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Resumen

Las Escherichia coli productoras de Toxinas Shiga (STEC) O157:H7y no-O157 son patdgenos alimentarios emer-
gentes, responsables de numerosos brotes a nivel mundial. Muchos alimentos han sido vinculados a estos brotes,
principalmente las hamburguesas de carne bovina insuficientemente cocidas. Dada la creciente produccién y
consumo de hamburguesas en nuestro pais, es importante disponer de técnicas rapidas para el screening e iden-
tificacién de estas cepas en alimentos.

En este trabajo se evalud la sensibilidad y especificidad para detectar las siete cepas STEC: 026, 045, 0103,
0111, 0121, 0145 y O157 en hamburguesas congeladas crudas, utilizando los kit «STEC Screening stx/eae» para
la bsqueda de los genes stx/eae y los kits «<STEC Panel 1 E. coli 026, O111, O121», «STEC Panel 2 E. coli O45,
0103, 0145» y «E. coli 0157:H7 MP» (DuPont) para los diferentes serogrupos. Se validd la utilizaciéon de muestras
compuestas (wet pools), evaluando la recuperacién de los positivos en medios selectivos luego de la inmunocon-
centracion especifica de cada cepa y la deteccion de los genes de virulencia stx y eae en cultivos aislados mediante
PCR multiplex a tiempo final. Se validé una técnica que permite la detecciéon de las cepas STEC mencionadas
utilizando wet pools, con limites de detecciéon de 1-5 UFC en 65 gramos de hamburguesas congeladas crudas.
Palabras clave: Patégenos alimentarios emergentes, Escherichia coli shiga-toxigénicas, factores de virulencia,
muestras compuestas, carne bovina.

Abstract

Shiga toxins-producing Escherichia coli (STEC) O157:H7 and no-O157:H7 have been identified as emerging
foodborne pathogens responsible for an increasing number of outbreaks worldwide. Many foods have been asso-
ciated to these outbreaks, mainly undercooked beef burgers. Due to the increasing production and consumption
of burgers in our country, it is important to have a rapid technique to identify and isolate the most important
STEC strains in foods matrixes.

The objective of these investigation was to assess the sensitivity, specificity and limit detection for the screening
of the most prevalent STEC in frozen raw beef burgers, using the «STEC Screening stx/eae» kit to detect the stx/
eae genes and the «Panel 1 STEC E. coli 026, 0111, O121» and «Panel 2 STEC E. coli 045, 0103, O145» and «E.
coli O157: H7 MP» (DuPont) kits for the detection of the different serogroups. The use of composed samples (wet
pools), the recovery of each strain from the positives samples on selective media after specified inmunoconcentra-
tion and the detection of stx/eae virulence genes in isolates by PCR were also evaluated. A technique that allows
the detection of the mentioned STEC strains with limits of detection between 1-5 CFU in 65 grams of raw frozen
hamburgers using wet pools, was validated.

Keywords: Emerging food pathogens, Escherichia coli Shiga toxigenic, virulence factors, composed samples, raw beef.
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Introduccion

Las Escherichia coli productoras de Toxinas Shiga (STEC) han
sido identificadas como importantes patogenos trasmitidos
por alimentos. Los serogrupos de STEC O157:H7 y los no-
0157, dentro de ellos E. coli 026, 045, 0103, 0111, 0121y
0145, referidos en la literatura como «Big Six STEC», cons-
tituyen un problema creciente para la salud publica a nivel
mundial (Brooks, et al., 2005). Las STEC son responsables
de enfermedades gastrointestinales e infecciones graves
tales como el sindrome urémico hemolitico (SUH) y colitis
hemorragica (HC) (D’Aoust, et al., 2007; Varela, et al., 2008).

La patogenicidad de las STEC depende mayoritariamen-
te de la produccion de factores de virulencia tales como las
toxinas Shiga. Estas proteinas son codificadas por diferentes
genes (stxI y stx2) con actividades bioldgicas similares (Hus-
sein, 2007). Uno de los efectos de estas toxinas es el dafio en
las células endoteliales del intestino y rifién del huésped. Las
cepas STEC patogénicas también producen otros factores de
virulencia que pueden aumentar la severidad de las enferme-
dades que provocan, por ejemplo, intimina y enterohemolisina,
involucradas en la adherencia intima a la superficie intestinal y
posterior dao a los enterocitos (Hussein, 2007). La intimina
y la enterohemolisina codificadas por los genes eae y ehxA,
respectivamente, se encuentran en todas las cepas de E. coli
0157:H7 (Neill, 1997) y en la mayoria de las cepas STEC no-
O157. Por definicion, una STEC contiene uno o ambos genes
involucrados en la produccién dela toxina Shiga (stxI y/o stx2)
y el gen eae (Paton y Paton, 2000; Hussein, 2007), por lo que los
mismos suelen utilizarse como marcadores para la deteccién
de estos microorganismos mediante técnicas moleculares.

