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Resumen

El objetivo del estudio fue aislar y caracterizar E. coli O157:H7 a partir de carne molida fresca 
de bovino obtenida en diferentes mercados de abastos. Se analizaron 195 muestras; para el 
aislamiento y enumeración de E. coli se utilizó la técnica del Numero Más probable mediante 
tubos múltiples; para el aislamiento y caracterización de E. coli O157:H7 el enriquecimiento 
selectivo y el análisis bioquímico, las colonias características se confirmaron mediante prue-
bas serológicas. Para determinar la presencia de shigatoxina (stx1, stx2) e intimina (eae A) 
se empleó la técnica de PCR multiplex en tiempo real y para enterohemolisina la prueba de 
hemólisis. El 87.18% de la muestras fue positivo para E. coli y el 77.95% presentó un recuento 
igual o superior a 50 NMP/g. Se obtuvieron 3 (1.54%) cepas de E. coli O157:H7, una stx1 +/ 
stx2 +/ eaeA – y enterohemolisina -, una stx1 +/ stx2 -/ eaeA + y enterohemolisina – y la otra 
stx1 -/ stx2 -/ eaeA – y enterohemolisina +. También se obtuvieron 4 cepas (2.05%) de E. coli 
O157 no H7, ninguna presentó factores de virulencia. El estudio reveló el riesgo potencial de 
que E. coli O157:H7 afecte a la población de Lima.

Palabras clave: Escherichia coli O157:H7, bovino, carne molida, factores de virulencia.
Abstract

The aim of the study was to isolate and characterize E. coli O157: H7 from fresh ground beef 
obtained in different food markets. 195 samples were analyzed, for isolation and enumeration 
of E. coli was used most probable number technique using multiple tubes, for the isolation and 
characterization of E. coli O157: H7 selective enrichment and biochemical analysis, charac-
teristic colonies were confirmed serologically. To determine the presence of shigatoxin (stx1, 
stx2) and intimin (eaeA) was done with multiplex real time PCR and for enterohemolysin the 
hemolysis test. The 87.18% of the samples were positive for E. coli and 77.95% had a count 
greater than or equal to 50 NMP/g. Were obtained 3 (1.54%) strains of E. coli O157: H7, one 
stx1 +/stx2 +/eaeA - and enterohemolysin -, one stx1 +/stx2 -/eaeA + and enterohemolysin - 
and the other stx1 -/stx2 -/eaeA - and enterohemolysin +. Also obtained 4 (2.05%) strains of 
E. coli O157 non H7, no virulence factors presented. The study found that the risk potential 
E. coli O157: H7 affecting the population of Lima.

Keywords: Escherichia coli O157:H7, cattle, ground beef, virulence factors.

Introducción
Aunque Escherichia coli es una bacteria que habita el intestino humano y de animales 

de sangre caliente y usualmente se comporta como comensal, en las últimas décadas han 
aparecido grupos que causan patologías diarreicas, denominadas E. coli diarreogénicas 
o E. coli patógenas. Las cepas patógenas poseen factores de virulencia que sumados al 
tipo de enfermedad que producen han permitido agruparlas en patotipos (Nataro & 
Kaper 1998): E. coli enteropatógena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli 
enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli enteroagregativa 
(EAEC) y E. coli shigatoxigénica (STEC).

Bajo el nombre de Escherichia coli shigatoxigénica (STEC) se conoce a un grupo de 
bacterias asociadas a enfermedades transmitidas por alimentos y reportadas tanto en 
países desarrollados como en vías de desarrollo (Frenzen et al. 2005, Rivas 2008, Clark 
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et al. 2010). En el humano pueden causar colitis hemorrágica, 
síndrome urémico hemolítico (SUH) y púrpura trombocitopé-
nica por las citotoxinas denominadas toxinas Shiga, cuya síntesis 
está codificada por genes stx de bacteriófagos lisogénicos que se 
insertan en su genoma en forma estable (Strockbine et al. 1986). 
Las toxinas Shiga (stx1, stx2 y variantes) están relacionadas 
estructural y funcionalmente con la toxina Shiga de Shigella 
dysenteriae, y dañan el endotelio vascular, principalmente de 
los pequeños vasos del colón, riñón y sistema nervioso central; 
constituyen los principales factores de virulencia responsables de 
la patogenicidad de la cepa (O´brien & Hornes 1987, Karmali 
1989, Phillips et al. 2000, Pistone et al. 2006, Morato Berga-
mini et al. 2007). 

