaron 39 brotes de ETA afectando un
total de 295 personas. En el 53% del total de los brotes estudiados se identificd
Salmonella como agente causal y en el 4% se identific6 Norovirus, no lograndose
identificar el agente en el 43% de los casos restantes (MSP, 2011).

! Informacién no publicada cedida por el Dr. Gustavo Varela del Departamento de Bacteriologia y
Virologia del Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica.



Por otra parte, en Uruguay, durante el periodo 1993-2001 fueron declarados 12 brotes de
intoxicacion estafilocdccica, con un total de 164 afectados sin fallecimientos, segun
datos recogidos del Sistema de Informacion Regional para la Vigilancia Epidemiologica
de las ETA. En 9 brotes se identificaron lacteos como alimento responsable, siendo
carnes rojas y aves los implicados en los 3 restantes (Acufa et al. 2002).

En los ultimos 10 afios se estudiaron en el Departamento de Bacteriologia y Virologia
del Instituto de Higiene 43 muestras de materia fecal obtenidas de nifios con diagnostico
de SUH. En 7 de los 30 nifios en los que hubo crecimiento se recuperaron 8 cepas de
STEC. Uno de estos nifios presentd co-infeccién por 2 serogrupos STEC diferentes, 026
y 0145. Un aislamiento no fue serotipificado y fue productor de stx2; solo una de las 7
cepas restantes fue de serotipo O157:H7 (stx2/stx2vh-a; eaeyl). De las otras 6, una fue
de serotipo O111:HNM (stx1/2; eaey2); dos fueron O145:HNT (stx2; eaeP2) y tres
fueron de serogrupo 026; dos O26:H11 stxl, eae B y Pl respectivamente; una
026:HNM (stx 1/ 2; eae B1). Todas las cepas STEC poseian los genes eae (intimina) y
ehxA (Entero-hemolisina) asociados con la virulencia y fueron sensibles a todos los
antimicrobianos ensayados.?

Teniendo en cuenta los datos presentados y la poca informacion existente a nivel
nacional, se consider60 de importancia para el Uruguay como pais productor y
consumidor de carnes, contar con datos actuales respecto a los niveles de contaminacion
microbioldgicos y presencia de patdgenos bacterianos reconocidos existentes en las
carnicerias.

2 Informacién no publicada cedida por el Dr. Gustavo Varela del Departamento de Bacteriologia y
Virologia del Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica.



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

Cada vez mas las Enfermedades Trasmitidas por Alimentos, se presentan como un
desafio, sobre todo para paises como Uruguay con marcada vocacioén productora y
exportadora de alimentos. En Uruguay, como ya se menciond, se observa una tendencia
en aumento en la incidencia de los brotes de E.T.A. desde el afio 1993. El factor
identificado con mayor frecuencia fue la materia prima contaminada y solamente en los
brotes en los que el agente causal fue S. aureus, se identifico al hombre como fuente
probable de infeccion (Acufia et al. 2002).

En Uruguay el consumo de carnes sin industrializar ocupa el lugar més destacado dentro
de la canasta del consumidor, siendo el principal y mas tradicional aporte proteico de la
misma, con una ingesta per capita de 98,6 kg por habitante por afio (INAC, 2015).

La contaminacién de la carne puede ocurrir en diferentes etapas a lo largo de la cadena
alimentaria (produccion, procesamiento, distribucion, comercializacion, etc.). Las malas
practicas de higiene en las plantas de faena y el manejo inadecuado de la carne en etapas
posteriores se encuentran asociados con la presencia de agentes patdgenos en la carne y
en los equipos (Abdullahi et al. 2006). Esta contaminacion puede incrementarse en los
puntos de venta cuando la carne toma contacto con los equipos (como tablas, balanzas,
cuchillos, ganchos, etc.), el personal y los consumidores, constituyendo un riesgo
potencial para la salud.

Por estos motivos y dada la importancia que reviste el consumo de carnes en el Uruguay
es de vital importancia contar con informacion respecto a la situacion actual de los
niveles de contaminacion microbiolégica ambiental existente en las carnicerias. Este
trabajo tuvo como objetivo determinar la prevalencia de la contaminacion
microbioldgica ambiental presente en las superficies que se encuentran habitualmente en
contacto directo o indirecto con los productos carnicos, en las carnicerias del
Departamento de Montevideo.

Considerando que Uruguay dispone de poca informacién sobre la contaminacién
ambiental existente en los puntos de venta de productos carnicos, este estudio se enfocd
en la identificacion de algunos microorganismos indicadores y patdégenos presentes en la
carne y manipuladores de alimentos (Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Salmonella spp.); limitando el estudio al departamento de Montevideo donde reside el
41% de la poblacién nacional y donde se cuenta con el mayor caudal de datos.

Los microorganismos seleccionados fueron: Staphylococcus aureus como indicador de
contaminacion por manipulacion humana y Escherichia coli como indicador potencial
de contaminacién fecal. También se busco Salmonella spp. por ser el microorganismo
mas frecuentemente recuperado en brotes de ETA, y Escherichia coli productora de
toxina shiga (STEC) por su baja dosis infectiva y por la severidad de los cuadros que
produce. En las cepas de S. aureus ademas se busco el gen mecA, de manera de evaluar
el rol de la carne en la difusion de cepas resistentes y de los genes responsables.
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5.1 Objetivo general

El objetivo general de esta investigacion fue determinar la contaminacion
microbiologica presente en las superficies en contacto con los productos carnicos e
identificar los factores asociados a la misma en las carnicerias del departamento de
Montevideo-Uruguay.

5.2 Objetivos especificos
1. Determinar la prevalencia de E. coli, Salmonella spp. y Staphylococcus aureus
en las superficies que se encuentran habitualmente en contacto directo o indirecto

con los productos carnicos en las carnicerias del Departamento de Montevideo.

2. ldentificar potenciales factores de riesgo asociados a la presencia de dichos
agentes.

3. Verificar la aplicacion de las practicas necesarias para disminuir la

contaminacion ambiental y asegurar la inocuidad y calidad de los productos
carnicos.
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6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACION

Se realiz6 un estudio de las carnicerias de forma de establecer la prevalencia de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp. en las superficies que se
encuentran habitualmente en contacto con los productos carnicos.

Debido a que el 41% de la poblacion nacional reside en el Departamento de Montevideo
y que su estructura respecto al inventario de carnicerias (incluyendo su localizacion y
caracterizacion) es bien conocida, el presente estudio se enfocd en este departamento.

Para la realizacion del muestreo las carnicerias se agruparon segun su nivel socio-
econdmico en tres &reas establecidas por el Instituto Nacional de Estadistica (INE).

La extraccion de las muestras ambientales se enfocé en cuatro tipos de superficies:
mesadas de trabajo, tablas de cortar, mangos de cuchillos y picadoras de carne. Para esto
se contd con la colaboracion del Instituto Nacional de Carnes (INAC) quien aporto los
recursos necesarios para la obtencion de las mismas. Las muestras fueron procesadas en
el Departamento de Bacteriologia y Virologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de la Republica.

En cada visita se realiz6 una encuesta epidemiolégica para identificar los diferentes
factores asociados con los niveles de contaminacién detectados.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Muestreo

7.1.1 Marco de muestreo. Como fuente de informacién para los diferentes calculos se
utilizoé la base de datos oficial de las carnicerias de Montevideo, la cual pertenece al
Instituto Nacional de Carnes (INAC). Al momento de la estimacion del tamafio de
muestra (2011), el departamento de Montevideo contaba con un total de 653 carnicerias
habilitadas y en funcionamiento.

7.1.2 Tamafio de muestra. Debido a que los niveles de contaminacion de las diferentes
superficies en las carnicerias eran desconocidos, el tamafio de muestra fue determinado
asumiendo el peor escenario que se corresponde con un porcentaje del 50% de
establecimientos con alguna contaminacion ambiental y que la proporcion se estimaria
con un error maximo de 12% para un nivel de confianza del 95%. Basado en estos
supuestos se determiné un “n;” de 67 que luego de ser ajustado para una poblacidn finita
da un tamafio de muestra de 61 establecimientos decidiéndose tomar una muestra de 63
carnicerias.

7.1.3 Seleccion de carnicerias. Las carnicerias fueron estratificadas en tres areas
geograficas (AG) segun el nivel socio-economico de la poblacion residente en las
mismas, definidas éstas por el Instituto Nacional de Estadisticas (INE). Las areas
geograficas fueron denominadas como: AG1, corresponde al nivel socio-econémico alto
y medio alto; AG2, corresponde al nivel socio-econdmico medio y AG3 corresponde al
nivel socio-econdmico medio bajo y bajo (Costas G. y Herrera V, 2008) (Figura 1). La
muestra se tratd de distribuir en las tres areas en forma igualitaria como estrategia para
obtener estimaciones con errores potencialmente similares a un mismo nivel de
confianza, para cada area geogréfica.

Una vez estratificadas las carnicerias fueron seleccionadas en forma aleatoria dentro de
cada estrato (los nimeros aleatorios fueron generados a través del software Intercooled
Stata).

Debido a un error de clasificacion se muestrearon 3 carnicerias de la Seccional Policial
15 como parte del AG3 cuando en realidad pertenecian a al AG2. Esta situacién
determind que se seleccionaran aleatoriamente 3 nuevas carnicerias en el AG3, para
cumplir con el objetivo de un minimo de 21 carnicerias por area geografica. De esta
forma la muestra incluyé 21 carnicerias en las zonas AG1 y AG3, y 24 en la restante
(AG2).

7.1.4 Procedimiento de muestreo. Los establecimientos seleccionados se visitaron entre
los meses de diciembre 2012 y junio 2013. En todas las carnicerias se tomaron muestras
de cuatro tipos de superficies que se encuentran habitualmente en contacto directo o
indirecto con los productos céarnicos y con las manos de los manipuladores: mesadas de
trabajo, tablas, mangos de cuchillos y picadoras de carne. Las mismas fueron recogidas
siempre por la misma persona (P.C.L) utilizando guantes estériles descartables entre
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superficies. Para cada muestra se utiliz6, un hisopo de algoddén estéril previamente
humedecido en suero fisioldgico estéril. Los hisopos fueron rotados de 10 a 15 veces
sobre cada superficie a ser muestreada (Hoet et al. 2011).

Figura 1. Seccionales Policiales (SP) que componen las tres areas socioecondémicas del
departamento de Montevideo. AG1: area socio-economica alta y media-alta; AG2: area
socio-econémica media; AG3: area socio-econémica media-baja y baja.’

Para el caso de las mesadas y tablas de trabajo, las muestras se tomaron utilizando un
hisopo por cada medio metro cuadrado de superficie. Para el caso de los mangos de
cuchillos, las muestras se tomaron de la totalidad de la superficie, utilizando un hisopo
por mango. Para el caso de las picadoras de carne las muestras se tomaron de la totalidad
de la superficie de salida de la carne picada, utilizando un hisopo por cada equipo
presente en cada carniceria.

Las muestras extraidas en cada carniceria se agruparon en “pooles” por tipo de
superficie. Asimismo, cada tipo de superficie se analiz6 en forma individual por
carniceria.

Los hisopos fueron colocados en 10 ml de caldo digerido triptico de soja (TSB) para la
recuperacion de E. coli y S. aureus y en 10 ml de caldo Tetrationato (TT) con el
agregado de 0,2 ml de una solucién de ioduro de potasio (0,3 gramos/ml) y cristales de
iodo (0,25 gramos/ml) para la deteccion de Salmonella spp. Los tubos inoculados de esa
forma fueron transportados rapidamente al laboratorio a temperatura ambiente y se
procesaron segun se describe a continuacion.

% Fuente: INAC, Serie Técnica N°45, Mayo 2008.

14



7.2 Estudio microbiolégico. Aislamiento e identificacion de microorganismos
7.2.1 Staphylococcus aureus

La técnica utilizada para la deteccion de S. aureus fue la descripta por Hoet et al. 2011
modificada como se describe a continuacion. Los tubos con caldo TSB inoculados se
incubaron a 37° C y en aerobiosis por 18 a 24 hs. Luego se realizaron re-aislamientos en
placas de agar Baird-Parker (Difco) suplementadas con el agregado de yema de huevo y
telurito de potasio (Difco) que se incubaron por 24 hrs en aerobiosis a 37° C. Se
analizaron hasta 3 colonias sospechosas de S. aureus por placa (colonias convexas,
brillantes, de tamafio mediano con centro negro, borde irregular y doble halo
conceéntrico; el interno opalescente debido a la accion de lecitinasas y el externo
trasltcido producido por lipasas; figura 2). A cada una de estas colonias se le realizo:
prueba de catalasa, tincion de Gram y observacion al microscopio, test de coagulasa en
lamina (“clumping factor”) con plasma citratado de conejo y determinacion de la
actividad DNasa en placas de agar ADN con verde de metilo (Pardo et al. 2013).

