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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) constituyen un desafio
importante para la salud publica mundial. Estimando que 1 de cada 10 personas
enferman cada afio y alrededor de 420.000 mueren por esta razén. Estas son
causadas por el consumo de agua o alimentos contaminados por agentes
infecciosos como: hongos, virus, parasitos y bacterias. Entre las bacterias se
encuentra Escherichia coli, que generalmente no es perjudicial para los seres
humanos, sin embargo, existen serotipos patégenos como la E. coli O157:H7
que en el 16% de los casos provoca el sindrome hemolitico urémico (SHU) que
llega a ser mortal. En la presente investigacion se plante6 determinar la
prevalencia de Escherichia coli O157:H7, en carne de res molida, en los
mercados municipales de Quito, evaluando la presencia de esta bacteria con
medios de cultivo especificos, pruebas bioquimicas y un kit de tira especifico
para E. coli O157. Obteniendo como resultados de las 50 muestras tomadas, el
100% fueron positivas para presencia de enterobacterias, que son consideradas
patdgenas para los seres humanos; en la prueba de indol el 98% fue positiva
para la presencia de E. coli que tiene limites en la norma NTE INEN 1346, por lo
que es necesario realizar un conteo bacteriano para su posterior evaluacion; en
la tincion Gram en todas las muestras existid la presencia tanto de bacterias
Gram Positivas como Gram Negativas y el 100% fueron positivas en la prueba
de tira rapida para identificar la presencia de E. coli O157. Concluyendo que
existio la presencia de E. coli O157 y sus otros tipos de H que también tienen
factores de virulencia, y la posible presencia de E. coli O157:H7, no obstante, se
recomienda realizar pruebas moleculares para su identificacion bacteriana
especifica, sin descartar una posible contaminacioén cruzada por el alto contenido
de resultados positivos. Otro resultado importante fue la posible presencia de
Salmonella typhimurium en el 16% de las muestras, concluyendo que no son
aptas para el consumo humano, bajo la norma NTE INEN 1346 que declara
ausencia total, por lo que es recomendable mejorar el manejo de los alimentos
en los mercados municipales de Quito.

Palabras clave: Escherichia coli, Carne de res molida, Enterobacterias.



ABSTRACT

Foodborne diseases (ETS) are a major challenge for global public health.
Estimating that 1 in 10 people get sick every year and about 420,000 die for this
reason. These are caused by the consumption of water or food contaminated by
infectious agents such as fungi, viruses, parasites and bacteria. Among bacteria
is Escherichia coli, which is generally not harmful to humans, however, there are
pathogenic serotypes such as E. coli O157: H7, which in 16% of cases causes
hemolytic uremic syndrome (HUS) that can be mortal. The present investigation
pretended to determine the prevalence of Escherichia coli O157: H7, in ground
beef, in the municipal markets of Quito, evaluating the presence of this bacterium
with specific culture media, biochemical tests and a specific strip kit for E. coli
0157. Obtaining as results of the 50 samples taken, 100% were positive for the
presence of enterobacteria, which are considered pathogenic for humans; In the
indole test 98% was positive for the presence of E. coli that has limits in the norm
NTE INEN 1346, reason why it is necessary to realize a bacterial count for its
later evaluation; Gram staining in all samples existed the presence of both Gram
Positive and Gram Negative bacteria and 100% were positive in the rapid strip
test to identify the presence of E. coli O157. Concluding that there was presence
of E. coli O157 and its other types of H that also have virulence factors, and the
possible presence of E. coli O157: H7, however, it is recommended to perform
molecular tests for specific bacterial identification, without discard a possible
cross-contamination by the high content of positive results. Another important
result was the possible presence of Salmonella typhimurium in 16% of the
samples, concluding that they are not appropriate for human consumption, under
the norm NTE INEN 1346 that declares total absence, so it is advisable to

improve food handling in the municipal markets of Quito.

Keywords: Escherichia coli, Ground beef, Enterobacteria.
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ANEXOS



1. Capitulo l. Introduccion

1.1. Introduccién

Las enfermedades transmitidas por alimentos fueron establecidas desde el siglo
X, con la enfermedad conocida como botulismo. En el siglo XIX Luis Pasteur
descubrié que las bacterias son capaces de producir la descomposicion en
alimentos. Y es hasta el siglo XIX donde la microbiologia, alcanza un alto
desarrollo y se establece el origen de las Enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAS). A partir de esto surgen los sistemas de calidad como las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y del Sistema de Analisis de Riesgos y
Puntos Criticos de Control (HACCP), pero pese a todos estos controles
prevalecen las enfermedades producidas por alimentos. Debido a las
diversidades socioculturales, variedad de alimentos y habitos de produccién que
van desde el principio de la cadena, hasta el proceso de llegada a los
consumidores, las enfermedades alimentarias siguen manifestandose debido a
malas practicas de manufactura, convirtiéndose en peligro para la salud publica
(Tapia, 2016).

En los ultimos afios, ha aumentado la preocupacién por consumir alimentos de
buena calidad por parte de los consumidores, y esto ha motivado a aumentar la
demanda de alimentos sanos y en buen estado. Por lo que la inocuidad
alimentaria ha sido la principal herramienta para mantener la buena salud del ser

humano.

Los brotes de enfermedades ocurridas por alimentos contaminados nos dan a
conocer que bajo ciertas circunstancias que pueden ser muy comunes aparecen
enfermedades con consecuencias graves que pueden llevar incluso a la muerte
(Dobroy, 2014).



Encontramos serotipos pertenecientes a la bacteria Escherichia coli con la
capacidad de producir fuertes toxinas como las verotoxinas, causantes de danos
severos en la mucosa intestinal. Entre ellas encontramos a E. coli
enterohemorragica, con su serotipo principal O157:H7, detectado en Estados
Unidos por casos de intoxicacion con hamburguesas en el afio de 1982 (Doyle,
2001).

E. coli O157:H7 es conocido como un patdégeno cuya transmision se da por
alimentos y es de gran importancia para la salud publica, principalmente porque
se encuentra involucrado con brotes de colitis hemorragica y también como
presunto causante del Sindrome Urémico Hemolitico. Su caracteristica principal
es que la cantidad de células que ocasionan la enfermedad va de 1 a 100 células,
lo que hace que los métodos tradicionales microbiolégicos sean necesarios para

garantizar seguridad alimentaria.

E. coli O157:H7 se encuentra en la microbiota del tracto intestinal del ganado
vacuno sano, pero en los distintos puntos del procesamiento de la carne se
puede contaminar con material fecal, haciendo que la carne se contamine con
esta bacteria incluso antes de salir del matadero. Cuando las personas
consumen esta carne contaminada con E. coli O157:H7 desarrollan algunos
sintomas como: diarrea leve o diarrea grave acompafada con dolores

abdominales.

Entre la poblacion sensible a ser contagiada con E. coli O157:H7 tenemos a los
nifos, personas de la tercera edad, personas con enfermedades graves como:
cancer, SIDA y personas inmunodeprimidas, aunque todos los grupos de

cualquier edad pueden llegar a contagiarse (FDA, 2012).



La incidencia de casos a nivel mundial desde su primer brote en el afio de 1982
ha ido incrementando en el mundo en diferentes paises, pero gracias a nuevos
sistemas de calidad y vigilancia se ha logrado controlar gradualmente. Debido a
que E. coli O157:H7 es considerado un patdgeno de elevada importancia para la
salud publica, es necesario determinar la prevalencia de esta bacteria en la carne

molida de res, y asi conocer la incidencia de la misma.

1.2. Formulacion del Problema

Durante las ultimas décadas, se han identificado numerosos patdégenos los
cuales son transmitidos por alimentos como es el caso de E. coli O157:H7, asi
como también nuevos meétodos de propagacion de los mismos (Dabroy, 2014).
Los microorganismos poseen la habilidad de adaptarse a su medio ambiente y
evolucionar rapidamente lo cual constituye nuevos retos microbioldgicos
principalmente para las personas implicadas en las industrias alimentarias
(Dabroy, 2014).