El grupo STEC presenta otros 2 factores de virulencia que 
aumentan su patogenicidad. La intimina que es una proteína de 
membrana externa de 97 KDa codificada por el gen cromoso-
mal (eae), y es responsable de la adherencia íntima a las células 
epiteliales y del barrido de las microvellosidades de la mucosa 
colónica (lesión por adherencia y esfacelación A/E). El otro 
factor es la enterohemolisina, que es una proteína de la familia 
RTX de las citolisinas formadoras de poros, es codificada por el 
gen ehxA del plásmido de 60 MDa-pO157 (Karch et al. 1987, 
Donnenberg et al. 1993, Schmidt et al. 1995).

El subgrupo EC enterohemorrágico (EHEC) es el serotipo 
más agresivo para el humano y según la WHO, una cepa STEC 
para ser considerada EHEC deberá producir intimina y ente-
rohemolisina; existen más de 150 serotipos, el más frecuente a 
nivel mundial es E. coli 0157:H7.

Escherichia coli O157:H7 fue reconocido como patógeno 
humano después del brote de colitis hemorrágica ocurrido en 
1982 en Estados Unidos de Norteamérica, y que tuvo como 
vehículo de transmisión a hamburguesas de carne de bovino, 
el serotipo fue aislado de los pacientes y del alimento (Riley 
et al. 1983). Desde entonces se han reportado numerosos 
brotes de colitis hemorrágica y sus complicaciones en Estados 
Unidos de Norteamérica, Canadá, Reino Unido, Dinamarca, 
Suecia, Alemania, España y Japón; países donde E. coli en-
terohemorrágica O157:H7 ha sido la principal causa (Dorn 
1995, Siegler 1995, Mead & Griffin 1998, Michimo et al. 
1999, Blanco et al. 2003). 

Los rumiantes domésticos son portadores asintomáticos de 
E. coli O157:H7 y el ganado bovino es el principal reservorio 
para infecciones en humanos, en Europa y en Estados Unidos 
de Norteamérica alcanzan prevalencias de 12 y 28%. Caballos, 
cerdos y conejos también son considerados como portadores, 
pero no en el nivel de los rumiantes (Orskov et al. 1987, ICMSF 
1996, Mora et al. 2003). 

La carne de ganado bovino picada o molida e insuficien-
temente cocida, como la que se utiliza en hamburguesas, ha 
sido el vehículo más frecuente en los brotes epidémicos (Riley 
et al. 1983, Barret et al. 1994). En Argentina, se ha reportado 
E. coli O157:H7 en carne picada fresca (2.7%, Marzocca et al. 
2006), y molida (1.2%, Roldán et al. 2007); en Uruguay en 
carne picada fresca (1.8%, Varela et al. 2008); en Colombia en 
carne molida (10%, Piedrahita et al. 2001); en Venezuela de 
carne molida (1.94% Bravo & Villalobos de Bastardo 2002) y 
en Paraguay en hamburguesas crudas (dos cepas [40%] Copes 
et al. 2009).

En el Perú, el primer hallazgo de E. coli O157:H7 se hizo en 
las heces de una lactante que provenía de Tacna, la cepa presentó 
los 3 factores de virulencia (Huapaya et al. 2001, Huguet et al. 
2002). Mora et al. (2007) en un estudio de 102 muestras de 
carne molida de bovino en Lima metropolitana encontraron un 
22.55% (23) positivo para E. coli O157; del total de positivos se 
analizaron 10 (43.48%) cepas, comprobándose que todas eran 
E. coli O157:H7 productoras de los 03 factores de virulencia.

El objetivo del presente estudio es determinar la presencia de 
cepas de E. coli O157:H7 en muestras de carne fresca molida de 
ganado bovino que se expende en diferentes distritos de Lima 
Metropolitana y determinar la presencia de factores de virulencia.