Figura 2. Morfologia tipica de las colonias
sospechosas de S. aureus en agar Bird Parker
suplementado con yema de huevo vy telurito de
potasio.

Las cepas de S. aureus recuperadas fueron conservadas por siembra en profundidad en
tubos con cierre hermético conteniendo medio de cultivo semisélido (agar nutritivo 11,5
gramos por litro y caldo nutritivo [Difco] 4,0 gramos por litro) y protegidas de la luz
para realizar posteriormente la deteccion por PCR del gen de virulencia que codifica
para la toxina del Sindrome de Shock Toxico 1 (TSST-1) y para el gen mecA
responsable de la resistencia a meticilina. Para la deteccién de dichos genes se
seleccion6d al azar una colonia por superficie cuando las 2 o 3 de las recuperadas
correspondieron a S. aureus.

7.2.1.1 Reaccion en cadena polimerasa (PCR)
La extracciéon del ADN se realizd segun el protocolo interno utilizado por el laboratorio

de Medicina Veterinaria Preventiva de la Universidad Estatal de Ohio segun se describe
a continuacion.
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En una cabina libre de ADN, se colocaron 95 ul de agua ultrapura (milli-Q®) en tubos
estériles de 1,5 ml para microcentrifuga previamente rotulados con el nimero de muestra
correspondiente y se agregaron 5 pl de una solucion de Achromopeptidasa (Sigma-
Aldrich® St. Louis, MO) a una concentracion de 10U/ul. En otro sector del laboratorio,
utilizando un ansa estéril se transfirieron 2 o0 3 colonias de S. aureus a cada tubo, se
colocaron en un bafio termostatizado a 50° C y se incubaron durante 10 minutos. Luego
los tubos se colocaron en un termo-bloque, se mantuvieron a 94° durante 10 minutos y se
centrifugaron a 13.500 rpm por 5 minutos. El sobrenadante (80-90 ul) se transfirio a
microtubos estériles nuevos previamente rotulados y se conservaron a una temperatura
de -20° C hasta su procesamiento por PCR.

Cuatro pl. de cada sobrenadante se usaron como molde en las reacciones de
amplificacion. Para la técnica de PCR multiple se utiliz6 la mezcla comercial de enzima
y nucleodtidos (illustraTM pureTaqg Ready-To-Go PCR Beads, GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido) con el agregado de Cl,Mg para obtener una
concentracion final de 3.5 mM en un volumen final de 25 L.

En cada reaccion se utilizaron 3 pares de cebadores para la amplificacion de sectores
correspondientes a los siguientes genes: 16s, tsty mecA (Cuadro 1). El gen que codifica
para la subunidad 16s del ARNr se utiliz6 como control interno de la reaccion de
amplificacion. La concentracion final de cada uno de los cebadores fue de 0,2 uM
(Pardo et al. 2009).

Cuadro 1. Cebadores utilizados para el estudio de las cepas de S. aureus.

Staph750R | CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC
165 54°C 756 pb
Staph756F |AACTCTGTTATTAGGGAAGAACA
TSST-1R |TACTAATGAATTTTTTTATCGTA
tst AGCCCTT 5400 179 pb
TSST-1F |TTCACTATTTGTAAAAGTGTCAG
ACCCACT
mecA 1 GTAGAAATGACTGAACGTCCGAT
mecA AA
54°C 310 pb
mecA 2 CCAATTCCACATTGTTTCGGTCT
AA

El programa de PCR utilizado fue el siguiente: un paso inicial de desnaturalizacion a
95°C por 5 minutos; seguido por pasos de: 95° C por 1 minuto, 54° C por 1 minuto, 72°
C por 1 minuto, estos 3 se repitieron en ese orden por 35 ciclos; y luego un paso de
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extension final a 72° C por 10 min. La reaccion fue realizada en un termociclador Gene
Amp® PCR System 2700 Applied Biosystem.

Se utilizaron las siguientes cepas control: ATCC 25923 (16s positiva, tst y mecA
negativa), IH36 resistente a meticilina portadora del gen mecA y la cepa productora de
TSST-1* (confirmada en el “Center for Disease Control and Prevention”; CDC, Atlanta,
EUA).

Las muestras fueron corridas en geles de agarosa al 2% en TBE 0,5X por la técnica de
electroforesis sumergida, tefiidos en una solucion de bromuro de etidio (0,5 pg/ml),
observados y fotografiados bajo luz ultravioleta.

7.2.2 Escherichia coli

Para la recuperacion de E. coli se utilizé la técnica descripta por Mollenkopf et al.
(2011). Los tubos con TSB se incubaron a 37° C en aerobiosis por 24 hs. Luego con
ansa, una alicuota fue sembrada en placas de agar Mac Conkey e incubadas por 24 hrs a
37° C. Por cada placa se analizaron hasta 3 colonias sospechosas de E. coli (lactosa
positivas, centro rosado intenso). La identificacion inicial se realizd utilizando las
siguientes pruebas bioquimicas: produccion de indol, decarboxilacion de la ornitina y
utilizacion de citrato. Las mismas se incubaron por 24-48 hrs en estufa a 37° C.

Las cepas de E. coli recuperadas (indol positivas, citrato negativas, ornitina variable)
fueron conservadas sembradas en profundidad, en tubos con cierre herméticos
conteniendo medio de cultivo semisolido y protegidas de la luz para realizar
posteriormente la deteccion por PCR de los genes que codifica para la toxina Shiga tipo
1y 2. Para la deteccion de dichos genes se selecciono al azar una colonia por superficie
cuando 2 o las 3 correspondieron a E. coli.

7.2.2.1 Reaccion de cadena en polimerasa (PCR)

La extraccion del ADN se realizd segin protocolo utilizado por el laboratorio de
Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina de la
Universidad de la Republica. Tres o 4 colonias de E. coli se resuspendieron en 150 pl de
agua ultrapura Milli-Q, se calentaron a 100° C durante 10 minutos, se enfriaron a 4-5° C
durante 10 minutos y luego se centrifugaron a 13.000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante se conservo a -20° C hasta su procesamiento (Varela et al. 2008).

Cuatro pL de cada sobrenadante se usaron como molde en las reacciones de
amplificacion. Para la técnica de PCR multiple se utiliz6 la mezcla comercial
(illustraTM pureTaq Ready-To-Go PCR Beads, GE Healthcare, Buckinghamshire,

* Cepa control cedida gentilmente por la Dra. Teresa Camou del laboratorio central del Ministerio Salud
Publica
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Reino Unido), con el agregado de Cl,Mg para obtener una concentracion final de 3,5
mM en un volumen final de 25 pL.

En cada reaccién se utilizaron 3 pares de primers para la amplificacién de sectores
correspondientes a los siguientes genes: 16s, stx1 y 2 (Cuadro 2). Las concentraciones
finales utilizadas fueron 0,6 uM, 4,0 uM y 1,0 UM respectivamente (Varela et al. 2008).

Cuadro 2. Cebadores utilizados para el estudio de las cepas de E. coli.

E.coliR |ACCGCTGGCAACAAAGGATA
16s 54°C 401 pb

E.coliF |CCCCCTGGACGAAGACTGAC

STX1R AGCGATGCAGCTATTAATAA
STX1F GAAGAGTCCGTGGGATTAGG

STX2R |GCTCTGGATGCATCTCTGGT
stx2 54°C 349 pb
STX2F TTAACCACAACCCCACCGGGCAGT

El programa de PCR utilizado fue el siguiente: un paso de desnaturalizacion inicial a
95°C por 5 minutos; seguido de: 95° C por 1 minuto, 54° C por 1 minuto, 72° C por 1
minuto, estos 3 por 35 ciclos; y luego una extension final a 72° C por 10 min. La
reaccion se realizd6 en un termociclador Gene Amp PCR System 2700 Applied
Biosystem.

Las cepas control utilizadas fueron ATCC 25922 (stx1/2 negativa) y E. coli O157:H7
cepa IH 23 portadora de los genes stx1y 2.

Las muestras fueron corridas en geles de agarosa al 2% por la técnica de electroforesis
sumergida, luego tefiidos en una solucién de bromuro de etidio (0,5 pg/ml), observados
y fotografiados bajo luz ultravioleta.

7.2.3 Salmonella spp.

Para la recuperacion de Salmonella spp. se utilizd la técnica descripta por Mollenkopf et
al. (2011). Los tubos con caldo Tetrationato inoculados fueron incubados en estufa a
42°C por 24 hs. Un ml fue sembrado en 10 ml de caldo Rappaport-Vassilliadis e
incubados en estufa a 42° C por 24-48 hrs. Luego tomando con ansa una alicuota de cada
tubo con Rappaport-Vassilliadis fue sembrado en placas de agar Salmonella-Shigella
(SS) e incubado por 24 hrs a 37°C. Las colonias sospechosas de Salmonella (colonias
lactosa negativas con centro negro; ver figura 3) se estudiaron utilizando las siguientes
pruebas bioguimicas: produccion de indol, decarboxilacion de la ornitina y de la lisina,
utilizacion de citrato, produccion de &cido fenil-piravico a partir de fenilalanina;
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produccion de gas sulfhidrico y utilizacion de lactosa y sacarosa, produccion de CO; en
tubos de agar triple azucar hierro (TSI). Las cepas sospechosas fueron remitidas al
Centro Nacional de Salmonella para su estudio posterior.

Figura 3. Morfologia tipica de colonias
sospechosas de Salmonella spp en agar
Salmonella-Shigella.

La cepa control utilizada® fue Salmonella Enterica subsp. enteritica serovar Enteritidis
del Laboratorio de Salmonella del Departamento de Bacteriologia y Virologia del
Instituto de Higiene de la Facultad de Medicina de la Universidad de la Republica.

7.3 Encuesta epidemiolégica

Se realiz6 un estudio epidemiolégico para identificar algunos potenciales factores de
riesgo asociados con los niveles de contaminacién y verificar las buenas practicas
utilizadas. Para esto, en cada una de las visitas se realiz6 una encuesta que incluy6
informacidn respecto al tipo de carniceria (tradicional o supermercado), volumen de
venta, antigliedad de las instalaciones y su estado de mantenimiento, cantidad y
competencia del personal, estado de los equipos, variedad de productos que
comercializa, manejo de los productos, higiene de las instalaciones, frecuencia de
limpieza y desinfeccion, mantenimiento de la cadena de frio, entre otros (Anexo | —
Encuesta Epidemioldgica).

7.4 Andlisis estadistico

El anélisis estadistico se realizd6 de acuerdo al disefio (muestreo estratificado con
asignacion de la muestra en forma no proporcional) y se utilizaron las rutinas de
muestreo complejo de Stata (StataCorp. 2015. Stata Survey Data Reference Manual:
Release 14. College Station, TX: StataCorp LP. ISBN-13: 978-1-59718-167-9, Skinner
C.J., 1989), determindndose las prevalencias con sus intervalos de confianza del 95%
considerando en el analisis el peso de los estratos en funcion de la probabilidad de
seleccion de cada carniceria. Asimismo, para evaluar la existencia de asociacion entre

> Cepa control cedida por la Sra. Gladys Gonzélez del Laboratorio de Salmonella del Departamento de
Bacteriologia y Virologia
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las variables estudiadas y analizar diferencias entre frecuencias se realizé la prueba de
chi cuadrado de Pearson. El chi cuadrado de Person fue corregido por el disefio del
muestreo con la correccion de segundo orden de Rao & Scott (1984) y convertido al

estadistico F.
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8. RESULTADOS

8.1 Consideraciones generales

Se estudiaron 66 carnicerias ubicadas en el Departamento de Montevideo, 21
pertenecientes al area socio-econdémica alta y media-alta (AG1), 24 al area socio-
econdmica media (AG2) y 21 al area socio-econdmica media-baja y baja (AG3). En
cada carniceria se estudiaron 4 superficies: mesadas de trabajo, tablas de cortar, mangos
de cuchillos y picadoras de carne, procesandose un total de 264 muestras (cada una
compuesta por un “pool” de muestras del mismo tipo de superficie pertenecientes a la
misma carniceria). Para todas las superficies se analiz6 individualmente la presencia de
S. aureus, E. coli y Salmonella spp.

