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Resumen

Se determino la viabilidad de Escherichia coli O157:H7 en queso guayanés de manufactura ar-
tesanal, evaluando distintos esquemas de aislamiento basados en separacién inmunomagnética
(SIM). Unidades de queso (25 g) fueron inoculadas con 25y 250 cel/g del patégeno y almacenadas a
4°C. Las piezas se analizaron los dias 0, 2, 6, 8 y 10 post-inoculacion a través de distintos esquemas
de separacion inmunomagnética (SIM) que incluian dos caldos de enriquecimiento: agua de pepto-
na buferada sin inhibidores (APB-SI) y agua de peptona buferada con vancomicina, cefixime y teluri-
to (APB-VCT) y dos agares de aislamiento del inmunoseparado: agar MacConkey sorbitol (MCS) y
agar MacConkey sorbitol con telurito y cefixime (MCS-TC). Los resultados demostraron la viabili-
dad del pat6geno hasta por 10 dias post-inoculacion y en el transcurso de este tiempo, para algunos
de los esquemas aplicados sobre la base de SIM, se logr6 un incremento en los porcentajes de recupe-
racion, lo que indica que el niimero de células inoculadas se elevo con el tiempo. En cuanto a la utili-
dad de la SIM para la recuperacion del patégeno, se observo variaciones en los porcentajes de aisla-
miento en funcion del caldo de enriquecimiento y el nivel de células inoculadas. Los mayores porcen-
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tajes de recuperacion se obtuvieron en las piezas inoculadas con 250 cel/g, con rangos del 35 al
85% (dia 0 y 10 respectivamente) en el mejor de los esquemas SIM (APB-SI/SIM/MCS), mientras
que para niveles de 25 cel/g, en el mejor de los casos (APB-SI/SIM/MCS), durante los primeros 6
dias no supero6 el 15%. El caldo de enriquecimiento de mejor desempeno fue APB-SI (p <0,05) y no
se observo diferencias en los porcentajes de recuperacion (p>0,05) en funcion de los agares utiliza-
dos (MCS y MCS-TC) para la siembra del inmunoseparado.

Palabras clave: Escherichia coli O157:H7, Separaciéon inmunomagnética, Queso.

Abstract

The viability of an Escherichia coli O157:H7 strain in cottage-industry Guayanes cheese was
determined by evaluating several isolation protocols based on immunomagnetic separation
(IMS). Cheese units (25 g) were inoculated with 25 and 250 cel/g of this pathogen and stored at
4°C. The pieces were analized at 0, 2, 6, 8 and 10 days post-inoculation through several IMS proto-
cols including two enrichment broths: buffered peptone water without inhibitors (BPW-WTI) and
buffered peptone water with vancomicyn, cefixime and telurite (BPW-VCT) and two immunosepa-
ration isolation agars: MacConkey-sorbitol agar (MSA) and MacConkey-sorbitol agar with ce-
fixime and telurite (MSA-CT). Results demonstrated the viability of the pathogen for up to 10 days
post-inoculation, and during this time, for some of the schemes applied on the IMS base, an in-
crease in recovery percentages was achieved, indicating that the number of inoculated cells in-
creased with time. In terms of the utility of IMS for recovering the pathogen, variations in the isola-
tion percentages were observed in terms of the enrichment broth and the level of inoculated cells.
The biggest recovery percentages were obtained in pieces inoculated with 250 cel/g, with ranges
between 35 and 85% (days 0 and 10 respectively) in the best IMS scheme (BPW-WI/IMS/MSA),
while, at levels of 25 cel/g, in the best case (BPW-WI/IMS/MSA), 15% was not surpassed during
the first six days. The best performing enrichment broth was BPW-WI (p<0.05) and differences in
the recovery percentages (p>0.05) were not observed in relation to the agars (MSA and MSA-CT)
used for sowing the immunoseparator.
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Introduccion

Escherichia coli O157:H7 es quizas el pa-
togeno emergente, transmitido por alimentos,
mas importante de las altimas tres décadas.
Es una bacteria asociada con la produccion de
colitis hemorragica, ademas de inducir tras-
tornos de mayor severidad como el sindrome
urémico hemolitico, este tltimo una compli-
cacion grave, sobre todo en nifios, que en algu-
nos casos es mortal (1). La virulencia del mi-
croorganismo radica fundamentalmente en la
produccion de dos potentes toxinas denomi-
nadas toxinas “tipo Shiga” (TTS) por su rela-

cion antigénica y funcional con la toxina ex-
presada por la especie Shigella dysenteriae
tipo 1. Estas ocasionan inhibicién de la sinte-
sis de proteinas, siendo especialmente vulne-
rables las células del epitelio intestinal y las
células del endotelio vascular (2).