Material y métodos
Entre junio del 2009 y enero del 2011 se analizaron 195 

muestras de carne fresca molida de ganado bovino colectadas en 
65 puestos de venta elegidos al azar, ubicados en 33 mercados de 
abastos, localizados en 17 distritos de Lima metropolitana. En 
cada puesto se colectaron tres muestras, una cada seis meses. La 
carne era abastecida por tres frigoríficos y dos camales y estaba 
lista para su venta al público. 

Para el aislamiento y enumeración de cepas de Escherichia 
coli se utilizó la técnica completa del número más probable me-
diante tubos múltiples FDA - BAM, (http://www.fda.gov/Food/
FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm064948.htm). 

Para la caracterización y serotipificación de E. coli O157:H7 
se empleó la metodología FDA - BAM, (http://www.fda.gov/
Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm070080.
htm) realizándose las etapas de enriquecimiento y siembra, la 
primera con caldo EHEC suplementado con cefixime, cefsulodin 
y vancomicina y la segunda en Agar Mc Conkey sorbitol con 
cefixime y telurito. Se seleccionaron 10 colonias sospechosas 
de cada muestra, por ser sorbitol negativas; se transplantaron 
a agar TSYE y luego a agar EMB; se aislaron las colonias cuyas 
características eran de E. coli y se sometieron a las pruebas bio-
químicas de indol (+), actividad de β-glucoronidasa (MUG) 
(-); TSI (A/A + Gas), citrato (-), LIA (A/A), Sorbitol (-). Las 
colonias presuntivas fueron tipificadas con antisueros 0157 y 
H7 – Probac. Se seleccionaron entre 5 a 7 colonias de cada 
muestra y se sembraron en Agar Mc Conkey.

Para determinar los factores de virulencia Shigatoxina (stx1, 
stx2) e intimina (eaeA) se empleó el método de PCR multiplex 
en tiempo real validado (Guion et al. 2008). Previamente se 
realizó la extracción del DNA a partir de un pool de 5 a 7 
colonias típicas sembradas en agar Mc Conkey (Barletta et al. 
2009); se le adicionó 100 µL de agua para PCR Finnzyme en 
un tubo Eppendorf y se sometió a 100 °C por 15 minutos, se 
dejó reposar a temperatura ambiente por 15 minutos y se cen-
trifugó a 13000 rpm durante 15 minutos; luego se tomó 50 µL 
del sobrenadante y se almacenó a -20 °C para su conservación 
y uso posterior. Para la prueba de PCR se empleó una alícuota 
de 2 µL del lisado (utilizado como DNA molde), a la cual se le 
adicionó 23 µL de la mezcla maestra de PCR constituida por: 
0.5 U de la enzima Phusion polymerase (Hot-Start DNA Poli-
merasa, Finnzyme), Phusion buffer con 200 µM de trifosfatos 
desoxinucleósidos, 4 mM MgCl2 y los primers previamente 
validados (Stx1: F: CTGGATTTAATGTCGCATAGTG, R: 
AGAACGCCCACTGAGATCATC, Amplicón 150 pb, Tm 87 
°C; Stx2 F: GGCACTGTCTGAAACTGCTCC, R: TCGC-
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CAGTTATCTGACATTCTG, Amplicón 255 pb, Tm 89.1 
°C y eaeA F: ATGCTTAGTGCTGGTTTAGG, R: GCCTT-
CATCATTTCGCTTTC, Amplicón 248 pb y Tm 83.4 °C) y 
el agente SYBR green I como fluorocromo para el DNA. Los 
productos formados se diferencian por su temperatura de dena-
turación (Tm) y fueron graficados mediante el software Opticon 
Monitor como picos de fluorescencia después de 25 ciclos. La 
producción de enterohemolisina (EHEC ehxA) se demostró 
indirectamente mediante la prueba de hemólisis, para lo cual las 
colonias se sembraron en placas de agar sangre desfibrinada de 
carnero al 5% suplementado con 10 mM de cloruro de calcio. 
Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 a 24 horas.