Las carnicerias fueron consideradas positivas cuando se demostro la presencia al menos
una superficie contaminada con alguno de los agentes estudiados. En funcién de la
muestra se estimo que el 86,88% (58/66) de las carnicerias de Montevideo tendrian
contaminacion microbioldgica. En este sentido, el 65,07% (44/66) de las carnicerias
tendria S. aureus, recuperandose un total de 146 cepas de 79 superficies; y el 74,86%
(50/66) E. coli, recuperandose un total de 298 cepas en 143 superficies. En ninguno de
los establecimientos estudiados se logré recuperar Salmonella spp. (Cuadro 111).

Cuadro I1l. Porcentaje estimado y limites de confianza del 95% de carnicerias con
presencia de S. aureus y E. coli en el Departamento de Montevideo.

65,07 (44) 52,99 75,47
74,86 (50) 62,63 84,11

86,88 (58) 76,03 93,25

Nota: ““n”” corresponde a la cantidad de carnicerias positivas a los microorganismos estudiados en las 66
carnicerias investigadas. El ““n” total corresponde a la cantidad de carnicerias con presencia de al menos
uno de los agentes estudiados.

En relacion a los diferentes tipos de superficies analizadas, se considerd positiva una
superficie cuando se logré recuperar de la misma al menos una cepa del microorganismo
buscado. Los resultados mostraron diferencias significativas (p=0,003) a favor de la
presencia de S. aureus en los mangos de los cuchillos respecto al resto de las superficies.
No se detectaron diferencias significativas en los distintos tipos de superficies en
relacion a la presencia de E. coli (Cuadro 1V).
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Cuadro V. Porcentaje estimado de S. aureus y E. coli segun los diferentes tipos de
superficies analizadas.

26,07 (18) 53,46 (36)
32,34 (22) 61,10 (41)
42,47 (29)* 52,76 (35)
14,06 (10) 45,50 (31)

Nota: “n”” corresponde a la cantidad de superficies positivas a los microorganismos estudiados en las 66

carnicerias investigadas.
*Indica diferencia estadisticamente significativa

La informacion general obtenida en la encuesta epidemioldgica en cada carniceria
visitada se resume en la Cuadro V.

Cuadro V. Descripcién de las carnicerias encuestadas segun el area socio-econémica
donde se encontraban ubicadas.

Nota: AG1 = &rea socio-econdmica alta y media alta; AG2 = 4rea socio-econdmica media; AG3 = area
socio-econdmica media baja y baja; n= cantidad de carnicerias en la muestra; ne = No estimada.

8.2 Resultados segun agente bacteriano

8.2.1 Staphylococcus aureus

Si consideramos el nivel socio-econémico y analizamos las carnicerias segun el &rea
geografica donde se encontraban ubicadas, observamos que el porcentaje que mostrd
contaminacion por S. aureus en el AG1 fue de 71,43% (48,18% - 87,05%), en el AG2
45,83% (26,83% - 66,13%) y en el AG3 fue de 85,71% (62,59 — 95,56%). El test
estadistico utilizado, mostro diferencias significativas entre dichas zonas (p = 0.0205).
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Si analizamos la cantidad de superficies contaminadas por S. aureus en las carnicerias en
funcién del area socio-econdmica, observamos que el 19,05% de las ubicadas en el AG3
presentaron los 4 tipos de superficies contaminadas mientras que las pertenecientes a
AG1ly AG2 presentaron el 0 % y el 4,17 %, respectivamente (Cuadro VI).

Cuando analizamos las carnicerias que no tuvieron ninguna superficie contaminada
vemos que las ubicadas en las areas AG1 y AG2 mostraron un porcentaje de 28,57% y
54,17%, respectivamente; en cambio las ubicadas en AG3 mostraron un 14,29%
(Cuadro VI). La prueba de chi cuadrado ajustada por el disefio mostro diferencias
significativas (p= 0,0342) en la cantidad de superficies contaminadas entre las diferentes
area socio-economicas.

Cuadro VI. Distribucion del nimero de superficies contaminadas con S. aureus segun
el area socio-econdmica donde se encontraban ubicadas las carnicerias.

28,57 (6) | 38,10(8) | 28,57 (6) | 4,76 (1) 0(0) 100 (21)
54,17 (13) | 33,33(8) | 8.33(2) 0(0) 417 (1) | 100 (24)
14,29 (3) | 2857(6) | 2857 (6) | 952(2) | 19,05(4) | 100 (21)
34,93 (22) | 33,48 (22) | 20,36 (14) | 4,17(3) | 7,06(5) | 100 (66)

Nota: AG1 = area socio-economica alta y media alta; AG2 = area socio-econdmica media; AG3 = area
socio-econdmica media baja y baja y n = cantidad de superficies positivas a S. aureus.

Teniendo en cuenta que las carnicerias del AG1l y AG2 presentaron similitudes en
cuanto a la mediana (percentil 50) de kilogramos de carne que venden por mes y el
namero de clientes (Cuadro V); las mismas fueron agrupadas (AG1-2) con el objetivo de
darle mayor poder a las pruebas de hipdtesis y mejorar los valores estimados. En este
caso, el 43,03% (29,35% - 57,87%) de las carnicerias ubicadas en AG1-2 fueron
negativas a S. aureus en contraste con las ubicadas en el AG3 que presentaron el 14,29%
(4,42% - 37,41%), mostrando diferencias estadisticamente significativas (p=0,0271)
entre los dos grupos. Ademas, el 19,05% (7,01% - 42,34%) de las carnicerias ubicadas
en el AG3 presentaron las 4 superficies contaminadas, mientras que las carnicerias del
AG1-2 presentaron el 2,35% (0,31% - 15,73%). La prueba de chi cuadrado ajustada por
el disefio mostro diferencias significativas (p=0,0252) entre las areas geograficas, las
carnicerias ubicadas en el AG3 presentaron mayor probabilidad de tener una alta
contaminacion con las 4 superficies positivas en comparacion con las del AG1-2
(Cuadro VIl y Figura 4).
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Cuadro VII. Comparacion de la cantidad de superficies contaminadas con S. aureus por
carniceria segun el area socio-econémica tomando AG1 y AG2 como un solo estrato.

43,03 (19) | 35,40 (16) | 17,14 (8) | 2,07 (1) | 2,35 (1) | 100 (45)
14,29 (3) | 28,57 (6) | 28,57 (6) | 9,52 (2) | 19,05 (4) | 100 (21)

34,93 (22) | 33,48 (22) | 20,36 (14) | 4,17 (3) | 7,06 (5) | 100 (66)

Nota: AG1-2 = &rea socio-econdmica alta, media alta y media; AG3 = &rea socio-econdmica media baja
y baja; n = cantidad de superficies positivas a S. aureus.

50%
45%
40% -

35% -
30% -
25% -
BWAGL-2
20% -
159 - BAG3
10% -
5% -
0% -
eus

Numero de superficies contaminadas con S. aur

Figura 4. Porcentaje de superficies contaminadas con S. aureus por carniceria segun el
area socio-econdémico considerando AG1 y AG2 como un solo grupo. AGl y AG2 =
area socio-econdmica alta, media alta y media; AG3 = area socio-econémica media baja
y baja.

Si analizamos los diferentes tipos de superficies examinadas segun el area socio-
econémico donde estaban ubicadas las carnicerias observamos que las del AG3
presentaron una proporcién mayor de contaminacién por S. aureus en todos los tipos de
superficies, mostrando diferencias estadisticamente significativas en los mangos de los
cuchillos (p=0,0487) y picadoras de carne (p= 0,0237) (Cuadro 11X).
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Cuadro I1X. Porcentaje estimado de carnicerias con presencia de S. aureus y limites de
confianza del 95% por &rea socio-econémica segun el tipo de superficie analizada y
nivel de significacion entre estratos (p).

12,95-51,82 3,89-33,49 23,31-64,91

23,81 | 8,65-47,15 |25,00| 11,30-46,60 | 52,38 |31,02-72,91| 0,1058

47,62 | 27,09-68,98 | 25,00 | 11,30-46,60 | 61,90 | 39,30-80,31| 0,0487*

9,52 | 2,25-32,54 | 4,17 | 0,54-25,92 | 33,33 |16,23-56,33| 0,0237*

Nota: AG1 = area socio-economica alta y media alta; AG2 = area socio-econdmica media; AG3 = area
socio-econémica media baja y baja.
*Indica diferencia estadisticamente significativa.

Al agrupar los estratos AG1l y AG2 se observa que ademas de los mangos de los
cuchillos y las picadoras de carne, también hay diferencias significativas en las tablas
(p=0,0323); y una marcada tendencia de las mesadas (p= 0,0529) de las carnicerias
ubicadas en el AG3 a presentar una mayor contaminacion por S. aureus que las del
AG1-2 (Cuadro IX).

Cuadro IX. Porcentaje estimado de carnicerias con presencia de S. aureus segun el tipo
de superficie tomando AG1y AG2 como un solo estrato y el nivel de significacion entre
estratos.

Nota: AG1-2 = &rea socio-econdmica alta, media alta y media; AG3 = area socio-econémica media baja
y baja y n = cantidad de superficies positivas a S. aureus.
*Indica diferencia estadisticamente significativa.

Se estimo que el 6,85% (2,89 — 15,37) de las carnicerias de Montevideo tendrian cepas
de S. aureus portadoras del gen tst. De las 79 cepas de S. aureus analizadas (1 cepa por
superficie), 6 fueron portadoras del gen tst y 4 presentaron el gen mecA (Figura 5). Las 6
cepas portadoras del gen tst se recuperaron en 5 carnicerias, 4 correspondieron al AG3
(una de ellas con 2 superficies contaminadas: tabla y mango de los cuchillos) y 1 al
AGL1. Las superficies contaminadas en las carnicerias ubicadas en el AG3 fueron tablas,
mesadas y mangos de cuchillos, mientras que la superficie contaminada en la carniceria
ubicada en el AG1 fue la picadora de carne.
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Asimismo, se estimo que el 5,46% (1,70 — 16,16) de las carnicerias de Montevideo
presentarian cepas de S. aureus portadoras del gen mecA. Las 4 cepas que presentaron el
gen mecA se detectaron en 3 carnicerias, 2 ubicadas en el AG1 (una con 2 superficies
contaminadas) y 1 ubicada en el AG2. Las superficies contaminadas en las carnicerias
ubicadas en el AG1 fueron mesadas y mangos de cuchillos, mientras que en el AG2 las
superficies contaminada fueron Gnicamente las mesadas.

156 ph

310 pb
179 pb

Figura 5. Deteccion de los genes mecA y tst mediante PCR multiple y electroforesis en
gel de agarosa al 2%. Carriles 1, 2, 3, 6, 9, 10 y 11: cepas de S. aureus tst y mecA
negativas; carriles 4 y 5: cepas de S. aureus mecA positivas; carril 7: cepa de S. aureus
tst positiva; carril 8: marcador de peso 100 pb; carril 12: cepa control de S. aureus tst y
mecA negativas; carril 13: control de mezcla; carril 14: cepa control de S. aureus tst
positiva y carril 15: cepa control de S. aureus mecA positiva.

8.2.2 Escherichia coli

El porcentaje de carnicerias que presentaron contaminacién por E. coli en el AG1 fue de
71,43% (48,18% - 87,05%), en el AG2 de 66,67% (45,24% - 82,88%) y en el AG3 fue
de 90,48% (67,46% - 97,75%). El analisis estadistico no mostré diferencias
significativas entre las distintas zonas.

Si en el andlisis consideramos la cantidad de superficies contaminadas por E. coli y el
area socio-econdémica, observamos que el 42,86% (23,31% - 64,91%) de las carnicerias
ubicadas en el AG3 presentaron las 4 superficies estudiadas contaminadas, en
comparacion con los establecimiento de las areas AGl y AG2 que presentaron el
14,29% (4,44% - 37,41%) y el 16,67% (6,14% - 37,96%) respectivamente. Si
observamos las carnicerias que no tuvieron ninguna superficie contaminada vemos que
las ubicadas en las &reas AG1 y AG2 mostraron un porcentaje mayor 28,57% (12,95% -
51,82%) y 33,33% (17,12% - 54,75%) respectivamente, en comparacion con el AG3 que
mostrd un 9,52% (2,24% - 32,54%) (Cuadro X). En este caso, la prueba de chi cuadrado
tampoco mostro diferencias significativas pero sugiere una tendencia (p= 0,0581).
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Cuadro X. Frecuencia de superficies contaminadas con E. coli segin el area socio-
econdmica donde se encuentran ubicadas las carnicerias.

