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RESUMEN

Con el objeto de determinar la presencia de E.coli 0157 en alimentos, se analizaron 300 muestras de
productos carnicos y ldcteos artesanales. Para su aislamiento e identificacién se utilizaron dos técnicas;
una tradicional donde después de seis horas de incubacién de la muestra en agua peptonada al 1% suple-
mentada con novobiocina (20 mg/L) se inocularon placas con agar Mac Conkey Sorbitol. Por medio de
esta técnica se identificé Escherichia coli 0157 a partir de una sola muestra (0.33%) de las 300 analizadas
correspondiente a un derivado cdrnico (hamburguesa); también se identificé E.coli en un 1.6%. Simulti-
neamente se realizé una técnica rapida con Agar Fluorocult, para E.coli 0157: H7, y de las trescientas
muestras aisladas se identificaron microorganismos como Escherichia coli 0157 (0.33%), E. coli (25%),
Shigella sonnei (10%), E. aerogenes (9%), P. mirabilis (4%). De las dos técnicas ensayadas estas presen-
taron el mismo porcentaje de recuperacién de Escherichia coli 0157.

El' método rdpido, utilizando Agar Fluorocult, para E. coli 0157 H7 permitié obtener resultados presuntivos

para E. coli 0157 en 24 horas y resultados confirmatorios en 48 horas. En contraste el método tradicional
utilizando agar Mac Conkey Sorbitol permitié obtener resultados presuntivos para E. coli 0157 en 24
horas y resultados confirmatorios en cinco dias. Los métodos y técnicas utilizadas permiten que este
estudio pueda reproducirse ficilmente con resultados puntuales.

Palabras claves: agar Fluorocult, para E. coli 0157: H7; alimentos; Escherichia coli 0157; métodos de
diagndstico.

ABSTRACT

With the intention of determining the presence of E. coli 0157 in foods, in the North zone of the Sabana of
Bogot4, 300 artisan meat and milky product samples were analyzed. For their isolation and identification
two techniques were used; a traditional one where after six hours of incubation in water peptonada to
suplementada 1% with novobiocina (20 mg/L) boards of agar Mac Conkey Sorbitol inoculated. By means
of this technique Escherichia coli 0157 from a single sample (0.33%) of 300 analyzed the corresponding
one to a meat derivative (hamburger); also E. coli in 1.6% was identified. Simultaneously a fast technique
with Fluorocult, Agar for E. coli 0157: H7 and of the three hundred isolated samples microorganisms like
Escherichia coli 0157 (0.33%), E. coli (25%), Shigella sonnei (10%), E. aerogenes (9%), P. mirabilis
(4%). Of the two tried techniques these presented/displayed the same percentage of recovery of Escherichia
coli 0157. The fast method, using Fluorocult, -Agar for E. coli 0157: H7 allowed to obtain presuntivos
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results in 24 hours and confirming results in 48 hours. In resistance the traditional method using to agar
Mac Conkey Sorbitol allowed to obtain presuntivos results in 24 hours and confirming results in five days.
The methods and used techniques allow that this study can reproduce easily with precise results.

Key words: diagnostic methods; Escherichia coli 0157; Fluorocult, Agar for E. coli 0157: H7, foods.

INTRODUCCION

Se conocen distintas clases de Escherichia coli,
algunas son inocuas, mientras otras causan
diarreas, enfermedades septicémicas y
sindromes de diversa gravedad. En los dltimos
afios ha aparecido una nueva variante conocida
como Escherichia coli enterohemorrdgica 0157:
H7, siendo reconocido como microorganismo
perjudicial para el hombre, causante de mode-
rados indices de morbilidad y mortalidad
(Marsden, 1994) relaciondndose con la apari-
cién de Colitis Hemorrdgica (CH) que se carac-
teriza por un repentino e intenso dolor abdomi-
nal seguido por diarrea acuosa y sanguinolenta,
v6mito y presencia o no de fiebre. El Sindrome,
Urémico Hemolitico (SUH) se considera una
consecuencia de la Colitis Hemorrégica en ni-
fios y causa de insuficiercia renal que puede
progresar a Pirpura Trombocitopénia
Trombocitica (PTT) produciendo alteraciones en
el Sistema Nervioso Central (SNC) que termina
en coma y muerte, todos estos asociados con el
consumo de alimentos (Luna et al.1996, Mattar
et. al. 1998).

