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RESUMEN. La utilidad de la técnica de inmunoseparacién
magnética (ISM) para la recuperacién de Escherichia coli O157:H7
en cremas de leche fue evaluada. Se determind la eficiencia de distintos
caldos de enriquecimientos previos ala ISM y se analizaron diferentes
agares (diferenciales y/o selectivos) para la siembra del
inmunoseparado. Porciones de crema de 25 g, fueron inoculadas con
niveles bajos del patégeno (= 50, 10 y 1 células/g) para luego ser
enriquecidas en agua de peptona buferada con vancomicina (APB-
V), agua de peptona buferada con vancomicina y cefixime (APB-
VC) y caldo soya tripticasa con vancomicina, cefixime y telurito
(CST-VCT) incubdndose a 35°C. / 18 horas. Transcurrida la
incubacién se aplicé ISM y el inmunoseparado se sembré en agar
MacConkey sorbitol (AMS), agar MacConkey sorbitol con telurito
y cefixime (AMS-TC) y agar cromogénico con telurito y cefixime
(ACRG-TC). Se observé diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en los porcentajes de recuperacién segiin el caldo de
enriquecimiento empleado, obteniéndose las mayores tasas de
recuperacion con el uso de CST-VCT para los tres niveles de inGculo.
Los valores de recuperacién no variaron significativamente (p<0,05)
seglin el agar utilizado, mientras que el nimero de células inoculadas
impacta los porcentajes de recuperacién, siendo mayor segiin aumenta
el inéculo. Se concluye la técnica de inmunoseparacién magnética
es un método sensible para la recuperacién de Escherichia coli
O157:H7 en cremas de leche, recomenddndose como esquema de
aislamiento el enriquecimiento en CST-VCT, aplicacién de ISM, y
siembra del inmunoseparado en medio no selectivo (AMS) y medio
selectivo (AMS-TC o ACRG-TC).

Palabras clave: Escherichia coli 0157:H7, inmunoseparacién
magnética, productos licteos.

INTRODUCCION

En la actualidad se reconocen cinco clases de Escherichia
coli enterovirulentas las cuales frecuentemente causan
trastornos gastrointestinales en el hombre y otros animales, a
través de distintos mecanismos de patogenicidad. De estos
grupos es quizds el enterohemorrdgico el que mayor
peligrosidad representa, por cuanto pueden causar trastornos
tan severos que incluso ocasionan la muerte (1). En este grupo
se incluye el serotipo O157:H7, el cual, fue reconocido como
patégeno transmitido por alimentos a partir del afio 1982, luego

SUMMARY. Evaluation of the technique of immunomagnetic
separation for recovery of Escherichia coli 0157:H7 in milk
creams. The utility of immunomagnetic separation (IMS) for the
recovery of Escherichia coli 0157:H7 in milk creams was evaluated.
The efficiency of different pre-enrichments broths previous to ISM
was determined and different agars were analyzed (differential and/
or selective) for plating of the inmunobeads. Portions of 25 g from
milk creams were inoculated with pathogen low levels (50, 10 and 1
cell/g) and then, were enriched in buffered peptone water with
vancomycin (BPW-V), buffered peptone water with vancomycin and
cefixime (BPW-VC) and triptone soya broth with vancomycin,
cefixime and tellurite (TSB-VCT) being incubated 35°C/18 hours.
Then, IMS was applied and immunobeads were plated onto sorbitol
MacConkey agar (SMA), sorbitol MacConkey agar with cefixime
and tellurite (SMA-CT) and chromogenic agar with tellurite and
cefixime (CRGA-TC). It was observed significant differences
(p<0,05) in the recovery percentages according to the pre-enrichment
broth used, being obtained the biggest recovery rates with the use of
TSB-VCT for the three inocula levels. The recovery rates did not
vary significantly (p<0,05) among the utilized agars, while the number
of inoculated cells impacts the recovery percentages, being bigger
as it increases the inocula. In conclusion, IMS is a sensitive method
for the recovery of Escherichia coli O157:H7 in milk creams,
recommending for isolation of this pathogen, the enrichment in TSB-
VCT, application of IMS, and plating of immunobeads onto
nonselective agar (SMA) and selective agar (SMA-TC or CRGA-
TC). '
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de algunos brotes acaecidos en los Estados Unidos donde los
vehiculos involucrados fueron alimentos expendidos en locales
de comida rdpida (2,3). Los alimentos asociados comiinmente
con la transmisién de este microorganismo, incluyen: carne
molida con coccién inadecuada, leche no pasteurizada y sus
derivados, jugos de frutas no pasteurizados, vegetales crudos
y con procesamiento minimo, asi como también, agua de
consumo humano y de recreacién (4).