Una amplia variedad de alimentos han
sido involucrados como vehiculos de este pa-
togeno, entre los cuales, los derivados lacteos
han jugado un rol importante. Brotes por
consumo de leche no pasteurizada, yogur y
quesos han sido reportados y estan amplia-
mente descritos en la literatura (1, 3, 4). En
cuanto a los quesos, dado el potencial de
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transmision que tienen, se han desarrollado
investigaciones destinadas a aportar infor-
maciéon que permita predecir el comporta-
miento y supervivencia de Escherichia coli
0O157:H7 en este tipo de alimento. Los resul-
tados denotan que su viabilidad esta condi-
cionada por varios factores, entre ellos, acti-
vidad de agua (aw), pH, flora bacteriana y
fangica asociada, maduracion, temperatura
de almacenamiento, nimero de células del
patogeno y el proceso de manufactura, entre
otros. Esto significa que el comportamiento
del patdgeno, segin el tipo de queso, es varia-
do; por ejemplo, en queso tipo mozzarella se
demostro supervivencia del microorganismo
si la temperatura de cuajado e hilado esta por
debajo de 70°C (5). En quesos artesanales de
consumo masivo, en India, hallaron que E.
coli O157:H7 sobrevive durante la manufac-
tura y el almacenamiento (6). Asi mismo, en-
sayos realizados por Lekkasy col. (4), demos-
traron la supervivencia de este serotipo ino-
culado en bajas dosis (100 y 500 células/g)
en quesos tipo Galotyri (Grecia).

Otro de los problemas en relacién con
Escherichia coli O157:H7, es lo concerniente
a las bajas dosis requeridas para que ocurra
la infeccion; en este sentido, la dosis necesa-
ria oscila entre 1 y 100 células por gramo (7,
8). Ante esta perspectiva, es necesario que las
técnicas destinadas a su recuperacion posean
excelente especificidad y sensibilidad para
garantizar un diagnoéstico preciso. En este
contexto, la técnica de separacion inmuno-
magnética (SIM) se presenta como una he-
rramienta til para capturar pocas células del
patdégeno sobre todo en matrices complejas
como heces y alimentos. Sin embargo, ésta
presenta algunas dificultades tales como ad-
sorcion inespecifica de otras bacterias gram-
negativas, lo que necesariamente implica
evaluar cuales serian las mejores condiciones
de preenriquecimiento de las muestras pre-
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vio a SIM y que medios de cultivo permitirian
un mejor crecimiento de las células captura-
das (9).

En este contexto, dada la baja calidad
sanitaria de muchos de los productos lacteos
que se expenden en nuestro pais y por ende
con potencialidad de ser vehiculo de patoge-
nos bacterianos (10, 11, 12) y en virtud de las
implicaciones que han tenido los quesos, a
nivel mundial, como vehiculos de Escheri-
chia coli O157:H7, en el presente estudio, se
determino la viabilidad de un aislado de este
patogeno inoculado artificialmente en queso
blanco aretsanal tipo “Guayanés” y se evalud
el mejor esquema de aislamiento a utilizar,
teniendo como eje central la técnica de SIM.

Materiales y Métodos

Cuantificacion de flora mesoéfila y
coliformes totales en muestras de que-
sos: con la finalidad de cuantificar la flora
mesofilay coliformes totales se analizaron un
total de 20 muestras de quesos, incluyendo
aquellas utilizadas para preparar las unida-
des experimentales. Se sigui6 la metodologia
descrita por normas COVENIN (13, 14).

Aislado utilizado en la inoculacion
artificial de los quesos: un aislado de Es-
cherichia coli O157:H7 provisto por el Centro
Venezolano de Colecciones de Microorganis-
mos (CVCM), Instituto de Biologia Experi-
mental, Universidad Central de Venezuela,
catalogada con el nimero CVCM-442 (deri-
vada de la cepa ATCC: 35150) fue utilizado
para la contaminacion artificial de las unida-
des experimentales de queso guayanés. La
viabilidad del mismo fue mantenida en agar
cerebro corazéon (ACC) semisoélido con sub-
cultivos bimensuales. Para el momento de la
inoculacién se obtuvo un cultivo en caldo ce-
rebro corazén (CCC) de 24 horas a 35°C, a
partir del cual se prepard el indculo a aplicar
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en las unidades experimentales. La manipu-
lacion del aislado, el manejo de las unidades
experimentales contaminadas y el desecho
del material biologico, se realiz6 aplicando
estrictamente todas las medidas indicadas
para patogenos catalogados en el nivel 2 de
bioseguridad, formuladas por el Centro para
el Control de Enfermedades, Atlanta, Esta-
dos Unidos (15).

