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Resumen

Objetivos: comprobar la eficacia de lavado y desinfeccion en vegetales que se consumen crudos usando
concentraciones de hipoclorito recomendadas.

Materiales y métodos: hojas de lechuga contaminadas con Escherichia coli 0157:H7 productor de toxina
Shiga fueron expuestas a tratamientos basados en tres variables concentracién de NaClO, pH y tiempo,
combinadas entre si. La respuesta medida fue el logaritmo de N/NO.

Resultados: se observé que la concentracion de cloro activo y el tiempo tienen efecto significativo
(p<0.05). El tiempo fue la variable lineal mas importante, posee el mayor coeficiente de regresion. Las
mayores reducciones se obtuvieron con 200 ppm a pH 7 y 8 en 30 minutos. Ninguna reduccién alcanza
los cinco logaritmos sugeridos para un buen sanitizante.

Conclusiones: para un patdégeno como el estudiado, con baja dosis infectiva y adherencia, no es seguro
el lavado con NaClO en las proporciones que usaria un ama de casa o un establecimiento proveedor de
comida.
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Disinfection with sodium hypochlorite to contaminated lettuce by Escherichia coli 0157:H7

Abstract

Aims: to check the effectiveness of recommended hypochlorite concentrations to disinfection of raw
vegetables.

Materials and methods: lettuce leaves contaminated with Shiga toxin-producing Escherichia coli 0157:
H7 were exposed to treatments based on NaClO concentration, pH and time. The measured response
was the logarithm of N/ NO.

Results: it was observed that chlorine concentration and time have a significant effect (p <0.05). The time
was the most important linear variable, it has the highest regression coefficient. The largest reductions
were obtained with 200 ppm at pH 7 and 8 in 30 minutes. No reduction reaches the five logarithms sug-
gested for a good sanitizer.

Conclusions: it is not safe to wash with NaClO in the proportions that would be used by a housewife or
food establishment. Pathogens as the studied, with low infective dose and adherence, could remain in
the contaminated vegetables.
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Introduccion

El serotipo 0O157:H7 de Escherichia coli surge como un patégeno emergente en la década de los ‘80
vinculado a carne picada en EEUU. Pronto se observé que formaba parte de un grupo amplio que com-
partia su principal factor de virulencia, denominado Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC,
por sus sigla en inglés). Y un grupo mas restringido que compartia ademas otros diversos factores de
virulencia, causante de enfermedad severa con internaciones y decesos se categorizé como Escherichia
coli enterohemorragica (EHEC, por su sigla en inglés).

Al poco tiempo también se amplié el espectro de vehiculos de transmisién de estos patégenos. Los
vegetales estuvieron ligados tempranamente. En el Reino Unido, un estudio de casos y controles (Mor-
gan et al., 1988) mostroé una fuerte asociacion entre la infeccidn y la preparacién de verduras crudas.

Si bien las infecciones por E. coli 0157:H7 productor de toxina Shiga (STEC 0157:H7) se han relaciona-
do frecuentemente con carne contaminada con heces de rumiantes. Sin embargo, brotes caracterizados
por su severidad y extension han implicado como vehiculo a vegetales (brotes de rabano, de alfalfa,
lechuga, espinaca pre-envasada, etc.) (Berger et al., 2010).

En tiempos mas recientes, los vegetales han estado involucrados en importantes brotes. En 1996
ocurre el brote mas grande hasta la fecha (mas de 8.000 afectados) vinculado al consumo de brotes de
rabano (cepa Sakai), Japon. En 2006 ocurre un brote con elevado niimero de hospitalizaciones y casos
de SUH, relacionado al consumo de espinaca prelavada envasada (cepa TW14359), EE.UU.

Segln registros de EEUU los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos asociados a produc-
tos frutas y verduras frescas por afio se duplicaron entre 1973-1987 y 1988-1998.

Pueden hacerse diversas hipotesis sobre las causas de este fendmeno. Desde cambios sociocultu-
rales, especialmente en los paises desarrollados: mayor valoracion de alimentos frescos producidos
en forma ecolégica. Pero en lo que respecta a E. coli, es su plasticidad genética lo que mejor explica
su irrupcién en nuevos escenarios. Un ejemplo es el brote producido por una cepa hibrida en 2011 en
Alemania, a partir de semillas de fenogreco, causado por un E. coli enterogragretivo, con factores de
virulencia de enterohemorragico.