La patogenicidad de este microorganismo estd asociada
con un importante niimero de factores de virulencia, que
incluyen, la produccién de dos potentes toxinas conocidas

257



258 ROJAS et al.

como toxinas del tipo Shiga, por su relacién con la toxina Shiga
producida por Shigella dysenteriae tipo 1, y que también son
conocidas como verotoxinas por sus efectos citopaticos sobre
las células VERO. Estds se clasifican en tipo I o tipo II segtin
sus particularidades antigénicas, y a su vez dentro de cada
tipo existen subtipos basados también en sutiles diferencias
antigénicas que hablan de la complejidad estructural de dichas
toxinas(5). El blanco principal de estas toxinas es la subunidad
28 s del ARN ribosomal, lo que produce inhibicidn de la sintesis
de proteinas produciendo muerte celular. Son especialmente
susceptibles las células del epitelio intestinal y las células
endoteliales de los vasos sanguineos renales (6). Los sintomas
asociados con la infeccién por este patégeno incluyen la
aparicién brusca de colitis hemorragica caracterizada por dolor
abdominal, diarrea acuosa con sangre, fiebre, postracién
general, pudiendo surgir, otros sindromes de extrema gravedad
entre los que se incluyen piirpura trombocitopénica, anemia
hemolitica y sindrome urémico hemolitico (7).

A pesar de la aparente facilidad con la que Escherichia
coli O157:H7 puede llegar a un alimento y adaptarse a las
condiciones del mismo, generalmente ésta se encuentra en bajo
nimero. Esto cobra aiin mds relevancia por el hecho de que la
dosis infecciosa es baja, siendo reportada en sélo unas pocas
células/g de alimento (8). Ante esto, es necesario utilizar métodos
de aislamiento que garanticen la recuperacién de este patégeno
sobre todo en alimentos con matrices complejas y en presencia
de una flora acompaiiante abundante. En este sentido la técnica
de inmunoseparacién magnética (ISM), ha surgido como una
herramienta de utilidad para su aislamiento, sin embargo, algunos
autores han reportado dificultades en su aplicacién, en especial
por la absorcién inespecifica de ciertos grupos microbianos en
especial de 1a familia Enterobacteriaceae. También se expresan
dificultades cuando este patégeno es sometido a estrés por
procesamiento y al aplicar la ISM no se obtienen los resultados
adecuados (9-11).

Ante lo planteado, algunos estudios se han dirigido para
lograr el establecimiento de metodologias que tienen como
eje central la ISM, aplicando variaciones en cuanto a las
condiciones de enriquecimiento del alimento para inhibir la
flora acompafiante y aumentar el nimero de blancos de
Escherichia coli O157:H7 a ser capturados, todo esto variando
el tipo de caldo y el uso de sustancias inhibidoras, y ademis,
optimizar el aislamiento del inmunoseparado a través de
distintos tipos de medios de aislamiento selectivos y
diferenciales una vez aplicada 1a ISM (9,12,13), todo esto con
la finalidad de lograr el mejor protocolo para la ISM que
garantice el maximo de eficiencia en la recuperacién del
microorganismo segin las caracteristicas del alimento.

En este sentido, el presente estudio tuvo como objetivo la
evaluacién de distintos esquemas de aislamiento para
Escherichia coli O157:H7 utilizando como eje central la
técnica de ISM, y empleando como sustrato, cremas de leche

no pasteurizadas inoculadas artificialmente con distintos
niveles del patégeno; destacindose que este producto posee
todas las caracteristicas potenciales para ser un vehiculo para
este microorganismo, dadas las condiciones de manufactura
del mismo, que en términos generales, no guarda las minimas
condiciones de higiene, aspecto que a sido evaluado a través
de distintos estudios y los cuales reflejan que la calidad de las
cremas de leche que se expenden en el pais aparentemente no
estd ajustada a la normativa oficial (14,15). A tal efecto, las
variaciones en el protocolo de la IMS incluy6 el uso de
distintos caldos de enriquecimiento previos a la ISM y
utilizacién de distintos medios selectivos y/o diferenciales para
el aislamiento del microorganismo una vez aplicada la ISM.