Preparacion del inéculo de Esche-
richia coli O157:H7 para la contamina-
cion artificial de las unidades experi-
mentales: A partir del cultivo de Escheri-
chia coli O157:H7 en CCC (24 horas/ 35°C),
se tomaron alicuotas que se depositaron en
un volumen de buffer fosfato salino con
tween 20 (BFS-T20, pH: 7,2), ajustandose la
densidad bacteriana a la equivalente de un
patron de MacFarland N° 1 (3,0 X 108 bacte-
rias/ml) por comparacion espectrofotomé-
trica, a una absorbancia de 520 nm (Stat Fax
303 Plus, Palm City, USA). De esta suspen-
sion se procedio a realizar diluciones decima-
les en PBS-T20 hasta lograr la densidad bac-
teriana requerida para la contaminacion de
las unidades experimentales.

Preparacion de las unidades expe-
rimentales de queso guayanés e inocu-
lacion artificial con el aislado de Es-
cherichia coli O157:H7: Se prepararon
unidades experimentales de queso guayanés
de 25 g cada una, todas provenientes de blo-
ques de mayor tamafio pertenecientes a un
mismo lote, sobre las cuales se ensayaron dos
niveles de in6culo del patoégeno (250 cel/g y
25 cel/g). Se prepararon 10 unidades experi-
mentales (inoculadas a niveles de 25 cel/g), 5
unidades para ser evaluadas, una a la vez, a
los dias 0, 2, 6, 8 y 10, post-inoculaciéon y en
las que se utiliz6 como medio de enriqueci-
miento, previo a la SIM, agua de peptona bu-
ferada sin inhibidores (APB-SI) y otras 5 uni-
dades analizadas en los dias antes menciona-
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dos pero enriquecidas en agua de peptona
buferada con inhibidores como vancomicina
(8 mg/L), cefixime (0,05 mg/L) y telurito
(2,5 mg/L) (APB-VCT). Todas las unidades
experimentales inoculadas, fueron almace-
nadas en refrigeracion a 4 + 1°C hasta su enri-
quecimiento. Asi mismo, otras 10 unidades,
pero inoculadas con niveles del patégeno de
250 cel/g, fueron procesadas experimental-
mente bajo los esquemas anteriormente des-
critos. Homogenizadas las unidades experi-
mentales en sus respectivos caldos de enri-
quecimiento, éstos se incubaron a 35°C du-
rante 18 horas. Asi mismo, por cada nivel de
inoculo y en los dias antes sefialados, se apli-
caron ambos tratamientos de enriquecimien-
to, sobre unidades experimentales no inocu-
ladas, las cuales, representaron las muestras
controles sin inocular. Este disefo experi-
mental se aplico por triplicado, espaciados en
periodos de tiempos distintos.