Los bovinos parecen constituir la fuente princi-
pal de este agente patégeno, que es transmitido
al hombre por el consumo de alimentos conta-
minados, como carne, leche y los productos que
de ellos se derivan (Bonnie ef al. 1990) La in-
feccién puede también resultar de una contami-
nacién fecal del agua y de varios alimentos, o
de una contaminacién cruzada durante la pre-
paracion de los mismos. Las hamburguesas, jugo
de manzanas frescas, yoghurt, salami, queso
madurado y el maiz hervido, han sido implica-
dos en brotes epidémicos (Bennett et al. 1990).
De otra parte la bacteria tiene la capacidad de
sobrevivir bajo condiciones de refrigeracién y
congelaci6n as{ como a pHs extremos (Garland
& Kaspar 1994); caracteristicas que la hacen

importante en el campo de la salud piiblica como
factor de riesgo para la poblacién.

Esto ha llevado al desarrollo de métodos rapi-
dos y sensibles para detectar E. coli dirigidos a
la determinacién cualitativa del serotipo 0157:
H?7 debido a que con un niimero bajo de células
se puede presentar la enfermedad (Ahmed &
Conner, 1995, Bennett ez. al. 1995, Weagant et.
al. 1995). Por consiguiente los métodos de ais-
lamiento y diferenciacion a partir de alimentos
deben tener en cuenta, que el microorganismo
se puede encontrar en bajas concentraciones y
que las células bacterianas pueden estar injuria-
das y acompaiiadas por flora competitiva que
puede ser sorbitol negativa (Bennett et al. 1990).

El presente trabajo tuvo como objetivo aislar e
identificar Escherichia coli 0157 a partir de
muestras de cdrnicos y ldcteos tomados de pro-
ductos que se venden en la via piiblica de dife-
rentes municipios de la Sabana de Bogotd y
adicionalmente comparar el método tradicional
para el aislamiento de Escherichia coli 0157 con
un método rdpido comercial que permite redu-
cir el tiempo de andlisis de las muestras.

Este trabajo hace parte de una linea de investi-
gacidn, que estudia aspectos relacionados con
la microecologfa del microorganismo con el
objeto de determinar la prevalencia de E. coli
0157, en un é4rea especifica del pafs.

MATERIALES Y METODOS
1. Cultivos empleados en el estudib

Cepas de Escherichia coli 0157: H7 IAL-Cana-
dé, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis
CDC 305 y Enterobacter aerogenes Lara C Bra-
sil cultivadas en caldo infusién cerebro corazén
— BHI (MERCK) a 35¢<C por 24 horas.
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2. Validacion de las dos técnicas

Se realiz6 la prueba de productividad y selecti-
vidad (OPS,1994) con tres repeticiones para las
dos técnicas a evaluar.

Productividad. Se empled el caldo de cultivo
selectivo (agua peptonada 1% + novobiocina)
(MERCK) para desarrollar un cultivo axénico
de la cepa deseada Escherichia coli 0157: H7
con un inéculo de 20 UFC o menos. Al inocular
el microorganismo en placas con agar selectivo
Agar Fluorocult, para E.coli 0157: H7 (MER-
CK) y Agar Mac Conkey Sorbitol (OXOID) y
no selectivo Agar nutritivo (MERCK) se debe
manifestar cualquier interaccién de los medios
liquidos con los sélidos.

Selectividad. El desarrollo de las cepas desea-
das Escherichia coli 0157: H7 en los caldos de
enriquecimiento (agua peptonada 1% + novo-
biocina) (MERCK) que contienen microorga-
nismos competidores no deseables (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii y Enterobacter
aerogenes) se debe detectar utilizando la méxi-
ma dilucién que permita el desarrollo del culti-
vo axénico.

3. Anadlisis de las muestras

Se utilizaron dos técnicas, la técnica tradicional
a partir de la FDA y el método rdpido utilizando
Agar Fluorocult® para E. coli 0157: H7
(MERCK) cuales se realizaron simultineamen-
te para todas las muestras.