MATERIALES Y METODOS

Enumeracion de aerobios mesafilos y coliformes totales
en las cremas de leche: Con la finalidad de conocer la calidad
microbiolégiéa de las muestras de crema de leche, con las
cuales se prepararon las unidades experimentales (porciones
de 25 g c¢/u preparadas a partir de una mezcla madre de cremas
de leche) que fueron inoculadas artificialmente, se analizaron
un total de 20 unidades, determinindose el recuento de
aerobios meséfilos y coliformes totales. Las mismas se
adquirieron en un mercado popular de la ciudad de Valencia
obteniéndose siempre unidades de la misma marca, siendo
trasladadas al laboratorio bajo condiciones de refrigeracién
(5 £2°C) y analizadas a la brevedad posible. Se analizaron en
el lapso de cuatro semanas consecutivas a razén de 5 unidades
por semana. La metodologia utilizada es la descrita por la
American Public Health Asociation (16).

Aislado de Escherichia coli 0157:H7 utilizado para la
inoculacion de las unidades experimentales: El aislado
utilizado para la inoculacién de las unidades experimentales
fue una cepa de Escherichia coli O157:H7 verotoxigénica,
adquirida de la coleccién del Centro Venezolano de
Colecciones de Microorganismos (CVCM), catalogada como
ATCC: 35150 (N° de acceso en el CVCM: 422). Este aislado
se mantuvo viable por repiques en agar cerebro corazén (ACC)
semisélido incubado a temperatura ambiente, realizando
subcultivo cada dos meses. Antes de la preparacién del
indculo, se determind la pureza del aislado por cultivo en agar
soya tripticasa incubado por 24 horas/35°C, confirméndose
por siembra en agar MacConkey sorbitol (AMS) (24 horas/
35°C), test bioquimicos (fenotipia) y caracterizacién
serolégica con antisuero monoclonal especifico de grupo
0157 (Fuvesin, Biomedicina, UCV, Venezuela).

Preparacion del inéculo: Para la obtenci6n del inéculo a
utilizar para la contaminacién artificial de las unidades
experimentales, el aislado de Escherichia coli O157:H7 se
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cultivé en caldo soya tripticasa (CST) incubandose a 37°C
por 18 horas. A partir de este cultivo se tomé un volumen y se
prepar$ una dilucién en buffer fosfato salino-twen 20 (PBS-
T20) ajustindose la densidad bacteriana de la misma, a la
equivalente del patrén de MacFarlan N° 5 (1,2x108 celulas/
ml), utilizando un espectrofotémetro (Spectronic-20, Bausch-
Lomb, USA) a una absorbancia de 520 nm. Ajustada esta
suspension se procedié a la preparacion de diluciones
decimales en PBS-T20 con la finalidad de inocular las unidades
experimentales.

Preparacion de las unidades experimentales y
contaminacién artificial con la suspension de Escherichia
coli O157:H7: A partir de 5 unidades de crema de leche, cuyas
caracteristicas ya fueron descritas, se tomaron 200 g por unidad
para preparar una mezcla madre y partir de ésta obtener las
unidades experimentales. Estas dltimas estuvieron constituidas
por porciones de 25 g cada una, depositadas en bolsas plasticas
de cierre hermético previamente esterilizadas por UV. Las
mismas, fueron inoculadas con 250 pl de 1a dilucién decimal
adecuada (suspensién de E. coli O157:H7 en PBS-T20), para
obtener niveles de in6culo de aproximadamente 50, 10 y 1
célula por g de crema de leche segiin la metodologia descrita
por Hara-Kudo y col. (10); cada uno de los in6culos fueron
ensayados para tres caldos de enriquecimiento, para la
posterior aplicacién de la ISM, y luego la siembra del
inmunoseparado en tres medios de aislamiento distintos.
Simultidneamente a porciones de 25 g de crema sin inocular
se les practic6 los mismos protocolos de aislamiento, basados
en ISM, para descartar la presencia del microorganismo en
forma natural. Estas muestras sin inocular se consideraron
como controles negativos. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

Aplicacién de los protocolos de IMS pard la recuperacion
y aislamiento de Escherichia coli O157:H7 en las unidades
experimentales

