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RESUMEN 

Lina Franco Urrutia. e-maillinafu@hotmail.com 
Ximena Vargas Puentes. e-mail ximecJO@ mixmail.com 

Con el objeto de determinar la presencia de E.coli 0157 en alimentos, se analizaron 300 muestras de 
productos cárnicos y lácteos artesanales. Para su aislamiento e identificación se utilizaron dos técnicas; 
una tradicional donde después de seis horas de incubación 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 identificó Esclzericlzia coli 0157 a partir de una sola muestra (0.33%) de las 300 analizadas 
correspondiente a un derivado cárnico (hamburguesa); también se identificó E.coli en un 1.6%. Simultá
neamente se realizó una técnica rápida con Agar Fluorocult, para E.coli 0157: H7, y de las trescientas 
muestras aisladas se identificaron microorganismos como Esclzericlzia coli 0157 (0.33%), E. coli (25%), 
Slzigella sonnei (10% ), E. aerogenes (9% ), P. mirabilis ( 4% ). De las dos técnicas ensayadas estas presen
taron el mismo porcentaje de recuperación de Esclzericlzia coli 0157. 

El método rápido, utilizando Agar Fluorocult, para E. coli O 157: H7 permitió 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 permitió obtener resultados presuntivos para E. coli 0157 en 24 
horas y resultados confirmatorios en cinco días. Los métodos y técnicas utilizadas permiten que este 
estudio pueda reproducirse fácilmente con resultados puntuales. 

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

ABSTRACT 

With the intention of determining the presence of E. coli 0157 in foods, in the North zone of the Sabana of 
Bogotá, 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 Esclzericlzia 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. Sirnultaneously a fast technique 
with Fluorocult, Agar for E. coli O 157: H7 and of the three hundred isolated samples microorganisms like 
Esclzericlzia coli 0157 (0.33%), E. coli (25%), Slzigella sonnei (10%), E. aerogenes (9%), P. mirabilis 
( 4% ). Of the two tried techniques these presented/displayed the same percentage of recovery of Esclzericlzia 
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 confirrning results in 48 hours. In resistance the traditional method using to agar 
Mac Conkey Sorbitol allowed to obtain presuntivos results in 24 hours and confirmíng results in five days. 
The methods and used techníques allow that thís study can reproduce easily with precise results. 

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

INTRODUCCIÓN 

Se conocen distintas clases de Eschericlzia coli, 
algunas son inocuas, mientras otras causan 
diarreas, enfermedades septicémicas y 
síndromes de diversa gravedad. En los últimos 
años ha aparecido una nueva variante conocida 
como Escherichia coli enterohemorrágica O 157: 
H7, siendo reconocido como microorganismo 
perjudicial para el hombre, causante de mode
rados índices de morbilidad y mortalidad 
(Marsden, 1994) relacionándose con la apari
ción de Colitis Hemorrágica (CH) que se carac
teriza por un repentino e intenso dolor abdomi
nal seguido por diarrea acuosa y sanguinolenta, 
vómito y presencia o no de fiebre. El Síndrome, 
Urémico Hemolítico (SUH) se considera una 
consecuencia de la Colitis Hemorrágica en ni
ños y causa de insuficiencia renal que puede 
progresar a Púrpura Trombocitopénia 
Trombocítica (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.l996, Máttar 
et. al. 1998). 

Los bovinos parecen constituir la fuente princi
pal de este agente patógeno, que es transmitido 
al hombre por el consumo de alimentos conta
minados, como carne, leche y los productos que 
de ellos se derivan (Bonnie et al. 1990) La in
fección puede también resultar de una contami
nación fecal del agua y de varios alimentos, o 
de una contaminación cruzada durante la pre
paración de los mismos. Las hamburguesas, jugo 
de manzanas frescas, yoghurt, salami, queso 
madurado y el maíz 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 refrigeración y 
congelación así como a pHs extremos (Garland 
& Kaspar 1994); carac_terísticas que la hacen 
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importante en el campo de la salud pública como 
factor de riesgo para la población. 