Enlos brotes alimentarios ocasionados por cepas STEC se
ha sefialado al ganado vacuno como su principal reservorio
y a la carne picada insuficientemente cocida como su vehi-
culo més frecuente (Marzocca, et al., 2006; Hussein, 2007;
Masana, et al., 2011). Esto se debe a que es probable que la
carne se contamine durante el proceso de sacrificio y faenado
de los bovinos. Asimismo, el procesamiento del picado y su
manipulacién suponen un riesgo extra en lo que a inocuidad
respecta (Signorini, et al., 2009).

Seguin datos aportados por el Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) de Estados Unidos, del total de los
casos de enfermedades humanas provocadas por STEC en
el aio 2006, 36% se debieron a cepas de E. coli 0157 y 64%
a cepas no-O157. De estas ultimas, entre un 70 a un 83%
fueron ocasionadas por alguno de los seis serogrupos STEC
anteriormente mencionados (CDC, 2011).

Por otra parte, en Europa las infecciones ocasionadas
por STECs no-O157 son mas frecuentes que las producidas
por O157:H7 (Pradel, et al., 2000; Varela, et al., 2008). En
los ultimos tres afios, los casos de infecciones por no-O157
aumentaron vertiginosamente debido al brote ocurrido en
Alemania en el afio 2011 (EFSA y ECDC, 2013).

En América del Sur, desde fines de los afios noventa en
Chile y en Argentina se han reportado casos de diarrea y SUH
vinculados tanto a Escherichia coli O157:H7 como a serogrupos
no-0157 (Rios, et al., 1999; Rivas, et al., 2008). En Uruguay,
el primer caso de diarrea sanguinolenta vinculada a E. coli
O157:H7 se inform¢6 en una nifia de 16 meses en el afio 2002
(Gadea, et al., 2004).

Debido entre otros factores al ltimo brote ocurrido en
Europa en el ano 2011, muchos paises han aumentado sig-
nificativamente el numero de controles oficiales destinados
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a la deteccién de la presencia de STEC en alimentos, tanto
en aquellos que se importan como en los que se exportan
(USDA, 2011; EFSA y ECDC, 2013).

Pese al creciente interés por la detecciéon de las STEC
no-0157 a nivel mundial, las técnicas de busqueda e iden-
tificacion de estas cepas en alimentos se encuentran adin en
pleno desarrollo. Tanto en Europa como en Estados Unidos
la deteccion de estos patdgenos esta remitida a unos pocos
laboratorios especializados, ya que no resultan sencillas la
deteccién y diferenciacion de los diversos serogrupos en los
medios de cultivo disponibles. Al mismo tiempo, no es facil
acceder a los insumos necesarios para su deteccion con la
celeridad correspondiente (CDC, 2005; USDA, 2011).

En este trabajo se presenta una metodologia que permite la
deteccion rapida delos siete serogrupos de STEC mds prevalen-
tesanivel mundial (026, 045,0103,0111,0145,0121y0157)
en una matriz alimentaria compleja (hamburguesas congeladas
crudas) mediante el uso de insumos accesibles en el mercado.
La misma sigue los lineamientos de la técnica desarrollada y
utilizada por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) para estos patégenos (USDA, 2013), que per-
mite tanto la detecciéon como el aislamiento e identificacién de
las cepas en las muestras positivas. Aplicando esta metodologia
es posible detectar mediante PCR a tiempo real las siete cepas
STEC anteriormente mencionadas con limites de deteccion muy
bajos, utilizando muestras compuestas (wet pools). Se evalud
ademas la recuperacion de las muestras positivas en medios
selectivos luego de la inmunoconcentracion (IMS) especifica
de cada cepa y la deteccion de los factores de virulencia stx/eae
en cultivos aislados mediante PCR multiplex a tiempo final.

Materiales y Métodos

Cepas de referencia

Se utilizaron seis cepas de Escherichia coli productoras de
toxina Shiga (STEC) no-O157, adquiridas del Instituto Statens
Serum (Copenhagen, Denmark): 026, 045, 0103, O111,
0121 y O145 y la cepa Escherichia coli 0157:H7 (ATCC
43895) perteneciente a la coleccion del Departamento de
Microbiologia del LATU. En la Tabla 1 se muestran los perfiles
de virulencia caracteristicos de las cepas segun informacion
del proveedor, los cuales fueron confirmados mediante PCR
multiplex en el laboratorio.

