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RESUMEN

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es el
agente causal de diarreas con o sin sangre y, en los
casos mas severos, del Sindrome Urémico Hemolitico.
La carne picada ha sido descripta como uno de los prin-
cipales vehiculos de esa bacteria y, desde entonces, se
han realizado numerosos estudios que buscan reducir
la presencia de la misma en matrices carnicas. El obje-
tivo del presente proyecto fue evaluar y validar el proce-
so de irradiacion como intervencion para reducir cepas
autoctonas de STEC inoculadas en carne picada fresca.
Se realizaron dos ensayos. En el primer ensayo se esta-
blecio la dosis de irradiacion minima capaz de reducir 5
ciclos logaritmicos en la poblacion de STEC y se com-
prob6 que no alterara la calidad sensorial de la carne
picada fresca aun considerando la posible distribucion
de la dosis recibida por el producto en condiciones
comerciales (2,5 veces mayor que la dosis minima). En
el segundo, se validd la dosis de irradiacion con mues-
tras de carne picada inoculadas con una baja concentra-
cion de STEC. La muestra se definio como una bolsa
con 25 g de carne picada fresca. Las cepas utilizadas
correspondieron a aislamientos autdctonos de STEC
0157 y no 0157. Las cepas se inocularon en forma indi-
vidual y en forma conjunta (coctel). La irradiacion de las
muestras se realizd en el Centro Atomico Ezeiza de la
Comision Nacional de Energia Atomica (CNEA) en la
Planta de Irradiacion Gamma, cuya fuente es Cobalto 60
(820 kCi). Para definir la dosis minima, las muestras se
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inocularon con una alta concentracion de bacterias y se
expusieron a cinco dosis de irradiacion (0,2 -0,4 - 0,6
-0,8 y 1,5 kGy). Los recuentos bacterianos obtenidos
para cada dosis, mas los recuentos obtenidos de la
muestra control (sin irradiar) se utilizaron para cons-
truir curvas de inactivacion y para estimar el valor D10
para cada cepay para el coctel. Los D10 se encontraron
dentro del rango de 0,15 a 0,20 kGy, por lo que se esti-
mo que una dosis de 1 kGy seria suficiente para reducir
95 log UFC/g de STEC 0157 y no 0157 en carne picada
fresca. Luego, se llevo a cabo un ensayo hedonico con
hamburguesas elaboradas a partir de muestras control
y tratadas con 2,5 kGy en donde se comprobd que la
aceptabilidad (tanto general como por apariencia, textu-
ra y sabor) no presento diferencias significativas entre
muestras irradiadas y no irradiadas. A su vez, para vali-
dar la dosis, las muestras fueron inoculadas con una
baja concentracion de cepas STEC y expuestas al trata-
miento de irradiacion con 1 kGy. Para el analisis micro-
bioldgico las muestras fueron enriquecidas por 24
horas y analizadas por PCR en tiempo real para los
genes stx y eae. La efectividad se determin6 en funcion
del porcentaje de muestras positivas para dichos genes.
Los resultados evidenciaron que sélo un 0,04% de las
muestras resultaron positivas para los genes analizados
luego del tratamiento. Este trabajo demuestra la enorme
potencialidad de la irradiacion como estrategia para
reducir STEC en carne picada.

INTRODUCCION

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC) es
agente de enfermedades de transmision alimentaria. El
consumo de alimentos contaminados con STEC puede
producir una diversidad de manifestaciones clinicas,
desde diarreas acuosas hasta un cuadro de alta grave-
dad como el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)



(Karmali, Petric, Lim, Cheung, & Arbus, 1985). El sero-
tipo mas frecuentemente asociado a enfermedad es el
0157:H7. Sin embargo, en los tltimos afios también se
han identificado otros seis serogrupos: 026, 045,
0103, 0111, 0121 y 0145 (Gould et al., 2013).

A'lo largo de los afios se han realizado nume-
rosos estudios que buscan mitigar el efecto de STEC en
la cadena carnica bovina con resultados diversos
(Sofos, 2008; Sohaib, Anjum, Arshad, & Rahman,
2016). Los tratamientos de descontaminacion propues-
tos fueron quimicos, fisicos e incluso bioldgicos. Un
ejemplo de tratamiento fisico es la radiacion ionizante.