Se han descrito tres mecanismos de fijacién de E. coli 0157 en hojas de vegetales, mediada por fibras
amiloides curli (Jeter y Matthysse, 2005), mediada por el sistema de secrecion de filamentos tipo IlI
(T3SS), compuesto de filamentos EspA (Knutton, 1995; Shaw et al., 2008), y mediada por flagelos, ya que
la delecion de la flagelina que codifica fliC reduce el nivel de adherencia. (Xicohtencatl-Cortes et al.,
2009). También hay genes candidatos que podrian dar como resultado una patogenicidad incrementada
o, alternativamente, una adaptacion a las plantas. ECSP_2870/2872 codifica para una proteina que pro-
moveria la adaptacion de E. coli 0157 al huésped vegetal (Factores de virulencia putativos. Kulasekara,
2009).

Estas adhesinas le permiten colonizar las superficies (estomas de las hojas y tejidos internos), cons-
tituyendo el primer paso de la formacion de biofilm (Berger et al., 2010, Saldafia et al., 2011). La inter-
nalizacion de Escherichia coli 0157:H7 a través de los estomas (poros o aberturas regulables del tejido
epidérmico de las plantas) se demostré en hojas de espinaca (Saldafa et al., 2011).

La enfermedad causada por E. coli 0157:H7 es una antropo-zoonosis donde los rumiantes, y en espe-
cial el ganado bovino, actiia como un reservorio multiplicador que excreta el patégeno por sus heces.
Es probable que el agua contaminada con heces de animales portadores sea una importante fuente de
contaminacién de los vegetales (Hamilton et al., 2006; Tyrrel et al., 2006).

STEC 0157:H7 ha evolucionado en comportamientos y estrategias como para persistir en el medio
ambiente (Chekabab et al., 2013). Su permanencia en el medio acuatico en un estado estacionario o de
dormancia, favorece el ingreso en la cadena alimenticia. E. coli 0157:H7 puede sobrevivir en agua dulce
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estéril a bajas concentraciones de carbono, lo que contrasta con el concepto comun de que este orga-
nismo de habitat intestinal va a morir con el tiempo en ambientes tan fuertemente limitados en carbono
(Vital et al., 2008). La respuesta de E. coli al estrés ambiental es compleja, robusta y versatil. Las condi-
ciones de estrés activan pequefios o grandes grupos de genes bajo el control de proteinas reguladoras.
En el estrés por inanicion RpoS es el principal regulador de la fase estacionaria, y las fluctuaciones de
temperatura y otras condiciones adversas inducen el gen sigma S de la ARN polimerasa (rpoS) (Muffler
et al, 1997).

Con el proposito de eliminar patégenos vehiculizados por vegetales, en especial aquellos que se con-
sumen crudos, se han ensayado distintos métodos de lavado y desinfeccidn. A nivel industrial, diferentes
agentes quimicos (etanol, HgCL, acido peroxiacético, agua electrolizada, etc.), se han propuesto para
reducir el nimero de microorganismos presentes hasta un nivel que no ponga en peligro la inocuidad.
El cloro es el desinfectante mas utilizado en el lavado de hojas verdes debido a su bajo costo y eficacia
demostrada contra los patdgenos bacterianos (Adams et al., 1989; Beuchat et al., 2004; Gil et al., 2009).
En las operaciones de lavado e hidroenfriado de productos vegetales se utilizan concentraciones de
100-200 ppm (Manual para la preparacion y venta de frutas y hortalizas, FAO).

El caso de STEC 0O157:H7 plantea una especial problematica por su baja dosis infectiva y la severi-
dad de la enfermedad que causa. En este trabajo se ensay6 el potencial del cloro para eliminar STEC
0157:H7, en la forma mas accesible en el ambito doméstico, considerando tres variables: concentracion,
tiempo de exposicion y pH, en comparacién con lavados ordinarios con agua de red.