Muestra de alimentos. Se analizaron 300 mues-
tras de productos cdrnicos y l4cteos en puntos
de venta artesanales de cuatro municipios de la

Sabana de Bogotd clasificadas en derivados .

cdrnicos (100 hamburguesas), carnes crudas
(100), leches crudas (50) y quesos campesinos
(50), los cuales fueron distribuidos equitativa-
mente. Este estudio se realizé en los municipios
de Sopd, Chia, Cajicd y Zipaquird. El muestreo
fue dividido en seis semanas organizadas por
lotes y distribuidas uniformemente por munici-
pio y tipo de muestra. Se aplicé un estudio des-
criptivo experimental, cuya finalidad fue deter-

minar la presencia de Escherichia coli 0157, en
derivados cdrnicos (hamburguesas), carnes cru-
das, leches crudas y quesos campesinos de mu-
nicipios de la Sabana Norte de Bogotd.

Con base en estudios realizados recientemente
en el pais los cuales han presentado una
prevalencia de 8.7% (Mdttar, 1998), se analiza-
ron 300 muestras teniendo en cuenta que la
prevalencia méxima esperada es del 10%, un
nivel de confianza del 99% y un margen de error
del 5% (Thrusfield, 1990).

En este estudio se empled un tipo de muestreo
probabilistico donde la seleccién de la muestra
se realiz6 mediante un proceso deliberado y
aleatorio con el fin de permitir que cada mues-
tra de alimento del grupo tuviera la misma pro-
babilidad de ser seleccionada. (Thrusfield,
1990).

Para el estudio se empled el método de Porcen-
taje. No paramétrico debido al tamafio de la
muestra para detectar una diferencia significati-
va de las magnitudes dadas. (Thrusfield, 1990).

De los diferentes productos se pesaron 25 g y/o
ml en 225 ml de agua peptonada al 1% +
novobiocina (MERCK), se incubaron a 35eC
durante 6 horas y luego se inocularon por aisla-
miento placas con los agares Mac Conkey
Sorbitol (OXOID) y Agar Fluorocult, para E.
coli 0157: H7 (MERCK) que se incubaron a
35eoC por 24 horas. Para su confirmacion las
colonias sorbitol negativas que se desarrollaron
en el agar Mac Conkey Sorbitol fueron aisladas
en agar nutritivo (MERCK) y se identificaron
usando caldo urea, agar KILIGLER, caldo MR-
VP, agar citrato seg. SIMMONS, medio de cul-
tivo SIM y agar Fluorocult, VRB (MERCK).
Igualmente las colonias sorbitol negativo, MUG
negativo que se desarrollaron en Agar
Fluorocult, para E. coli 0157: H7 (MERCK) se
aislaron en agar nutritivo, se identificaron con
el Test Kit antigeno 0157 Diagnostic Reagents
E. c0li 0157 Latex Test DR620M (OXOID) junto
con los cultivos que presentaban caracteristicas
tipicas de Escherichia coli 0157 de las placas
confirmadas bioquimicamente de agar Mac
Conkey Sorbitol. Para las dos técnicas las colo-
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nias que obtuvieron un resultado positivo con
una aglutinacién del Latex en un tiempo méxi-
mo de un minuto se les realizd la identificacién
de las toxinas VT1 y VT2 con el kit para la
deteccidn de verotoxinas VTEC — RPLA — 1D
960 (OXOID).

RESULTADOS
1. Cultivos empleados en este estudio

Durante todo el estudio se realizaron controles
y ecométricos de productividad y selectividad
con el fin de comprobar la recuperacién del
microorganismo deseado en relacién con un
interferente (microorganismo no deseado)
obteniéndose siempre resultados satisfdctorios
(OPS,1994); para el agua peptonada al 1% +
novobiocina se realizaron controles positivos
(Escherichia coli 0157: H7 + y E. coli -) para
luego ser confirmado el sorbitol en los medios
selectivos, caldo urea (P, mirabilis +, Escherichia
coli 0157: H7 -), agar KLIGLER (Escherichia
coli 0157: H7 Ac/Ac, Gas +, H,S -,Pseudomonas
aeruginosa Alk/Alk, Gas -, H,S -), caldo MR-
VP (MR Escherichia coli 0157: H7 +,