Aplicacion de separacion inmuno-
magnética (SIM): Transcurrida la incuba-
cion de los caldos de enriquecimiento se
tomo¢ alicuotas de 1 ml para realizar dilucio-
nes decimales en PBS-T20 hasta 1073. A par-
tir de esta dilucion se tom6 1 ml y deposit6 en
tubos Eppendorf de 1,5 ml donde previamen-
te se habia colocado 20 pl de inmunoperlas
magnetizadas sensibilizadas con anticuerpos
especificos contra Escherichia coli 0157
(Dynabeads anti-E. coli O157, DYNAL BIO-
TECH, Oslo, Noruega). Esta mezcla fue colo-
cada en rotador de bajas revoluciones (Multi
Purpose Rotator, SCIENTIFIC INDUS-
TRIES, INC, Sprinfild, USA) por 10 minutos
a temperatura ambiente. Culminado el tiem-
po, los tubos se colocaron en el equipo de in-
munoseparacion (MPC-10, DYNAL BIO-
TECH, Oslo, Noruega), aplicAndose un cam-
po magnético para la concentracion de las es-
feras. Se descart6 el sobrenadante y se retir6
el magneto. Desprendidas las esferas de las
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paredes del tubo, fueron resuspendidas en 1
ml de solucion de lavado (PBS-T20, pH: 7,2);
procedimiento que se repitié por cinco veces.
De la suspension de inmunoperlas del altimo
lavado se tomo alicuotas de 25 ul las cuales se
depositaron sobre agar MacConkey sorbitol
(MCS) y agar MacConkey sorbitol suplemen-
tado con telurito (2,5 mg/L) y cefixime (0,05
mg/L) (MCS-TC), incubandose a 35°C por 24
horas. Una muestra aleatoria de 10 colonias
no fermentadoras de sorbitol (comparables a
las colonias incoloras del aislado CVCM-442
sobre los dos agares) obtenidas en ambos
medios, fueron -caracterizadas fenotipica-
mente y sometidas a aglutinaciéon con anti-
suero especifico (Anti-E. coli 0157, FUVE-
SIN-UCV, Caracas, Venezuela) para su con-
firmacién como Escherichia coli O157:H7.
Esta muestra aleatoria se usé para la obten-
cion del porcentaje de células viables de Es-
cherichia coli O157:H7 recuperadas por uni-
dad experimental para cada tratamiento.

Analisis estadistico: Los experimen-
tos fueron realizados por triplicado, aplican-
dose analisis de varianza (ANAVAR) para es-
tudiar los efectos de los distintos esquemas
de SIM (enriquecimiento, agares, inéculo) en
los porcentajes de recuperacion (paquete es-
tadistico: Statgraph version 2,1).

Resultados

El porcentaje de células viables de Es-
cherichia coli O157:H7 recuperados luego de
aplicados los distintos esquemas de recupe-
racion, cuyo eje central fue la SIM, se presen-
tan en las Figuras 1y 2. Los protocolos in-
cluian dos tipos de caldos de enriquecimiento
previos a la SIM y dos clases de agares para la
inoculacion del inmunoseparado. Aunque
hubo variaciones en los porcentajes de recu-
peracion del aislado, segtn el protocolo apli-
cado, la viabilidad del pat6geno en las unida-
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des experimentales de queso guayanés fue
demostrada en el transcurso de diez (10) dias
de almacenamiento a 4°C para ambos niveles
de inoculaciéon. Asi mismo, el patégeno no
fue recuperado, de forma natural, en las uni-
dades experimentales sin inocular (controles
sin inocular). El recuento de aerobios mesofi-
los en las muestras de quesos (n=20) se ubico
en una media de 1,1 X 107 UFC/g (maximo:
3,2 X107 UFC/gyminimo: 5,1 X 105UFC/g) y
de coliformes totales, en promedio, fue de 1,2
X 105UFC/g (méaximo: 3,5 X 105 UFC/g y mi-
nimo: 6,2 X103 UFC/g) (datos no tabulados).

En la Figura 1, se observa el comporta-
miento del aislado inoculado a razéon de 25
cel/g de queso. El porcentaje de aislamientos
positivos en el transcurso de los primeros 6
dias, para todos los protocolos, no fue mayor
de 15%. Entre el sexto y décimo dia la tasa de
recuperacion se incremento en los esquemas
de aislamiento, donde el enriquecimiento se
realiz6 en APB-SI para ambos agares. Estos
porcentajes oscilaron entre un 10% a 50% al
usar APB-SI/SIM/MCS y de 3% a 60% al uti-
lizar APB-SI/SIM/MCS-TC. En los trata-
mientos donde se us6 APB-VCT/SIM/MCS-
TC, la maxima deteccidon de células viables
fue de un 35% al octavo dia, mientras que en
los dias previos, la recuperacion no supero el
15%. El aislamiento con APB-VCT/SIM/MCS
solo permitié recuperacion del patégeno en
las unidades experimentales procesadas al
segundo y sexto dia, siendo nulo su aisla-
miento en el resto de los analisis.