Objetivos:

-Comprobar la eficacia de lavado y desinfeccién usando concentraciones de hipoclorito recomendadas.
-Advertir sobre potenciales riesgos.

Materiales y métodos

Las plantas de lechuga (Lactuca sativa) se cultivaron en condiciones de laboratorio y se utilizaron hojas
recién cortadas por su tallo. Las hojas se contaminaron inoculandolas con un pool con una serie de 13
cepas de STEC 0157 portadoras del gen ECSP_2870/2872, obtenidas por este mismo equipo de trabajo,
aisladas de muestras de agua expuestas a la contaminacién fecal de bovinos.

Preparacion del indculo:

Se midié la densidad o6ptica de la suspensién madre (prevista en aproximadamente 10%%/ml) y se
realizaron diluciones decimales, sembrando 0,1 ml en placas de agar tripticas soja (TSA). Incubacion
a 37°C por 24 h. Paralelamente se hizo un test de productividad al agar Chrom 0157, tomando como
referencia agar soja tripticasa, que resulté satisfactorio.

Modo de contaminacién

Consistio en aplicar superficialmente micro-volimenes de un inéculo valorado. Luego de contami-
narlas se colocaron individualmente en bolsas estériles de polietileno y se mantuvieron 24 h en un
refrigerador tipo doméstico (5 °C).

Ensayos de lavado y desinfeccion

Pasado ese lapso fueron expuestas a tratamientos basados en tres variables: concentracién del des-
infectante [NaClO], tiempo de exposicion y pH del agua usada. Los tratamientos consistieron en combi-
naciones de las tres variables en dos valores extremos y un punto medio: sin hipoclorito, 100 y 200 ppm;
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tiempo de exposicién minimo, 15 y 30 minutos; pH 6,0, 7,0 y 8,0. Previamente se titulé el cloro activo del
producto comercial utilizado (Ayudin™®?, Clorox Argentina S.A.), por un método yodométrico, observan-
dose una concentracion menor de la establecida por ANMAT.

Los efectos de tres factores (la concentracion de cloro activo, tiempo de contacto y pH) se estudiaron
sobre la reduccion de E. coli 0157:H7 en las hojas de lechuga utilizando la metodologia de superficie
de respuesta (Montgomery, 1991).

Se utilizé un diseiio de tres factores de Box-Benhken (15 experimentos) (Box y Benhken 1960). El pun-
to central se repitio tres veces.

La respuesta medida fue el logaritmo de N/NO después de los tratamientos de descontaminacion. Los
15 experimentos se llevaron a cabo en un orden aleatorio. Los datos fueron analizados utilizando el pro-
grama Statgraphics Centurion XVI. Una funcion matematica (f) se generd para la variable de respuesta
(log N/NO) en funcidn de tres variables independientes de procesamiento:

Y=f(C,typ); donde C es la concentracion de cloro activo (ppm), t es el tiempo (min) de contacto del
desinfectante y p es el pH de la solucién de cloro.

Con el fin de aproximar la funcién f, se utilizard una ecuacién polinémica de segundo orden:

Log N/N_ = bk, + bk C + bk,t + bk,C? + bk ,C? + bk,,t* + bk,,t* + bk ,C' + bk .CT + bk .tT + e
Donde bk, ..., bk, son coeficientes de regresion y e es el error aleatorio asociado.

Estandarizacion del procedimiento

Las hojas se enjuagaron 10 veces (introduciéndolas y sacandolas sucesivamente del liquido en los re-
cipientes). Las del “tiempo cero” se retiraron, y el resto se las dejo sumergidas y en reposo hasta cumplir-
se el tiempo de cada tratamiento. Transcurridos los tiempos particulares previstos para cada tratamien-
to, las hojas se retiraron y se colocaron en bolsas estériles con agua peptonada buferada estéril, y se las
sometio a agitacion (200 rpm durante 25 min). Pasado ese lapso se sembraron diluciones apropiadas de
cada una para cuantificar E. coli 0157 en placas con medios cromogénicos (37°C por 24 h).

Resultados y discusion:
Reduccién bacteriana producto de las combinaciones de los distintos tratamientos de lavado y desin-

feccion con concentraciones de cloro activo de 0, 100 y 200 ppm (Tabla N°1) y el analisis de varianza
(Tabla N°2).