Enterobacter aerogenes — y VP Enterobacter

aerogenes +, Escherichia coli 0157: H7 -) agar
citrato seg. Simmons (Enterobacter aerogenes
+ y Escherichia coli 0157: H7 -) y medio de
cultivo SIM (Escherichia coli 0157: H7 Indol
+, Motilidad +, H,S -, Enterobacter aerogenes
Indol -,Motilidad -, H,S -) Para los agares Mac
Conkey Sorbitol, Agar Fluorocult, para E. coli
0157: H7 y agar Fluorocult, VRB se realizaron
ecomeétricos para productividad y selectividad,
donde se obtuvo un Indice de Crecimiento Ab-
soluto (ICA) entre 4.8 y 5.0 en productividad y
0 para selectividad. Simultdneamente se reali-
zaron controles de esterilidad para todos los
medios de cultivo obteniéndose siempre un re-
sultado negativo.

2. Validacion de los datos técnicos

Se realizaron tres repeticiones de la prueba de
productividad y selectividad (OPS, 1994)
obteniéndose resultados similares, es decir para
productividad 2 UFC/ml de Escherichia coli

0157: H7 al igual que la selectividad; se reali-
zaron confirmaciones de todos los tubos en los
dos medios de cultivo selectivos utilizados ob-
teniendo el crecimiento hasta la dilucién espe-
rada al igual la biotipificacidn y serotipificacién
correspondieron al microorganismo estudiado
Escherichia coli 0157 ya que no se realizé el
antigeno flagelar H7.

3. Andlisis de muestras

-Muestras de alimentos: para la técnica tradi-
cional (agar Mac Conkey Sorbitol) de las 300
muestras aisladas, 96 fueron presuntivas de ser
Escherichia coli 0157 (sorbitol negativo) (32%)
y de un total-de 480 aislamientos se identific
Escherichia coli 0157 en un (0.33%) y E. coli
en un (1,6%); 153 (51%) muestras no presernta-
ron crecimiento de colonias sorbitol negativo.

Por distribucién de alimentos se obtuvieron
presuntivas de ser E.coli 0157 :H7 (sorbitol ne-
gativo) de carne cruda (12%), derivados cdrnicos
(12%), queso campesino (5%) y leche cruda
(3%) y no presuntivas de ser E.coli O157, en
derivados cdrnicos (18%), carne cruda (16%),
queso campesino (9%) y leche cruda (8%).

De la distribucién por municipios de las
presuntivas de ser E. coli 0157 se encontrd que
en derivados cérnicos y carne cruda, que fueron
muestreados en Sop6, tuvieron la mds aita inci-
dencia conun 31y 32% respectivamente en con-
traste a la leche cruda y el queso campesino
donde su mayor prevalencia de ser E. coli 0157
fue en el municipio de Chia con un 62 y37%
respectivamente (Figura 1).

En la técnica rdpida con Agar Fluorocult, para
E.coli 0157: H7 de las 300 muestras aisladas 42

. (14%) fueron presuntivas y de un total de 145

aislamientos se identificaron microorganismos
como Escherichia coli 0157 (0,33%),
Escherichia coli (25%), Shigella sonnei (10%),
Enterobacter aerogenes (9%), Proteus mirabilis
(4%); 196 (65%) muestras no presentaron ca-
racteristicas sorbitol negativo, MUG negativo.

Por distribucién de alimentos se obtuvieron
presuntivas en derivados cdrnicos (7%), carne
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cruda (5.3%), leche cruda (1.7%) y queso cam-
pesino (0.33%) y no presuntivas para E. coli
0157, en carne cruda (24%), derivados cdrnicos
(19%), queso campesino (13%) y leche cruda
(9%).