En las unidades inoculadas con 250
cel/g (Figura 2), con el uso de APB-SI/ SIM/
MCS, los porcentajes de recuperacion se in-
crementaron desde un 35% obtenido en el dia
0 hasta un 80% para el octavo dia, con una
declinacion considerable (15%) para el déci-
mo dia. Igual tendencia se observo con el uso
de APB-SI/SIM/MCS-TC, aumentando la
tasa de aislamiento desde un 10% a un 90%
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Figura 1. Recuperacion de Escherichia coli 0157:H7 en unidades experimentales (25 g de queso
Guayanés) inoculadas con 25 células/g segiin caldo de enriquecimiento y medio de cul-
tivo usado en la separacion inmunomagética.
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Figura 2. Recuperacion de Escherichia coli 0157:H7 en unidades experimentales (25 g de queso

Guayanés) inoculadas con 250 células/g segtin caldo de enriquecimiento y medio de
cultivo usado en la separacién inmunomagética.

entre el dia 0 y sexto dia respectivamente, de-
clinando a un 60% para el décimo dia. Luego
de aplicar APB-VCT/SIM/MCS, un incre-
mento sostenido en la recuperacion del mi-
croorganismo se produjo entre el segundo y
octavo dia (desde un 10% hasta un 70% res-
pectivamente), disminuyendo a un 10 % en el
décimo dia. El esquema APB-VTC/ SIM/
MCS-TC fue el de peor desempeio, siendo la

tasa maxima de recuperacion de tan sblo un
7% en el dia ocho.

En concordancia con lo descrito, el anali-
sis estadistico arrojé diferencias significativas
en los porcentajes de recuperacion del patoge-
no, en las unidades experimentales inoculadas
artificialmente, segiin el esquema de SIM apli-
cado. El mayor porcentaje de recuperacion, se-
gln el tipo de caldo de enriquecimiento aplica-
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do, se obtuvo al usar APB-SI para ambos in6-
culos (p<0,05). Por el contrario, no se obser-
vo diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) en funcion del tipo de agar utiliza-
do, resultando igualmente efectiva la recupe-
racion al sembrar tanto en MCS como MCS-
TC. El nimero de células del patogeno por
gramo de queso influy6 significativamente
(p<0,05) en los porcentajes de recuperacion
siendo mayores a niveles de 250 cel/g.

Discusion

En Venezuela oficialmente no se han
descrito brotes por el consumo de alimentos
contaminados con Escherichia coli O157:H7,
sin embargo, su aislamiento ha sido reporta-
do en rebafios de ganado bovino en algunas
zonas del pais, al igual que en algunos ali-
mentos expendidos en mercados populares
(16, 17). Asi mismo, en paises como Argenti-
na, Brasil y Uruguay se han reportado casos
de infeccion por este patdgeno, incluyendo
algunas muertes, en los cuales alimentos de
origen animal, entre ellos lacteos, fueron los
vehiculos de transmisién (18, 19, 20). Esto
permite inferir que existen cepas circulantes
en la region, particularmente en Venezuela,
que podrian representar un riesgo latente
para la salud puablica. En este contexto, deri-
vados de la leche que se fabrican artesanal-
mente en Venezuela podrian intervenir como
vehiculos de muchos patogenos, incluyendo
el serotipo hemorragico O157:H7. Cabe con-
siderar, que estudios realizados en el pais so-
bre algunos de estos productos y en especial
en quesos con caracteristicas similares a los
utilizados en esta investigacion (queso tipo
“telita”, queso “de mano”), han demostrado
una calidad microbiologica precaria, lo que
refuerza esta posibilidad (10, 11, 12).

En los ensayos realizados en la presente
investigacion, sobre el comportamiento de
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un aislado de Escherichia coli O157:H7 en
queso tipo Guayanés, se demostro la viabili-
dad de este patogeno hasta por diez (10) dias
post-inoculacion en unidades experimenta-
les contaminadas con niveles de 25 y 250
cel/g y almacenadas a temperaturas de 4 +
1°C. Asi mismo, no sélo se demostro la super-
vivencia en este periodo, sino, que en algunos
de los esquemas aplicados para su deteccion
sobre la base de SIM, el porcentaje de células
viables caracterizadas como E. coli O157:H7
se elevo durante el tiempo de almacenamien-
to, lo que se puede inferir como un incremen-
to en su nimero. Por ejemplo, al aplicar el es-
quema APB-SI/SIM/MCS, en las unidades
inoculadas con 25 cel/g, el porcentaje de cé-
lulas viables recuperadas se increment6 des-
de niveles de 5% en el dia 0 hasta 50% para el
dia 10; asi mismo, al usar el esquema APB-
SI/SIM/MCS-TC la tasa de aislamiento se
elevo desde un 10% (dia 0) hasta un 73%, en
promedio, entre el sexto y décimo dia (Figu-
ras 1y 2). Por otra parte, este patogeno de-
mostr6é habilidad para sobrevivir ante una
flora mesoéfila elevada (media: 1,1 X 107
UFC/g), incluyendo un nimero apreciable de
coliformes totales (media: 1,2 X 105 UFC/g),
este altimo aspecto es bien importante por
cuanto denota una calidad sanitaria inade-
cuada de las piezas de queso utilizadas en la
investigacion. En todo caso, se corrobora lo
expresado en la literatura, donde se define a
Escherichia coli O157:H7 como un competi-
dor considerable ante flora mixta, incluyen-
do bacterias acido lacticas y otros miembros
de la familia Enterobacteriaceae (21).