Ciencia, DocenciayTecnologia-Suplemento | N°9 | AfolX | 2019 | (247-254) | 250



TanaroJ.D.,etal. | Lavadoydesinfecciéncon hipocloritodesodio de lechuga contaminada con Escherichia coli 0157:H7

Taea N°1: Experiencia con niveles de cloro activo de 0, 100 y 200 ppm

ConcdeClactivo pH tiempo logN/NO (Rto en hoja)

200 7 0 -3,005232527
200 8 15 -2,917365102
200 7 30 -4,025435913
200 8 30 -4,206728366
200 6 15 -3,57435646
100 7 15 -3,319626484
100 7 15 -3,244992866
100 7 15 -4,061348469
100 8 0 -2,347655208
100 8 30 -3,536974733
100 6 0 -2,092382703
100 6 30 -3,617950586
0 7 0 -1,842505229
0 7 30 -2,955544743
0 8 15 -2,860988635
0 6 15 -2,637255742

TaeLa N°2: Analisis de Varianza para logN/NO

Suma de Cuadrado
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Atiempo 2,93805 1 293805 21,36 0,0057
B:pH 0,00838265 1 0,00838265 0,06 0,8148
C: conc. Cl activo 1,30096 1 1,30096 9,46 0,0276
AA 0,431312 1 0431312 3,14 0,1368
AB 0,0282657 1 0,0282657 0,21 0,6693
AC 0,00215464 1 0,00215464 0,02 0,9053
BB 0,335568 1 0,335568 2,44 0,1791
BC 0,193919 1 0193919 1,41 0,2884
CcCc 0,21808 1 0,21808 1,59 0,2636

R?= 88,57 porciento (R? determina la calidad del modelo para replicar los resultados)

Se observa que:

- La concentracién de cloro activo y el tiempo tienen efecto significativo sobre el log N/NO (p menor
que 0.05). Las mayores reducciones se obtuvieron con 200 ppm a pH 7 y 8 en 30 minutos. Las menores
reducciones ocurren en tiempo cero (enjuague inmediato) en agua sin hipoclorito a pH 7,0; y en 100 ppm
a pH 6,0.

- EL tiempo fue la variable lineal mas importante que afecté la reduccién microbiana, ya que posee el
mayor coeficiente de regresion (0,606016).
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Reduccidn bacteriana producto de las combinaciones de los distintos tratamientos de lavado y desin-
feccion con concentraciones de cloro activo de 0, 232,5 y 465 ppm (Tabla N°3) y el analisis de varianza
(Tabla N°4).

Taeta N°3: Experiencia con niveles de cloro activo de 0, 232,5 y 465 ppm

Conc de Cl activo | pH | tiempo logN/NO
(Rto en hoja)
465 7 0 -4,322219295
465 8 15 -5,827369273
465 7 30 -6,447158031
465 8 30 -7,049218023
465 6 15 -7,049218023
232,5 7 15 -5,319513401
232,5 7 15 -5,268660703
232,5 7 15 -5,317575545
232,5 8 0 -3,681241237
232,5 8 30 -5,181947004
232,5 6 0 -3,243038049
232,5 6 30 -7,049218023
0 7 0 -2,163103473
0 7 30 -3,5651367283
0 8 15 -3,166883257
0 6 15 -3,441405702

TaeLa N°4: Analisis de Varianza para logN/NO

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:cloro activo 16,03 1 16,0269 136,18 0,0001
B:pH 1,07 1 1,06977 9,09 0,0296
C:tiempo 9,724 1 9,72424 82,63 0,0003
AA 1,114 1 1,11407 9,47 0,0276
AB 0,224 1 0,224357 1,91 0,2259
AC 0,136 1 0,135672 1,15 0,332
BB 0,052 1 0,0519365 0,44 0,5359
BC* 1,329 1 1,3288 11,29 0,0201
CC 1,473 1 1,47319 12,52 0,0166

R-cuadrada = 98,1412 por ciento

Se observa que:

-En esta experiencia, ademas del cloro activo y el tiempo, tiene también el pH efecto significativo
sobre el log N/NO (p menor que 0.05). Las menores reducciones ocurren en enjuagues sin hipoclorito de
sodio, y con 232,5 ppm en tiempo cero.
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-El tiempo y la concentracion de cloro activo tienen efecto en forma lineal como en forma cuadratica
-Efectos combinados: En By C (pH y tiempo) se observé efectos sobre el recuento bacteriano.