En el Ecuador se ha identificado el fenotipo E. coli O157:H7 en materia fecal
recogida (Trueba et al., 2013). Esta bacteria puede transmitirse al ser humano
por alimentos contaminados con estiércol del rumiante como carne molida, los
jugos y lacteos no pasteurizados, verduras y frutas constituyen otra forma de
transmision. De igual manera son numerosos los casos asociados al consumo
de agua contaminada y por contaminacién cruzada: equipos, manipuladores y
utensilios (Rubeglio y Tesone, 2007). Los actuales estudios demuestran que en
el ganado vacuno existe un alto nivel de colonizacion y la carne molida en
especial posee un ambiente ideal que permite el crecimiento microbiano (Arroyo,
2008). Otra caracteristica es el elevado numero de bacterias presentes en su
area superficial, la cual es mayor al de la carne con corte entero y la
contaminacion por maquinaria y utensilios no higienizados (Arroyo, 2008). En los
camales en las etapas de evisceracion y desollado, puede existir esta bacteria

en el contenido intestinal provocando la contaminacion de superficies de los



canales y visceras, ademas puede existir contaminacion cruzada en las
maquinarias; el ambiente, el agua de escaldo y el agua utilizada en los

mataderos constituyen otras fuentes de contaminacion (Sanchez, et al., 2009).

Otro aspecto importante es que, en el Ecuador, la mayoria de lugares que
comercializan carne molida de res, desconocen la procedencia, la calidad de las
materias primas utilizadas para la elaboracion y ademas se desconoce su
manipulacion durante el procesamiento (Balcazar, 2015). La calidad sanitaria no
se puede asegurar durante la comercializacion debido a que en la mayoria no se
manejan empaques adecuados para evitar la proliferacion de bacterias, y es asi
como se convierte en un foco de contaminacion provocando enfermedades

transmitidas por alimentos en los consumidores (Balcazar, 2015).

El servicio de Inspeccion y Seguridad de Alimentos del Departamento de
Agricultura en EE. UU. (FSIS) manifiesta que la contaminacién por bacterias
patdbgenas causada por carne molida representa una gran preocupacion
especialmente por bacterias como E. coli O157:H7 ya que pueden invadir el

intestino del animal y ser transmitidas en el proceso (Arroyo, 2008).

En Ecuador en el afio 2015 se registré una incidencia del 17,64% en diarrea y
gastroenteritis, pero de este porcentaje se desconoce si su origen infeccioso fue
por E. coli O157:H7. La provincia del Guayas, El Oro, Chimborazo presentan el
mayor numero de causas de incidencia de enfermedades por presuntos agentes
infecciosos (INEC, 2015). En la actualidad en Ecuador no existen datos
suficientes de la prevalencia de E. coli O157:H7 en carne molida de res
(trazabilidad y control alimentario), por lo expuesto aqui es necesario realizar
estudios que avalen su presencia 0 ausencia en los alimentos y de esta manera

contribuir con datos a la salud publica.



1.3. Justificacion

A pesar de que la Escherichia coli es una bacteria que habitualmente se
encuentra en el sistema digestivo de los seres humanos y animales, en algunos
casos son patdégenas y éstas contaminan los alimentos y el agua, produciendo
graves enfermedades, incluso en algunos casos la muerte (FAO, 2011). Esta

bacteria es la responsable de producir enfermedades transmitidas por alimentos.

La FAO (Food and Agriculture Organization) ha promovido las buenas practicas
en los sectores de la produccion de carne de ganado vacuno mediante el manual
“‘Buenas practicas para la industria de la carne” para ayudar a evitar infecciones,
mediante el apoyo a sistemas de salud publica veterinaria, inspeccion de las
carnes, faenamiento de animales y por ultimo higiene en los mataderos (FAO,
2011). Inclusive la OMS propone utilizar evaluaciones cientificas para controlar
la presencia de E. coli en los alimentos, y este tipo de evaluaciones sirven para
elaborar normas internacionales sobre alimentos que son reguladas por la
Comision del Codex Alimentarius, estableciendo limites permitidos para no
atentar contra la salud de los consumidores (OMS, 2016, s.p).

Sin embargo, en Ecuador después del terremoto ocurrido el 16 de abril del 2016,
segun el quinto boletin epidemioldgico emitido por el Ministerio de Salud Publica,
fueron reportados graves casos de enfermedades de origen alimentario en las
provincias de Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas. Se reportaron 1100
casos de personas expuestas por el consumo de agua y alimentos contaminados
en estas dos provincias. En Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas el 19% y
el 41% respectivamente, se diagnosticaron como enfermedades de origen
alimentario (MSP, 2016).

Sin embargo, a pesar de todos estos esfuerzos por concientizar a las personas

que manejan alimentos el problema sigue vigente y aumentando. Es necesario



recurrir a otro tipo de pruebas de diagndstico, como los medios de cultivo
especificos para los microorganismos que provocan enfermedades o kits rapidos
especificos, para contar con informacién y tratar de disminuir las enfermedades
de origen alimentario, al igual que mantener la higiene a lo largo de toda la

cadena productiva de la carne.

En la provincia de Pichincha, existen 54 mercados registrados donde se vende
carne, en la Administracion Calderéon (2), Administracion Centro (10),
Administracion Chillos (6), Administracion Eloy Alfaro (9), Administracion La
Delicia (6), Administracion Norte (10), Administracion Quitumbe (4),
Administracion Tumbaco (7), (Anexo 2). Por lo que es primordial seguir con
varios lineamientos nacionales e internacionales como las Normas INEN, El
Manual de las Buenas Practicas de Manufactura para la Industria de la Carne y
las Normas HACCP de Sistema de Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de
Control, para mantener la higiene en los alimentos que se define como “todas las
condiciones y medidas necesarias para asegurar la inocuidad e idoneidad de los
alimentos en todos los pasos de la cadena productiva del alimento” (Buenas
practicas de Manufactura para la Industria de la Carne, 2007).

Es importante en la mayoria de los casos, la prevencién y el adecuado control
de los riesgos en la cadena productiva, también la prevenciéon y control de
enfermedades que afectan a la salud publica. Ademas, el manejo de la higiene
de la carne no solo se refiere al aspecto de la inocuidad, sino también ayuda a
las caracteristicas idoneas de la carne (Buenas practicas de Manufactura para
la Industria de la Carne, 2007). De acuerdo con las estadisticas del Sistema SIVE
— ALERTA del Ministerio de Salud Publica, existen cerca de 21.000 casos de
personas expuestas a contaminantes en alimentos entre los afos 2014 — 2017
(Gaceta Epidemiolégica Ecuador SIVE — ALERTA, 2014 — 2017, s.p), por lo que
es necesario realizar un estudio para determinar la prevalencia de
enterobacterias en los principales mercados municipales de Quito,

principalmente Escherichia coli O157:H7.



1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

e Determinar la prevalencia de la bacteria E. Coli O157:H7 en carne

molida de res en mercados municipales de Quito.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Evaluar la presencia de la bacteria E. Coli O157:H7 en carne
molida de res mediante de la utilizacibn de medios de cultivo
especificos.

e Caracterizar la colonia de E. Coli O157:H7 utilizando pruebas
bioquimicas especificas para identificacion de enterobacterias.

e ldentificar la colonia resultante como presunta E. Coli O157:H7
utilizando un kit de tira especifico para E. coli O157.

2. Capitulo Il. Marco Teorico

21. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

Las enfermedades trasmitidas por alimentos siguen constituyendo uno de los
desafios mas importantes para la salud publica (Rivas, 2008). Las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son denominadas como: el
conjunto de sintomas y signos provocados por el consumo de alimentos,
bebidas, especias y agua, que poseen sustancias toxicas o agentes patdgenos
en cantidades que pueden dafar la salud en forma aguda o crénica (Rivas,
2008). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las ETA, como las



enfermedades provocadas por agentes infecciosos o toxicos los cuales ingresan
en el cuerpo de los consumidores por la ingesta de alimentos (Stanchi, 2007).
Copes, define a las ETA como aquellas producidas por la ingestion de alimentos,
los cuales actuan como vectores a manera de un agente etioldgico, llegando a

provocar enfermedades (Stanchi, 2007).