Enriquecimiento: Para comparar la eficiencia de tres
caldos de enriquecimiento previos a la ISM, se procedié a la
incubaci6én de las unidades experimentales contaminadas y
sin contaminar, en tres tipos de caldos: agua de peptona
buferada suplementada con vancomicina (8 mg/ml) (APB-
V), agua de peptona buferada suplementada con vancomicina
y cefixime (50 ng/ml) (APB-VC) y caldo soya tripticasa
suplementado con vancomicina, cefixime y telurito (2,5 pg/
ml) (CST-VCT). Se adicion6 por cada unidad experimental
225 ml del caldo respectivo y se incub6 a 35°C por 18 horas.
Transcurrida la incubacién, se tomaron alicuotas de 1 ml de
caldo por cada unidad experimental y se depositaron en 9 ml
de PBS-T20, prepardndose a partir de esta suspensién
diluciones decimales hasta el orden de 10%; de esta dltima se
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tomo el volumen correspondiente para aplicar la ISM.

Aplicacion de la ISM y aislado del inmunoseparado en
medios diferenciales y selectivos: A partir de la suspensién
103, se tomé 1 ml y se deposité en tubos Eppendorf de 1,5 ml
donde previamente se colocé 20 ul de la suspension de esferas -
magnetizadas recubiertas con anticuerpos especificos para
Escherichia coli 0157 (Dynabeads anti-E. coli 0157, DYNAL
BIOTECH, Oslo; Dinamarca). Esta Mezcla fue colocada en
vértex por 10 min a temperatura ambiente y bajas revoluciones.
Transcurrida la incubacién, los tubos se colocaron en el equipo
de inmunoseparacién (MPC-10, DYNAL BIOTECH, Oslo;
Dinamarca), aplicindose un campo magnético para la
concentraci6n de las esferas. El sobrenadante fue descartado,
retirindose el magneto y resuspendiéndose el inmunoseparado
en solucién de lavado (PBS-T20 salino, pH 7,0); este
procedimiento fue repetido por 5 veces consecutivas. De la
suspension obtenida en el ltimo lavado se procedi6 a tomar
alicuotas de 25 pl cada una, las cuales fueron depositadas sobre
agar MacConkey sorbitol (AMS), agar MacConkey sorbitol
suplementado con telurito y cefixime (AMS-TC) y agar
cromogénico (Himedia Laboratpries, Bombay, India)
suplementado con telurito y cefixime (ACRG-T(C),
incub4dndose a 35°C por 24 horas. Se realiz6 recuento de
colonias tipicas no fermentadoras de sorbito! en agar AMS y
AMS-TC y MUG negativas en ACRG-TC comparandolas con
el crecimiento patr6n del aislado ATCC: 35150 sobre estos
medios. Una muestra aleatoria (constituida por 5 colonias
tipicas) de los aislamientos incoloros obtenidos sobre estos
tres medios, fueron confirmados como Escherichia coli 0157,
através de caracterizacién bioquimica (fenotipia) y serolégica
(antisuero anti-E. coli 0157, FUVESIN-UCV, Caraca,
Venezuela). Esta muestra aleatoria se uso para la obtencién
del porcentaje de células viables de Escherichia coli O157:H7
recuperadas por cada tratamiento.

Andlisis de los datos: A los datos obtenidos se les aplicé
un andlisis de varianza multifactorial (ANOVA) y una prueba
de intervalos miiltiples de Duncan, utilizando el paquete
estadistico Statgraph versién 2,1.

RESULTADOS

Enumeracién de aerobios meséfilos y coliformes totales:
EnlaTabla 1, se compendia el recuento de aerobios meséfilos
y coliformes totales en cremas de leche obtenidos en un
periodo de cuatro semanas (5 unidades de crema/semana). El
nimero promedio de aerobios meséfilos fue de 6,3 X 107 UFCY
g con un recuento maximo de 2,1 X 10*UFC/g hacia la tercera
semana y un minimo de 6,7 X 10¢ UFC/g, en la primera
semana. La media para coliformes totales se ubicé en 2.6 X
10* UFC/g, siendo su valor maximo de 8,0 X 10* UFC/g
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(tercera semana) y 1,2 X 102UFC/g la menor cifra (primera
semana). Del total de muestras analizadas (n=20), el 100% de
las mismas estuvo fuera de especificacion, para ambos
indicadores sanitarios segin la normativa vigente nacional e
internacional.