Se empleó como control positivo la cepa E. coli ATCC 
918026 y como control negativo E. coli ATCC 25922.

Resultados
De las 195 muestras de carne fresca molida de bovino, el 

87.18% (170) fue positivo para Escherichia coli y el 77.95% 
(152) presentó un recuento igual o superior a 50 NMP/g.

Del total de muestras, el 1.54% (03) presentó E. coli O157 
:H7; se les denominó cepas CE 001, CE 002 y CE 003; los tres 
aislamientos se obtuvieron de muestras colectadas en mercados 
de los distritos de Comas, La Victoria y San Juan de Miraflores, 
respectivamente. Las tres cepas presentaron colonias sorbitol 
negativo, glucorinadasa negativo, movilidad positiva, indol 
positivo, hidrógeno sulfurado negativo, citrato negativo, Lisina 
descarboxilasa positiva y fermentación de glucosa y lactosa. El 
2.05% (04) presentó E. coli O157 no H7.

De las E. coli O157:H7 la cepa CE 001 fue stx1 +/stx2 +/
eaeA -/enterohemolisina -; la cepa EC 002 fue stx1 +/stx2 -/eaeA 
+/enterohemolisina -, y la cepa CE 003 fue stx1 -/stx2 -/eaeA 
-/enterohemolisina +. De las cepas E. coli O157 no H7, todas 
fueron negativas para los factores de virulencia.

En el PCR multiplex en tiempo real, se evidenció la presencia 
de stx1 y eaeA en la cepa CE 002, mediante la formación de 
picos de fluorescencia generados por los genes stx1 y eaeA; el 
primer pico pertenece a eaeA y el segundo a stx1 (Fig. 1). En 
el caso de la cepa CE 001 se evidenció el pico generado por el 
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gen stx1 y un segundo pico de fluorescencia generado por el gen 
stx2 (Fig. 2). En la cepa CE 003 se observó un halo de hemólisis 
alrededor del cultivo (Fig. 3).

Discusión
Se decidió analizar la carne molida fresca de bovino debido 

a que dicho ganado es considerado como el principal reservorio 
de E. coli O157:H7 a nivel mundial y a que la carne picada 
o molida insuficientemente cocida es considerada como el 
vehículo más frecuente de los brotes de colitis hemorrágica y 
de síndrome urémico hemolítico. La carne molida debido a la 
destrucción de sus fascies protectoras, aumento de sus superficies 
de contaminación y mayor manipulación es más susceptible a 
la contaminación microbiana que la carne entera.

En Lima metropolitana es elevado el consumo de carne de bo-
vino principalmente picada o molida, posiblemente por la variedad 
de sus preparaciones y por su menor costo; dicha carne se considera 
estéril cuando el animal está vivo; sin embargo, nuestro estudio 
demostró que un elevado porcentaje (87.18%) de las muestras de 
carne molida que se expende en Lima está contaminada con E. 
coli y que un porcentaje algo menor (77,95%) tiene una contami-
nación superior a 50 NMP/g de E. coli, límite establecido por la 
Norma Técnica Sanitaria Peruana (R.M. N°. 591-2008-MINSA), 
por lo que es considerada inaceptable para el consumo humano 
y pone en evidencia las deficientes condiciones higiénicas en las 
que se ha procesado el alimento. Un porcentaje menor de con-
taminación con E. coli (55.8%) se reportó en Argentina (Cicuta 
et al. 2006), lo cual pone de manifiesto que con la aplicación de 
buenas prácticas de manipulación, disminuye la contaminación 
microbiana y mejora la calidad del alimento.

El 1.54% (03) de las muestras presentó el serotipo O157:H7; 
posiblemente una búsqueda más exhaustiva siguiendo otros 
procedimientos como la separación inmunomagnética o el VIP 
(Visual Immunoprecipitate Assay Eight Hours Method) (Blanco 
et al. 1996, Feldsine et al. 2002, Leotta et al. 2005, US/FIS 
2005, Mora et al. 2007) podría haber aumentado el número de 
aislamientos. Este porcentaje es de interés epidemiológico para 
el Perú, aunque por ahora no es importante en salud pública 
(Huguet et al. 2002, Ochoa et al. 2011); sin embargo no se debe 
ignorar su elevada prevalencia a nivel mundial que incluye a 
países vecinos (Barret et al. 1994, Michimo et al. 1999, Blanco 
et al. 2004, Fernández & Padola 2012).