Las enfermedades transmitidas por alimentos son causadas por el consumo de
agua y/o alimentos contaminados por agentes infecciosos como: hongos,
bacterias, virus y parasitos que pueden invadir o multiplicarse en la pared
intestinal hasta alcanzar aparatos o sistemas (Carrascal, 2008). Pueden ademas
presentarse por la ingestion de toxinas presentes en los tejidos de las plantas o
animales, o por productos de reacciones metabdlicas, o también por sustancias
quimicas que se incorporan de manera accidental, entre estos patdégenos
tenemos: Escherichia coli, Clostridium spp., Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Vibrio cholerae y Bacillus cereus, ademas bacterias como: Yersinia spp.,
Listeria monocytogenes y Campylobacter spp., principalmente (Carrascal, 2008).

Las ETA puede darse por:

a. Infecciones causadas por alimentos: Estas son producidas por la ingesta
de alimentos que contienen microorganismos patdégenos vivos. Los
microorganismos ingresan al organismo, donde se da la invasién y
finalmente se produce la enfermedad (Stanchi, 2007).

b. Intoxicaciones causadas por alimentos: Estas son producidas cuando las
toxinas producidas por mohos o bacterias se encuentran en los alimentos
ingeridos. Se desarrolla una cantidad elevada de microorganismos
superior a 105 UFC/g en el alimento (Stanchi, 2007).

c. Toxinfecciones causadas por alimentos: Estas son producidas por la
ingesta de alimentos que contienen microorganismos patdégenos vivos. Al
llegar al organismo, se da el crecimiento y la produccién o liberacién de
toxinas (Stanchi, 2007)



2.1.1. Principales etiologias alimentarias

Actualmente se conocen alrededor de 250 ETA procedentes de agentes toxicos

o infecciosos. Los agentes etioldgicos toxicos pueden ser animales, plantas o

hongos, sustancias de naturaleza proteica, compuestos quimicos (hormonas,

plaguicidas, antibioticos, metales pesados, y otros), factores que pueden

adherirse de manera intencional o accidental a los productos (Rivas, 2008). Los

agentes etiolégicos infecciosos pueden ser: bacterias, virus o parasitos (ver tabla

1) (Rivas, 2008).

Tabla 1.

Etiologias alimentarias.

Etiologias Organismos Sintomas/Enfermedades
Vémito, diarrea,
Bacillus cereus calambres abdominales,
nauseas
Diarrea con sangre, fiebre,
Campyllobacter jejuni | cefaleas, mialgias,
secuelas: Guillain Barre
Clostridium perfringens | Cdlicos y diarreas
Bacterias Diarrea y sintomas

Listeria monocytogenes

Salmonella sp.

Shigella sp.

E. coli enterotoxigénica

sistémicos

Diarrea, colicos, fiebre,
vomito

Diarrea, fiebre, micro
abscesos

Diarrea y vomito

Diarrea del viajero



Virus

E. coli enteroinvasiva

E. coli 0157

enterohemorragica

Staphylococcus aureus

Yersinia enterocolitica

Clostridium botulinum

Vibrio cholerae / cblera

Aeromona hydrophila

Virus Hepatitis A

Virus Hepatitis E
Gastroenteritis viral
(Calicivirus, virus tipo
Norwalk)
Gastroenteritis viral

(Rotavirus)

Reovirus (Rotavirus)

10

Dolor abdominal, diarrea
acuosa con moco Yy
sangre, tenesmo

Diarrea y sintomas
sistémicos

SHU

Vémito, diarrea,
calambres abdominales
Fiebre, dolor abdominal y
diarrea

Fatiga, odinofagia,
paralisis flacida, falla
respiratoria

Diarrea acuosa y profusa,
vomito, dolor abdominal,
deshidratacion, sed,
colapso

Diarrea acuosa, dolor
abdominal, nauseas,
cefaleas

Diarrea, orina oscura,
ictericia, sintomas
similares a la gripe y dolor

abdominal

Nauseas, vomito, diarrea,

cefaleas, fiebre leve

Diarrea especialmente en
bebes y nifios
Diarrea, deshidratacion en

infantes
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Nauseas, vomito, diarrea,

Norovirus
fiebre
Giardia duodenalis Giardiasis
Cryptosporidium S
Cryptosporidiosis
parrum
Cyclospora . o
_ Ciclosporiasis
cayetanensis
Parasitos
Toxoplasma gondii Toxoplasma
Trichinella spiralis Triquinosis

Taenia  saginata /| _ _
_ _ Cisticercosis
Taenia solium o
Taeniasis
(Gusanos planos)

Adaptado de Rueda, 2014; Canizales, 2011; USDA, 2011.

2.1.2. Incidencia de ETA a nivel mundial

La incidencia de enfermedades alimentarias muestra una estimacion, 1 de cada
10 personas enferman cada afo por consumir alimentos contaminados vy
alrededor de 420. 000 mueren por consecuencia de estas enfermedades. Un
tercio de todas estas muertes se producen en nifios menores de 5 afos. Segun
el informe proporcionado por la OMS, la carga de enfermedades producidas por
alimentos es causada por 31 agentes: virus, toxinas, parasitos, bacterias y
productos quimicos (OMS, 2015). Cada afio alrededor de 600 personas en todo
el mundo, o 1 de cada 10 enferman por consumir alimentos contaminados, de

estas personas 125.000 son nifios menores de 5 afios (OMS, 2015).

Las enfermedades diarreicas son las causantes de la mitad de carga por
enfermedades producidas por alimentos, 550 millones de personas enferman y
los nifios son mas perceptibles a sufrir este tipo de enfermedades (OMS, 2015).
La diarrea se presenta por la ingesta de alimentos como huevos y carne poco o

mal cocidos, verduras y frutas mal lavadas y productos lacteos, contaminados



12

con: Escherichia coli patdbgena, Campylobacter y Salmonella no tifoidica. Otros
factores que pueden influir en la carga mundial de ETA son: la hepatitis A, la

fiebre tifoidea, Taenia solium (tenia) y las aflatoxinas (OMS, 2015).

La mayor carga de enfermedades transmitidas por alimentos fue observada en
Africa, Asia Sudoriental y el Mediterraneo Oriental. Los agentes causantes de
enfermedades diarreicas fueron el origen de ETA en estas regiones (OMS,
2015). Salmonella entérica no tifoidica presenta un problema en la salud en la
mayor parte de las regiones del mundo, afectando a paises con ingresos altos y
bajos de igual manera. Otras enfermedades como la fiebre tifoidea, colera
trasmitido por alimentos y enfermedades producidas por E. coli patdbgena son
comunes en paises de ingresos bajos, mientras que el agente patégeno

Campylobacter es comun en paises de ingresos altos (OMS, 2015).

2.1.3. Incidencia de ETA en América Latina

En Latinoamérica, se registra la segunda carga mas baja de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA), Dentro de esta se registra al menos 77
millones de personas que se enferman cada ano por consumir alimentos
contaminados, de este grupo 9.000 mueren al afio. En América Latina las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) representan el 70% de casos
por enfermedades diarreicas agudas (OMS, 2017, s. p). Donde casi el 90% de
estas enfermedades son ocasionadas por: Novovirus, Toxoplasma, Listeria,

Salmonella no tifoidica, E. coli 0157, y Clostridium perfringens.

Entre los casos mas comunes tenemos: la toxoplasmosis y la tenia del cerdo
(Taenia solium), que son de gran preocupacion en América Central y América de
Sur (OMS, 2017, s. p). La causa principal de la propagacién de la toxoplasmosis
es la carne cruda o poco cocida, también las frutas, verduras mas lavadas, que

llegan a causar dafos graves en la salud publica (OMS, 2017, s. p).
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2.1.4. Impacto de ETA en el Ecuador

El Ministerio de Salud Publica mediante la Direccién de Vigilancia Epidemiologica
SIVE - ALERTA lleva estadisticas semanales que se pueden observar en conla
figura 1 sobre las intoxicaciones alimentarias bacterianas desde el 2014 hasta
marzo del 2017, de donde se tienen que existen 20.828 personas expuestas a
enfermedades de origen alimentario, de éstas 3508 personas resultaron
enfermas y 537 fueron hospitalizadas por esta causa. Sin embargo, se
desconocen casos especificos de enfermedades de origen alimentario causado
por Escherichia coli (Revisar el Anexo 3). No se han registrado muertes por
causa de enfermedades de origen alimentario en estos afos (Gaceta
Epidemioldgico Ecuador SIVE — ALERTA, 2014 — 2017).