Cepade STEC Genes de virulencia

026 stx1/eae
045 stx1/stx2/eae
0103 stx1/eae
0111 stx1/stx2/eae
0121 stx2/eae
0145 stx2/eae

O157:H7 stx1/stx2/eae

Tabla 1. Perfiles de virulencia de las siete cepas de STEC de
referencia utilizadas.
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Preparacion del inéculo

Las siete cepas STEC de referencia se sembraron individual-
mente en el medio Nutrient Broth (Oxoid, Basingstoke, UK)
y se incubaron overnight a (37.0 + 1.0) °C con agitacién de
120 rpm. Cumplido el tiempo de incubacion se realizaron
diluciones sucesivas a partir de dicho caldo (concentracién
estimada mediante curva de recuentos del laboratorio = 1x10°
UFC/mL) hasta obtener una concentracion final aproximada
de 100 UFC/mL. Se inocularon las muestras con 50 pL de
esa suspension (carga estimada: 0 a 5 UFC) y se realizaron
recuentos por quintuplicado en Petrifilm™ AC (3M, USA)
del mismo volumen inoculado.

Determinacion de la sensibilidad y limite
de deteccion de STEC en hamburguesas
100% carne vacuna mediante Bax’
System Real-Time PCR (DuPont)

Inoculacidon de las muestras

Se inocularon 65 g de hamburguesa 100% carne vacuna
(perteneciente al establecimiento de mayor produccién de
hamburguesas de Uruguay) con 0 a 5 UFC de cada una de
las siete cepas de STEC individualmente. Las muestras fueron
homogeneizadas de forma manual y rdpidamente llevadas a
refrigeracion (3.0 + 2.0) °C con el fin de generar un estrés
en el indculo. Luego de 4 horas, las muestras se hidrataron
con 195 mL de caldo Tryptic Soy Broth, Modified w/8mg/L
Novobiocin & Acid Digest of Casein - mTSB (Acumedia,
Michigan, USA) de modo de mantener una relacién 1:4
(muestra: caldo de cultivo) y se incubaron en estufa a (41.5
+ 1.0) °C durantel8 a 22 horas.

Paralelamente, se realizé una muestra control (blanco)
que consistié en 325 g de hamburguesa 100% carne vacuna
sin inocular. El blanco se hidrat6é con 975 mL de mTSB
y se incubd en las mismas condiciones que las muestras
inoculadas.

Extraccion de ADN

Cumplido el tiempo de incubacion, se realizé la extraccion de
ADN gendémico de todas las muestras. La lisis fue realizada
siguiendo el protocolo establecido por el proveedor, utili-
zando Bax® System Lysis Buffer adicionado con Bax® System
Proteasa (DuPont, USA).

Bax’System Real-Time PCR

Se realizo el screening de presencia de STEC en la muestra
blanco utilizando el kit «<STEC Screening stx/eae» (DuPont)
en el equipo Bax' System Q7 (DuPont). Una vez confirmada
la ausencia en la muestra blanco, se procedi¢ al screening
de las muestras inoculadas. Para ello se generaron wet
pools mezclando una parte de la lisis de la muestra ino-
culada con cuatro partes de la lisis de la muestra blanco.
Luego de someterlos al screening, los wet pools fueron
evaluados frente a los kits «<STEC Panel 1 E. coli 026,
O111, O121», «STEC Panel 2 E. coli 045, 0103, O145» y
«E. coli O157:H7 MP» (DuPont). Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado.
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Recuperacion y confirmacion
de las siete cepas STEC inoculadas
en hamburguesas 100% carne vacuna

Inmunoconcentracion especifica de los
serogrupos y siembra a medios selectivos

Una vez realizado el screening de los serogrupos em-
pleando wet pools, se realizé la inmunoconcentracién de
los caldos inoculados empleando perlas especificas para
cada serogrupo: RapidCheck® CONFIRM 026 Magnetic
Particles, RapidCheck® CONFIRM 045 Magnetic Parti-
cles, RapidCheck® CONFIRM 0103 Magnetic Particles,
RapidCheck® CONFIRM O111 Magnetic Particles, Rapid-
Check® CONFIRM O121 Magnetic Particles, RapidCheck®
CONFIRM 0145 Magnetic Particles (Sdix, Delaware, USA)
y Dynabeads® Magnet Beads for E.coli O157:H7 (Life Te-
chnologies, USA). De manera de verificar la especificidad
y la sensibilidad de la IMS para cada serogrupo, se realizé
un pool de todos los caldos inoculados. Del mismo se to-
maron siete alicuotas de 1 mL cada una y se sometieron a
la separacién magnética de cada serogrupo con las perlas
correspondientes, segun las instrucciones brindadas por el
fabricante. El inmunoconcentrado correspondiente a cada
cepa se sembrd en diferentes medios selectivos y diferencia-
les. Para los productos de la separacién inmunomagnética
delas STEC no-O157 se usé Agar Sangre lavada con Mito-
micina - MWBA (Sugiyama, et al., 2001) y Rainbow Agar
- RA (Biolog, USA) suplementado con 0,8 mg/L de telurito
de potasio y 10 mg/L de novobiocina. La descripcion de las
morfologias esperadas descritas por el fabricante para cada
serogrupo en Rainbow Agar se muestra en la Tabla 2. Para
las inmunoconcentradas con perlas de E. coli O157:H7 se
utilizé el medio «CHROMagar™O157» (CHROMagar™,
Paris, Francia) suplementado con telurito de potasio (2.5
mg/L) y novobiocina (5mg/L).