0 1 2 3 4 Total

% (n) % (n) % (n) % (n) % (n) % (n)
28,57 (6) 0(0)| 2381(55)| 3333(7)| 14,29(3) 100 (21)
33,33 (8) 4,17 (1) | 33,33(8)| 12,50 (3)| 16,67 (4) 100 (24)
9,52 (2) | 14,29 (3) 9,52 (2) | 23,81(5)| 42,86 (9) 100 (21)
25,14 (16) 5,72 (4) | 23,65 (15) | 22,20 (15) | 23,30 (16) 100 (66)

Nota: AG1 = &rea socio-econdémica alta y media alta; AG2 = area socio-econémica media; AG3 = area
socio-econdmica media baja y baja y n = cantidad de superficies positivas a E. coli.

Al igual que hicimos para S. aureus, con el objetivo de darle mayor poder a las pruebas
de hipdtesis y mejorar los valores de estimacion, las carnicerias ubicadas en el AG1 y
AG2 se analizaron como un solo estrato (AG1-2). Si observamos los resultados
obtenidos vemos que el 31,26% (19,05% - 46,77%) de las carnicerias ubicadas en el
AG1-2 no presentaron ninguna superficie contaminada en contraste con las del AG3 que
tuvo un 9,52% (2,24% - 32,54%). En el otro extremo, el 42,86% de las carnicerias en el
AG3 presentaron las 4 superficies contaminadas, en contraposicion con las carnicerias
del AG1-2 que presentaron un 15,63% (7,39% - 30,07%). La prueba de chi cuadrado
ajustada por el disefio mostr6 diferencias significativas (p=0,0163) entre las areas
geogréficas, teniendo los establecimientos del AG3 casi tres veces méas probabilidad de
presentar las 4 superficies contaminadas que las carnicerias ubicadas en AG1-2 (Cuadro
X1y Figura 6).

Cuadro XI. Comparacion de la cantidad de superficies contaminadas por carniceria
segun el area geografica analizando las correspondientes a AG1 y AG2 como un solo
estrato.

31,26 (14) | 2,35(1) | 29,19 (13) | 21,56 (10) | 15,63 (7) | 100 (45)
952(2) | 1429(3)| 9,52(2)| 2381 (5) | 42,86 (9)* | 100 (21)
2514 (16) | 5,72 (4) | 23,65 (15) | 22,20 (15) | 23,30 (16) | 100 (66)

Nota: AG1-2 = &rea socio-econdémica alta, media alta y media; AG3 = &rea socio-econémica media baja
y baja; n = cantidad de superficies positivas a E. coli.
*Indica diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 6. Porcentaje de superficies contaminadas con E. coli por carniceria segun el
area socio-economica considerando el AG1 y AG2 como un solo grupo. AG1-2 = area
socio-econdmica alta, media-alta y media; AG3 = &rea socio-econdmica media-baja y
baja.

Si analizamos los diferentes tipos de superficies examinadas segun el area socio-
econdmica donde estaban ubicadas las carnicerias observamos que el AG3 presentd una
proporcion mayor de E. coli en todos los tipos de superficies. El analisis estadistico no
mostré diferencias significativas entre los estratos pero se observo una tendencia de
mayor contaminacion (p=0,0521) en las picadoras de carne de las carnicerias ubicadas
en el AG3 (Cuadro XII).

Cuadro XIlI. Porcentaje estimado de la presencia de E. coli y limites de confianza del
95% por area socio-econdmica segun el tipo de superficie analizada y nivel de
significacion entre estratos (p).

23,31-64,91 26,83-66,13

52,85-90,13

61,90 39,30-80,31 |50,00| 30,29-69,71 |76,19|52,85-90,13| 0,2177

52,38 | 31,02-72,91 (50,00| 30,29-69,71 |57,14|35,09-76,69 | 0,8957

47,62 | 27,09-68,98 |29,17| 14,14-50,74 |66,67|43,67-83,77 | 0,0521

Nota: AG1 = &rea socio-econémica alta y media alta; AG2 = &rea socio-economica media; AG3 = area
socio-econdmica media baja y baja.
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Al agrupar los estratos AG1 y AG2 observamos que las mesadas y las picadoras de
carne de las carnicerias ubicadas en el AG3 presentaron una contaminacion
significativamente mayor que las de AG1-2 (Cuadro XIII).

Cuadro XIlII. Porcentaje estimado de carnicerias con mesadas y picadoras de carne
positivos a E. coli por &rea socio-econdmico tomando AG1 y AG2 como un solo grupo y
el nivel de significacion entre estratos.

Nota: AG1-2 = &rea socio-economica alta, media alta y media; AG3 = &rea socio-econdmica media baja
y baja; n = cantidad de superficies positivas a E. coli.
*Indica diferencia estadisticamente significativa.

Ninguna de las 79 cepas seleccionadas dio resultado positivo para los genes stx1/2.
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8.3 Encuesta epidemioldgica
Parte 1. Informacion general

Tipo de carniceria. Si observamos los resultados segun el tipo de carniceria analizada y
los microorganismos identificados, vemos que el 100% de los supermercados fueron
positivos a la presencia de S. aureus mostrando una diferencia significativa (p= 0.0038)
respecto a las carnicerias tradicionales, que resultaron positivas en un 46,05% (IC 95%,
30,54% - 56,69%).

Los resultados no mostraron diferencias significativas para el caso de E. coli.

Volumen de venta. Si observamos los resultados microbioldgicos y los comparamos
con el volumen de venta mensual, vemos diferencias significativas (p=0,045) en los
niveles de contaminacion por S. aureus en las carnicerias que presentaron un mayor
volumen de venta (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje estimado de carnicerias con presencia de S. aureus segun el
volumen de venta mensual (kg).

El anélisis de los resultados no mostré asociacion estadisticamente significativa entre el
volumen de venta y la presencia de E. coli.

Parte 2. Instalaciones

El 100% de las carnicerias visitadas contaban con instalaciones para el lavado de manos,
bafos para el personal y agua potable proveniente de OSE (Obras Sanitarias del Estado).

Asimismo, la totalidad de las paredes y pisos de los locales estaban construidos con

materiales lavables. El analisis de los resultados mostré que no hubo asociacion entre las
variables antigiiedad, mantenimiento general de las instalaciones, material y estado de
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mantenimiento de las paredes, pisos, techos, zocalos sanitarios, desagles, forma de
accionamiento (manual o automatico) de los lavamanos y disponibilidad de agua
caliente, y la presencia de S. aureus o E. coli.

Parte 3. Personal

Los resultados mostraron que no existio asociacion estadistica entre la presencia de S.
aureus y E. coli y la cantidad de personal que manipula los productos carnicos, la edad
del personal, los afios de experiencia y el nivel educativo.

Sin embargo, cuando analizamos el nivel educativo en las tres areas socio-econdmicas,
observamos que el porcentaje de personal con formacion especializada y educacion
primaria es similar en los tres estratos, mostrando diferencias significativas (p= 0,007)
en la cantidad de personal sin educacion formal y con educacion secundaria. Respecto a
esto, el area socio-econdmica baja y media baja presentd el porcentaje (9,28%) mas alto
de personal sin educacién formal en comparacion con las otras dos areas que presentaron
un 2,86 y 2,17% respectivamente.

Cuando analizamos el nivel educativo en los tres estratos segun el tipo de carniceria no
se consideraron los supermercados, pues utilizan los mismos criterios de reclutamiento
en todas las areas y diluyen las diferencias entre las mismas. De esta manera, 10s
resultados mostraron que las carnicerias tradicionales del AG3 ademas de presentar el
mayor porcentaje de personal sin educacion formal (16,36%) también presentaron el
menor porcentaje (7,27%) de personal con educacion secundaria en comparacion con las
otras dos areas (AG1=27,59% y AG2=20,00%), observandose diferencias significativas
(p= 0,014) en el nivel educativo del personal que trabaja en las carnicerias tradicionales
de los tres estratos. Asimismo, se observo que el porcentaje del personal con formacion
especializada en manipulacion de alimentos fue de 1,72 % en el AG1, 1,43% en el AG2
y 0% en el AG3 del personal (Figura 8).
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Figura 8. Nivel educativo del personal en las carnicerias tradicionales de los estratos
AG1 (area socio-econémica alta y media alta); AG2 (area socio-econémica media) y
AG3 (area socio-econémica media baja y baja).
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Parte 4. Superficies en contacto con los productos carnicos

Los resultados mostraron que no existié asociacion entre la presencia de S. aureus y el
tipo de material de las superficies que se encuentran en contacto con los productos
carnicos y su frecuencia de limpieza.

Para el caso de E. coli, los resultados mostraron una tendencia de menor contaminacion
en las superficies de madera, detectandose diferencias significativas (p=0,0342) en las
tablas de picar, donde se observo que las de teflon (politetrafluoroetileno) presentaron
niveles de contaminacion mas altos en comparacién con las de madera (Cuadro XIV).

Respecto al resto de las superficies analizadas, los resultados no mostraron asociacion
entre la presencia de E. coli y el tipo de material y frecuencia de limpieza de las mismas.

Cuadro XIV. Estimacion de la presencia de E. coli en las superficies analizadas segun
el tipo de material del equipamiento y la frecuencia de limpieza.

Material A.inox. | 48 (72,73%) 55,49 (27/48) 41,06-69,04 0.5997
Otros 18 (27,27%) 48,09 (9/18) 26,44-70,49 '

Frecuencia | >1/dia | 40 (60,61%) 49,31 (20/40) 33,79-64,95

limpieza Diario | 26 (39,39%) 59,88 (16/26) 40,29-76,75 | 0.4120
<l/dia 0 (%)

(Tables ]

Material Teflon | 32 (48,48%) 73,73 (24/32) 55,34-86,41
Madera | 19 (28,79%) 63,27 (12/19) 39,35-82,06 | 0,0342*
Ambos | 15 (22,73%) 32,62 (5/15) 13,63-59,76

Frecuencia | >1/dia | 35 (53,03%) 62,10 ( 22/35) 44,78-76,80

limpieza Diario | 27 (40,91%) | 57,57 (15/27) | 38,73-74,44 | 0,7392
<l/dia | 4 (6,06%) 77,11 (3/4) 24,58-97,21

[Mangosde cuchitlos |

Material Plastico | 62 (93,94%) 54,93 (34/62) 41,93-67,30 0.1617
Madera | 4 (6,06 %) 20,91 (1/4) 2,63-72,16 ’

Frecuencia | >1/dia | 28 (42,42%) 64,97 (18/28) 45,31-80,59

limpieza Diario | 32 (48,48%) 42,98 (14/32) 26,74-60,87 | 0,2470
<l/dia | 6 (9,09 %) 48,90 (3/6) 15,33-83,49

Materia] A iNox. | 17(2576%) | 5198 (9/17) | 28,65-74,48 | 0,5494
Otro mat. | 49 (74,24%) | 43,33 (21/49) | 30,27-57,40

Frecuencia | >1/dia | 16 (24,24%) | 53,28 (9/16) | 29,83-75,37

limpieza | Diario | 37 (56,06%) | 41,97 (16/37) | 27,07-58,49 | 0,7551
<l/dia | 13 (19,70%) | 4563 (6/13) | 21,16-72,41

Nota: A. inox.= acero inoxidable.

*Indica diferencia estadisticamente significativa.



Parte 5. Productos carnicos y condiciones de almacenamiento

El 100% de las carnicerias vendian carne bovina, ovina, aviar y porcina. Los resultados
no mostraron diferencia significativa entre las carnicerias que comercializaban otros
alimentos no cérnicos en los locales y la presencia de S. aureus y E. coli.

Respecto a las condiciones de almacenamiento de los productos carnicos, tampoco se
encontrd asociacion entre las temperaturas de almacenamiento y la presencia de S.
aureus y E. coli en las superficies de contacto. En este punto, cabe aclarar que solo el
1,34% de las carnicerias visitadas presentaban los productos con temperaturas mayores a
10°C.

Parte 6. Higiene

Respecto al estado de higiene de las instalaciones se observé que el 10,32% (4,91% -
20,43%) de las carnicerias presentd un muy buen estado de higiene, el 61,01% (48,32%
- 72,36%) presentd un estado bueno, el 26,97% (17,34% - 39,41) presento un estado
regular, el 1,69% (0,22% - 11,61%) un estado malo y ninguna presento un estado muy
malo. Asimismo, el 95,83% (87,52 — 98,69%) declaré que realiza desinfeccion, en su
gran mayoria con hipoclorito.

Respecto a la frecuencia de higiene de manos el 100% de las personas encuestadas
declaré lavarse las manos antes de comenzar a trabajar, cada vez que manipulaban algin
elemento que no fuera carne y luego de ir al bafio. El 68,18% respondié que no realizaba
higiene de las manos cuando manipulaban diferentes tipos de carne.