En la Argentina el tratamiento de alimentos
con radiacion ionizante esta aprobado en el Codigo
Alimentario Argentino (CAA) desde 1988. En el mismo
se establecian los productos que podian irradiarse,
entre ellos; ajo, papa, cebolla, frutillas, esparragos,
champifiones frescos, especias, frutas secas y deseca-
das, y vegetales deshidratados. A partir del 4 de octubre
de 2017 se aprob0 la irradiacion de alimentos segun su
categoria. Actualmente, se permite aplicar esta técnica
a ocho grupos de alimentos, incluyendo productos car-
nicos como la carne bovina, porcina, pollo, pescados y
mariscos, entre otros (CAA, Capitulo Ill, Art 174). Esta
modificacion en la legislacion generd un fuerte impulso
de dicha tecnologia, para ampliar el conocimiento y la
aplicacion de la misma por parte de la industria alimen-
taria argentina.

Objetivo. El objetivo general del proyecto fue evaluar y
validar la aplicacion del tratamiento de irradiacion sobre
carne bovina picada refrigerada y su eficacia para elimi-
nar la contaminacion con células de Escherichia coli
productor de toxina Shiga. Para ello fue necesario rea-
lizar dos ensayos:

- Ensayo 1. Establecimiento de la dosis de irradiacion
minima que logre la reduccion de 5 ciclos logaritmicos
en la poblacion de STEC sin afectar la calidad sensorial
del producto tratado.

- Ensayo 2. Validacion del proceso de irradiacion como
intervencion para reducir la presencia de STEC en carne
picada refrigerada.

MATERIALES Y METODOS

ENSAYO 1. Establecimiento de la dosis de irradiacion
minima que logre la reduccion de 5 ciclos logaritmicos
en la poblacion de STEC sin afectar la calidad sensorial
del producto tratado.

Muestra. La materia prima fue un bolsén de 20 Kg de
carne picada, la cual se irradié congelada con 19 kGy
para eliminar la biocarga saprofita. Luego, se descon-
gel6 a temperatura controlada (4+1 °C) y se fracciono
en bolsas de stomacher (Nasco, Whirl-Pak, EE.UU.)
con 25 g de muestra. La muestra se definié como una
bolsa con 25 g de carne picada refrigerada.

Cepas e inoculacion de las muestras. Se utilizaron
cepas STEC aisladas en la Argentina en diferentes etapas
de la cadena de produccion de carne bovina. Las cepas
utilizadas fueron: 026 (six1/eae) y 0157 (stxzeae) aisladas de
productos carnicos, 0145 (sxzeae) aislada a partir de un
paciente con SUH y 0103 (stxt/eae) y 0111 (stx2eae), ambas
aisladas de pacientes con diarrea. Las cepas se inocula-
ron en forma individual y en forma conjunta (coctel).
Para la inoculacion se agregaron 50 pl del cultivo y se
mezcl6 manualmente durante 2 min presionando la bolsa
externamente. La inoculacion se realizo en una cabina de
bioseguridad tipo 2 (Uniflow UVUB 1200). La concentra-
cion del indculo fue de 1010 UFC/ml de manera tal que en
el producto final fuera de 107 UFC/g.
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irradiada y no irradiada.

FIGURA 1. Preparacion de hamburguesas con carne picada

Brands, modelo George Foreman,
EE.UU.). Las hamburguesas se
cocinaron congeladas y envueltas
en papel aluminio hasta una tempe-
ratura interna de 71°C, siguiendo la
metodologia de AMSA (Belk et al.,
2015). Las posiciones para la coc-
cion en la plancha fueron aleatoriza-
das (Figura 1).

Prueba de aceptabilidad. La prue-
ba de aceptabilidad se realiz con
108 consumidores. Cada evaluador
recibi6 dos porciones de cada

muestra inmediatamente luego de

Irradiacion. La irradiacion de las muestras se realizd en
el Centro Atomico Ezeiza de la Comision Nacional de
Energia Atomica (CNEA) en la Planta de lIrradiacion
Gamma, cuya fuente es de Cobalto 60 (820 kCi). Las
muestras se colocaron en cajas de telgopor con un
refrigerante congelado, para mantener una temperatura
interna de 4 °C. La dosimetria se realizd con dosimetros
de alanina, determinando puntos de dosis maximay de
minima absorbida.