12000
10000
8000

6000

Personas

4000

2000

2017 (Enero -

2014 2015 2016 Marzo)
Expuestos 3624 5768 11093 343
Enfermos 390 1724 1283 111
Hospitalizados 21 221 272 23

Figura 1. Datos del sistema SIVE — ALERTA del Ministerio de Salud Publica para
las personas expuestas, enfermas y hospitalizadas por enfermedades de origen

alimentario 2014 — 2017 (enero — marzo).

Tomado de la Gaceta Epidemioldgica SIVE — ALERTA 2017.
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2.1. Escherichia coli

2.1.5. Generalidades

En el afio de 1885, Theodor Escherich aislé de una muestra de heces a una
bacteria conocida como coli, la cual después fue llamada Escherichia coli y es
considerada como un relevante descubrimiento en la salud publica (Casellas,
2011).

Escherichia coli pertenece al grupo de las Enterobacteriales, que son llamadas
comunmente como bacterias entéricas, que a su vez forman parte del grupo de
las Gammaproteobacterias, que son bacilos anaerobios aerotolerantes, no
forman esporas y que pueden ser inmoviles o moviles por flagelos pétricos.
Tienen sencillas exigencias nutricionales y fermentan azucares (Madigan, 2015,
p. 518).

2.1.6. Caracteristicas morfolégicas

E. Coli es una bacteria gramnegativa, el nombre se basa en la reaccion a la
tincion de Gram, su envoltura celular se caracteriza por una estructura
multilaminar. La membrana interna consiste en una doble capa de fosfolipidos
que regula el paso de nutrientes, metabolitos y macromoléculas. La capa
externa, consiste en un peptidoglucano delgado junto con un espacio
periplasmico que contiene una elevada concentracion de proteinas. La
membrana externa compleja consiste en otra doble capa de fosfolipidos que
incluyen: lipopolisacaridos (LPS) (importante factor de virulencia), lipoproteinas
(que estan fijadas al peptidoglucano), proteinas porinas multiméricas (que
facilitan el paso de diversas sustancias) y otras proteinas de la membrana

externa que se puede observar en la Figura 2 (Puerta y Mateos, 2010).
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Gram Positiva [[Acido Lpoteicoico | Gram Negativa

Pared de acido b)
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externa
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Membrana celular

[ Lipoproteinas F ¢

’
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membrana

‘ Fosfolipidos D Porine
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% Lipopolisacaridos

’ Peptidoglicano

% Acido Lipoteicoico

Figura 2. Envoltura nuclear de las bacterias con sus componentes.
Adaptado de Ojeda, 2014.

a) Bacterias Gram Positivas

b) Bacterias Gram Negativas

El LPS tiene tres dominios principales: el esqueleto de lipido A, el oligosacarido
fosforilado central (core) y las cadenas laterales de oligosacarido de repeticion
que se observa en la figura 3. El lipido A, también conocido como endotoxina, es
la parte biolégicamente activa de la molécula que el huésped reconoce. El
oligosacarido de repeticion unido al LPS se conoce como antigeno O. Este
antigeno es la base para la clasificacion de los serogrupos. Junto con otros
factores, la presencia del antigeno O, media la resistencia bacteriana al efecto
bactericida del suero normal, siendo capaces por tanto de sobrevivir mas tiempo
en sangre y causando infecciones hematdgenas, diseminadas y mas graves
(Puerta y Mateos, 2010).
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Oligosacarido
especifico O

a)

J %

Polisacarido central

b}
Disacarido difosfato

Lipido A Acidos Grasos ¢}

Figura 3. Dominios principales de LPS.

Adaptado de: Fox, s.f.

a) Cadenas laterales de oligosacaridos especificos O
b) Oligosacarido fosforilado central o nucleo del polisacarido

c) Esqueleto de lipido A

Los flagelos son filamentos proteicos, helicoidales, delgados y rigidos, con una
longitud y diametro uniforme que son los responsables de la movilidad de la
bacteria. Estan compuestos por subunidades de una proteina denominada

flagelina (Prescott et al., 1999).

E. coli produce: aerobactina, enterotoxinas y toxinas asociadas. La aerobactina
permite la captacion de hierro desde el medio para el transporte de oxigeno y
electrones, sintesis de ADN y metabolismo de peroxidos (Gyles, 1992; Blanco y
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Blanco, 1993). Las enterotoxinas afectan a la actividad de los enterocitos, las
verotoxinas (VT1y VT2) también pueden lesionar los enterocitos, porque cuando
la verotoxina es absorbida hacia el torrente circulatorio, provoca lesiones del
tejido endotelial en determinadas ubicaciones anatémicas y factores citotdxicos
necrotizantes, (CNF1 y CNF2) que pueden impedir la division celular (Gyles,
1992; Blanco y Blanco, 1993).

La clasificacion de las cepas se basa en la diferencia de tres antigenos

estructurales: antigeno O, antigeno H y antigeno K.

Los antigenos somaticos O se encuentran en la porcion del polisacarido LPS que
se encuentran en la envoltura celular. Estos antigenos se comparten entre
diferentes géneros de enterobacterias y son estables al calor (Markey et al.,
2013). El antigeno H esta asociado con los flagelos de enterobacterias flageladas
como E. coli. Los flagelos estan compuestos por flagelinas, dependiendo de los
tipos de flagelina son formados los diferentes determinantes antigénicos. El
antigeno K se encuentra dentro de las capsulas bacterianas. Los diversos tipos
de hidratos de carbono, junto con los tipos de enlaces entre los azucares, forman
los determinantes antigénicos que definen a los antigenos capsulares (Vadillo et
al., 2002).

En E. coli la mayoria de estructuras adherentes son fimbrias proteicas, que se
unen a receptores especificos situados en las membranas de las células
epiteliales. Las adhesinas fimbriales tienen una estructura general similar, en
forma de filamentos heteropoliméricos (Connell et al., 1996). Entre las especies
de E. coli, hay muchos antigenos serolégicamente distintos y los serotipos
especificos estan asociados con enfermedades particulares. Como, por ejemplo:

E. coliO157:H7 que causa una forma grave de colitis hemorragia (Dobroy, 2014).
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2.1.7. Caracteristicas bioquimicas

Las enterobacterias tienen una fermentacion acido — mixta que se observa en la
figura 4, produce acido acético, etanol, H2, CO2 y proporciones diferentes de
acido lactico o propiénico dependiendo de la especie. En esta ruta se produce
ATP, ademas de la reoxidacion del NADH+. La produccion de formiato o CO2 +
H2, depende de la presencia en la bacteria de una enzima denominada formiato-
liasa, su actividad se detecta por la produccién de grandes cantidades de gas,
como consecuencia de la fermentacion de azucares (Universidad de Navarra,
2008, s.p) (Anexo 1).

Succinato =—— Oxalacetato - Fosfoenolpiruvato
‘ l
]
]
: Piruvato —— Lactato
]
] )‘\
]
: Formiato Acetil-CoA
CO, Hj Etanol Acetato

——

Figura 4. Diagrama Fermentacion Acido — Mixta de las enterobacterias, incluida
E. coli.

Adaptado de Parés et al, 2002.

Escherichia coli es un mesofilo tipico y tiene temperaturas cardinales que estan
definidas en la figura 5, la temperatura 6ptima para la mayoria de las cepas esta
cerca de 39°C, la maxima es 48°C y la minima 8°C, también produce exotoxinas
(citotoxinas), toxinas AB especificamente que estan formadas por las
subunidades A y B. Las citotoxinas son proteinas extracelulares solubles,
producidas por algunos patdgenos que alteran la membrana citoplasmatica

provocando lisis y muerte celular (Madigan, 2015, p. 167).
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b)
39°C
Optima
VELOCIDAD DE
CRECIMIENTO
Minima Maxima
8% 48°C

TEMPERATURA

a) ¢}

Figura 5. Temperaturas cardinales de Escherichia coli.