Serogrupo | Descripcion de colonias en Rainbow Agar

026 Colonias violeta con borde blanco

Colonias violeta, violeta-grisdceas, magenta
045

claro. Borde blanco

Colonias gris, violeta, violeta-azuladas.
0103

Borde blanco
0111 Colonias gris, gris-azuladas
0121 Colonias violeta, magenta.

Borde violaceo difuso

Colonias violeta-grisaceas, violeta-azuladas.
0145 . 14 s

Borde violdceo difuso

Tabla 2. Descripcion de morfologias esperadas de STEC en
Rainbow agar.
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Confirmacion de colonias sospechosas
de STEC: PCR y serologia

Con el propdsito de realizar la confirmacion, se repicaron
todas las colonias que presentaban fenotipo sospechoso en
los diferentes medios selectivos a Tryptone Soya Agar (TSA,
Oxoid, Basingstoke, UK). Se seleccioné un aislamiento por
fenotipo y por medio de cultivo selectivo empleado, de
acuerdo a las caracteristicas descritas en la bibliografia de
referencia. A las mismas se les realizé la busqueda de los
genes que codifican los factores de virulencia: toxinas Shi-
ga (stx1, stx2) e Intimina (eae) mediante PCR multiplex a
tiempo final, utilizando el kit comercial «E. coli DEC PCR»
(Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark). La mez-
cla de reaccidn asi como el ciclo de amplificacién utilizado
fueron los descritos por el fabricante del kit empleado. Los
productos de PCR se corrieron en gel de agarosa al 2% tefiido
con GelRed™ (Biotium, USA). En la Tabla 3 se muestran
los tamarfios de los amplicones esperados para cada gen de
virulencia. Luego de la confirmacién de la presencia de los
genes de virulencia por PCR en cada aislado, se prosigui6 a
la identificacion seroldgica.

Para las pruebas seroldgicas se seleccion6 una sola colo-
nia por cada serogrupo que previamente hubiese confirmado
la presencia de los genes de virulencia mediante PCR. Para
las presuntas colonias de E. coli 026, 0103, 0111 y O145 se
utilizé la prueba de latex «Dry Spot Technology Serocheck
(Oxoid, Basingstoke, UK)», para 045 y 0121 se utilizé «E.
coli Antisera» (Statens Serum Institut, Copenhagen, Den-
mark) y para O157:H7 «RIM™E. coli O157:H7 Latex Test»
(Remel, Lenexa, USA).

Gen diana Tamaiio del amplicon esperado (pb)
stx1 260
eae 377
stx2 420

Tabla 3. Tamaiios de los amplicones esperados para cada
gen de virulencia al utilizar el kit «E. coli DEC PCR»
(Statens Serum Institut, Copenhagen, Denmark).

Extrapolacion de la deteccion
de STEC a otras formulaciones
de hamburguesas y establecimientos

Sevalidé la deteccion de STEC en hamburguesas 100% carne
vacuna y en hamburguesas con agregado de proteina de soja,
asi como provenientes de diferentes establecimientos de pro-
duccioén (cinco mayores productores del mercado interno).
Para esto se inocularon 20 muestras de hamburguesas de 65
g (dos muestras de cada tipo por establecimiento) con 0-5
UFCdeE. coli O26 y se realizaron los screenings correspon-
dientes en el Bax® System Q7 (DuPont), segtin procedimiento
previamente detallado. El recuento del indculo utilizado se
realizé mediante Petrifilm™ AC (3M, USA) por quintupli-
cado. Se optd por la utilizacion de la cepa Escherichia coli
026 para estas pruebas por tratarse de la STEC no-O157 con
mayor prevalencia a nivel internacional (Varela, et al., 2008;
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Mathusa, et al., 2010). Todos los ensayos fueron realizados
por duplicado.

Validacion de la especificidad
y recuperacion de las siete
cepas de STEC

Se realizd el recuento de aerobios totales de diez hamburgue-
sas, correspondientes a las dos formulaciones de los cinco
establecimientos productores, mediante el método de siem-
bra incorporado en Plate Count Agar (Oxoid, Basingstoke,
UK). Se selecciond el tipo de hamburguesa (formulacién y
establecimiento) que presento el mayor valor de recuento
de aerobios totales, y se inocul6 65 g de dicha muestra con
0 a 5 UFC de cada una de las siete cepas. Se prosigui6 a la
incubacion y deteccion de los serogrupos inoculados segtiin
el procedimiento previamente descrito. Todos los ensayos
fueron realizados por duplicado.