De todo lo anterior se desprende que de
haber fallas durante el procesamiento o in-
clusive contaminacién cruzada con este pato-
geno, aun a niveles considerados como bajos
(25 y 250 cel/g), la supervivencia del micro-
organismo en queso blanco fresco tipo gua-
yanés es posible y no conforme con esto, es
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probable que haya un incremento en su na-
mero durante el almacenamiento. Esto es im-
portante, por cuanto la sobrevivencia del mi-
croorganismo en leche cruda almacenada en
refrigeracion, durante dias ha sido demostra-
da aun en condiciones donde la flora mesofila
acompanante es numerosa y la cantidad del
patogeno es baja (1, 22). De este modo, la ela-
boracién de quesos con leche cruda no pas-
teurizada, tal y como generalmente ocurre en
la fabricacion artesanal de quesos frescos en
Venezuela, representa un riesgo latente. De
existir falla en el procesamiento del queso,
por ejemplo, contaminacién cruzada durante
la formacion del cuajo y fallas en la tempera-
tura de coccién, durante la formaciéon de la
pastay el hilado, un nimero remanente de E.
coli O157:H7 podria sobrevivir. De esta ma-
nera, este patéogeno permaneceria viable e in-
cluso pudiera multiplicarse bajo las condicio-
nes de almacenamiento del queso a nivel de
expendedores (refrigeracion en el mejor de
los casos). Este aspecto ha sido evaluado,
tanto para quesos frescos como para quesos
madurados y representa un punto critico en
la inocuidad de algunos tipos de quesos. En
queso Mozarella preparado con leche no pas-
teurizada inoculada con niveles de Escheri-
chia coli O157:H7 de 105 UFC/ml, una dismi-
nucion de la temperatura de hilado y coccion
de 80°C a 70°C, durante el procesamiento,
conlleva a la presencia de un nimero de célu-
las que permanecen viables durante semanas
en piezas de queso refrigeradas (5). En que-
sos artesanales tipo Galotyri, quesos de alta
acidez y una flora lactica apreciable, este pa-
togeno fue capaz de sobrevivir hasta por 28
dias en porciones de quesos almacenadas
tanto a 4°C como a 12°C, con in6culos proxi-
mos a 103 UFC/g (4). De igual forma, durante
la manufactura y almacenamiento de quesos
madurados la sobrevida y crecimiento del
microorganismo fue demostrada, ain en
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quesos preparados con leche contaminada
con pocas células del patégeno (entre 10 y
100 UFC/ml); en este caso la sobrevida fue
descrita hasta por 60 dias bajo condiciones
de refrigeracion (23).