Disefio experimental. Las dosis aplicadas fueron: 0,2;
0,4;0,6; 0,8 y 1,2 kGy. Las muestras se inocularon con
cada una de las cepas seleccionadas y con la mezcla de
todas, es decir, en coctel. Para cada dosis y cepa se tra-
taron nueve réplicas.

Analisis microbioldgicos. Se realizaron por recuento
en placa en agar Tripticasa Soja (TSA, Biokar
Diagnostics, Francia). Con los resultados obtenidos se
construyeron curvas de inactivacion para cada cepa y
para el coctel.

Verificacion de la calidad sensorial. Para el andlisis
sensorial se irradio la carne picada con una dosis que
garantizara al menos 5 reducciones logaritmicas y que
contemplara la posible dispersion que puede haber en
un tratamiento de irradiacion de rutina, 2-2,5 veces
mas.

Preparacion y coccion de hamburguesas. Se prepara-
ron hamburguesas con carne picada irradiada y con
carne picada no irradiada. La formula utilizada fue: 90%
carney grasa; 1,5% NaCl; 0,25% Tripolifosfato de sodio
y 8,25% de agua. Para la coccion, se utiliz6 una plancha
eléctrica de doble contacto portatil (marca Spectrum
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Su coccion, en recipientes térmicos
codificados. A cada participante se le solicito evaluar de
cada muestra la aceptabilidad global y la aceptabilidad
en relacion a los atributos apariencia, textura y sabor
sobre una escala hedonica de 9 puntos, siendo las cate-
gorias definidas como: 9= me gusta muchisimo; 8= me
gusta mucho; 7= me gusta; 6= me gusta un poco; 5= ni
me gusta ni me disgusta; 4= me disgusta un poco; 3=
me disgusta; 2= me disgusta mucho; 1= me disgusta
muchisimo (Figura 2) .

Analisis estadistico. Para evaluar el efecto de la dosis
sobre los recuentos de bacterias se empled ANOVA de
una via. Para el analisis de regresion y el calculo de D10
se utilizd la metodologia de regresion lineal disponible
en MS Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA). Los
datos del analisis sensorial se analizaron mediante un
andlisis de varianza de dos vias considerando como fac-
tores: consumidor y muestra (Kilcast, 2010). Se utilizo
el software Infostat version 2018.

ENSAYO 2. Validacion del proceso de irradiacion como
intervencion para reducir la presencia de STEC en carne
picada refrigerada.

Muestra. idem al Ensayo 1.

Cepas e inoculacion. idem al ensayo 1. Las mismas se
inocularon en forma conjunta (coctel) asi como en
forma individual para la cepa que resulté mas resistente
en el ensayo 1. La dosis de inoculacion fue de 103
UFG/ml de manera tal que en el producto final quede
una concentracion de 101 UFG/g. La baja concentracion
de bacterias en la muestra permite evaluar el efecto de
la irradiacion cuando la poblacion bacteriana es escasa,
lo cual representa el verdadero escenario de la contami-



FIGURA 2. Izq: hamburguesa control y hamburguesa tratada luego de la coccion.
Der: muestras recibidas por el consumidor en recipientes codificados

nacion por STEC. Si el tratamiento de irradiacion es efec-
tivo, la concentracion de STEC nunca superara el limite
de deteccion de la técnica y se informara un resultado
negativo. En caso contrario, las bacterias sobrevivientes
seran capaces de reproducirse y aumentar la concentra-
cion lo suficiente para tornarse detectables.

Irradiacion. idem al ensayo 1.

Disefio experimental. Se realizaron tres repeticiones
del ensayo. En cada repeticion se analizaron 80 mues-
tras de las cuales 60 estaban irradiadas (30 inoculadas
con la cepa mas resistente y 30 con el coctel de cepas
STEC) y 20 sin irradiar (10 inoculadas con la cepa mas
resistente) y 10 con el coctel de cepas STEC).