Determinacion del limite de
deteccion de STEC de la técnica

A partir de las diferentes pruebas en las que se realizaron
inoculaciones de las muestras se determino el limite de
deteccién de la técnica ensayada para cada serogrupo, to-
mando el menor valor de recuento para el cual se obtuvo
un resultado positivo para el screening y la confirmacién
del serotipo en cuestion.

Resultados

Deteccion de STEC en hamburguesas
100% carne vacuna mediante Bax’
System Real-Time PCR (DuPont)

Al confirmar la ausencia de STECs en la muestra blanco, se
procedid a la realizacién de los wet pools para llevar a cabo
el screening de las muestras inoculadas. La deteccion de los
genes de virulencia (stx/eae) y de los serogrupos de STEC
inoculados en las muestras de hamburguesas fue positiva en
todos los casos, con una carga bacteriana comprendida entre
0a 5 UFC (Tabla 4).

Recuperacion y confirmacion
de las cepas inoculadas en
hamburguesas 100% carne vacuna

Recuperacion en medios selectivos

Los productos de las inmunoconcentraciones correspondien-
tes a cada cepa fueron sembrados en los medios especificos:
MWBA, Rainbow agar y CHROMagar O157. En el primero
se obtuvieron colonias blancas y pequefias rodeadas de
hemolisis. En Rainbow Agar se obtuvieron colonias sospe-
chosas con diferentes morfologias, y por ultimo, en el medio
CHROMagar 0157 las colonias presuntivas de Escherichia
coli 0157 presentaron color malva. La descripcion completa
de lo recuperado se describe en la Tabla 5.
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Cepa inoculada 4 C.or}centraci(’)n Screening Panel 1 Panel 2 E. coli
e indculos (UFC) stx/eae (026, 0111, 0121) (045, 0103, 0145) 0157:H7

026 2 [1;4] + 026+

045 4 [2;5] + 045+

0103 2 [153] + 0103+

0111 3 [2;5] + O111+

0121 1 [0;2] + 0121+

0145 5 [4;6] + 0145+

0157 2 [1:4] + +

Tabla 4. Resultados obtenidos de la deteccion de las siete cepas de STEC (026, 045, 0103, O111, 0121, 0145 y O157)
utilizando los kits del Bax'SystemQ7 (DuPont). La concentracion de cada indculo se presenta como n [x;y], siendo «n» el
valor promedio recuperado, y «x» e «y» los valores inferior y superior del intervalo de confianza calculado.

Confirmacién de la presencia
de genes de virulencia mediante
PCR multiplex a tiempo final

En la Figura 1 se presenta el resultado de la PCR multiplex a
tiempo final de las colonias sospechosas de STEC, descritas
previamente en la Tabla 5, subcultivadas desde los medios
selectivos a TSA.

MM(+)026 A B C

D (+)O45 E F (+)0103 G H

ADNr '9

(1062 pb)

stx2
(420 pb)

eae (377 pb) ,
L WH~~~5-~---

T e L e —

&

stx1

ADNr

(1062pb) MM (+01111  J(HO121K L M (+)0145N (+)0157 0 (260pb)
stx2

eae (377 pb) (420 pb)

(N

stx1
(260 pb)

Figura 1. Productos de amplificaciéon de PCR multiplex
en gel de agarosa al 2% tefiido con GelRed. Carriles (A-D):
Aislados presuntivos de E. coli 026, Carriles (E-F): Aislados
presuntivos de E. coli O45, Carriles (G-H): Aislados presun-
tivos de E. coli O103. Carriles (I-]): Aislados presuntivos de
E. coli 0111, Carriles (K-M): Aislados presuntivos de E. coli
0121, Carril (N): Aislado presuntivo de E. coli 0145, Carril
(0): Aislado presuntivo de E. coli 0157. (+) O26: Control
positivo de E. coli 026, (+) O45: Control positivo de E.
coli 045, (+) 0103: Control positivo de E. coli 0103, (+)
0O111: Control positivo de E. coli O111, (+) O121: Control
positivo de E. coli O121. (+) O145: Control positivo de E.
coli 0145, (+) O157: Control positivo de E. coli O157: H7.
MM (Marcador Tamafio Molecular): GeneRulerTM 1kb
Plus DNA ladder (Fermentas, USA).

En la mayoria de las muestras se observa una banda de
1062 pb del control positivo de amplificacidn del kit utilizado,
correspondiente al gen ADNr 16S. Se observa ademds que
al menos una colonia sospechosa de cada serogrupo inmu-
noconcentrado confirmé mediante PCR multiplex a tiempo
final el perfil de virulencia esperado.