Esto ha llevado al desarrollo de métodos rápi
dos y sensibles para detectar E. coli dirigidos a 
la determinación cualitativa del serotipo 0157: 
H7 debido a que con un número bajo de células 
se puede presentar la enfermedad (Ahmed & 
Conner, 1995, Bennett et. al. 1995, Weagant et. 
al. 1995). Por consiguiente los métodos de ais
lamiento y diferenciación 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 acompañadas 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 cárnicos y lácteos tomados de pro
ductos que se venden en la vía pública de dife
rentes municipios de la Sabana de Bogotá y 
adicionalmente comparar el método tradicional 
para el aislamiento de Esclzerichia coli 0157 con 
un método rápido comercial que permite redu
cir el tiempo de análisis de las muestras. 

Este trabajo hace parte de una línea de investi
gación, que estudia aspectos relacionados con 
la microecología del microorganismo con el 
objeto de determinar la prevalencia de E. coli 
0157, en un área específica del país. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

l. Cultivos empleados en el estudio 

Cepas de Esclzerichia coli 0157: H7 IAL-Cana
dá, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Proteus mirabilis 
CDC 305 y Enterobacter aerogenes Lara C Bra
sil cultivadas en caldo infusión cerebro corazón 
- BHI (MERCK) a 35=C por 24 horas. 
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2. Validación de las dos técnicas 

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

Productividad. Se empleó 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 inóculo 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 interacción de los medios 
líquidos con los sólidos. 

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 máxi
ma dilución que permita el desarrollo del culti
vo axénico. 

3. Análisis de las muestras 

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

Muestra de alimentos. Se analizaron 300 mues
tras de productos cárnicos y lácteos en puntos 
de venta artesanales de cuatro municipios de la 
Sabana de Bogotá clasificadas en derivados 
cárnicos (100 hamburguesas), carnes crudas 
(100), leches crudas (50) y quesos campesinos 
(50), los cuales fueron distribuidos equitativa
mente. Este estudio se realizó en los municipios 
de Sopó, Chía, Cajicá y Zipaquirá. El muestreo 
fue dividido en seis semanas organizadas por 
lotes y distribuidas uniformemente por munici
pio y tipo de muestra. Se aplicó un estudio des
criptivo experimental, cuya finalidad fue deter-
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minar la presencia de Escherichia coli O 157, en 
derivados cárnicos (hamburguesas), carnes cru
das, leches crudas y quesos campesinos de mu
nicipios de la Sabana Norte de Bogotá. · 

Con base en estudios realizados recientemente 
en el país los cuales han presentado una 
prevalencia de 8.7% (Máttar, 1998), se analiza
ron 300 muestras teniendo en cuenta que la 
prevalencia máxima esperada es del 10%, un 
nivel de confianza del99% y un margen de error 
del5% (Thrusfield, 1990). 

En este estudio se empleó un tipo de muestreo 
probabilístico donde la selección de la muestra 
se realizó 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 empleó el método de Porcen
taje. No paramétrico debido al tÍlmaño 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 35ooC 
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 
35=C por 24 horas. Para su confirmación 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 KLIGLER, 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 antígeno 0157 Diagnostic Reagents 
E. coli 0157 Latex TestDR620M (OXOID) junto 
con los cultivos que presentaban características 
típicas de Escherichia coli 0157 de las placas 
confirmadas bioquímicamente de agar Mac 
Conkey Sorbitol. Para las dos técnicas las colo-
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nias que obtuvieron un resultado positivo con 
una aglutinación del Látex en un tiempo máxi
mo de un minuto se les realizó la identificación 
de las tóxinas VTl y VT2 con el kit para la 
detección de verotoxinas VTEC - RPLA - ID 
960 (OXOID). 

RESULTADOS 

l. Cultivos empleados en este estndio 

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

2
S -),caldo MR

VP (MR Escherichia coli 0157: H7 +, 
Enterobacter aerogenes - y VP Enterobacter 
aerogenes +, Esclzericlzia coli 0157: H7 -) agar 
citrato seg. Simmons (Enterobacter aerogenes 
+y Esclzericlzia coli 0157: H7 -) y medio de 
cultivo SlM (Eschericlzia coli 0157: H7 Indo! 
+, Motilidad +, ~S -, Enterobacter aerogenes 
Indo! -,Motilidad -, H,S -) Para los agares Mac 
Conkey Sorbitol, Agar Fluorocult, para E. coli 
0157: H7 y agar Fluorocult, VRB se realizaron 
ecométricos para productividad y selectividad, 
donde se obtuvo un Índice de Crecimiento Ab
soluto (ICA) entre 4.8 y 5.0 en productividad y 
O para selectividad. Simultáneamente se reali
zaron controles de esterilidad para todos los 
medios de cultivo obteniéndose siempre un re
sultado negativo. 