Adaptado de Madigan, 2015, p. 167.

a) Temperatura 6ptima 39°C
b) Temperatura maxima 48°C

c) Temperatura minima 8°C

2.1.8. Caracteristicas moleculares

La cepa de E. coli O157:H7 produce dos shigatoxinas Stx1 y Stx2 y contiene dos
plasmidos pO157 y pOSAK1. La secuencia completa del cromosoma es de
5°594.477 pb de longitud. El plasmido de virulencia grande es de 92.721 pb
(pO157) y un plasmido criptico de 3.306 pb (pOSAK1). Las regiones que
codifican proteinas ocupan el 88.1% del cromosoma, la media de la longitud
entre los ORFs es de 904 pb, el contenido de G + C de todo el cromosoma es
de 50.5% molar. Dentro del cromosoma existen varios elementos genéticos
moviles; 20 clases de secuencias de insercion y 18 profagos o restos de fagos.
En el cromosoma existian un total de 14 loci que codifican un conjunto de genes

para la biosintesis fimbrial, las fimbrias son utilizadas por E. coli para adherirse
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a la superficie del tejido, para establecer la infeccion (Hayashi, et al, 2001, pp 1-
12).

2.1.9. Enfermedades y sintomatologia relacionados

Escherichia coli es una bacteria que se encuentra normalmente en el intestino
del ser humano y de los animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas
de E. colison inofensivas. Sin embargo, algunas de ellas, como E.
coli productora de toxina Shiga, pueden causar graves enfermedades a través
de los alimentos. La bacteria se transmite al hombre principalmente por el
consumo de alimentos contaminados, como productos de carne picada cruda
0 poco cocida, leche cruda, y hortalizas y semillas germinadas crudas
contaminadas, por lo que tiene un importante impacto en la salud publica
(OMS, 2016, s.p).

Entre los sintomas de la enfermedad causada por E. coli productora de toxina
Shiga destacan los calambres abdominales y la diarrea, que puede progresar
en algunos casos a diarrea sanguinolenta (colitis hemorragica). También
puede haber fiebre y vomitos. El periodo de incubacion varia entre tres y ocho
dias, con una mediana de tres a cuatro dias. La mayoria de los pacientes se
recuperan en el término de diez dias, pero en un pequefo porcentaje de los
casos (especialmente nifios pequeinos y ancianos) la infeccion puede conducir
a una enfermedad potencialmente mortal (3%-5%), como el sindrome
hemolitico urémico (SHU). EI SHU se caracteriza por una insuficiencia renal
aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia (deficiencia de plaquetas).
Pueden aparecer también complicaciones neuroldgicas (convulsiones,
accidente cerebrovascular y coma) en el 25% de los pacientes con SHU, asi
como secuelas renales cronicas, generalmente leves, en aproximadamente
un 50% de los supervivientes (OMS, 2016, s.p).
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2.2. Serotipos de E. coli

Un serotipo se define como un grupo de microorganismos que se caracterizan
por un conjunto especifico de antigenos. Kauffman desarrollé un esquema de
serotipificacion que en la actualidad posee 176 antigenos somaticos (O), 112
flagelares (H) y 60 capsulares (K) (Nataro y Kaper, 1998). El antigeno O es el
responsable del serogrupo, el antigeno K fue determinado por pruebas de
aglutinacion bacteriana: una cepa bacteriana de E. coli aglutinable por un
antisuero O, se transformo en aglutinable al calentar el medio de cultivo y asi fue
considerada la presencia del antigeno K. Los antigenos fimbriales proteicos al
ser eliminados se los designo F (Vadillo, et al., 2002). A la combinacion de los
antigenos O y H se los llama “serotipo”. La base para la identificacién de cepas
de E. coli O157:H7 es la serotipificacion.

La importancia del serotipo O157:H7 en las enfermedades humanas nos
permiten dividir a estos en dos: 0157 y no 0157 (Gyles, 2007). La clasificacion
de E. coli O157:H7 se da en cinco tipos que van desde el seropatotipo A hasta
el seropatotipo E. Estos seropatotipos son los responsables de los brotes y las

enfermedades en seres humanos (Karmali, et al., 2003).

El seropatotipo A es considerado uno de los mas virulentos con los serotipos:
0O157:H7 y O157: NM (NM: no mévil y no posee en su estructura el antigeno H).
El seropatotipo B posee los serotipos 026: H11, 0103: H2, O111: NM, O121:H19
y O145: NM, causantes de brotes y enfermedades, pero en menor cantidad que
el serotipo O157. El seropatotipo C posee los serotipos 091:H21 y O113:H21,
implicados en casos esporadicos de Sindrome Urémico Hemolitico (Karmali, et
al., 2003). Los seropatotipos D y E se han involucrado en casos de diarrea y
serotipos que no han causado enfermedades en los seres humanos
respectivamente. El concepto de seropatotipo nos ayuda a investigar todos los
factores bacterianos que participan en la transmisién y en la enfermedad

(Karmali, et al., 2003). Sin embargo, la clasificacion serologica es un proceso
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costoso, tedioso y solo algunos laboratorios o manejan. En la actualidad esta
clasificacion se la realiza mediante la deteccion de genes que codifican los
factores de virulencia de cada grupo. Los ensayos fenotipicos son los mas
utilizados (Rodriguez-Angeles, 2002).

2.3. Patotipos de E. coli

Un patotipo se define como poblaciones de la misma especie que difieren por su
capacidad patogénica. La diarrea continua siendo un grave problema para la
salud, principalmente en paises en vias de desarrollo (Boschi, et al., 2008). Las
cepas de E. colillamadas diarrogénicas (DEC), son las responsables del 40% de
diarrea en nifios y son consideradas por la Organizacion de la Salud (OMS) como
patogenos importantes (Xiaodong, et al., 2010). Su patogénesis se encuentra
asociada a la virulencia segun los patotipos (Xiaodong, et al., 2010). En la
actualidad este grupo posee diferentes mecanismos de patogenicidad, y de
acuerdo con esto se clasifican en seis patotipos. Estos presentan taxones con
un rango jerarquico inferior a la subespecie, asi tenemos (Rodriguez-Angeles,
2002):

e Escherichia coli Enteropatogénica (ECEP).

e Escherichia coli Enterotoxigénica (ECET).

e Escherichia coli Enteroinvasiva (ECEI).

e Escherichia coli Enteroagregativa (ECEA).

e Escherichia coli Entero difusa adherente (ECDA).

e Escherichia coli productora de shigatoxinas (STEC) o E. coli productora
de Verotoxinas (VTEC), muy patégeno para el ser humano.

e Escherichia coli Enterohemorragica (ECEH).

Cada uno de estos patotipos posee factores de virulencia especificos los cuales

nos ayudan a su identificacion y clasificacidn, asi como los serotipos especificos.
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Sin embargo, las DEC no son diagnosticadas en laboratorios clinicos a
excepcion de E. coli O157:H7 (Nataro y Kaper, 1998). Como se sabe la mayoria
de patdégenos sigue una serie de estrategias para su infeccion: 1) Coloniza la
mucosa, 2) Evita las defensas del huésped, 3) Se multiplica y 4) Dana al
hospedero. La caracteristica conservada de las cepas DEC es su capacidad
para colonizar la superficie de la mucosa a pesar de la competencia por los
nutrientes en el intestino (flora natural del intestino) y la peristalsis. La capacidad
de adherencia superficial de las fimbrias es una propiedad de la mayoria de las

cepas de E. coli, incluyendo a las no patégenas (Nataro y Kaper, 1998).

2.4. Escherichia coli productora de la toxina shiga

E. coli es el productor de la toxina Shiga y fue descrita en 1977 por Knowalchuk,
el cual dio a conocer serogrupos de E. coli: 018, 026, 0111 y 0128 que fueron
aisladas de nifos y cerdos que presentaban diarrea y edema pulmonar
respectivamente. Estas producian una toxina que se denomind verotoxina (VT)
por su accion toxica en las células Vero (células de tejidos celulares). A todas las
cepas que producian VT se las denominaba E. coli verotoxigénicas (VTEC). Con
el pasar del tiempo se logré aislar cepas que producian el efecto citotéxico en
las células Hela (células de carcinoma cervicouterino). Estas células eran
capaces de ser neutralizadas por un antisuero llamado antitoxina Shiga de
Shigella dysenteriae tipo 1 y fueron designadas como “Shiga” (O’Brien, et al.,
1982). Consecutivamente se designo a E. coli como productora de la toxina shiga
(Calderwood, et al., 1996).