Los resultados mostraron que no hubo diferencia significativa entre el estado de higiene
de las instalaciones ni la frecuencia de lavado de manos entre las tres areas socio-
econdmicas. Tampoco se pudo demostrar asociacion entre el estado de higiene de las
instalaciones, cdmaras, vitrinas, bafios, vestuarios, frecuencia de limpieza, desinfeccion
y la presencia de S. aureus y E.coli en las carnicerias.
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9. DISCUSION

Para mejorar la calidad higiénico-sanitaria de las carnicerias, de los productos
comercializados y reducir el impacto de las enfermedades trasmitidas por alimentos
carnicos, es importante conocer la prevalencia de las bacterias potencialmente patdgenas
o0 indicadoras de contaminacion presentes en las superficies de contacto con la carne
(Hassan et al, 2010). En este sentido, la deteccién y cuantificacion de organismos
indicadores son ampliamente utilizados para evaluar la eficacia en la aplicacion de las
practicas de higiene. Dentro de éstos indicadores se incluye a S. aureus, E. coli, y otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae (Kusumaningrum et al. 2002; Moore &
Griffith, 2002).

Los resultados globales de este estudio mostraron que el 86,88% de las carnicerias de
Montevideo tendrian al menos uno de los microorganismos buscados (S. aureus o E.
coli) en alguna de las superficies muestreadas. Es de esperar que si no cambian las
condiciones y se repitiera el estudio el valor verdadero de carnicerias con alguno de
estos agentes esté entre 76,03% y 93,25%, con un nivel de confianza del 95%. A nivel
nacional no se dispone de datos previos, sin embargo estos resultados mostraron una
cifra elevada de contaminacion, lo que indicaria un déficit general en los procesos de
limpieza y desinfeccion utilizados y fallas en las practicas de manipulacién y de lavado
de manos aplicadas por los carniceros.

La prevalencia encontrada en las carnicerias del departamento de Montevideo de S.
aureus fue 65,06% y de E. coli 74,86%. No se encontraron trabajos cientificos donde
estuviera publicada la prevalencia de éstos microorganismos por establecimiento, lo que
no permiti6 comparar nuestra situacion con la de otros paises. Sin embargo, si
observamos el porcentaje de S. aureus (29,92%) y de E. coli (54,17%) detectado en las
superficies de contacto con la carne, observamos que son valores muy similares a los
encontrados por Hassan et al. (2010) en las carnicerias de la ciudad de Karachi-Pakistan
donde las enfermedades trasmitidas por alimentos han aumentado como consecuencia de
condiciones sanitarias inadecuadas, falta de higiene en general, pobreza y hacinamiento
como sostienen los propios autores. En dicho trabajo se identificd S. aureus en 34,4% y
E. coli en 55,6% de los cuchillos, tablas, picadoras de carne y balanzas de las
carnicerias.

Otro estudio, realizado por Gurmu y Gebretinsae (2013) en carnicerias de Mekelle —
Etiopia también demostro la existencia de una alta probabilidad de contaminacién de la
carne a partir de las superficies de trabajo. EI microorganismo aislado con mayor
frecuencia en las superficies en contacto con la carne fue E. coli (32%) seguido por
Staphylococcus spp (28%) y Salmonella spp (20%). En dicho estudio el porcentaje de
contaminacion por E. coli (50%) y Staphylococcus spp. (20%) en las mesadas, asi como
la presencia de éste altimo en las manos de los manipuladores y los cuchillos (40%) son
similares a los resultados encontrados en nuestro trabajo (53,46% de E. coli y 26,07% de
S. aureus en mesadas, 42,47% de S. aureus en mangos de cuchillos).
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Por otra parte, Little et al (1999) estudiaron 212 muestras de superficies en 105
carnicerias en Inglaterra y Escocia con matanza segun la ley isldmica detectando
contaminacion por S. aureus en 41 superficies (19%) y por E. coli en 78 (37%). En
nuestro trabajo analizamos 264 muestras de superficies y hallamos 79 superficies
(29,92%) contaminadas con S. aureus y 143 superficies (54,17%) contaminadas por E.
coli. Nuevamente, estos hallazgos sugieren problemas de higiene y de practicas de
manipulacion en las carnicerias de Montevideo analizadas.

Los trabajos anteriormente citados demuestran la presencia de microorganismos
potencialmente patdgenos en las superficies de contacto con los productos carnicos. En
nuestro estudio se determind que los mangos de cuchillos fueron la superficie mas
contaminada (42,47%) por S. aureus (p=0,003). Asimismo, Gurmu y Gebretinsae (2013)
detectaron el mismo porcentaje de contaminacion por Staphylococcus spp. en los
cuchillos (20%) y en las manos de operarios (20%) en carnicerias de la ciudad de
Mekelle-Etiopia. En este sentido, es razonable concluir que la fuente méas probable de
contaminacion de dicha superficie fueron las manos de los carniceros. Nosotros no
estudiamos las manos de los manipuladores, sin embargo, si asumimos que la mayoria
de las cepas de S. aureus identificadas en nuestro estudio son de origen humano y que la
contaminacion de ambas superficies es muy similar, podemos afirmar que los resultados
de nuestro trabajo coinciden con lo publicado por otros autores que identifican a los
manipuladores como la principal fuente de contaminacion por este microorganismo y
plantean la importancia del rol que cumplen en la trasmision de este patdégeno (Loeto et
al. 2007). Estos resultados sugieren la existencia de contaminacion cruzada entre los
manipuladores y las superficies de contacto con la carne. Sin embargo, al comparar los
resultados con la informacion de la encuesta, no se encontré asociacion entre la
frecuencia de lavado de manos y la presencia de S. aureus, sugiriendo la utilizacion de
procedimientos de higiene ineficaces. Esta informacion no fue recabada en la encuesta
epidemioldgica realizada. Estos datos pueden interpretarse como falta de capacitacion en
buenas précticas de manipulacion de alimentos, higiene de manos e instalaciones,
coincidiendo con lo afirmado por Hassan et al. (2010).

Los resultados obtenidos en las diferentes areas socio-econémicas, mostraron que el area
socio-econdmica baja y medio-baja (AG3) presentd una prevalencia significativamente
mayor (p=0,0205) de S. aureus (85,71%) en comparacion con las otras dos areas.
Asimismo, cuando analizamos la cantidad de superficies contaminadas por este
microorganismo y el area socio-econdémica, observamos que el AG3 presentd un
porcentaje (19,05%) significativamente mayor (p=0,0342) de carnicerias con las 4
superficies contaminadas por este patdgeno. Estos resultados indican que la probabilidad
de contaminacion de los productos carnicos por S. aureus es considerablemente mayor
en las carnicerias ubicadas en el area socio-econdmica baja y media-baja. Esto podria
deberse a diferencias en las practicas de manipulacion y lavado de manos entre los
carniceros de las tres areas geograficas. Esto podria relacionarse con la informacion
obtenida en la encuesta donde se encontr6 que ninguno de los carniceros que trabajan en
el area socio-econdmica baja y media-baja presentd formacién especializada en
manipulacion de alimentos. Respecto a este tema, el porcentaje encontrado en las tres
areas socio-economicas fue muy bajo (1,72 % en el AG1; 1,43% en el AG2 y 0% en el
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AG3) lo que muestra la necesidad de realizar capacitaciones especificas en manipulacion
de los productos carnicos en las tres areas.

Es importante destacar que se estima que el 6,85% (5/66) de las carnicerias de
Montevideo estarian contaminadas con cepas de S. aureus portadoras del gen tst. Las 6
cepas de S. aureus portadoras de este gen, fueron identificadas en los cuatro tipos de
superficies estudiadas y en su mayoria (5/6) aisladas de carnicerias ubicadas en el area
socio-econdmica baja y medio-baja. Esta cifra parece ser elevada cuando la comparamos
con los resultados del estudio realizado por Sospedra et al. (2012) que identifico estos
cultivos unicamente en las manos de un manipulador de alimentos. Estas cepas son
responsables de casos severos de Sindrome de Shock Téxico (SST) menstrual y no
menstrual. Estos Ultimos son secundarios a infecciones de piel y tejidos blandos; heridas
quirdrgicas o de otro tipo, 0 a casos previos de neumonia viral. En USA la produccion
de TSST-1 se observa principalmente en cepas de la clona USA200 (complejo clonal 30)
y relacionadas, y son responsables del 50% de los casos de SST no menstruales. El otro
50% es causado por cepas USA400 productoras de TSST-1, SEB o SEC. En general la
TSST-1 no provoca efectos nocivos sobre la salud de quien consume alimentos
contaminados con estas cepas. Sin embargo, los alimentos podrian actuar como vehiculo
para la difusién masiva de estos agentes en la poblacién susceptible (Schlievert et al.
2004) y ademas marcadores de la presencia de cepas con otros genes de virulencia como
enterotoxinas (SES).

Por otro lado, se estimbé que el 5,46% (3/66) de los establecimientos estarian
contaminados con cepas portadoras del gen mecA. Las 4 cepas portadoras de este gen
fueron identificadas en dos de las superficies estudiadas: mesadas y mangos de cuchillos
y aisladas de carnicerias ubicadas en las areas socio-econdémicas media, alta y media-alta
(AG1 y 2). Estas cepas producen enfermedades de severidad variable que van desde
procesos supurados de piel y tejidos blandos hasta cuadros mas severos como
bacteriemia, osteomielitis y neumonia (Pardo et al. 2013). La presencia del gen mecA,
responsable de la resistencia a la mayoria de los antibidticos beta-lactamicos, plantea un
problema adicional en el momento de elegir el tratamiento antimicrobiano adecuado.
Los resultados de este estudio, coinciden con lo publicado por otros autores (Lim et al.
2010; Pu et al. 2009), e indican por primera vez en nuestro pais, que cepas de MRSA
estdn presentes en la cadena carnica y desde alli podrian diseminarse tanto en la
comunidad general como en el ambiente hospitalario.

Considerando que el reservorio mas importante de S. aureus son las fosas nasales y los
dedos de las personas, y que el 15-40% de la poblacién humana es portadora de este
microorganismo de forma asintomaética, es necesario prestar especial atencion a los
manipuladores de alimentos portadores de este microorganismo, ya que estos pueden
contaminar los alimentos o las superficies de trabajo a través de sus manos si la
manipulacion no se realiza con debido cuidado (Polledo et al. 1985). Estos hechos y el
nivel de contaminacion encontrado con S. aureus (65,07%) en nuestro estudio remarcan
la necesidad de profundizar en la capacitacion del personal para mejorar las practicas de
lavado de manos y los cuidados que deben tomar cuando tienen procesos infecciosos
supurados.
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Asimismo, el aislamiento de cepas portadoras de genes asociados a virulencia y
resistencia a los antimicrobianos plantea un problema adicional que debe ser atendido.
La circulacion de estas cepas en el ambiente donde se comercializa la carne favoreceria
su diseminacién a través de este tipo de alimento, mas aun considerando que Uruguay
tiene un consumo de carne per cépita de 98,6 kg por habitante por afio, con el
consiguiente riesgo de infeccion para las personas que consumen o manipulan los
productos carnicos, sobre todo aquellas que presentan algun tipo de inmunodepresion.

Otro microorganismo utilizado como indicador de contaminacion en los alimentos es E.
coli. Segln lo establecido por el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA), la identificacion de E. coli en las carcasas bovinas es Util como indicador para
determinar si los procedimientos de faena y desosado son eficaces para prevenir la
contaminacion por materia fecal (USDA/ FSIS, 1996). Ademas, es un muy buen
indicador para evaluar buenas practicas de manufactura durante el procesamiento de la
carne en etapas posteriores en la cadena. Durante el procesamiento de la carne cruda en
las carnicerias, la carga microbiana en los distintos cortes se redistribuye entre los
nuevos trozos. También puede aumentar como consecuencia de la contaminacion
cruzada con otras superficies como los cuchillos, tablas de cortar, personal y
equipamiento (Martinez-Chavez et al. 2015) o por problemas en el control de la
temperatura.