2. Validación 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 Esclzericlzia coli 
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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 dilución espe
rada al igual la biotipificación y serotipificación 
correspondieron al microorganismo estudiado 
Eschericlzia coli 0157 ya que no se realizó el 
antígeno flagelar H7. 

3. Análisis de muestras 

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

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

De la distribución por municipios de las 
presuntivas de ser E. coli 0157 se encontró que 
en derivados cárnicos y carne cruda, que fueron 
muestreados en Sopó, tuvieron la más alta inci
dencia con un 31 y 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 Chía con un 62 y37% 
respectivamente (Figura 1). 

En la técnica rápida con Agar Fluorocult, para 
E.co[i 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%), 
Esclzericlzia coli (25%), Slzigella somzei (10%), 
Enterobacter aerogenes (9% ), Proteus mirabilis 
(4%); 196 (65%) muestras no presentaron ca
racterísticas sorbitol negativo, MUG negativo. 

Por distribución de alimentos se obtuvieron 
presuntivas en derivados cárnicos (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 cárnicos 
(19%), queso campesino (13%) y leche cruda 
(9%). 

De la distribución por municipios de las 
presuntivas se encontró que el municipio con 
mayor incidencia de presuntivas fue de las 
muestreadas en Zipaquirá en derivados cárnicos 
y leche cruda con el 35 y 60% respectivamente, 
mientras Sopó obtuvo el mayor porcentaje en 
carne cruda (37%) y en queso campesino solo 
una muestra fue presuntiva para E. coli O 157 co
rrespondiente al municipio de Cajicá (Figura 2). 

DISCUSIÓN 

Teniendo en cuenta que el ganado vacuno ha 
sido reconocido como uno de los más impor
tantes vehículos de transmisión de E. coli 0157: 
H7 (Mead & Griffin 1998), se eligieron como 
grupos de análisis productos cárnicos y lácteos 
ya que la mayoría de las investigaciones reali
zadas sobre este patógeno se dedican en gran 
parte a las infecciones provenientes de dicho 
reservarlo (Margal et al. 1991). A su vez se tu
vieron en cuenta estudios realizados por orga
nizaciones internacionales, como evaluaciones 
de riesgos microbiológicos de alimentos vendi
dos en la vía pública en ciudades de América 
Latina realizados por la Organización Paname-

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

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

Aunque en menor proporción, en productos lác
teos también se ha aislado este patógeno 
(Calicchia, 1994). En este estudio se obtuvie-
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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 ). 

La evidencia de encontrar este patógeno en muy 
bajas concentraciones, se ha demostrado tam
bién en trabajos realizados en Santafé de Bogo- · 
tá, donde no se encontraron muestras pósitivas 
para E. coli 0157: H7 en alimentos (Luna et al. 
1996), o se encontró en prevalencias bajas 
(8.6%) en carne de hamburguesa. (Alarcón & 
Moreno 1997). 

Por esta razón se hace necesaria la evaluación 
de nuevos métodos, cada vez más sensibles para 
determinar la presencia de E. coli O 157 
(Niroomand & Lord 1994). 

En este estudio se realizó la validación de dos 
técnicas utilizadas, la técnica rápida utilizando 
Agar Fluorocult, para E. coli 0157: H7 y la téc
nica tradicional utilizando Agar Mac Conkey 
Sorbitol; obteniéndose que sólo 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 recuperó 1 a 4 UFC/ml de 
E. coli O 157 por diferentes métodos de identifi
cación, de lo cual se puede deducir, que los 
métodos evaluados en este estudio tienen una 
buena capacidad de recuperación del patógeno. 
Aunque existen métodos con porcentajes más 
altos de sensibilidad como los ensayos 
inmunoenzirnáticos y las técnicas moleculares 
de diagnóstico como las pruebas de DNA y PCR 
entre las cuales también se han utilizado para la 
detección de genes de E. coli 0157 y la detección 
del plásmido p0157 (hemolisinagen) entre otros 
(Post, 1998). 

