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EVALUACION DE UN SISTEMA DE PCR EN TIEMPO REAL PARA
LA DETECCION DE Escherichia coli 0157:H7 A PARTIR
DE CARNE BOVINA MOLIDA
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RESUMEN: La infeccién por Escherichia coli O157:H7 es causa de diarrea con o sin sangre,
colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico (SUH) en humanos. El principal reservorio
animal de E. coli O157:H7 son los bovinos y la carne bovina molida es una potencial fuente de
infeccion. El objetivo de este trabajo fite evaluar un sistema comercial de PCR en tiempo real
para la deteccién de E. coli O157:H7. Se determiné limite de deteccidn, selectividad y robus-
tez. Se contaminaron experimentalmente 50 muestras de carne molida bovina con 10 cepas
de E. coli O157:H7 (10, 100 y 1000 UFC/25 g) y 20 cepas de bacterias no-E. coli O157:H7
(1000 UFC/ 25 g). El limite de deteccién dependié de la cepa analizada, el valor minimo fue
6,1 UFC/25 g. La robustez fue dptima al modificar diferentes variables. Se obtuvo 100% de
inclusividad y 100% de exclusividad. La técnica evaluada es una alternativa apropiada para
la deteccidon de E. coli O157:H7 a partir de carne bovina molida.
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EVALUATION OF A REAL TIME PCR SYSTEM FOR DETECTION
OF Escherichia coli 0157:H7 IN GROUND BEEF

ABSTRACT: Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) cause non-bloody or bloody diar-
rhea, hemorrhagic colitis and hemolytic uremic syndrome (HUS) in humans. Cattle are a major
animal reservoir for E. coli O157:H7 and the ground beef are a potential source of infection.
The aim ofthe present study was to evaluate a real time PCR commercial system for detection
of E. coli O157:H?7. Detection limit, selectivity and robustness were established. Fifty samples
of ground beef were experimentally contaminated with 10 E. coli O157:H7 strains (10, 100
y 1000 CFU/25 g) and 20 non-E. coli O157:H7 strains (1000 CFU/25 g). The detection imit
depended on the strain analyzed, the minimum values was 6,1 cfit/ 15 g. A good robustness
was observed when different variables were introduced. Inclusivity and exclusivity were of
100%. The evaluated technique is an appropriate alternative for detection of E. coli O157:H7
from ground beef.
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INTRODUCCION

Escherichia coli O157:H7 es un patogeno
emergente asociado a Enfermedades Transmi-
tidas por Alimentos (ETA). Fue reconocido por
primera vez como patégeno humano en 1982
durante dos brotes de colitis hemorragica (CH)
atribuidos al consumo de hamburguesas en res-
taurantes de comidas rapidas (1).

La infeccion por E. coli O157:H7 puede
causar casos esporadicos o brotes de diarrea,
CH y sindrome urémico hemolitico (SUH). En
Argentina, el SUH es endémico y constituye la
primera causa pediatrica de insuficiencia renal
aguda y la segunda de insuficiencia renal cronica;
ademas, esresponsable del 20% de los transplan-
tes renales en nifnos y adolescentes. Cada ano se
producen aproximadamente 400 casos nuevos de
SUH, aunque existe un importante subregistro.
Desde 1965 hasta el presente se registraron mas
de 7.000 casos (2)

Numerosos estudios realizados en diferen-
tes paises, incluyendo a la Argentina permitieron
confirmar el rol del ganado vacuno como principal
reservorio de E. coli O157:H7 (3). La principal
via de transmision de este microorganismo son
los alimentos contaminados, como por ejemplo,
carne molida, productos carnicos crudos o insufi-
cientemente cocidos, hamburguesas y embutidos
fermentados, entre otros (4, 5, 6).

El objetivo de este trabajo fue evaluar un
sistema comercial de PCR en tiempo real para la
deteccion de E. coli O157:H7 a partir de muestras
de carne bovina molida.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 100 muestras de 25 g cada
una de carne bovina molida. Las muestras fueron
analizadas para determinar la ausencia de E.
coli O157:H7 segliin la metodologia recomenda-
da por United States Department of Agriculture/
Food Safety and Inspection Service (USDA/FSIS)
(10). Cada muestra fue colocada en una bolsa
de Stomacher (BagFilter, Interscience, Francia)
y conservada a 6 °C durante 24 h.