La prevalencia de E. coli en las carnicerias encontrada en este trabajo fue de 74,86%, no
detectandose diferencias significativas (p=0,1847) entre los diferentes estratos socio-
econdémicos. Esto puede deberse a que realmente no exista diferencia como lo indica el
valor de P o que debido al nimero de muestras analizadas no lo podamos detectar
estadisticamente. Sin embargo, el 90,48% de las carnicerias del area socio-econémica
baja y media-baja (AG3) presentaron por lo menos una superficie contaminada. Cuando
analizamos la cantidad de superficies observamos que el 42,86% de las carnicerias
ubicadas en el area socio-econdémica baja y media-baja presentaron las 4 contaminadas
en comparacion con las otras 2 areas que solo presentaron un 14,29% y 16,67%,
respectivamente. Esta diferencia tampoco fue significativa pero mostré una fuerte
tendencia (p=0,0581). Al aumentar el tamafio de muestra (agrupando el AGl y AG2)
observamos que las carnicerias ubicadas en el area socio-econémica baja y media-baja
(AG3) presentaron mas probabilidad de presentar las 4 superficies contaminadas que las
carnicerias ubicadas en las areas socio-econdmicas alta, media y media-alta. Estos
resultados indican que el nivel de contaminacion por E. coli en las carnicerias ubicadas
el area socio-econdmica baja y media-baja es significativamente mayor (p=0,0163) a la
encontrada en las otras 2 areas, lo que podria indicar una higiene inadecuada en las
carnicerias del AG3. Sin embargo, al comparar estos resultados con la informacion
obtenida en la encuesta, observamos que no hubo diferencia significativa en el estado de
higiene de las instalaciones entre las tres areas.

Al analizar las diferentes superficies contaminadas por E. coli, se determind que las
mesadas (p=0,0216) y las picadoras de carne (p=0,0314) del area socio econdémica baja y
medio-baja tuvieron un nivel de contaminacion significativamente mayor respecto a las
otras 2 areas. Asimismo, las picadoras de carne de las carnicerias ubicadas en el area
socio-econdmica media, baja y medio-baja también presentaron un nivel de
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contaminacion significativamente mayor para S. aureus (p= 0,0067), lo que sugiere una
limpieza deficiente en este tipo de superficie. Sin embargo, al comparar estos resultados
con la informacion recabada en la encuesta, no se encontrd asociacion entre la frecuencia
de limpieza de los diferentes tipos de superficie analizada y la presencia de E. coli 0 S.
aureus, sugiriendo que mas alla de la frecuencia de limpieza de las diferentes superficies
analizadas quizas la diferencia se explique por la utilizacién de procedimientos de
higiene ineficaces, asi como de productos y elementos de limpieza de calidad
inadecuada.

Adicionalmente, respecto al material de las superficies en contacto con la carne, se
detect6 una tendencia de menor contaminacion de la madera por E. coli respecto a otros
materiales (como el acero inoxidable y diferentes tipos de plasticos), detectdndose un
nivel de contaminacién significativamente mayor (p=0,0342) por E. coli en las tablas de
teflon en comparacién con las de madera. Estos datos coinciden con lo publicado por
Milling et al. (2005) que sugieren que la madera tendria un mejor efecto higiénico que el
plastico debido a sus propiedades antibacterianas.

Segun la informacion arrojada por la encuesta el 95,83% de las carnicerias realizan
desinfeccion, en su mayoria con hipoclorito. Si comparamos esta informacion con los
resultados microbioldgicos, vemos que no hay asociacién entre la contaminacién
microbioldgica y la utilizacion de soluciones desinfectantes en la limpieza de las
instalaciones, lo que sugiere que las practicas de sanitizacion utilizadas no estan siendo
efectivas. Los errores pueden ser variados, desde la utilizacién de concentraciones y
tiempos de contacto insuficientes, hasta la mezcla con detergentes u otras sustancias
inactivantes, asi como el exceso de materia organica en las superficies a desinfectar,
entre otras.

Por otro lado, ninguna de las cepas de E. coli recuperadas en este trabajo port6 los genes
stx1 ni stx2. Este resultado coincide con lo publicado por Hassan et al. (2010) que
detectd E. coli O157:H7 en carnes pero no logré recuperarla de las superficies de
contacto analizadas. Esto podria deberse a que el nimero de STEC en las muestras de
superficies fuera menor al encontrado en la carne, lo que haria méas dificil su
recuperacion (Brusa et al. 2012), a que los medios de enriquecimiento usados en nuestro
estudio no fueron los recomendados para la recuperacion de STEC o que portaran
variantes de los genes stx no detectados por los cebadores utilizados (Brusa et al. 2013;
Varela et al. 2008; Chinen et al. 2001). En este sentido, el hecho de no detectar STEC en
este trabajo no demuestra la ausencia de estas cepas en las carnicerias de Montevideo.
Brusa et al. (2013) recuperaron STEC 0157 y no-O157 en los productos carnicos (STEC
25,5% y no-0157 52,2%) y superficies de contacto con la carne como mesadas,
cuchillos, picadora de carne y manos de los operarios (STEC 4.4% y no-0157 50,5%) en
las carnicerias de la ciudad de Berisso en Buenos Aires-Argentina. Por otro lado, en
dicho estudio al igual que en las carnicerias ubicadas en el area socio-econdmica baja y
media-baja (AG3) de nuestro trabajo, se identificé a las picadoras de carne como la
superficie con mayor nivel de contaminacion por E. coli (6,6% STEC 0157 y 61,1%
STEC no-0157). Considerando ésto y observando los resultados encontrados por Varela
et al. (2008) donde se detect6 un 1,8% (4/220) de muestras de carne picada con
presencia de STEC del serotipo O157:H7 en las carnicerias de los Departamentos de
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Montevideo, Maldonado y Soriano, no podemos descartar la presencia de estas cepas en
el ambiente de las carnicerias.

Diferentes investigaciones han detectado Salmonella spp. en las superficies en contacto
con la carne, lo cual no coincide con los resultados obtenidos en este estudio (Leotta et
al. 2014; Upadhyaya et al. 2012). En Argentina, desde el afio 2014, se lleva adelante el
Programa Carnicerias Saludables con el objetivo de conocer la frecuencia de bacterias
patdgenas (Salmonella spp. Listeria monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7 y no-
0157) en carne bovina molida y muestras ambientales. En dicho trabajo, Salmonella
Enterica, fue identificada en 49 muestras, 15 (13,6%) de carne y 34 (7,9%) de ambiente,
entre las cuales se incluyen 10 (9,3%) mesadas, 7 (6,5%) cuchillas, 14 (13,0%)
picadoras y 3 (2,8%) manos de carniceros (Leotta et al. 2014). Otro trabajo realizado por
Upadhyaya et al. (2012) en 82 carnicerias de Katmandu, estimd la prevalencia de
Salmonella spp. en superficies en contacto con la carne (tablas de picar, cuchillos y
mesadas) obteniendo un 40,2% de carnicerias positivas. En dicho estudio se encontré un
36,0% de las tablas, un 32,9% de los cuchillos y un 25,0% de las mesadas con presencia
de Salmonella spp., no detectdndose diferencia significativa entre las diferentes
superficies.

Por otro lado, en el estudio realizado por Hassan et al. (2010) en las carnicerias de
Karachi-Pakistan, a pesar de haber recuperado Salmonella spp. en 24 de 342 muestras de
carne no logrd recuperarla de ninguna de las 90 superficies en contacto con la carne
analizadas (cuchillos, tablas, picadoras de carne y balanzas). En nuestro trabajo no se
analizaron muestras de carne y al igual que el mencionado trabajo tampoco logramos
recuperar Salmonella spp. de las superficies en contacto con la carne. Por lo tanto, los
resultados de este estudio no demuestran la ausencia de Salmonella spp en las
carnicerias del departamento de Montevideo, sino que sugieren que dicho
microorganismo se encuentra en bajas concentraciones en comparacion con los otros
microorganismo detectados (competencia por nichos en alimentos, sustancias
antibacterianas como las bacteriocinas y microcinas, etc.). La ausencia de Salmonella
spp. en este estudio puede explicarse también debido a diferencias en la sensibilidad de
la técnica utilizada por nosotros.

De esta manera, del andlisis de nuestros resultados y de los del trabajo realizado por
Hassan et al. (2010) se concluye que para aumentar la probabilidad de recuperacion de
Salmonella y STEC, y demostrar su presencia en las carnicerias seria recomendable
analizar ademas muestras de carne.

Este es el primer estudio realizado en Uruguay en esta area que demuestra la existencia
de altos niveles de contaminacion por S. aureus y E. coli en las superficies de contacto
con los productos carnicos, lo cual podria incrementar la probabilidad de contaminacion
cruzada de la carne a través del contacto con las superficies de trabajo y por ende, el
riesgo de los consumidores y manipuladores.

De los resultados de este trabajo se concluye, que seria recomendable que las carnicerias
contaran con Procedimientos operativos estandarizados de limpieza y desinfeccion
(POES) documentados, y llevaran planillas de control que permitan verificar su
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cumplimiento y garantizar su continuidad en el tiempo. Es necesaria la formacion de los
carniceros en buenas préacticas de manipulacion de la carne, profundizando en la eficacia
de los procedimientos para el lavado de manos, y la realizacion de cursos especializados
para carniceros donde se incluya un moédulo sobre limpieza y desinfeccion de
superficies.

Esta informacion permitira establecer una linea de base respecto a la situacion actual en
las carnicerias de Montevideo y focalizar las medidas de prevencion y control necesarias
para disminuir la contaminacion en las superficies de contacto con la carne,
contribuyendo de esta forma a la disminucion de ETASs asociadas a productos carnicos.
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10. CONCLUSION

Los resultados de este estudio muestran una alta prevalencia de S. aureus y E. coli en las
superficies de contacto con la carne en las carnicerias del departamento de Montevideo.
Esto sugiere que los microorganismos encontrados en los puntos de venta podrian ser
una importante fuente de contaminacion horizontal de la carne mostrando fallas en la
aplicacion de las buenas practicas de higiene en las superficies de contacto con la carne
y los manipuladores de la misma.

El area socio-economica baja (AG3) presentd una prevalencia significativamente mayor
de nuimero de superficies contaminadas con S. aureus y E. coli, lo que muestra la
necesidad de capacitar a los manipuladores que trabajan en las carnicerias ubicadas en
ésta area en buenas préacticas de higiene como forma de prevenir la trasmisién de estos
microorganismos. Asimismo, las carnicerias ubicadas en esta area presentaron las
picadoras de carne con un nivel de contaminacién significativamente mayor para ambos
microorganismaos.

La superficie con mayores niveles de contaminacion por S. aureus fueron los mangos de
cuchillos, lo que sugieren la existencia de contaminacion cruzada entre los
manipuladores y las superficies de contacto con la carne, demostrando la importancia de
las buenas practicas de lavado de manos y el rol fundamental que cumplen los
manipuladores como fuente mas probable de contaminacion de dicha superficie y por
ende también de los productos carnicos.

La presencia de los genes mecA y tst en las cepas de S. aureus recuperadas en los puntos
de venta de carne plantean un potencial problema para la salud publica. Respecto a esto,
seria de importancia realizar analisis microbiol6gicos complementarios (como deteccion
de mecC, electroforesis de campos pulsados, MLST, etc.) que permitan diferenciar las
cepas humanas de las de origen animal (LA-MRSA). También realizar otros estudios
para detectar la presencia de genes que codifican para enterotoxinas estafilococcicas
(SEs) responsables de cuadros agudos de intoxicacion alimentaria.

En este trabajo no se logré detectar Salmonella spp. ni cepas de E. coli con los genes
stx1/2 en ninguna de las carnicerias analizadas. Seria interesante continuar con el estudio
de las cepas de E. coli recuperadas y buscar la presencia de otros genes de virulencia
presentes en los virotipos STEC y EPEC atipicos, ambos con reservorio bovino
reconocido, y también genes asociados a la resistencia antimicrobiana.

De los resultados de este trabajo se desprende la necesidad de capacitacion de los
carniceros en buenas practicas de manipulacion e higiene. Esto contribuird a disminuir la
contaminacion en las superficies de contacto con la carne, favoreciendo de esta forma a
la disminucion de ETAs asociadas a productos carnicos.
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N° de carniceria:

Estudio transversal epidemiol6gico sobre contaminacion microbioldégica
ambiental en carnicerias de Montevideo-Uruguay”

Encuesta epidemiologica

Parte 1: Informacion general

1.1 Fecha de visita: 1.5 Ubicacion de la carniceria

1.2 Horario de visita:

1.3 Horario de apertura: [ AG [ A2 [ AG3
1.4 Extension horaria: 1.5.1 Seccional policial |

1.6 Tipo de carniceria: Tradicional [ ] Supermercado [_]
1.7 Hay clientes al momento de la visita? Si [] No [[] Cuantos?

1.8 Que cantidad promedio de clientes atienden por
dia?

1.9 Cuantos kilos de carne venden por dia?
1.10 Cuantas veces por semana repone stock?
1.11 Quienes son los proveedores?

1.12 Quienes son los distribuidores?

Parte 2: Instalaciones

2.1 Antigiiedad (afios):
2.2 Cual es el estado de mantenimiento general de las instalaciones?

O Muy bueno ] Bueno ] Regular ] Malo Il Muy malo
2.3 El material de las paredes es lavable? I []si []No Material:

2.3.1 Cual es el estado de mantenimiento de las paredes?

OwMm uy bueno ] Bueno IR egular ] Malo HRY uy malo
2.4 El material de las pisos es lavable? | []si [] No Material:

2.4.1 Cual es el estado de mantenimiento de las pisos?

[(IwMm uy bueno [] Bueno ] Regular [ ] Malo HRY uy malo
2.5 El material de los techos/cielorrasos es lavable? | []si []No Material:

2.5.1 Cual es el estado de mantenimiento de las techos/cielorrasos?
[] Muy bueno [ ] Bueno [ ] Regular (] Malo [] Muy malo

2.6 El local tiene zocalo sanitario? I:‘ i I:‘ No Material:
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2.6.1 Cual es ¢l estado de mantenimiento de los zocalos?