TABLA 1
Recuento de aerobios mesofilos y coliformes totales
en cremas de leche

Aerobios mesofilos Coliformes totales

Semana* Recuento DS* Recuento DS
(UFCl/g) (UFCl/g)
1 6,7 X 106 6,4 X 106 3,4 X 102 4,8 X 102
2 2,6 X 107 4,2 X 107 3,1 X 102 2,7 X 102
3 2,1 X 108 4,4 X 108 8,0X 104 4,5 X 104
4 7,4 X 106 6,2X 106 2,4 X 104 4,3 X 104
Total* 6,3 X 107 22X 108 2,6 X 104 4,4 X 104

‘Desviacion estandar.
fSe analiz6 un total de cinco (5) muestras por semana.
*n = 20 muestras.

Comparacion de los caldos de enriquecimiento: El tipo
de caldo utilizado para el enriquecimiento de las unidades
experimentales de crema de leche influyé significativamente
(p<0,05) en el porcentaje de recuperacion del aislado de
Escherichia coli 0157:H7 inoculado artificialmente. Los
Graficos 1,2 y 3, demuestran los porcentajes de recuperacion
segln el caldo y medio de aislamiento utilizado, considerando
los tres niveles de inoculo. Los mayores porcentajes de
recuperacion se obtuvieron con el caldo CST-VCT, denotando
valores entre 90% y 85% para el indculo de 50 cel./g, entre un
65% y 55% con 10 cel./g y un 85% y 30% en niveles de 1cel./
g, segun el agar de aislamiento utilizado. Considerando los
tres niveles de inéculo y los diferentes agares diferenciales y/
o selectivos ensayados, el porcentaje promedio de recuperacion
de aislados viables del patégeno, al utilizar CST-VCT, fue del
70%. Estos porcentajes disminuyeron significativamente
(p<0,05) con el enriquecimiento en APB-V y APB-VC. El
rango de recuperacion cuando se utiliz6 APB-V estuvo
comprendido entre 80% y 40% para in6culos de 50 cel./g,
disminuyendo significativamente, con niveles de inoculacién
de 10 y 1 cel./g respectivamente. Valores similares se
obtuvieron con el enriquecimiento en APB-VC, de este modo,
unidades experimentales contaminadas con 50 cel./g del
patégeno arrojaron porcentajes de recuperacién en un rango
del 85% a 68%, mientras que con in6culos de 10 cel/gy 1
cel./g el promedio de recuperaciéon fue de 40% y 43,5%
respectivamente. El analisis de los datos indica, que los
porcentajes de recuperacion, al utilizar tanto APB-V como
APB-VC, no difieren significativamente entre si.

GRAFICO 1
Porcentaje de aislamiento de Escherichia coli 0157:H7
confirmado por bioquimismo y serologia; inéculo de 50
cel/g de crema de leche
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Condiciones de enriquecimiento

GRAFICO 2
Porcentaje de aislamiento de Escherichia coli 0157:H7
confirmado por bioquimismo y serologia; in6culo
de 10 cel/g de crema de leche

Condicione* de enriquecimiento

GRAFICO 3
Porcentaje de aislamiento de Escherichia coli 0157:H7
confirmado por bioquimismo y serologia; inéculo
de 1cel/g de crema de leche
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Condiciones de enriquecimiento
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Comparacion de medios de aislamiento: No existi6
diferencia significativa en el porcentaje de células recuperadas
y confirmadas como Escherichia coli O157:H7 segiin el medio
de aislamiento utilizado (p>0,05). El comportamiento del
aislado en los agares AMS, AMS-TC y ACRG-CT esreflejado
enlos Gréficos 1, 2 y 3. Las variaciones en los porcentajes de
recuperacién son influenciados, por las condiciones de
enriquecimiento y no por el tipo de agar diferencial o selectivo
usado. Del mismo modo, la flora asociada aparentemente no
mostré indicios de haber sido afectada por el uso de sustancias
inhibidoras o reveladores cromogénicos suplementadas en
dichos agares (datos no tabulados).