De las cepas aisladas ninguna presentó los 3 factores de viru-
lencia (stx, eaeA y ehxA) considerados como característicos de E. 
coli O157:H7 y que se presentan con elevada frecuencia en las 
cepas aisladas en la mayoría de los países del mundo (Blanco et 
al. 2004, Lukásová et al. 2004, Varela et al. 2008). Por ello, las 
cepas aisladas por nosotros de acuerdo a la WHO (1997), no 
se incluirán en el grupo E. coli enterohemorrágico, porque para 
serlo deberían tener los 3 factores; además la cepa EC 003 no 
se incluye en el grupo E. coli shigatoxigénica por no presentar el 
gen stx. Se debe agregar la posibilidad de que mediante la PCR 
multiplex en tiempo real que empleamos no se detecte stx1 y 
stx2, tal como reportaron Varela et al. (2008), quienes obtuvieron 
positividad con ensayos de citotoxicidad y neutralización en 
cultivo de células Vero; nosotros no empleamos dichas técnicas.

En Lima, Mora et al. (2007) encontraron una elevada pre-
valencia (22.55%) en 102 muestras de carne molida de bovino, 
todas las cepas analizadas (10) produjeron los 03 factores de 

Figura 3. Prueba de Hemolisina. Escherichia coli O157:H7; (cepas CE 001, CE 002, CE 003)
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virulencia; Rivera et al. (2012) encontraron el serotipo E. coli 
O157 en el 1.75% (02) de 114 muestras de heces de bovino, una 
de las cepas producía stx1  y eaeA, y la otra sólo stx1. El mues-
treo de Mora et al. se efectuó entre Octubre del 2000 y Febrero 
del 2001, el de Rivera et al. entre Noviembre y Diciembre del 
2010 y el de nuestro estudio entre Junio del 2009 y Enero del 
2011. En los últimos 15 años no se han presentado brotes de la 
enfermedad en Lima, por lo que podría suponerse que se trató 
de una diseminación temporal del serotipo. 

Los genes que codifican los factores de virulencia provienen de 
fagos y plásmidos; pueden no estar presentes (Wetzel & Le Jeune 
2007), adquirirse (Muniesa & Jofre 2004) o perderse (Feng et al. 
2001). Por lo tanto, es explicable que en países en los cuales no 
causan enfermedad o su prevalencia es baja se encuentren cepas 
de E. coli O157:H7 negativas a uno o más factores de virulencia 
como se demostró en Paraguay donde a partir de hamburguesas 
se aislaron 2 (40%) cepas: stx1 -/stx2 -/eae + y ehxA - (Copes 
et al. 2009); lo cual también se evidenció en nuestro estudio. 
Sin embargo, las cepas que carecen de factores de virulencia 
podrían adquirirlos por transferencia horizontal de genes, en el 
intestino del humano o de animales, especialmente rumiantes 
o en desagües domésticos (Muniesa & Jofre 2004). Echerichia 
coli debido a la plasticidad de su genoma es capaz de generar 
combinaciones de genes que conducen a la aparición de cepas 
muy agresivas (Blanco 2012). La presencia de cepas de E. coli 
O157 no H7, tambien fue reportado en el Perú por Huguet 
et al. (2002), quienes analizaron siete cepas que provenían de 
heces humanas y que carecían de factores de virulencia, como 
en nuestro estudio.

Se recomienda profundizar los estudios y aplicar un programa 
de vigilancia epidemiológica que permita detectar oportunamen-
te la presencia de cepas de E. coli enterohemorrágica O157:H7 
en carne de bovinos, tomando en consideración la que proviene 
de países en donde su prevalencia es elevada, con la finalidad de 
evitar la diseminación de dichas cepas cuya presencia es frecuente 
en el mundo e inclusive en países de América del Sur y que en 
un futuro cercano podrían constituir un problema importante 
de salud en el Perú.
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