Analisis microbioldgicos. Se utilizaron los protocolos
de enriquecimiento y deteccion recomendados en el Art
255 del CAA (Codigo Alimentario Argentino, 2017). El
mismo incluye un enriquecimiento en caldo Tripticasa
Soja Modificado durante 24 h a 42°C. Luego, una extrac-
cion de ADN y la deteccion de oS genes sixi, stx2 Y eae POr
PCR en tiempo real (Pall Gene Disc). Los resultados se
interpretaron como porcentaje de muestras positivas
para los genes analizados luego del tratamiento.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para describir las cinéticas de inactivacion bacteriana
por efecto de los tratamientos con irradiacion gamma
se utilizaron modelos cinéticos lineales o de primer
orden. Luego, se determin0 el parametro cinético
correspondiente a la dosis de irradiacion que reduce un

FIGURA 3. Curva de inactivacion de STEC 026 inoculada en carne picada fresca
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FIGURA 4. Curva de inactivacion de STEC 0103 inoculada en carne picada fresca
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ciclo logaritmico (denominado valor D10) en la fraccion
de supervivientes. Numéricamente, el valor D10 se
determind como la inversa de la pendiente de la curva
de inactivacion. Para evaluar el ajuste al modelo lineal se
estimo el valor de R2, definido como el porcentaje de
variacion en la respuesta que es explicada por el modelo.
Los valores de R2 fueron: 97; 99; 99; 98 y 99% para 026,
0103, 0111, 0145 y 0157, respectivamente. El valor de
R2 para la curva de inactivacion del coctel de cepas STEC
fue del 99%. Los D10 de las cinco cepas analizadas fue-
ron 0,15 kGy para 0103 y 0145; 0,17 kGy para 026 y
0111y 0,19 kGy para 0157. Al analizar las muestras de
carne picada inoculadas con todas las cepas juntas, es
decir en coctel, el D10 fue de 0,20 kGy (Figuras 3 a la 8).
Otros autores también estimaron los valores de D10 de
cepas STEC con diferentes caracteristicas gendmicas y
con diferentes condiciones de procesamiento. Sommers

et al. (2015) evaluaron la resistencia de 40 cepas STEC
inoculadas en carne picada magra e informaron un
rango que fue desde 0,16 a 0,48 kGy. Asimismo, los
autores clasificaron las cepas analizadas segun su
caracterizacion genomica y encontraron que las cepas
con presencia del gen eae presentaron un valor prome-
dio de D10 inferior (0,27 kGy) a las cepas que no pre-
sentaban el gen eae (0,37 kGy). Clavero, Monk,
Beuchat, Doyle & Brackett (1994) evaluaron la resisten-
cia de cepas E. coli0157:H7 inoculadas en hamburgue-
sas de carne vacuna con dos concentraciones de grasa
e informaron un rango de D10 de 0,24 a 0,31 kGy, sin
diferencias significativas con respecto a la cantidad de
grasa presente en la hamburguesa. Thayer & Boyd
(1993) aplicaron un modelo de superficie de respuesta
para evaluar el efecto combinado de dosis de irradia-
cion, temperatura y vacio sobre la inactivacion de cepas

FIGURA 5. Curva de inactivacion de STEC 0111 inoculada en carne picada fresca
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FIGURA 6. Curva de inactivacion de STEC 0145 inoculada en carne picada fresca
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E. coli0157:H7 inoculadas en carne de pollo y carne de
vaca. Los autores describieron un efecto significativo
de la temperatura sobre la resistencia de las cepas,
observandose un D10 promedio de 0,27 kGy con
temperaturas de refrigeracion (5°C) y de 0,44 kGy
con temperaturas de congelacion (-5°C). Asimismo,
identificaron diferencias segun el momento de la
curva de crecimiento en la que se encontraban las
cepas, si estaban en fase de crecimiento exponencial
el D10 era de 0,16 kGy, mientras que si se encontra-
ban en fase estacionaria el D10 era de 0,27 kGy. Los
autores también describieron que los valores de D10
no diferian significativamente por efecto del vacio.
Por todo lo antedicho, se puede concluir que las
cepas STEC analizadas en el presente ensayo se iden-
tificaron dentro del rango inferior de D10 informado
por otros autores, posiblemente asociado con la pre-
sencia del gen eae, con la temperatura en el trata-

miento de irradiacion (refrigeracion), asi como con el
grado de resistencia intrinseca de las cepas.