[] Muy bueno [] Bueno [] Regular (] Malo [] Muy malo

2.7 El local cuenta con desagiies? I []si [ No

2.7.1 Cual es el estado de mantenimiento de los desagiies?

[] Muy bueno [] Bueno [] Regular (] Malo [] Muy malo

2.8 El local cuenta con instalaciones para ¢l lavado de manos? | [(]si [] No

2.8.1 El lavamanos cuenta con (marque con una cruz todo lo que corresponda):

[[JJabén liquido [[] Accionamiento | [ ] Dispositivo para secado de (] Agua caliente
. no manual manos. Cual?

[]Jabén en barra

2.9 El local cuenta con baiio para el personal? []si [] No

2.10 El local cuenta con vestuarios para el personal? []si [] No

2.11 El agua proviene de OSE? [1si [ ]No Otra:

2.11.1 Tiene buena presion de agua? [ ] Si [] No Observaciones:

Parte 3: Personal

3.1 Cantidad de personas que trabajan:

3.1.1 Femenino []si [] No Cuantos:
3.1.2 Masculino |:| Si D No Cuantos:
3.2 Uniforme de trabajo Cual es el estado de higiene?

Casaca [Jsi|[]No|[]Muybueno [] Bueno [ ]Regular []Malo [] Muymalo

Pantalon | [] i | Ne | I Muy bueno ] Bueno ] Regular [ Malo ! Muy malo
Delantal | [] si |[] No [ []Muybueno [ ] Bueno [ ]Regular [ IMalo [ Muy malo
Cofia [1si|[] No|[]Muybueno [ ] Bueno []Regular [ ]Malo [] Muymalo
Guantes Osi |ONe | I Muy bueno ] Bueno | Regular [ Malo O Muy malo
1(‘7;::.-];}-2,111‘? [Jsi|[] No |[]Muybueno [] Bueno [ ]Regular []Malo [ ] Muymalo

Especificar color del
uniforme:

3.3 Cada cuanto tiempo se lavan los uniformes? ]
3.4 Quien lava los uniformes?

[ cadauno ] Lavadero ] otro
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3.5 Edad del personal que manipula los productos carnicos

D menor de 30 afios
Cuantos:

[] entre31 y 50 afios L] mayor 51 anos
Cuantos: Cuantos:

3.6 Experiencia del personal que manipula los productos cimicos

[] menos de 3 meses [ [] entre 3 meses y 1 afio | [] entre 1 y 3 afios [ [[] mas de 5 afios

3.7 Nivel de educacion del personal que manipula los productos camicos
[ ljinguna [ ] Primaria * | [] Secundaria * | [] Otra *

* Aclarar la cantidad de personal

Parte 4: Equipos

Equipos | Cant. | Material | Estado de Estado | Frecuencia | El equipo | Que Realiza
/es mantenimiento | de de se detergente | desinfeccion?
higiene | limpieza | desarma? | utiliza?

Sierras
eléctricas
Sierras
manuales
Picadora
de carne
Cuchillos
PoC
Chairas
PoC
Ganchos

Tablas
PoC
Bandejas

Mesadas
de apoyo
Cajones

(*) El estado de los equipos refiere a su mantenimiento y se categoriza como Muy bueno, Bueno, Regular, Malo, Muy malo al igual que
para las instalaciones.

P = equipo de uso personal

C = equipo de uso compartido
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Parte 5: Produ

ctos carnicos

5.1 Que productos se comercializan en el local?

[l <as°C

O >5y<10°C

] a10°C

Carne vacuna ] si [] No

Carne ovina [] si [] No

Camne aviar [] si [] No

Carne de cerdo ] si ] No

Otros alimentos [] si [ ] No Cudles?

Otros que no sean . Cudles?

alimenlos L] si [] No

5.2 Manipulacion de los alimentos

Contaminacion cruzada jes posible? [] si [] ~o

Especificar cual segiin categoria

5.3 Almacenamiento de alimentos

5.3.1 Condiciones de almacenamiento

] Muy bueno [ ] Bueno ] Regular [ ] Male ] Muy malo
5.3.2 Mantenimiento de la cadena de frio |

5.3.2.1 Temperatura vitrinas (en display) Cuenta con termometros?
[]<asC L[] =5 y=10°C L[] =a10C [ si[]No Temperatura:
|:| <as°C D =5y=10°C D =al0°C |:| Si |:| No Temperatura:
3.3.2.2 Temperatura producto en vitrina

[] <ascC (=5 v <= 10°C [] =a10°C [ si [] No Temperatura:
5.3.2.3 Temperatura cimara (en display) Cuenta con termometros?
[]<as°C L[] =5 y=10°C [J=a10c |[] si[]No Temperatura:
[]<ascC ] =5 v=10°C (] =at10c [ si [ No Temperatura:

[ si [ No Temperatura:
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Material paredes: Material piso: Material techo:
Estado paredes: Estado piso: Estado techo:
Higiene paredes: Higiene piso: Higiene techo:
Orden: Sectorizacion:

Parte 6: Higiene

[] Muy bueno [] Regular [] Malo [] Muymalo

I Muy bueno [ ] Bueno ] Regular [ Malo | Muy malo

[] Muy bueno [J Bueno [1 Regular 1 Malo 1 Muy malo

0 sty buen O Repu

0 sty buen O Ropu EETT

[] Muy bueno [] Bueno [] Regular [] Malo [l Muy malo

[] semanal [] Mensual

{ [0 si [J No Producto:

[[] Cuando se ha manipulado
previamente carne de otra especie

[[] Toda vez que toca | [] Luego de ir al bafio

algiin elemento que no
es carne

[ J1abon y [ solo desinfectante O Agua caliente
desinfectante sl
ual:

[] Antesde
comenzar a trabajar

[] solo jabon
Cual:
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Parte 7: Control de plagas

Realizan control de

plagas?

[ si

DNO

El mismo es tercerizado?

] si

[] Neo

Especifique empresa:

Que productos utilizan?

Parte 8; Muestreo

1. Mesadas

2. Tablas

3. Mangos de cuchillos

4. Picadora de carne
Observaciones:

53



	Tapa-tesis-BOCETO-final
	Tesis Maestria_ Correa Luna_vf_19042016
	Caratula
	Hoja en blanco
	UNIVERSIDAD DE LA REPÚBLICA
	FACULTAD DE VETERINARIA
	Programa de posgrado
	“Estudio transversal epidemiológico sobre contaminación microbiológica ambiental en carnicerías de Montevideo-Uruguay”
	Dra. PATRICIA CORREA LUNA BAROZZI
	Dr. Armando Hoet            Dr. Andrés Gil            Dr. Gustavo Varela
	Director de Tesis                Co- Director                     Co-director
	2015
	INTEGRACIÓN DEL TRIBUNAL DE
	DEFENSA DE TESIS
	Pablo Zunino; DMV, MS, PhD
	Departamento de Microbiología
	Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable - Uruguay
	José Piaggio, DMV, MS
	Departamento de Bioestadística e Informática
	Facultad de Veterinaria de la Universidad de la República – Uruguay
	Laura Betancor; DM, MS, PhD
	Departamento de Bacteriología y Virología
	Facultad de Medicina de la Universidad de la República - Uruguay ACTA DE DEFENSA DE TESIS
	INFORME DEL TRIBUNAL
	AGRADECIMIENTOS
	A mis tutores los Dres. Armando Hoet, Andrés Gil y Gustavo Varela por impulsarme a realizar la maestría, sus enseñanzas y dedicación.
	Al Instituto Nacional de Carnes por permitir la realización de este trabajo y colaborar en la obtención de las muestras.
	A mis colegas y amigos de la Cátedra de Bioestadística de la Facultad de Veterinaria por su apoyo incondicional.
	A todas las personas del Departamento de Bacteriología y Virología del Instituto de Higiene por su colaboración y constante ayuda en el procesamiento de las muestras.
	A la Agencia Nacional de Investigación e Innovación por la financiación brindada.
	A los miembros del tribunal Dres. Pablo Zunino, José Piaggio y Laura Betancor por las sugerencias realizadas para mejorar la calidad de este trabajo.
	A toda mi familia, especialmente a mi madre, a mi esposo y a mi hijo por apoyarme y acompañarme en este camino.
	La investigación que da origen a los resultados presentados en la presente publicación recibió fondos del programa posgrados en el país (becaria P.C.L) de la Agencia Nacional de Investigación e Innovación bajo el código POS_2011_1_3568.
	ÍNDICE
	RESUMEN
	La contaminación de la carne puede ocurrir en diferentes etapas a lo largo de la cadena alimentaria, incluso en los puntos de venta, cuando ésta toma contacto con distintas superficies como tablas, picadoras y manos del personal, entre otras. Esta sit...
	En Uruguay existe poca información disponible sobre el nivel de contaminación de dichas superficies en las carnicerías. El objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de la contaminación microbiológica en las superficies en contacto con los...
	Se estudiaron 66 carnicerías estratificadas en tres áreas geográficas (AG1,2 y 3) según el nivel socio-económico de la población. En todas las carnicerías se tomaron muestras de cuatro tipos de superficies: mesadas de trabajo, tablas, mangos de cuchil...
	En función de la muestra se estimó que el 86,88% de las carnicerías de Montevideo tendrían contaminación microbiológica en al menos una de las superficies estudiadas, detectándose una mayor contaminación en el área socio-económica baja y medio-baja (A...
	Los resultados de este estudio muestran una alta prevalencia de S. aureus y E. coli en las superficies en contacto con la carne. Esto sugiere un déficit en la aplicación de buenas prácticas de higiene; fundamentalmente en aquellas carnicerías ubicadas...
	2. ABSTRACT
	Contamination of meat can occur at different stages along the food chain, including at the point of sale where meat touches distinct surfaces like tables, mincers, manipulators´ hands, among others. Such contamination constitutes a potential risk for ...
	In this study, a total of 66 butcher shops were sampled after been stratified into three geographic areas according to the socio-economic status of the population. Samples of four types of surfaces were collected in each butcher shop: working tables, ...
	According to the samples, it is estimated that 86.88% of the butcher shops of Montevideo would have microbiological contamination in at least one of the studied surfaces. Butcher’s shops located in low and medium-low socio-economic areas (GA3) present...

	3. INTRODUCCIÓN
	La mayoría de los países que cuentan con sistemas para la vigilancia y notificación de casos de ETAs han documentado durante las últimas décadas un aumento significativo en la incidencia de enfermedades causadas por microorganismos presentes en los al...
	En Uruguay el consumo de carne sin industrializar ocupa el lugar más destacado dentro de la canasta, con una ingesta per cápita de 98,6 kg por habitante por año (INAC, 2015). Por esta razón y lo anteriormente expresado respecto a la contaminación enco...
	En el presente, Uruguay dispone de poca información sobre la contaminación microbiológica ambiental en los puntos de venta de productos cárnicos, por lo que este trabajo tuvo como finalidad determinar la prevalencia de Escherichia coli, Staphylococcus...