Comportamiento de las tasas de recuperacion segiin el
nivel de indculo: El nivel de inéculo influy6 significativamente
(p<0,05) en la tasa de recuperacién de células del patégeno
para los distintos protocolos de aislamiento. La recuperacién
fue mayor en las unidades experimentales inoculadas con 50
cel./g, promediando un 83% de aislamientos positivos cuando
se us6 el esquema CST-VCT/ISM/+siembra en AMS/AMS-
TC/ACRG-CT, un 78% para APB-V/ISM/+siembra en AMS/
AMS-TC/ACRG-TC y 68% con APB-VC/ISM+siembra en
AMS/AMS-CT/ACRG-CT. Para los in6culos de 10 cel./g y 1
cel./g, los porcentajes de recuperacién fueron
significativamente menores. En promedio, el esquema CST-
VCT/ISM+siembra en AMS/AMS-TC/ACRG-TC, permitié
un porcentaje de recuperacién de 58 % para el nivel de 10
cel./g y 62% para in6culos de 1 cel./g. Con APB-V/
IMS+siembra AMS/AMS-TC/ACRG-TC la recuperacién
promedio, para los niveles de 10 y 1 cel./g, fue del 50% y
38% respectivamente. Al utilizar APB-VC/ISM+siembra
AMS/AMS-TC/ACRG-TC un 16% de los aislados, para el
in6culo de 10 cel./g, fueron confirmados como Escherichia coli
O157:H7, mientras que un 55% de los aislados resultaron
positivos con este esquema para in6culos de 1 cel./g.

DISCUSION

El ganado bovino ha sido identificado como uno de los
principales reservorios de Escherichia coli O157:H7
verotoxigénicas en regiones como Norteamérica, Europa y
Asia, donde se reportan porcentajes de colonizacién que varfan
entre un 1,5% y 10% en rebaiios de pastoreo (4). Asi mismo,
en Latinoamérica, algunos estudios reportan datos cercanos a
estos resultados en cuanto a tasas de colonizacion del ganado
vacuno (17,18). Es por esto, que la mayor cantidad de brotes
ocurridos en estas dreas geogréficas han tenido su asociacién
con alimentos de origen bovino en especial derivados lacteos
Yy de los cuales, un gran porcentaje han tenido consecuencias
graves para la poblaci6n afectada.

Esto permite inferir que las cremas de leche que se .

expenden en mercados populares de Venezuela, representan

un derivado licteo con todas las potencialidades para ser
vehiculo de muchos patégenos, entre ellos, Escherichia coli
O157:H7. De hecho, del andlisis microbiol6gico efectuado
sobre las cremas de leche utilizadas en el presente estudio se
desprende que su calidad sanitaria no es la méas apropiada. El
recuento de aerobios mesofilos fue de 6,3 X 10" UFC/g,
mientras que el nimero de coliformes totales se ubicé en 2,6
X 10* UFC/g, valores que se encuentran fuera de especificacién
segiin las normativas Venezolanas de calidad alimentaria (19).
En estudios previos esta condicién de precariedad higiénica
del producto ha sido-reportada, incluyendo tanto cremas de
leche pasteurizadas como no pasteurizadas. Pita y Reyes (15),
en un estudio sobre cremas de leche no pasteurizadas, reportan
que el 100% de las unidades analizadas presentaron recuentos
de aerobios mesdfilos por encima de los niveles permisibles y
un 75% contienen cifras de coliformes totales, fuera de los
pardmetros establecidos por las normas regulatorias. De igual
forma, de Tamsut y Garcia (14), al evaluar cremas de leche
pasteurizadas obtuvieron resultados comparables, reportando
un 75% de las muestras fuera de la normativa nacional e
internacional en relacién con el niimero de aerobios mesdfilos,
y un 91% de las mismas con recuentos de coliformes totales
por encima de lo permitido.

Ante estas evidencias sobre la poca calidad sanitaria que
presentan las cremas de leche, condicionada por la presencia
de un elevado mimero de microorganismos sapréfitos y quizas
algunos patégenos, este producto resulté ser un sustrato
adecuado para desafiar la utilidad de la ISM como método de
aislamiento de Escherichia coli O157:H7, microorganismo
que de encontrarse en el producto estar en bajo niimero. Otro
aspecto importante es lo relacionado con sus caracteristicas
tales como el contenido graso y proteico, presentidndose como
una matriz compleja para la recuperacién de este germen. Esto
permite inferir que de existir contaminacién por Escherichia
coli O157:H7 es necesario aumentar su niimero e inhibir
considerablemente la flora acompaiiante, de alli que la relacién
de un adecuado caldo de enriquecimiento previo a ISM, asi
como el uso de medios selectivos y diferenciales para la
siembra del inmunoseparado es indiscutible.