Las E. coli responsables de las toxinas shiga (Stx), constituyen cepas de E. coli
que producen una o varias toxinas de la familia Stx. Esta familia esta formada
por la Stx1, la cual se encuentra relacionada con el propio Stx, y Stx2, que es
parecida a Stx1 a nivel de nucleétidos y aminoacidos (Gyles, 2007). Tanto las
shigatoxinas Stx1 y Stx2 (ver figura 6), poseen el mismo mecanismo de

patogenicidad de E. coli enterohemorragica O157:H7 asociado con otros
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factores de virulencia. Ademas, existen otros serotipos de Escherichia coli que
no son 0157, pero han sido reconocidos como productores de estas toxinas
(Stx1 y Stx2) en forma separada o conjunta y se han involucrado en
enfermedades diarreicas en humanos e incluso brotes de Sindrome Urémico
Hemolitico (Villalobos, et al., 2008).

. Shiga Toxin _Shiga Toxin
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Figura 6. Estructura tridimensional de Stx1 y Stx2.

Adaptado de Ghosh y Andreana, 2014.

Las cepas de E. coli del serotipo O157:H7 y las variantes no moviles de E. coli
0157: NM (NM= no movil), son las mas frecuentes en el mundo. Las cepas de
E. coli con otros antigenos flagelares del tipo (H) son los responsables de
infecciones en seres humanos. Entre los serotipos mas comunes asociados a
las enfermedades humanas que no son O157:H7 tenemos: 026:H11, O103:H2,
O111: NM, y O113:H21, que se caracterizan por presentar diarrea con dolor

abdominal y colitis hemorragica (Johnson, et al., 1996).

2.4.1. Shigatoxinas

A las toxinas llamadas shiga (Stx) se les conoce como el factor critico de
virulencia en las enfermedades debido a E. coli productora de toxina Shiga
(Gyles, 2007). La presencia del gen de la toxina 1 0 2 de Shiga (stx1 o stx2), que

se adquiere tipicamente por un bacteriéfago lambdoide, en un aislado de E. coli
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productora de toxina Shiga. Las toxinas Stx1 y Stx2 son causantes del dafio
endotelial vascular provocado por la colitis hemorragica (Karmali, 1989). Existen
mas de 400 serotipos E. coli productora de la toxina Shiga identificados, pero
sb6lo un subconjunto esta correlacionado con la enfermedad en los seres
humanos (Croxen, 2014) como: diarrea leve, diarrea asociada al sindrome
hemolitico y colitis hemorragica (Griffin y Tauxe, 1991). Entre los serotipos
encontrados tenemos: O157:H7 y O157: NM, siendo estos los causantes de
enfermedades. El serogrupo mas comun es O157: H7 y se considera un
adulterante en la carne de origen vacuno desde 1994, por el Departamento de
Agricultura de los Estados Unidos (USDA).

La shigatoxina esta formada por una estructura heterohexamero A1B5 de 70 kDa
con 2 subunidades A y B. La subunidad A con 33 KDA constituye la parte
bioldgica activa y la subunidad B con 7,5 KDa es aquella que se une al receptor
especifico globotriaosilceramida (Gb3) (Calderwood, et al., 1996). La subunidad
A presenta un fragmento A1 con un sitio enzimatico y un fragmento A2 unidos
por un enlace disulfuro (O'Brien, et al., 1982). Pese a que su mecanismo de
accion es el mismo, solo existen un 55% de coincidencia entre las subunidades
A de Stx1 y Stx2 (Gyles, 2007).

La actividad enzimatica permite la separacion de una adenina del ARNr 28S de
esta toxina, lo que evita la sintesis proteica. La apoptosis se da como resultado
del estrés ribocitotdxico producto de la falta de la sintesis proteica (Gyles, 2007).
La muerte celular programada puede presentar una variacion de Stx en las
células (Cherla, et al., 2003). EI grupo que conforma las subunidades B se unen
a los receptores glicolipidos de las superficies celulares, ayudando a la

internalizacion de la toxina (ver figura 7).
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Mechanism of action of Shiga Toxin

SHIGA
TOXIN

a)

€) DEATH

EUKARYOTIC CELLS

Figura 7. Mecanismo de accién de la toxina Shiga.

Tomado de Pacheco y Sperandio, 2012.

a)
b)
c)
d)

e)

La toxina Shiga es internalizada por endocitosis

Experimenta transporte retréogrado a la red trans-Golgi (TGN)

Después al reticulo endoplasmico (ER)

En el reticulo plasmatico, la toxina Shiga encuentra su objetivo, el ribosoma y lo inactiva
Como consecuencia, la toxina Shiga inhibe la sintesis de proteinas, causando la muerte

celular por apoptosis

2.4.2. Patogénesis

E. coli es una bacteria que puede formar su receptor y lo inocula en la célula

blanca. Existe una unién del eritrocito con la bacteria lo que provoca la traduccion

de senales en el citoesqueleto de la célula en el epitelio intestinal (Nataro y
Kaper, 1998).
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Después de que E. coli O157:H7 coloniza el intestino, empieza a secretar las
shigatoxinas. Todo este proceso lo realiza a través de la subunidad B,
provocando la union de la toxina Shiga con el receptor glicolipido (Gb3) presente
en la superficie epitelial. Gracias este proceso se da la entrada de la subunidad

A al citoplasma por endocitosis (ver figura 8).

a) b)
Figura 8. Union de Stx a su receptor glicolipido (Gb3).

Tomado de Farfan, et al., 2016.

a) La toxina Shiga (Stx) esta formada por una subunidad A que posee dos fragmentos: A1 con
actividad enzimatica y A2 que se une a la subunidad B, pentamero que ayuda a la uni6n al

receptor Gb3 en la célula hospedera.

b) La toxina Shiga viaja hasta el receptor Gb3 que se une a la subunidad B de la toxina y permite
la entrada a las células endoteliales por endocitosis, donde la subunidad A1 se mueve al ARNr

para bloquear la sintesis de proteinas y producir la muerte celular.

La toxina Shiga en la vesicula es transportada al reticulo endoplasmatico y al
aparato de Golgi, dando como resultado la alteracion de la sintesis proteica y la
muerte de las células blancas por apoptosis (<biblio>). Durante distintas etapas
las shigatoxinas son translocadas al torrente sanguineo y son llevadas por los

neutroéfilos a los distintos tejidos (ver figura 9) (Proulx, et al., 2001).
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Figura 9. Esquema de como las toxinas Shiga viajan a través del sistema de

membranas de la célula eucariota.

Tomado de Johannes y Winfried, 2010.

a) El proceso ocurre al momento que la toxina se une a la membrana plasmatica,
formandose una curvatura que permite la invaginacion

b) Se traslada por medio del trafico de vesiculas hasta llegar a encontrarse con la
maquinaria de degradacion unida al reticulo endoplasmatico, dando lugar a la entrada al

espacio citosdlico (retro-translocacion)

El mayor numero de aspectos asociados a la diarrea sanguinolenta son
atribuidos a la accion de la toxina shiga en las células endoteliales y la
microangiopatia trombotica se presenta en esta enfermedad (Ray y Liu, 2001).
La diarrea con sangre se presenta debido a lesiones en los vasos sanguineos
del colon (WHO, 2007).
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El sindrome urémico hemolitico provoca dafo en las células endoteliales, con
hinchazén y desprendimiento de la membrana basal. Después se produce
depdsito de fibrina y plaquetas en microvasculatura renal, oclusion de capilares,
reduccion del flujo sanguineo e insuficiencia renal y ruptura de glébulos rojos.
Ademas, se observan lesiones tromboticas en la microvasculatura del intestino,
cerebro y pancreas (WHO, 2007).