Para los aislamientos de E. coli O26 (carriles A-D) y E.
coli 0103 (carriles G y H), se observan dos bandas de 260
y 377 pb correspondientes a los genes stx1 y eae, respec-
tivamente. Para E. coli O45 (carriles E-F), unicamente el
aislamiento sembrado en el carril F presenté tres bandas
de 420, 377 y 260 pb, correspondientes a los genes stx2,
eae y stxl, respectivamente. De manera similar, en los
aislamientos de E. coli O111(carril I-]) se logré confirmar
una unica colonia sospechosa (carril J) al obtenerse las tres
bandas correspondientes a stx2, eae y stxI. Por otra parte,
de tres colonias presuntivas de E. coli 0121 (carril K-M)
solo la sembrada en el carril K presenté dos bandas de 420
pb (stx2) y 377 pb (eae). Los mismos patrones de banda se
obtuvieron para el aislamiento de E. coli O145 (carril N).
Finalmente, para E. coli 0157 (carril O) se observaron tres
bandas de 420, 377 y 260 pb, correspondientes a los genes
stx2, eae'y stxl.

Confirmacién mediante serologia

A aquella colonia correspondiente a cada serogrupo de STEC
que mediante PCR multiplex a tiempo final present? el perfil
genético esperado (ver Tabla 1), se le realizaron pruebas sero-
légicas especificas para el serogrupo en cuestion. El resultado
de dichas pruebas fue positivo en todos los casos.

Extrapolacion de la deteccion de
STEC a otras formulaciones de
hamburguesas y establecimientos

Tal como se muestra en la Tabla 6, el screening de los genes
stx/eae 'y del serogrupo 026 en las muestras de hamburgue-
sas de carne y proteina de soja correspondientes a diferentes
establecimientos fue positivo. La concentracion del indculo
utilizado determinado mediante Petrifilm™AC (3M, USA)
fue de 3 UFC.
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Descripcion de las colonias recuperadas
Serogrupo
Inmunoconcentrado Rainbow Agar MWBA CHROMagar O157
026 A - Violeta con borde blanco | C - Blanca pequefia, poca hemolisis ns
B - Violeta azuladas D - Blanca mediana, poca hemolisis ’

045 E - Violeta con borde blanco F - Blanca pequeiia con hemolisis n.s.
0103 G - Violeta con borde blanco H - Blanca pequefia con hemolisis n.s.
0111 I - Gris Azuladas ] - Blanca pequeiia con hemdlisis n.s.

K - Parpura con halo violdceo
0121 difuso M - Blanca con hemolisis n.s.

L - Parpura

N - Parpura con halo violaceo No se recuperaron colonias

0145 : s n.s
difuso hemoliticas

0157 n.s. n.s. O - Color malva

Tabla 5. Descripcion de colonias sospechosas aisladas en cada medio utilizado a partir de la IMS para cada serogrupo de
STEC inoculado en las muestras. (n.s.): No sembrada.

Muestra hamburguesa: Concentracion Screening
Establecimiento - Tipo de In6culo (UFC) serogrupo

1 - 100% carne
1 - Con agregado de prot. de soja
2 - 100% carne
2 - Con agregado de prot. de soja
3 -100% carne
3 [0;5] 026+
3 - Con agregado de prot. de soja
4 - 100% carne

4 - Con agregado de prot. de soja

5 -100% carne

5 - Con agregado de prot. de soja

Tabla 6. Resultados de la recuperacion del serogrupo 026 en los dos tipos de formulacién de todos los establecimientos.
La concentracion del indculo se presenta como n [x;y]; siendo «n» el valor promedio recuperado, y «x» e «y» los valores
inferior y superior del intervalo de confianza calculado.

Validacion de la especificidad enla concentracién (Hamburguesa 6), para evaluar con ella la

recuperacion de las siete cepas de STEC especificidad de la recuperacion de las siete cepas STEC

inoculadas simultdneamente. En la Tabla 8 se resumen las

En la Tabla 7 se presentan las concentraciones de aerobios  concentraciones de los in6culos de cada serogrupo y el re-

totales obtenidas en las 10 muestras de hamburguesas sultado del screening de los mismos, el cual resultd positivo
sembradas. Se selecciond la muestra que presentd la mayor en todos los casos.
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Muestras Concentracion de aerobios totales (UFC/g) Cepa STEC Concent’raci(')n E. coli

- del Indculo | Panel 1 | Panel 2

inoculada 0157:H7
1 4,8x 10¢ (UFC)
2 7,7 x 104 026 5 [356] 026+
3 2,1x105 045 3 [1;5] 045+
4 6,8 x 105 0103 2 [1;2] 0103+
5 2,8 x 108 0111 5 [3;6] O111+
6 (E) 4,2x 107 0121 2 [1;3] 0121+
7 4,1x 103 0145 5 [2;8] 0145+
8 2,4x 104 0157 4 [2;5] +

3

¢ 217 1 Tabla 8. Resultados de los in6culos y deteccion de las 7
10 6,9 x 10¢ cepas de STEC en la muestra de mayor concentracion de

Tabla 7. Concentraciones de aerobios totales en los
diferentes tipos de hamburguesas (cinco establecimientos,
dos formulaciones). (E): Valor estimado.