Se utilizaron 30 cepas; 10 cepas de E. coli
0157:H7 y 20 cepas no-E. coli O157:H7 (Tabla 1).
Las cepas E. coli EDL933 (O157:H7) y E. coli ATCC
25922 (no-0O157:H7), fueron utilizadas como
controles positivo y negativo, respectivamente.
Las cepas utilizadas fueron identificadas por
pruebas bioquimicas (8) y seroagrupadas segiin
su antigeno somatico (O) y flagelar (H). Para la
deteccion del antigeno O se utiliz6 la técnica de
aglutinacién en latex (Denka Seiken, Tokyo, Ja-
pon) y para la deteccion del antigeno H se utiliz6
la técnica de aglutinacién en tubo con antisuero
anti-H (Denka Seiken).

Las cepas, conservadas a -70 °C en caldo
cerebro corazén (CCC, Acumedia, Michigan,
EE.UU.) con 30 % de glicerol, fueron sembra-

das en 5 ml de CCC (Acumedia) e incubadas a
37 °C durante 6 h, y luego en agar MacConkey
(Acumedia) a 37 °C durante 18 h. A partir de
una colonia se realizé un subcultivo en CCC a
37 °C durante 6 h hasta la fase de crecimiento
exponencial (aproximadamente 10® UFC/ml).
La concentracion bacteriana se determiné por
recuento en agar para recuento en placa (Acu-
media), por triplicado. Las placas se incubaron a
37°C durante 18 h. La concentracion bacteriana
se expreso en unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/ml). Paralelamente, se realizaron
7 diluciones decimales en agua peptonada hasta
obtener una concentracion aproximada de 10,
100y 1000 UFC/ml (Tabla 1). Sesenta muestras
fueron contaminadas experimentalmente con 1
ml de cada una de las mencionadas diluciones
correspondientes a las cepas E. coli O157:H7
y 40 muestras fueron contaminadas con 1000
UFC/ml de las cepas no-E. coli O157:H7. Pos-
teriormente, se agregaron 225 ml de caldo EC
(Acumedia) a cada muestra. Todas las mues-
tras fueron procesadas durante 2 minutos en
BagMixer (Interscience) y se incubaron a 37 °C
durante 18 h.

PCR en tiempo real. Se utiliz6 el sistema
de PCR en tiempo real R.A.P.I.D. LT Food Secu-
rity System y el kit comercial E. coli O157:H7 LT
Test Kit (Idaho Technologies Inc., Utah, EE.UU),
siguiendo las instrucciones especificas del fabri-
cante.

Limite de deteccion. Se determiné la
probabilidad de deteccion de E. coli O157:H7 al
comparar el nimero de resultados positivos con
la concentracion de cada cepa en las muestras
analizadas. El ensayo de PCR se realizo por du-
plicado en un intervalo de 1 a 3 dias.

Selectividad. La determinacion de selec-
tividad se realiz6 de acuerdo a los conceptos
propuestos por Feldsine et al. (9). Se analizaron
muestras con todas las cepas detalladas en la
Tabla 1, por duplicado.

Robustez. Los ensayos se realizaron por
triplicado y se repitieron en las mismas condicio-
nes, en 3 dias consecutivos, con 3 operadores.

RESULTADOS

Limite de deteccion. Todas las muestras
contaminadas con diferentes concentraciones
de E. coli O157:H7 fueron positivas. El limite de
deteccion dependi6 de la cepa analizada y la con-
centracion bacteriana con la que se contaminaron
las muestras, el valor minimo se obtuvo con las
muestras contaminadas con la cepa LAMA 74 y
fue 6,1 UFC/25 g. Elvalor maximo se obtuvo con
las muestras contaminadas con la cepa LAMA 40
y fue de 20 UFC/25 g de carne bovina molida.