El diagndstico del sindrome urémico hemolitico se lo realiza a través de los
hallazgos clinicos: prodromo de gastroenteritis (diarrea sanguinolenta provocada
por el dafo en los vasos del colon como consecuencia de la toxina shiga
liberada), acompafada de anemia hemolitica microangiopatica, fallo renal agudo
y trombocitopenia, los cuales se instalan de manera brusca en pacientes sanos.
Esta complicacion se encuentra presente en el 10% de infecciones por E. coli
0157:H7 (Fernandez, et al., 2011) (Lopez, 1989). Generalmente comienza 4 dias

después de la infeccion con diarrea (1 a 10 dias) (ver figura 10).

La colitis por shigatoxinas puede provocar hemorragia e infarto en la mayor parte
de las capas en el intestino. Las emergencias quirdrgicas que pueden
presentarse son: dilatacion, perforacion del colon y hemorragia masiva. Ademas,
pueden presentar compromiso neurolégico como son: convulsiones o el coma,
esta complicacibn se asocia a la severidad de esta enfermedad renal
(Monteverde, 2014).
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Ingestion de E. coli O157:H7

90% Resoluciéon Espontanea

Dia -3 0 4 ) 10

Sintomas: Diarrea, Dolor Abdominal 10% SUH (anemia hemolitica,
Fiebre y Vémito trombocitopenia, injuria renal
aguda)

Figura 10. Progreso del sindrome urémico hemolitico expresado en dias desde
la ingestion de E. coli O157:H7.

Adaptado de Monteverde, 2014.

2.4.3. E. Coli enterohemorragica y el serotipo O157:H7

E coli O157:H7 fue reconocida como un patdégeno humano en el afio de 1982,
se presentd a manera de diarrea sanguinolenta en los estados de Michigan y
Oregon (Riley, et al., 1983; Wells, et al., 1983). Este brote se caracteriza por
dolor abdominal acompafado con diarrea acuosa con sangre y en ciertas
ocasiones fiebre. Ademas, presenta anemia aguda acompafiada de dafo renal

y trombocitopenia (Rodriguez y Angeles, 2002).

Su nombre viene dado por el antigeno somatico (O), el cual es conocido como
157 y el séptimo antigeno flagelar. El antigeno (O) se deriva a partir de la pared
celular y del flagelo (H), el cual se encuentra presente solo en especies moéviles
(Olivet, 2008). La E. coli O157:H7 es parte de las E. coli enterohemorragicas
gracias a las propiedades en sus citotoxinas, las cuales inhiben la sintesis
proteica y no producen enterotoxinas termoestables y termolabiles (Olivet, 2008).
Este organismo es capaz de producir 2 tipos de enterotoxinas conocidas como
verotoxinas (V1 y V2). Este nombre viene dado por su presencia en las células

Vero y también por su semejanza con la toxina Shiga producida por el género
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Shigella (Alvarez, 1999). Ademas, gracias a la produccién de sus verotoxinas se

ha logrado identificar a este microorganismo (Alvarez, 1999).

Los términos de shigatoxinas y verotoxinas son muy semejantes, el primero es
mas utilizado en la actualidad. Muestra la relacion que existe con la familia de
toxinas parecidas a la exotoxina de la bacteria Shigella disenteriae tipo |
(Houdouin, et al., 2004) (Bhimma, et al., 1997). El término verotoxina describe la
accién patogénica de esta toxina sobre las células vero en los cultivos
(Monteverde, 2014).

2.431. Patogenicidad

En las cepas aisladas de este organismo, se han encontrado mecanismos de
patogenicidad como es la esfacelacion y adherencia. Entre los factores
asociados a la patogenicidad de Escherichia coli O157:H7 tenemos:

a) La adherencia entre los enterocitos del colon, debido a la especificidad
fimbrica dada por la codificacion de un plasmido de virulencia (Olivet,
2008).

b) La adherencia intima que incluye la alteracion del citoesqueleto en la
célula hospedera, la cual se encuentra regulada por la proteina externa
intimina. Este fendmeno es codificado por el intercambio de sefales y la
codificacion de genes cromosomales (Olivet, 2008).

c) Produccion de citotoxinas a nivel local, dando lugar al dafio celular e
inhibicion de la sintesis proteica. Este proceso tiene como resultado la
necrosis hemorragica en las vellosidades del intestino, ademas presenta
baja infiltracién de polimorfonucleares que provoca la diarrea con sangre.
Todas estas toxinas se translocan en la mucosa hacia el torrente

sanguineo, y pueden unirse a los receptores GB3 que se encuentran en
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las membranas de los glébulos rojos, endotelio renal, sistema nervioso
central y plaquetas, ocasionando dafo sistémico clinicamente conocido
como Sindrome urémico hemolitico (SHU), este se caracteriza por fallo
renal agudo, anemia hemolitica microangiopatica y trombocitopenia
(Olivet, 2008).

d) Factores de virulencia: mecanismo de transporte de hierro, toxina EAST
1 (toxina termoestable de cepas enteroagregativa), LPS (lipopolisacarido)

y enterohemolisina (Olivet, 2008).

2.5. Epidemiologia

2.5.1. Reservorios de E. coli O157:H7

Los principales reservorios de E. coli O157:H7 son todos los rumiantes
domeésticos y salvajes, principalmente el ganado. La carne del ganado vacuno
es la principal fuente de contaminacién E. coli O157:H7 (Blanco, et al., 2004;
Duffy, et al., 2006). Los podemos encontrar con mayor frecuencia en bovinos,
caballos, ovejas, guanacos, cabras (Mercado, et al., 2004; Gyles, 2007), y en
cerdos en menor frecuencia (Gyles, 2007), pollos y gaviotas (Nataro y Kaper,
1998), gatos y perros (Bentancor, et al., 2006), pavos (Lim, et al., 2010). Debido
a que en el ganado bovino se asocia la mayor presencia de este patégeno y

gracias a numerosas investigaciones se ha llegado a lo siguiente:

e Los animales jovenes son los portadores de esta bacteria con
mayor frecuencia que en los animales adultos (Figueroa, 2000).

e La prevalencia en excreciones fecales presenta variabilidad en
grupos que resultaron positivos (Figueroa, 2000).

e La investigacion sobre incidencia en el ganado presenta alta
variabilidad debido a los distintos procesos utilizados en la
deteccion (Figueroa, 2000).

e En el momento del sacrificio al ganado, las bacterias pueden
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permanecer viables hasta el momento de venta de la carne
(Figueroa, 2000).

El primer aislamiento de este microorganismo fue en el afio de 1977 en Argentina
en un ternero que presentaba colibacilosis (Mazorca, 2006). El tiempo de este
patdgeno en el sistema gastrointestinal es alrededor de 30 dias, pero existen
excepciones en las cuales puede este organismo estar presente hasta un afio o
mas. La mayoria del ganado sano entre 1 % y el 50% eliminan E. coli O157: H7
en sus heces (Elder, et al., 2000; Xiaodong, et al., 2010).

Se han encontrado alrededor de 435 serotipos de E. coli O157:H7 en bovinos y
mas de 470 serotipos en humanos (Beutin, et al., 2004). El ganado vacuno es
conocido como el principal reservorio de E. coli O157:H7 (Gyles, 2007). También
existen numerosos estudios de la prevalencia de E. coli O157:H7 que afirman
que es el principal reservorio (Wells, et al., 1991; Chapman, et al., 1993; Beutin,
et al., 2004). El lugar de colonizacion de E. coli O157 es el recto terminal (WHO,
2007; Lim, et al., 2010) por lo que es eliminado en las heces (Elder, et al., 2000).
E. coli no es patdégena para el ganado, en el ganado joven la colonizacion es de
2 meses menor al de la duracion y portacion fecal que en el ganado adulto (WHO,
2007). Se han reportado tasas de prevalencia de E. coli O157:H7 en animales
de engorde alcanzando de 0,3 % a 19.7 %, mientras que en animales de

pastoreo se ha encontrado de 0,7 a 27,3% (Hussein y Bollinger, 2005).