En la primera experiencia ninguna reduccién alcanza los cinco logaritmos sugeridos para un buen sani-
tizante. Sin embargo, cuando se utilizaron concentraciones mayores (segunda experiencia) se pudo com-
probar que 5 reducciones decimales se obtienen con 232,5 ppm de cloro activo a pH 7 en 15 minutos.

E. coli 0157, por sus caracteristicas, es un apropiado marcador de éxito/fracaso que pueden tener
procedimientos de lavado y desinfeccidn de vegetales que se consumen crudos. Se han descrito tres
mecanismos de fijacion de E. coli 0157 en hojas de vegetales: mediada por fibras amiloides curli (Jeter
y Matthysse, 2005), mediada por el sistema de secrecion de filamentos tipo Il (T3SS), compuesto de
filamentos EspA (Knutton, 1995; Shaw et al., 2008) y mediada por flagelos, ya que la delecion de la fla-
gelina que codifica fliC reduce el nivel de adherencia. (Xicohtencatl-Cortes et al., 2009). También hay
determinanates putativos de virulencia que podrian dar como resultado una patogenicidad incremen-
tada o, alternativamente, una adaptacion a las plantas. ECSP_2870/2872 codifica para una proteina que
promoveria la adaptacion de E. coli 0157 al huésped vegetal (Kulasekara, 2009).

Estas adhesinas le permiten colonizar las superficies (estomas de las hojas y tejidos internos), cons-
tituyendo el primer paso de la formacion de biofilm (Berger et al,, 2010, Saldaiia et al., 2011). La inter-
nalizacion de Escherichia coli 0157:H7 a través de los estomas (poros o aberturas regulables del tejido
epidérmico de las plantas) se demostré en hojas de espinaca (Saldafia et al., 2011).

Si bien puede haber influido el hecho de usar cepas obtenidas de muestras acuaticas con mayor capa-
cidad de adherencia a vegetales (“peor escenario”), no se consiguid, en las condiciones experimentales
realizadas para los patégenos inoculados, la reduccidn deseable para un buen sanitizante, propuesta
por EPA (99,999%, 5 érdenes).

La experiencia realizada con mayores concentraciones de cloro, si bien resulté efectiva (disminucién
de unos 6 logaritmos), no es aplicable en la practica por los efectos toxicos secundarios. En las opera-
ciones de lavado e hidroenfriado de productos vegetales se utilizan concentraciones de 100-200 ppm
(Manual para la preparacion y venta de frutas y hortalizas, FAO).

El tiempo de exposicidn al hipoclorito mejora la efectividad. Sin embargo, la eficacia del cloro, al
igual que la de otros desinfectantes oxidantes, se ve afectada por las cargas organicas en la solucion
de lavado. Es conveniente un prelavado de la lechuga y realizar la desinfeccién sobre hojas enteras no
dafiadas, ya que éstas podrian liberar cantidades abundantes de latex vegetal y agotar rapidamente el
cloro libre.

Especialmente en un contexto hogarefio, en relacién a la cantidad de cloro libre, se debe tener en
cuenta la calidad del producto comercial, el modo de conservarlo (exposicidn a la luz, hermeticidad,
tiempo, etc.), y las instrucciones de uso establecidas en el rétulo.

En la lavandina que nosotros usamos, la titulacién dio 46,54 g/|, cuando deberia contener 60-80 g/l
de cloro activo.

Conclusiones

Para un patdégeno con las caracteristicas de STEC 0157 (baja dosis infectiva y adherencia), no es seguro
el lavado con NaClO en las proporciones que usaria un ama de casa o un establecimiento proveedor de
comida para vegetales que se consumen crudos.

Resulta evidente que el acento debe hacerse en desarrollar estrategias preventivas para evitar la
entrada de este grupo de patégenos en la cadena alimenticia.
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