En este estudio se demostr6 la influencia que ejerce, el
tipo de caldo de enriquecimiento seleccionado, en la
proporci6én de células viables de Escherichia coli O157:H7
recuperadas a partir de cremas de leche inoculadas
artificialmente. Los resultados obtenidos al evaluar tres caldos
de enriquecimiento suplementados con distintas sustancias
inhibidoras, denotan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en el porcentaje de aislamientos confirmados como
Escherichia coli O157:H7 segiin el caldo de enriquecimiento
aplicado. El enriquecimiento en CST-VCT resulté el de mayor
eficiencia para el incremento del nimero de blancos a ser
capturados por ISM (Griéficos 1, 2 y 3). El porcentaje de
colonias del patégeno confirmadas fue en promedio del 70%,
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porcentaje obtenido sobre la base de los tres medios de
aislamiento y los tres niveles de indculo ensayados. Estos
valores fueron significativamente menores con el uso de APB-
V y APB-VC, ubicindose en 52% y 50% respectivamente.
Datos aportados por otros autores, denotan diferencias
considerables, en las tasas de recuperacién de este patégeno
al aplicar ISM, segiin el procedimiento de enriquecimiento
empleado (10,20,21). En este sentido, muchos factores tales
como tiempo de incubacidn, temperatura, composicién del
medio, pH y uso de sustancias inhibidoras (antibiéticos y/o
sales inorgdnicas) afectan el crecimiento y posterior deteccién
de este microorganismo.

Comparando los resultados de este estudio con datos
aportados por otros autores se puede determinar que el caldo
CST, suplementado con distintas sustancias inhibidoras, ofrece
resultados variables en cuanto a su eficiencia como medio de
enriquecimiento para la recuperacién de Escherichia coli
0157:H7 en matrices complejas, incluyendo alimentos y heces,
caracterizadas éstas por la presencia de una microflora
abundante. En este sentido, Hara-Kudo y col. (10), describen
excelentes porcentajes de recuperacion en el aislamiento de
los serotipos 026 y 0157 en cérnicos al enriquecer en CST
suplementado con cefixime, cefsulodin y vancomicina al igual
que con CST-VCT, ensayando inclusive distintas temperaturas
de incubacién (37 y 42°C). Asi mismo, Ogden y col. (11), al
utilizar CST suplementado con novobiocina y sales biliares
obtuvieron una alta proporcién de aislamientos viables
recuperados, en alimentos tales como quesos, cidras de
manzana y peperoni. Sin embargo, en algunos reportes la
utilidad del CST ha sido desestimada, de hecho, Voitoux y
col. (21), destacan el bajo desempeiio del CST, bien sea sélo o
con la adicién de inhibidores, en comparacién con el caldo
EC con novobiocina en la recuperacién de este patdgeno en
carne molida y alfalfa.

Al igual que en el andlisis anterior, la eficiencia de APB,
suplementada o no con distintos inhibidores, presenta amplia
variabilidad en sus indices de eficiencia en la recuperacién de
Escherichia coli O157:H7 segin el tipo de sustrato a
enriquecer. Foster y col. (22), en un estudio efectuado en heces
de bovinos, hallaron excelentes resultados en la recuperacién
del microorganismo al utilizar APB sin inhibidores y acoplada
a ISM; destacan la habilidad de APB en favorecer la
recuperacidn de células lesionadas. No obstante, estos mismos
autores al enriquecer en APB suplementada con vancomicina,
cefzulodin y cefixime reportaron una disminucién significativa
en las tasas de recuperacién en este mismo sustrato. As{ mismo,
Chapman y col. (23), al usar APB sin aditivos, lograron tasas
de recuperacion cercanas al 72,6%. Esto refleja que el tipo de
enriquecimiento a aplicar sobre el sustrato, previo a ISM, es
un elemento vital para no subestimar la presencia del patégeno
en un alimento u otro sustrato, por cuanto, tanto en este estudio
como en investigaciones anteriores, es muy variable la

respuesta de la ISM segiin el caldo empleado, de hecho, en la
presente investigacion el desenvolvimiento de los caldos APB-
V y APB-VC fue menos eficiente en comparacién con CST-
VCT. En todo caso, larecomendacién més importante es poder
aplicar al menos dos tipos de caldos para garantizar una mayor
probabilidad en la recuperacion.