Determinacion del limite de
deteccion de STEC de la técnica
La Tabla 9 resume el limite de deteccién de la técnica para

cada serogrupo, teniendo en cuenta los diferentes indculos
realizados durante las etapas del estudio.

Cepas STEC Limite de deteccion (UFC)
026 2 [1;4]
045 3 [1;5]
0103 2 [1;2]
0111 3 [2;5]
0121 1[0;2]
0145 5 [2;8]
0157 2 [1:4]

Tabla 9. Limite de deteccion determinado para cada
serogrupo inoculado. Se presenta como n [x;y]; siendo
«n» el valor promedio recuperado, y «x» e «y» los valores
inferior y superior del intervalo de confianza calculado.

Discusion
Deteccion de STEC en hamburguesas

100% carne vacuna mediante
Bax'System Real-Time PCR (DuPont)

Los resultados de la Tabla 4 demuestran la sensibilidad de la
metodologia utilizada en este trabajo, ya que la deteccién de

aerobios totales mediante Bax’ System Real-Time PCR.
La concentracién de cada indculo se presenta como n
[x;y]; siendo «n» el valor promedio recuperado, y «x»
e «y» los valores inferior y superior del intervalo de
confianza calculado.

las cepas STEC inoculadas en las muestras de hamburguesas
fue exitosa, incluso utilizando in6culos muy bajos y wet pools.
Por tanto, la metodologia validada demostré que el empleo
de muestras compuestas resulté adecuado y no interfirié en
la deteccién de STEC en hamburguesas congeladas crudas.

Recuperacion y confirmacion
de las cepas inoculadas en
hamburguesas 100% carne vacuna

Recuperacion en medios selectivos

Respecto a la recuperacion de las cepas en medios selectivos,
las mismas presentaron colonias de morfologia tipica de
STEC O157 y no-0157, segtin lo detallado en los catdlogos
comerciales disponibles. De todos modos, las morfologias
de los diferentes serogrupos son muy similares entre si, no
siendo sencilla su discriminacién basada en las caracteristicas
que se describen en las referencias bibliograficas provistas por
los proveedores de los medios. Por esto resulta importante
seleccionar mas de un fenotipo de cada cepa para proseguir
con las etapas de confirmacién. Asimismo, cabe destacar la
buena funcionalidad del medio MWBA para diferenciar las
colonias de STEC, debido a la clara zona de hemdlisis pro-
ducidas por las mismas, en coincidencia con lo descrito en
la literatura (Sugiyama, et al., 2001).

Confirmacion de la presencia
de genes de virulencia mediante
PCR multiplex a tiempo final

La amplificacion de los controles positivos de cada cepa
de referencia demostré que durante la reaccién de PCR
multiplex a tiempo final no hubo inhibiciones. Esta etapa
permitié confirmar que al menos una de las colonias sos-
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pechosas recuperadas mediante IMS correspondia a las
cepas inoculadas en las muestras de hamburguesas, ya que
los genes que amplificaron coinciden con los descritos por
el proveedor para cada cepa de referencia (Ver Tabla 1).

En el gel de electroforesis presentado (Figura 1) se puede
apreciar que algunos de los aislamientos no presentaron el
perfil genético esperado para cada serogrupo. Este hecho
se debe principalmente a que la inmunoconcentracién
no es 100% especifica. Es decir, si bien permite «limpiar»
concentrando las cepas del serogrupo deseado, otras E. coli
presentes en las muestras contindan en el producto final de
la inmunoconcentracion y crecen en los medios selectivos
haciendo mas compleja la seleccién de colonias.

Elresultado obtenido era esperado, ya que la concentra-
cioén se realizd a partir del caldo de cultivo que contenia las
siete cepas de STEC, y por tanto era posible que durante la
etapa confirmatoria mediante PCR multiplex se obtuvieran
perfiles asociados a los diferentes serogrupos. A pesar de
que estos resultados evidencian las principales limitaciones
de esta técnica (reacciones cruzadas y falsos positivos), es
importante resaltar que la misma permitié la confirmacién
de al menos una colonia sospechosa de cada cepa de STEC
inoculada en las muestras de hamburguesas.