En cuanto a la utilidad de la SIM para la
recuperacion del microorganismo en las uni-
dades experimentales inoculadas, esta técni-
ca presento variaciones en los porcentajes de
aislamiento de células viables en funcion del
esquema aplicado y el nivel de células inocu-
ladas. Se observé diferencias estadisticamen-
te significativas en los porcentajes de recupe-
racion segin el nivel de inoculo, obteniéndo-
se mayores valores en las unidades inocula-
das con 250 cel/g. De hecho, a niveles bajos
del patogeno (25 cel/g) durante los primeros
6 dias, para el mejor de los esquemas
(APB-SI/SIM/MCS), el porcentaje de recu-
peracion no supero6 el 15%, lo que indica que
en presencia de pocas células del microorga-
nismo, la SIM presento6 ciertas limitaciones.
Para este mismo esquema, a partir del octavo
dia, la técnica mejor6 su desempeiio alcan-
zando porcentajes cercanos al 50%, incre-
mento que podria tener explicacion sobre la
base de un aumento en el nimero de patoge-
nos con respecto al inoculo inicial, aspecto
que fue discutido con anterioridad. A niveles
de 250 cel/g la metodologia SIM mejord su
capacidad de recuperacion, con rangos que
oscilaron entre 35% a 85% para APB-SI/
SIM/MCS y 10% a 80% para APB/SIM
/AMS-TC, durante los primeros 8 dias. El
analisis estadistico permitié distinguir dife-
rencias en los porcentajes de recuperacion
segun el tipo de caldo de enriquecimiento
usado; de hecho, los mayores porcentajes de
deteccibén, para ambos in6culos, se lograron
al enriquecer en APB-SI en comparacion con
los obtenidos al usar APB-VCT (p<0,05). Es-
tos datos ratifican la utilidad del caldo APB
sin aditivos como medio de enriquecimiento
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de patdgenos alimentarios en matrices com-
plejas. Este medio se recomienda para la re-
cuperacion de células lesionadas por cuanto
mantiene el pH y aporta nutrientes indispen-
sables para el desarrollo, siendo descrito por
diversos autores como medio de enriqueci-
miento ideal previo a SIM (24, 25). Al pare-
cer, el agregado de ciertas sustancias inhibi-
doras en el caldo APB, fundamentalmente ce-
fixime, puede jugar un rol en la inhibicion de
E. coli O157:H7 cuando se encuentra en bajo
numero. Algunos autores recomiendan dis-
minuir a la mitad la concentracion tanto del
antibiotico como del telurito para evitar esta
situacion (7).

En relacion con los medios usados para
el aislamiento de las células de Escherichia
coli O157:H7 inmunocapturadas, los datos
obtenidos demostraron que no existen dife-
rencias estadisticamente significativas en los
porcentajes de recuperacion segin el agar
utilizado (MCS-SI y MCS-TC) resultando
ambos, igualmente utiles para este proposito.
Esto ha sido corroborado en otras investiga-
ciones, inclusive una presentada por este
grupo de trabajo (9, 26). Sin embargo, en la
literatura existen estudios donde se reco-
mienda el uso de medios diferenciales (MCS
o cromogénicos) con el agregado de sustan-
cias inhibidoras, para evitar el crecimiento de
otros miembros de la familia Enterobacte-
riaceae sorbitol negativos y otros bacilos
gramnegativos no fermentadores que deno-
tan esta caracteristica y que pueden adherir-
se inespecificamente durante la SIM; de esta
forma se evita confusion al momento de la
pesquisa de colonias tipicas incoloras de Es-
cherichia coli O157:H7 (8). En este sentido,
es importante destacar que en el presente es-
tudio durante la aplicacion de la SIM hubo
adsorcidn, sobre las inmunoperlas magneti-
zadas, de otros grupos bacterianos sorbitol
negativos entre los que destacaron microor-
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ganismos tales como: complejo Enterobacter
agglomerans, Escherichia coli no-O157 y
Pseudomonas alcaligenes (datos no tabula-
dos), quienes presentaron crecimiento consi-
derable tanto en MCS-SI como sobre MCS-
TC y cuyas colonias fueron indistinguibles,
desde el punto de vista morfologico, del sero-
tipo O157. Esto permite inferir que los inhibi-
dores afiadidos aparentemente no marcaron
una diferencia sustancial en cuanto a la selec-
tividad del MCS-TC frente a otros microorga-
nismos no-0157; asi mismo, se corrobord
que durante la aplicacion de SIM ocurre cap-
tura tanto especifica (reacciones cruzadas)
como inespecifica (intervencion de fuerzas
quimicas de distinta indole) de grupos bacte-
rianos no-0157, aspecto que ha sido plantea-
do por diversos autores (25, 27).

En conclusion, la viabilidad de Escheri-
chia coli O157:H7 en queso tipo guayanés
fue demostrada por al menos diez dias bajo
condiciones de refrigeracion (4°C). Asi mis-
mo, su aislamiento a través de SIM fue posi-
ble, no obstante, hubo variaciones en los
porcentajes de recuperacion en funciéon del
tipo de caldo de enriquecimiento usado y ni-
vel de in6culo, no siendo afectada la tasa de
aislamiento por el tipo de agar usado. El es-
quema basado en SIM de mejor desempefio,
para ambos in6culos, fue aquel donde el en-
riquecimiento se realiz6 en APB-SI indepen-
dientemente siluego la siembra se realiz6 en
MCS o MCS-TC.
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