Selectividad. Todas las muestras contami-
nadas con las cepas de E. coli O157:H7 fueron
positivas en las tres concentraciones (N=30) y
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Tabla 1. Cepas de E. coli O157:H7 y no-E. coli O157:H7 provenientes del cepario del Laboratorio
de Microbiologia de los Alimentos (LAMA) y utilizadas para evaluar el sistema comercial de PCR en

tiempo real.
UFC/ UFC/
Origen Cepa origen cepa
7,5 11,6
LAMA 32 E. coli O157:H7 75 LAMA 65 E. coli O157:H7 116
750 1160
85 19.6
LAMA 39 E. coli O157:H7 85 LAMA 70 E. coli O157:H7 196
850 1960
20 7.5
LAMA 40 E. coli O157:H7 200 LAMA 73 E. coli O157:H7 75
2000 750
19 6.1
LAMA 46 E. coli O157:H7 190 LAMA 74 E. coli O157:H7 61
1900 610
14 6.4
LAMA 55 E. coli O157:H7 140 LAMA 81 E. coli O157:H7 64
1400 640
LAMA 90 E. coli 091:H21 610 LAMA 25 Klebsiella 1360
pneumomae
LAMA 67 E. coli O103:NM 955 LAMA 13 Pseudomonas 2190
aeruginosa
LAMA 80 E. coli O113:H4 650 LAMA 2 Yersinia 1185
enterocolitica
LAMA 88 E. coli O145:NM 930 LAMA 10 Shigella flexneri 735
LAMA 77 E. coli 0146:H28 860 LAMA 20 Shigella 1515
dysenteriae
LAMA 107 Salmonella Enteritidis 700 LAMA 23 Shigella boydii 800
LAMA 24 Salmonella 895 LAMA 21 | Morganella morgani | 1020
Typhimurium
LAMA 1 Salmonella Newport 840 LAMA 16 Proteus mirabilis 1070
LAMA 28 Enterobacter cloacae 1295 LAMA 18 Proteus vulgaris 1010
LAMA 149 Staphylococcus aureus | 3380 LAMA 8 Escherichia 350
hermanii

todas las muestras contaminadas con las cepas
no-E. coli 0157:H7 (N=20) fueron negativas. Por
lo tanto, se obtuvo un 100% de inclusividad y un
100% de exclusividad.

Robustez. Todos los resultados fueron
reproducibles al analizar las muestras contami-
nadas con 10 cepas de E. coli O157:H7 en 3 dias
consecutivos y por 3 operadores.

DISCUSION
En el Articulo 255 del Cédigo Alimentario
Argentino se especifica el criterio microbiolégico
que debe cumplir la carne picada fresca, en el
cual se establece ausencia de E. coli O157:H7/
NM en 5 muestras de 65 g cada una. Para el ais-
lamiento y la caracterizacion de E. coli O157:H7 y
0O157:NM en productos carnicos se recomienda la
metodologia validada por USDA/FSIS (7). En esta
metodologia se recomienda un tamizaje basado
en el sistema de PCR BAX® (10).
El sistema evaluado en este trabajo se

basa en PCR en tiempo real y utiliza sondas
especificas para la deteccion de los amplicones
generados en el proceso. Si bien, no es el mismo
fundamento que el sistema BAX®, este presenta
valores similares en cuanto a limite de deteccion,
inclusividad, exclusividad y robustez.

El sistema de PCR en tiempo real R A.P.I.D.
LT Food Security System y el kit comercial E. coli
O157:H7 LT Test Kit presentaron un buen desem-
pefio, ya que fue posible detectar hasta6,1 UFC/25
g de carne bovina molida. No se observaron in-
terferencias al utilizar diferentes concentraciones
bacterianas. Si bien, este sistema de PCR en tiempo
real cuenta con la validacién de AOAC Internatio-
nal (AOAC N° 100901), en el presente trabajo se
demostro su utilidad para la deteccion de cepas de
E. coli O157:H7 circulantes en Argentina.

En conclusion, el sistema de PCR en tiem-
po real evaluado es una técnica rapida, precisa
y selectiva para la deteccion de E. coli O157:H7
en carne bovina molida.
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