De la distribucién por municipios de las
presuntivas se encontré que el municipio con
mayor incidencia de presuntivas fue de las
muestreadas en Zipaquird en derivados cdrnicos
y leche cruda con el 35 y 60% respectivamente,
mientras Sopd obtuvo el mayor porcentaje en
carne cruda (37%) y en queso campesino solo
una muestra fue presuntiva para E. coli 0157 co-
rrespondiente al municipio de Cajicé (Figura 2).

DISCUSION

Teniendo en cuenta que el ganado vacuno ha
sido reconocido como uno de los méds impor-
tantes vehiculos de transmisién de E. coli 0157:
H7 (Mead & Griffin 1998), se eligieron como
grupos de andlisis productos cdrnicos y lacteos
ya que la mayoria de las investigaciones reali-
zadas sobre este patégeno se dedican en gran
parte a las infecciones provenientes de dicho
reservorio (Margal ef al. 1991). A su vez se tu-
vieron en cuenta estudios realizados por orga-
nizaciones internacionales, como evaluaciones
de riesgos microbiolégicos de alimentos vendi-
dos en la via piblica en ciudades de América
Latina realizados por la Organizacién Paname-

. ricana de la Salud (OPS), que identific6 como
productos que se encuentran en riesgo poten-
cial de estar contaminados por E. coli 0157 los
cédrnicos y lacteos (OPS, 1994), como también
lo sugieren los estudios realizados por Armtrong
et al (1996), Kang & Fung (1999), Nataro &
Kaper (1998).

A pesar que en este estudio se obtuvo sélo una
muestra correspondiente a E. coli 0157, prove-
niente de un producto cérnico, confirma su pre-
sencia en Colombia, tal como lo demuestran los
estudios realizados por Alarcén & Moreno
(1997), Mattar, (1998).

Aunque en menor proporcién, en productos ldc-
teos también se ha aislado este patégeno
(Calicchia, 1994). En este estudio se obtuvie-

ron muestras presuntivas de este grupo de ali-
mentos de ser E. coli 0157; por lo tanto no debe
descartarse la posibilidad de la presencia de este
microorganismo, ya que pudo haberse encon-
trado en muy bajas concentraciones y no ser
detectado, tal como lo sugiere en su estudio
Duncan, et al. (1994).

Laevidencia de encontrar este patGgeno en muy
bajas concentraciones, se ha demostrado tam-
bién en trabajos realizados en Santafé de Bogo-
td, donde no se encontraron muestras positivas
para E. coli 0157: H7 en alimentos (Luna et al.
1996), o se encontrdé en prevalencias bajas
(8.6%) en carne de hamburguesa. (Alarcén &
Moreno 1997).

Por esta razon se hace necesaria la evaluacién
de nuevos métodos, cada vez mds sensibles para
determinar la presencia de E. coli 0157
(Niroomand & Lord 1994).

En este estudio se realizé la validacién de dos
técnicas utilizadas, 1a técnica rapida utilizando
Agar Fluorocult, para E. coli 0157: H7 y la téc-
nica tradicional utilizando Agar Mac Conkey
Sorbitol; obteniéndose que sélo se necesitan 2
UFC/ml de E. coli 0157 para que por medio de
estas técnicas se pueda recuperar este microor-
ganismo como lo demostrado por Heuvelink, et
al. (1997), donde se recuper6 1 a 4 UFC/ml de
E. coli 0157 por diferentes métodos de identifi-
cacién, de lo cual se puede deducir, que los
métodos evaluados en este estudio tienen una
buena capacidad de recuperacién del patégeno.
Aungue existen métodos con porcentajes més
altos de sensibilidad como los ensayos
inmunoenzimdticos y las técnicas moleculares
de diagnéstico como las pruebas de DNA y PCR
entre las cuales también se han utilizado para la
deteccidn de genes de E. coli 0157 y la deteccién
del pldsmido p0157 (hemolisina gen) entre otros
(Post, 1998).

Los resultados obtenidos en este estudio mos-
traron que las dos técnicas ensayadas presenta-
ron el mismo porcentaje de recuperacién de
Escherichia coli 0157 y que el método répido
utilizando Agar Fluorocult, para E. coli 0157:
H7 permitié obtener resultados presuntivos en
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24 horas y resultados confirmatorios en 48 ho-

ras. En contraste con el método tradicional uti-

lizando agar Mac Conkey Sorbitol permiti6 ob-
tener resultados presuntivos en 24 horas y
resultados confirmatorios en cinco dias.