	4. ANTECEDENTES ESPECÍFICOS
	El comercio internacional de productos alimenticios, la modificación de los hábitos de consumo (tendencia actual a ingerir “comidas rápidas”), la mayor movilidad de las personas entre los diversos países y las malas prácticas de higiene, son los princ...
	A nivel internacional se han realizado diferentes investigaciones respecto a la contaminación microbiológica de los productos cárnicos y del ambiente donde se manipulan. Un estudio realizado en la ciudad de Mekelle (Etiopía), reveló la existencia de u...
	Otro estudio realizado con el objetivo de investigar la calidad microbiológica de la carne cruda y el estado de higiene del ambiente en los puntos de venta y plantas de faena en Karachi-Pakistán concluyó, que los patógenos encontrados podrían ser fuen...
	En la ciudad de Berisso – Argentina, durante el período 2005 – 2010, se demostró que el 60% de los casos de diarrea aguda de origen bacteriano fueron causados por agentes trasmitidos por carne bovina (Leotta et al. 2014). Esto llevó a que se realizara...
	Otro agente presente comúnmente en las carnes es S. aureus. Este microorganismo puede ser integrante de las microbiotas nativas humanas y habitar sitios húmedos como la nasofaringe, el periné y las axilas y también puede formar parte de la microbiota ...
	El S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) ha surgido como un problema de salud pública en todo el mundo (Kennedy et al. 2008). Aunque, los antimicrobianos son esenciales para tratar las infecciones causadas por bacterias, su utilización excesiva ...
	S. aureus es resistente a meticilina debido principalmente a la adquisición del gen mecA que codifica la proteína supernumeraria PBP2a con afinidad disminuida para la mayoría de los antibióticos beta-lactámicos (Chambers, 1997). En Europa y Estados Un...
	Una investigación realizada en EEUU mostró que MRSA, aunque en una tasa baja, está presente en carnes y por tanto en la cadena alimentaria de dicho país. El trabajo consistió en estudiar la prevalencia de S. aureus en 120 muestras de carne extraídas e...
	Como se mencionó anteriormente, Staphylococcus aureus puede producir numerosas exotoxinas, dentro de las cuales se encuentra la toxina 1 responsable del Síndrome de Shock tóxico (TSST-1). Respecto a este tema, Sospedra et al. (2012) estudiaron la pres...
	Salmonella puede colonizar el tracto gastrointestinal de los animales sin producir manifestaciones clínicas. Por lo cual, las carcasas de estos animales pueden contaminarse con Salmonella al momento de la faena, y de esta manera llegar al consumidor (...
	Upadhyaya et al. (2012) estimaron la prevalencia de Salmonella spp. en el ambiente de los puntos de venta de carnes de Katmandú. En este trabajo se analizaron 492 muestras (164 tablas de picar, 164 cuchillos y 164 mesadas) de 82 carnicerías. La preval...
	Otro trabajo realizado por Arslan and Eyi (2010) en Bolu (Turquía) estudió la ocurrencia de Salmonella spp. en los productos cárnicos en los puntos de venta y la susceptibilidad de las cepas a ciertos agentes antimicrobianos. En este trabajo, se anali...
	A nivel regional, Leotta et al. (2014) realizaron un estudio con el objetivo de aislar y caracterizar Salmonella spp. a partir de carne bovina molida y muestras ambientales obtenidas en carnicerías de Berisso (Argentina). Para este trabajo se tomaron ...
	Teniendo en cuenta los datos presentados y la poca información existente a nivel nacional, se consideró de importancia para el Uruguay como país productor y consumidor de carnes, contar con datos actuales respecto a los niveles de contaminación microb...

	5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS
	En Uruguay el consumo de carnes sin industrializar ocupa el lugar más destacado dentro de la canasta del consumidor, siendo el principal y más tradicional aporte proteico de la misma, con una ingesta per cápita de 98,6 kg por habitante por año (INAC, ...
	Los microorganismos seleccionados fueron: Staphylococcus aureus como indicador de contaminación por manipulación humana y Escherichia coli como indicador potencial de contaminación fecal. También se buscó Salmonella spp. por ser el microorganismo más ...
	5.1 Objetivo general

	5.2 Objetivos específicos
	6. ESTRATEGIA DE LA INVESTIGACIÓN
	Se realizó un estudio de las carnicerías de forma de establecer la prevalencia de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp. en las superficies que se encuentran habitualmente en contacto con los productos cárnicos.
	Debido a que el 41% de la población nacional reside en el Departamento de Montevideo y que su estructura respecto al inventario de carnicerías (incluyendo su localización y caracterización) es bien conocida, el presente estudio se enfocó en este depar...
	Para la realización del muestreo las carnicerías se agruparon según su nivel socio-económico en tres áreas establecidas por el Instituto Nacional de Estadística (INE).
	La extracción de las muestras ambientales se enfocó en cuatro tipos de superficies: mesadas de trabajo, tablas de cortar, mangos de cuchillos y picadoras de carne. Para esto se contó con la colaboración del Instituto Nacional de Carnes (INAC) quien ap...
	En cada visita se realizó una encuesta epidemiológica para identificar los diferentes factores asociados con los niveles de contaminación detectados.

	7. MATERIALES Y MÉTODOS
	7.1 Muestreo
	7.1.1 Marco de muestreo. Como fuente de información para los diferentes cálculos se utilizó la base de datos oficial de las carnicerías de Montevideo, la cual pertenece al Instituto Nacional de Carnes (INAC). Al momento de la estimación del tamaño de ...
	7.1.2 Tamaño de muestra. Debido a que los niveles de contaminación de las diferentes superficies en las carnicerías eran desconocidos, el tamaño de muestra fue determinado asumiendo el peor escenario que se corresponde con un porcentaje del 50% de est...
	7.1.3 Selección de carnicerías. Las carnicerías fueron estratificadas en tres áreas geográficas (AG) según el nivel socio-económico de la población residente en las mismas, definidas éstas por el Instituto Nacional de Estadísticas (INE). Las áreas geo...
	Una vez estratificadas las carnicerías fueron seleccionadas en forma aleatoria dentro de cada estrato (los números aleatorios fueron generados a través del software Intercooled  Stata).
	Debido a un error de clasificación se muestrearon 3 carnicerías de la Seccional Policial 15 como parte del AG3 cuando en realidad pertenecían a al AG2. Esta situación determinó que se seleccionaran aleatoriamente 3 nuevas carnicerías en el AG3, para c...
	7.1.4 Procedimiento de muestreo. Los establecimientos seleccionados se visitaron entre los meses de diciembre 2012 y junio 2013.  En todas las carnicerías se tomaron muestras de cuatro tipos de superficies que se encuentran habitualmente en contacto d...
	AG1       AG2       AG3
	Figura 1. Seccionales Policiales (SP) que componen las tres áreas socioeconómicas del departamento de Montevideo. AG1: área socio-económica alta y media-alta; AG2: área socio-económica media; AG3: área socio-económica media-baja y baja.2F
	Para el caso de las mesadas y tablas de trabajo, las muestras se tomaron utilizando un hisopo por cada medio metro cuadrado de superficie. Para el caso de los mangos de cuchillos, las muestras se tomaron de la totalidad de la superficie, utilizando un...
	Las muestras extraídas en cada carnicería se agruparon en “pooles” por tipo de superficie. Asimismo, cada tipo de superficie se analizó en forma individual por carnicería.
	Los hisopos fueron colocados en 10 ml de caldo digerido tríptico de soja (TSB) para la recuperación de E. coli y S. aureus y en 10 ml de caldo Tetrationato (TT) con el agregado de 0,2 ml de una solución de ioduro de potasio (0,3 gramos/ml) y cristales...
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	Para la recuperación de E. coli se utilizó la técnica descripta por Mollenkopf et al. (2011). Los tubos con TSB se incubaron a 37º C en aerobiosis por 24 hs. Luego con ansa, una alícuota fue sembrada en placas de agar Mac Conkey e incubadas por 24 hrs...
	Las cepas de E. coli recuperadas (indol positivas, citrato negativas, ornitina variable)  fueron conservadas sembradas en profundidad, en tubos con cierre herméticos conteniendo medio de cultivo semisólido y protegidas de la luz para realizar posterio...
	Las muestras fueron corridas en geles de agarosa al 2% por la técnica de electroforesis sumergida, luego teñidos en una solución de bromuro de etidio (0,5 µg/ml), observados y fotografiados bajo luz ultravioleta.

	7.2.3 Salmonella spp.
	Para la recuperación de Salmonella spp.  se utilizó la técnica descripta por Mollenkopf et al. (2011). Los tubos con caldo Tetrationato inoculados fueron incubados en estufa a 42ºC por 24 hs. Un ml fue sembrado en 10 ml de caldo Rappaport-Vassilliadis...


	7.3 Encuesta epidemiológica
	7.4 Análisis estadístico
	El análisis estadístico se realizó de acuerdo al diseño (muestreo estratificado con asignación de la muestra en forma no proporcional) y se utilizaron las rutinas de muestreo complejo de Stata (StataCorp. 2015. Stata Survey Data Reference Manual: Rele...
	8. RESULTADOS

	8.1 Consideraciones generales
	Se estudiaron 66 carnicerías ubicadas en el Departamento de Montevideo, 21 pertenecientes al área socio-económica alta y media-alta (AG1), 24 al área socio-económica media (AG2) y 21 al área socio-económica media-baja y baja (AG3). En cada carnicería ...
	Las carnicerías fueron consideradas positivas cuando se demostró la presencia al menos una superficie contaminada con alguno de los agentes estudiados. En función de la muestra se estimó que el 86,88% (58/66) de las carnicerías de Montevideo tendrían ...
	Nota: “n” corresponde a la cantidad de superficies positivas a los microorganismos estudiados en las 66 carnicerías investigadas.
	*Indica diferencia estadísticamente significativa
	La información general obtenida en la encuesta epidemiológica en cada carnicería visitada se resume en la Cuadro V.

	8.2 Resultados según agente bacteriano
	8.2.1 Staphylococcus aureus
	Si consideramos el nivel socio-económico y analizamos las carnicerías según el área geográfica donde se encontraban ubicadas, observamos que el porcentaje que mostró contaminación por S. aureus en el AG1 fue de 71,43% (48,18% - 87,05%), en el AG2 45,8...
	Nota: AG1 = área socio-económica alta y media alta; AG2 = área socio-económica media; AG3 = área socio-económica media baja y baja y n = cantidad de superficies positivas a S. aureus.
	Nota: AG1-2 = área socio-económica alta, media alta y media; AG3 = área socio-económica media baja y baja; n = cantidad de superficies positivas a S. aureus.
	Nota: AG1 = área socio-económica alta y media alta; AG2 = área socio-económica media; AG3 = área socio-económica media baja y baja.
	*Indica diferencia estadísticamente significativa.
	8.2.2 Escherichia coli
	El porcentaje de carnicerías que presentaron contaminación por E. coli en el AG1 fue de 71,43% (48,18% - 87,05%), en el AG2 de 66,67% (45,24% - 82,88%) y en el AG3 fue de 90,48% (67,46% - 97,75%). El análisis estadístico no mostró diferencias signific...


	8.3 Encuesta epidemiológica
	Parte 2. Instalaciones
	Parte 3. Personal
	Parte 4. Superficies en contacto con los productos cárnicos
	Nota: A. inox.= acero inoxidable.
	*Indica diferencia estadísticamente significativa.
	Parte 5. Productos cárnicos y condiciones de almacenamiento


	9. DISCUSIÓN
	Diferentes investigaciones han detectado Salmonella spp. en las superficies en contacto con la carne, lo cual no coincide con los resultados obtenidos en este estudio (Leotta et al. 2014; Upadhyaya et al. 2012). En Argentina, desde el año 2014, se lle...
	Por otro lado, en el estudio realizado por Hassan et al. (2010) en las carnicerías de Karachi-Pakistan, a pesar de haber recuperado Salmonella spp. en 24 de 342 muestras de carne no logró recuperarla de ninguna de las 90 superficies en contacto con la...
	De esta manera, del análisis de nuestros resultados y de los del trabajo realizado por Hassan et al. (2010) se concluye que para aumentar la probabilidad de recuperación de Salmonella y STEC, y demostrar su presencia en las carnicerías sería recomenda...
	Este es el primer estudio realizado en Uruguay en esta área que demuestra la existencia de altos niveles de contaminación por S. aureus y E. coli en las superficies de contacto con los productos cárnicos, lo cual podría incrementar la probabilidad de ...

	10. CONCLUSIÓN
	Los resultados de este estudio muestran una alta prevalencia de S. aureus y E. coli en las superficies de contacto con la carne en las carnicerías del departamento de Montevideo. Esto sugiere que los microorganismos encontrados en los puntos de venta ...
	El área socio-económica baja (AG3) presentó una prevalencia significativamente mayor de número de superficies contaminadas con S. aureus y E. coli, lo que muestra la necesidad de capacitar a los manipuladores que trabajan en las carnicerías ubicadas e...
	La superficie con mayores niveles de contaminación por S. aureus fueron los mangos de cuchillos, lo que sugieren la existencia de contaminación cruzada entre los manipuladores y las superficies de contacto con la carne, demostrando la importancia de l...
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