Para estimar la dosis de irradiacion minima
que logre la reduccion de 5 ciclos logaritmicos en la
poblacion de STEC, se multiplico por 5 el mayor valor de
D10 informado en el experimento precedente, es decir,
0,20 kGy (correspondio al coctel de cepas STEC) por lo
que la dosis minima seria D10 x 5 = 0,20 x 5 = 1 kGy.
Para la verificacion de la calidad sensorial se contemplo,
ademas, la posible dispersion que puede haber en un tra-
tamiento de irradiacion de rutina (2-2,5 veces mas), es
decir la dosis de irradiacion aplicada para tratar las
muestras para el andlisis sensorial fue de 2,5 kGy.

Tras la realizacion de la prueba de aceptabili-
dad, no se hall¢ evidencia que permita establecer dife-
rencias estadisticamente significativas (p>0,01) entre
los promedios de aceptabilidad general y por atributos
de las muestras tratadas y las muestras control. Los pro-

FIGURA 7. Curva de inactivacion de STEC 0157 inoculada en carne picada fresca
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FIGURA 8. Curva de inactivacion del coctel de cepas STEC inoculado en carne picada fresca
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medios de aceptabilidad obtenidos (ubicados entre “me
gusta un poco” y “me gusta”) para todos los atributos eva-
luados fueron similares a los obtenidos en hamburguesas
de carne vacuna irradiada por Schilling et al. (2009) y por
Vickers & Wang (2002), con dosis de irradiacion de 2 kGy
y 1,5 kGy, respectivamente. Asimismo, estos autores no
hallaron diferencias significativas entre muestras irradia-
das y muestras no irradiadas. En el trabajo realizado por
Vickers y Wang, la aceptabilidad de las hamburguesas irra-
diadas se incremento al proporcionar informacion previa
acerca de los beneficios de la irradiacion mediante un
volante informativo confeccionado por el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos (“Las diez preguntas mas
frecuentes acerca de alimentos irradiados”).

En referencia al ensayo 2, las muestras se ino-
cularon en forma conjunta (coctel) asi como en forma
individual para la cepa que resulté mas resistente en el
ensayo 1, es decir, STEC 0157. La dosis de irradiacion
fue de 1 kGy. Tras el analisis de los resultados, se obser-
vO que en la primera repeticion ninguna de las muestras
tratadas resulto positiva para stx y eae. En la repeticion 2,
cuatro de las 30 muestras inoculadas con STEC 0157
resultaron positivas para los genes stx y eae, mientras
que ninguna de las muestras inoculadas con el coctel de
cepas STEC resultaron positivas. En la repeticion 3, tres
de las 30 muestras inoculadas con el coctel de cepas
STEC resultaron positivas para l0S genes stx Y eae, mien-
tras que ninguna de las muestras inoculadas STEC
0157 resultaron positivas. Al considerar las tres repeti-
ciones, cuatro (4,4%) de las 90 muestras inoculadas
con STEC 0157 e irradiadas con 1 kGy resultaron posi-
tivas para 10s genes st y eae, mientras que tres (3,3%)
de las 90 muestras inoculadas con el coctel de cepas

La Industria Carnica Latinoamericana N° 213

STEC e irradiadas resultaron positivas. Con respecto a
las muestras control, el 100% de las muestras resulta-
ron positivas para stx y eae luego del enriquecimiento.

Si bien se esperaba que ninguna muestra irra-
diada fuera positiva para los genes analizados, es pro-
bable que la etapa de enriquecimiento haya permitido la
recuperacion de bacterias injuriadas y con ello la capa-
cidad para multiplicar y tornarse detectable por PCR en
tiempo real.

CONCLUSIONES

El tratamiento de irradiacion con 1 kGy produjo una
letalidad de 5 ciclos logaritmicos y redujo un 96% el
porcentaje de muestras positivas para stx y eae.
Asimismo, se demostro que la irradiacion es una tecno-
logia que no afecta la calidad sensorial del producto al
aplicar una dosis de 2,5 kGy en carne picada fresca. Por
ende, se concluye que la irradiacion es una tecnologia
con alta potencialidad para reducir la presencia de
cepas de STEC 0157:H7 y no-0157 circulantes en la
Argentina en carne picada fresca. Resta evaluar los cos-
tos asociados a la implementacion de la tecnologia de
irradiacion en carne molida, como asi también los
requerimientos logisticos para su adopcion.
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