En el andlisis de las muestras se observé que a
pesar de las ventajas en la reduccién de costos y
tiempo de andlisis, ofrecidos por métodos répi-
dos como el usado en este estudio, se hacen ne-
cesarias las pruebas de biotipificacién para
obtener resultados més confiables en la deter-
minacién de E. coli 0157, tal como se recomien-
daen el trabajo realizado por Luna et al. (1996).

En este estudio se empled agua peptonada
tamponada al 1% + novobiocina, con el fin de
mejorar la sensibilidad de 1a prueba e inhibir el
desarrollo de otros organismos sin afectar la re-
cuperacién de E. coli 0157 como lo han sugeri-
do en métodos de aislamiento de E. coli
enterohemorrdgica por Benett (1990).

FEl medio de cultivo utilizado en la técnica répi-
da Agar Fluorocult, para E. coli 0157: H7 por
su alta selectividad debido al mejoramiento de
sus componentes, no permite el crecimiento de
interferentes en tan alto grado como se puede
ver en la técnica tradicional con Agar
MacConkey Sorbitol, la cual no ofrece la mis-
ma especificidad que el Agar Fluorocult, para
E. coli 0157: H7. Por ello se sugiere en diversos
estudios la adicién de suplementos al medio de
cultivo que inhiban la carga microbiana acom-
paiiante como el Cefixime - Telurito para darle
mds selectividad al Agar Mac Conkey Sorbitol
o la adici6n de sustratos cromogénicos como el
caso del (5-Bromo-4 cloro-3-indoxil-b-D-
glucorénido (BCIG) (Doyle & Shoenil990,
Wright et al. 1994, Padhye et al. 1992). Sin em-
bargo, aunque no debiera presentarse, en el Agar
Fluorocult, para E. coli 0157: H7 se observé que
42 (14%) muestras presuntivas de ser E. coli
0157 de las 300 muestras analizadas, fueron fal-
sos positivos, de las cuales solo una fue confir-
mada de ser E. coli 0157 por serologfa.

Los microorganismos utilizados en este estudio
como controles positivos y ecométricos de pro-
ductividad y selectividad permitieron evaluarla
sensibilidad de los medios sdlidos selectivos,

para el desarrollo del microorganismo deseado,
en este caso E. coli 0157 y la resistencia a la
colonizacién por microorganismos indeseados
asi como la sensibilidad de los medios no selec-
tivos (OPS, 1994).

A pesar de tener como primer parametro de sos-
pecha la presencia de E. coli 0157 por el hecho
de no fermentar el sorbitol, no existe la seguri-
dad que esta caracteristica sea la determinante
para aceptarse como positiva o negativa una co-
lonia aislada en un medio selectivo para este
patdgeno, debido a que se han realizado estu-
dios donde se encontraron cepas mutantes de E.
coli 0157 con la capacidad de fermentar el
sorbitol. Lo que indica que las bacterias son ca-
paces de mutar, cambiando su comportamiento
metabdlico y debido a esto pasar inadvertidas
en un estudio que se lleve a cabo, esto podria
ser fatal, al presentarse un brote con un cepa con
estas caracteristicas, debido a la toxicidad de Ja
E. coli 0157 poniendo en riesgo la vida de los
directamente afectados, como lo sugiere Cizek,
et al, 1999 y Fratamico ef al, 1993 en sus estu-
dios.

La ausencia de produccién de toxinas en las ce-
pas identificadas, pudo estar relacionada con una
peérdida del gen correspondiente; lo que puede
suceder porque la cepa tuvo muchos subcultivos,
como lo dicen sus estudios Nataro & Kaper
(1998), lo cual disminuye la posterior pato-
genicidad en humanos y permite sugerir el me-
joramiento del proceso microbioldgico en la re-
cuperacién de las cepas en el laboratorio.
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FIGURA 1

. Método A. Agar Mac Conkey Sorbitol.
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FIGURA 2. Método B. Agar Fluorocult, para E.coli O157:H7
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