En los Grificos 1,2 y 3, se presenta ademds, el efecto que
sobre los porcentajes de recuperacién ejercid el tipo de medio
diferencial y/o selectivo ensayado. Tal y como fue descrito,
el tipo de agar de aislamiento no influyé significativamente
en los porcentajes de recuperacién. Tanto el AMS como el
AMS-TC arrojaron resultados similares en la proporcién de
células confirmadas como Escherichia coli O157:H7, asi
mismo, estos dos medios, en relacién con la eficiencia de un
medio cromogénico ensayado, no fue significativa (P>0,05).
Muchos autores destacan la importancia en la seleccién del
agar de aislamiento para la siembra del inmunoseparado, por
cuanto, permitira la adecuada diferenciacién del patégeno
frente a un grupo considerable de flora acompafiante que
deberia ser inhibida. Esto cobra ain mayor fuerza dado el
reporte, por parte de muchos autores, sobre la absorcién
inespecifica de grupos bacterianos (Proteus spp, Enterobacter
spp, otros serotipos de E. coli) distintos a Escherichai coli
0157, que sobre las inmunoperlas ocurre al aplicar la ISM,
aspecto que también fue corroborado en el presente estudio
(datos no tabulados) (9,24). El agar AMS es el medio
recomendado dada la incapacidad de los serotipos 0157 de
fermentar el sorbitol, lo que facilita su reconocimiento en este
medio, ademis de la ausencia de sustancias inhibidoras
favor/cce la recuperacién de células estresadas (11). Sin
embargo, la existencia de otros géneros de la familia
Enterobacteriaceae incapaces de fermentar el sorbitol puede
inducir falsos positivos. En este sentido, es recomendable la
adicién de sustancias inhibidoras como antibiéticos (cefixime,
cefsulodin, vancomicina) o sales inorganicas (telurito) para
hacerlo selectivo frente a estos géneros de la familia
Enterobacteriaceae que interfieren en el reconocimiento de
Escherichia coli O157. Sin embargo, los datos aportados por
este estudio no permiten establecer una diferencia en cuanto
a la proporcién de células de Escherichia coli O157:H7 al
usar AMS y los medios inhibidores AMS-TC o ACRG-TC.
No obstante, autores como Weagant y col. (12), obtuvieron
resultados satisfactorios con la aplicacién de AMS-TC y un
medio cromogénico para la siembra del inmunoseparado. Con
este tltimo se logré discernir claramente entre los aislados
MUG positivos y las colonias de Escherichia coli 0157 MUG
negativas. En este mismo orden, Restaino y col. (25), al
emplear un medio cromogénico, sin compuestos inhibidores,
logré eficiencia en la recuperacién del patégeno, siendo
significativamente mayores, la proporcién de células
recuperadas, en comparacién con el agar AMS. Esta
variabilidad en los datos aportados por diferentes autores
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indica que las probabilidades de recuperacién aumentan en
funci6n del abanico de posibilidades que se le ofrezca alas células
adheridas a las inmunoperlas para desarrollarse, lo que implica
utilizar desde medios menos selectivos a medios de mayor
selectividad. Ademds, es importante reconocer que en la seleccién
del medio también juega un papel importante la propiedad que
presente el medio para poder distinguir mis de una caracteristica
fenotipica del serotipo 0157, es decir su incapacidad para
fermentar el sorbitol e incapacidad para hidrolizar el 4cido B-D-
glucurénico aspecto que se destaca en muchos medios
comerciales conocidos como cromogénicos.

Se desprende del presente estudio que la técnica ISM
resulté ser una herramienta valiosa para la recuperacién de
Escherichia coli O157:H7 en una matriz compleja como
cremas de leche a in6culos bajos. Auque se observé diferencias
significativas en los porcentajes de recuperacién para los tres
. inéculos ensayados se logré su recuperacién en cada uno de
ellos, ubicidndose siempre para los distintos tratamientos
aplicados, sobre el 50%. En conclusién, la eficiencia de la
técnica estd condicionada por el tipo de caldo de
enriquecimiento, el niimero en que se encuentre este patégeno,
asicomo, la calidad y cantidad de la flora asociada. En funcién
de esto se puede establecer que el mejor esquema de
aislamiento, sobre la base de ISM, para recuperar Escherichia
coli O157:H7 en cremas de leche seria el enriquecimiento de
la muestra en CST-VCT incubado a 35°C por 24 horas,
aplicacién de ISM y siembra tanto en medio diferencial poco
selectivo (AMS) y uso de algiin medio diferencial cromogénico
suplementado con alguna sustancia inhibidora.
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