Se considera que a la hora del andlisis de muestras en el
laboratorio resultaria interesante incorporar en esta etapa del
protocolo una reaccién de PCR a tiempo final que permita
confirmar el serogrupo buscado, dado que al seguir esta
metodologia desde una muestra naturalmente contaminada
no se conoce qué genes de virulencia estdn presentes en la
cepaaislada. El PCR a tiempo final es una técnica econdémica
y nos permitiria asegurar que la colonia aislada correspon-
de al serogrupo buscado y que, a la vez, contiene los genes
asociados a los factores de virulencia.

Confirmacion mediante serologia

Al igual que en las técnicas habituales de deteccion de pa-
tégenos, las pruebas seroldgicas se utilizan con el objetivo
de culminar la confirmacién de la identidad de las cepas
aisladas. Estas resultan definitorias al momento de verificar
el cumplimiento de las reglamentaciones actuales referentes
a STECs, debido a que se considera un resultado positivo con
la presencia de determinados serotipos de E. coli shigatoxigé-
nica, confirmados finalmente por estas técnicas.

Es importante destacar que en el mercado existen dis-
ponibles pruebas seroldgicas que permiten la confirmacién
de varios serogrupos de STECs en simultaneo. Estos, asi
como nuevos productos que se desarrollen, podrian ser de
gran utilidad como tamizaje en la etapa de confirmacion.
Sin embargo, al finalizar la técnica de busqueda se deberia
realizar la confirmacion con sueros especificos para cada
serotipo buscado.

Extrapolacion de la deteccion
de STEC a otras formulaciones
de hamburguesas y establecimientos

Los resultados obtenidos de la deteccion de Escherichia coli
026 en hamburguesas de distinta formulacion (100% carne
vacuna o con agregado de proteina de soja) y producidas
por diferentes establecimientos demostraron que estos para-
metros no influyen en la performance de la metodologia de
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screening validada en este trabajo. Por tanto, podria emplearse
adecuadamente para la busqueda rapida de estos patgenos
en hamburguesas congeladas crudas, independientemente
de la composicién de la mezcla carnica.

Validacion de la especificidad
en la recuperacion de las
siete cepas de STEC

La recuperacién de las siete cepas de STEC cuando estas
fueron inoculadas simultdneamente demostr6 la alta espe-
cificidad de la técnica validada para detectarlas y aislarlas
cuando se encuentran compitiendo entre si y con la carga
microbiana propia del alimento.

Determinacion del limite de
deteccion de STEC de la técnica

Al ser las STECs patégenos alimentarios, las técnicas que
se utilizan para su deteccién incluyen técnicas cualitativas
de gran sensibilidad. Estas tienen la capacidad de detec-
tarlas aun cuando estos patdgenos estdn presentes en los
alimentos en muy bajas concentraciones y en distintos
tamarfios de muestra.

Si bien en Uruguay no existe normativa con respecto a
estas cepas, dada la importancia y el impacto a la salud de
las STECs y de la E. coli O157:H7 en particular, los paises
que las reglamentaron exigen ausencia en 65 g de muestra.
Por este motivo, la técnica de deteccion de STEC evaluada
en este trabajo fue desafiada con valores menores a 10 UFC
de estos patdgenos.

Los resultados observados en la Tabla 8 muestran que
para todas las cepas de STEC ensayadas la técnica validada
tiene en promedio un limite de deteccién por debajo de 5
UFC. De acuerdo a lo anteriormente planteado, este valor se
considera sumamente adecuado para la deteccion de estos
patogenos alimentarios.

Conclusiones

Durante la realizacién de este trabajo se llevo a cabo la
validacion de la detecciéon mediante PCR a tiempo real de
las siete cepas Escherichia coli shigatoxigénicas: 026, 045,
0103, O111, 0121, O145 y 0157, mediante la utilizacién
de los kits disponibles comercialmente: «STEC Screening
stx/eae», «STEC Panel 1 E. coli 026, O111, O121», «<STEC
Panel 2 E. coli 045, 0103, O145» y «E. coli O157:H7 MP»
(DuPont) y el equipo Bax® System Q7 (DuPont).

Se evalu la utilizacion de muestras compuestas (wet
pools), la recuperacion de los positivos en medios selectivos
luego de la inmunoconcentracion especifica de cada cepay
la deteccion de los genes de virulencia stx/eae en cultivos
aislados mediante PCR multiplex a tiempo final.

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de la
validacién se logrd poner a punto una técnica de deteccién
rapida y confiable que puede ser aplicada en laboratorios es-
pecializados e industriales para el screening de las siete cepas
de STEC mas prevalentes a nivel mundial en hamburguesas
crudas, empleando muestras compuestas, con limites de de-
teccion menores a 5 UFC (valor adecuado para la busqueda
de este tipo de patégenos en alimentos).
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