Los resultados obtenidos en este estudio mos
traron que las dos técnicas ensayadas presenta
ron el mismo porcentaje de recuperación de 
Esclzericlzia coli 0157 y que el método rápido 
utilizando Agar Fluorocult, para E. coli 0157: 
H7 permitió obtener resultados presuntivos en 

27 



Franco U. Lina; Vargas P. Ximena; Mendoza l. Albe11o; Bayona R. Martín; Plaza Ada 

24 horas y resultados confirmatorios en 48 ho
ras. En contraste con el método tradicional uti
lizando agar Mac Conkey Sorbitol permitió ob
tener resultados presuntivos en 24 horas y 
resultados confirmatorios en cinco días. 

En el análisis de las muestras se observó que a 
pesar de las ventajas en la reducción de costos y 
tiempo de análisis, ofrecidos por métodos rápi
dos corno el usado en este estudio, se hacen ne
cesarias las pruebas de biotipificación para 
obtener resultados más confiables en la deter
minación de E. coli O 157, tal corno se recomien
da en el trabajo realizado por Luna et al. (1996). 

En este estudio se empleó agua peptonada 
tarnponada al 1% + novobiocina, con el fin de 
mejorar la sensibilidad de la prueba e inhibir el 
desarrollo de otros organismos sin afectar la re
cuperación de E. coli 0157 corno lo han sugeri
do en métodos de aislamiento de E. coli 
enterohernorrágica por Benett (1990). 

El medio de cultivo utilizado en la técnica rápi
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 corno 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. colí 0157: H7. Por ello se sugiere en diversos 
estudios la adición de suplementos al medio de 
cultivo que inhiban la carga microbiana acom
pañante corno el Cefixime - Telurito para darle 
más selectividad al Agar Mac Conkey Sorbitol 
o la adición de sustratos crornogénicos corno el 
caso del (5-Brorno-4 cloro-3-indoxil-b-D
glucorónido (BCIG) (Doyle & Shoeni1990, 
Wright et al. 1994, Padhye et al. 1992). Sin em
bargo, aunque no debiera presentarse, en elAgar 
Fluorocult, para E. coli0157: H7 se observó que 
42 (14%) muestras presuntivas de ser E. coli 
O 157 de las 300 muestras analizadas, fueron fal
sos positivos, de las cuales solo una fue confir
mada de ser E. coli 0157 por serología. 

Los microorganismos utilizados en este estudio 
corno controles positivos y ecornétricos de pro
ductividad y selectividad permitieron evaluar la 
sensibilidad de los medios sólidos selectivos, 
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para el desarrollo del microorganismo deseado, 
en este caso E. coli 0157 y la resistencia a la 
colonización por microorganismos indeseados 
así corno la sensibilidad de los medios no selec
tivos (OPS, 1994). 

A pesar de tener corno primer parámetro de sos
pecha la presencia de E. coli 0157 por el hecho 
de no fermentar el sorbitol, no existe la seguri
dad que esta característica sea la determinante 
para aceptarse corno positiva o negativa una co
lonia aislada en un medio selectivo para este 
patógeno, debido a que se han realizado estu
dios donde se encontraron cepas mutan tes 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 
metabólico y debido a esto pasar inadvertidas 
en un estudio que se lleve a cabo, esto podría 
ser fatal, al presentarse un brote con un cepa con 
estas características, debido a la toxicidad de la 
E. colí 0157 poniendo en riesgo la vida de los 
directamente afectados, corno lo sugiere Cizek, 
et al, 1999 y Fratamico et al, 1993 en sus estu
dios. 

La ausencia de producción de toxinas en las ce
pas identificadas, pudo estar relacionada con una 
pérdida del gen correspondiente; lo que puede 
suceder porque la cepa tuvo muchos subcultivos, 
corno lo dicen sus estudios Nataro & Kaper 
(1998), lo cual disminuye la posterior pato
genicidad en humanos y permite sugerir el me
joramiento del proceso microbiológico en la re
cuperación de las cepas en el laboratorio. 
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FIGURA l. Método A. Agar Mac Conkey Sorbitol. 
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FIGURA 2. Método B. Agar Fluorocult, para E.coli 0157:H7 
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