2.5.2. Fuentes de transmision de E. coli O157:H7

Entre los factores que ayudan a la propagacién de E. coli O157:H7 tenemos el
comportamiento de animales y factores ambientales que ayudan a su
transmision.  Las principales vias de propagacion son los alimentos
contaminados como: carne molida, embutidos fermentados, productos
carnicos crudos o poco cocidos, hamburguesas, yogurt, leche no pasteurizada,
quesos, lechuga, alfalfa, rabanos, jugos de manzana no pasteurizados (WHO,
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2007). La contaminacion de los alimentos se debe al contacto que existe con
las heces del ganado bovino (Rivas, et al., 2003). Ademas, se puede dar
contaminacion fecal en agua debido a la descarga de materia fecal en canales
de agua que después son consumidas sin ningun proceso o tratamiento de

purificacion (Chinen, et al., 2003).

2.5.3. Dosis infecciosa de E. coli O157:H7

Se ha encontrado un numero muy bajo de E. coli O157:H7 en alimentos y aguas
contaminadas (Mduller, et al., 2006). Se ha informado que un numero bajo entre
10 a 100 UFC/g o UFC/mI de alimento o agua contaminada son suficientes para

provocar infeccion y malestar en el hospedero (Feng, 2000).

2.6. E. coliO157:H7 en plantas de procesamiento de carne

El ganado vacuno presenta preocupacion en la salud alimentaria, debido a que
en el proceso de eliminacion de la piel es complicado evitar la propagacién de
bacterias a los canales (Barkocy-Gallagher, et al., 2003). Existen otros estudios
en los cuales se ha visto la relacion de la incidencia de este patdgeno entre los
cueros y los canales (Elder, et al., 2000). E. coli O157:H7 se caracteriza por
permanecer en las superficies de los canales bovinos en el proceso de sacrificio
del ganado (CCFH, 2005).

El proceso de transmision de este patdgeno a la carne puede darse por algunas
formas como: al cortar la piel por medio de cuchillos, por contacto entre la
superficie externa de la piel y en el desolle por medio de la carcasa, los equipos,

las manos de los operadores (Gill y Landers, 2004).



35

Este patdégeno se encuentra presente en las superficies de los canales, ya que
los tejidos internos se encuentran protegidos por la contaminacion que existe en
el proceso de sacrificio. El enfriamiento acelerado de los canales disminuye el
crecimiento de E. coli O157:H7 en sus superficies. Otro factor que puede ayudar
a disminuir su crecimiento es la deshidratacion de su superficie en el proceso de
refrigeracion (ICMSF, 1996). Debido a las condiciones climaticas, temporada,
area geografica, operacion y disefio de la planta, ubicacion de la planta puede
variar la contaminacion a los canales. Otro punto también es la edad del bovino,
manejo, tiempo de muestreo, transporte, almacenamiento, los cuales puede
afectar la prevalencia de E. coli O157:H7 (Elder, et al., 2000).

En un estudio realizado a varios frigorificos en E.E.U.U. se pudo encontrar la
prevalencia de E. coli O157:H7 en el material fecal de ganado bovino antes del
sacrificio, 43% de las carcasas antes del proceso de evisceracion se
encontraban contaminadas, 11% en los cuernos, y solo el 18% mostro
contaminacién después del proceso de evisceracion y solo un 2% resulté positivo
después de su recorte (Michanie, 2003). En un estudio realizado a varias planas
de carne de ganado vacuno en el medio oeste, encontraron que la supervivencia

era 10 veces mayor en piel que la parte fecal (Barkocy-Gallagher, et al., 2003).

2.6.1. E. coli O157:H7 en carnes y sus productos

La carne de res mal cocida o poco cocida es la clave principal en los brotes de
enfermedades producidas por E. coli O157:H7. Los productos carnicos logran
contaminarse en la matanza y en el proceso de molienda, y es asi como estos
patdgenos son transferidos a la superficie de la carne (Lim, et al., 2010). Uno de
los vehiculos mas peligrosos de esta transmisién son las hamburguesas de

origen bovino (Michanie, 2003).
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En el proceso de corte y molienda este patdgeno alcanza a distribuirse por toda
la carne molida, puede sobrevivir alrededor de 9 meses a una temperatura de -
20°C. Es capaz de tolerar la acidez, permanece infecciosa en refrigeracion
durante meses en alimentos acidos como: mayonesa, queso cheddar,

salchichas, sidra de manzana.

Otra caracteristica es su resistencia a la desecacién (CFSPH, 2010). Para
eliminar a E. coli O157:H7 se debe cocinar a la carne molida de res hasta
alcanzar una temperatura minima de 160°F o 71.1 °C (OMS, 2011). En el afio
de 1999 Heuvelink, et al., informaron la presencia de E. coli O157:H7 en
muestras de carne molida de res correspondiente a 1,1% en paises bajos. En
Francia en el afio 2002 se reportaron el 0,12% de E. coli O157:H7 en carne
molida picada (Vernozy-Rozand, et al., 2002). La prevalencia en el ganado es
del 1,1- 6,1% en Estados Unidos, 0,8-22,4% en ganado lechero de Dinamarca,
0,62% en Japdén y 1% en Noruega (Stevens, et al., 2002; Grauke et al., 2002).

En una investigacion realizada por Tarr, et al., en E.E.U.U. No se encontré E.
coli O157:H7 en 1400 muestras de carne molida de res (Tarr, 1999), pero afos
mas tarde en los estudios de Samadour se reportaron un 16,8% de E. coli
O157:H7 (Samadour, 2002). Ademas, mediante PCR fue encontrado este
serotipo en un 10% de muestras de carne de res en la India (Bindu y Krisnaiah,
2010), este mismo porcentaje fue detectado en carne molida en Colombia
(Piedrahita et al., 2001), ademas en Espafia fue encontrado un 12% de E. coli
0O157:H7 en carne vacuno de carnicerias (Mora, et al., 2003). En Paraguay fue

detectado el 40% en carne cruda de hamburguesa (Copes, et al., 2009).

De igual manera fue detectado E. coli O157:H7 en cantidades menores en
Argentina el 2,7% en carne picada fresca (Mazorca, et al., 2006) y un ano
después fue detectado en carne el 1,2% (Roldan, et al., 2007). Por otra parte, en

Uruguay fue reportada una frecuencia de 1,8% en carne picada fresca (Varela,
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et al.,, 2008) y en Venezuela se presentd el 3.1% en carne molida (Bravo y
Villalobos de Bastardo, 2002). En Lima, en un estudio de 102 muestras de carne
de bovino molida, encontraron un 22,55 % positivo para E. coli O157 (Mora,
2007).

Ademas, también se ha reportado en Argentina la presencia de E. coli O157:H7
en un 4.8% en salchichas frescas y en un 3,3% en embutidos secos (Chinen, et
al., 2003). Mientras que en el afio 2003 reportaron un 1,3% de E. coli O157:H7
en salchichas frescas griegas (Dontorou, et al., 2003). Y en el 2013 se reporto
STEC O157 en el 12,2 % de las muestras de carne picada analizadas (Brusa,
2013). Como podemos evidenciar en todos los trabajos reportados se ha logrado

identificar E. coli O157:H7 en distintas partes del mundo (ver tabla 2).

Tabla 2.
Incidencia de E. coli O157:H7.

% E. coli 0157:

Pais Ano Técnicas
H7
1,1% carne
Paises bajos 1999 . PCR
molida de res
Antibidtico,
10% carne
Colombia 2001 pruebas de
molida
sensibilidad
0,12% carne
Francia 2002 PCR

molida picada

Electroforesis de

16,8% carne
E.E.U. U 2002 . gel en campo
molida de res
pulsado, PCR
3,1% carne | Test de MUG,

Venezuela 2002
molida sistema |ID32E,



Argentina

Argentina

Argentina

Argentina

Lima

Paraguay

2002

2006

2006

2007

2007

2008

4,8% salchichas
frescas

3,3% embutidos
secos

2, 7% carne

picada fresca

1,3% salchichas

frescas griegas

1,2% carne

picada fresca

22.55% carne de

bovino molida

40% carne cruda
de hamburguesa

38

prueba de DEAN
y susceptibilidad
microbiana
Electroforesis de
gel en capo
pulsado,
tipificacion de
fagos, PCR -
RFLP

EC +
novobiocina,
inmunocaptura,
PCR, método de
Kirby — Bauer
Electroforesis de
gel en campo
pulsado,
tipificacion de
fagos, PCR -
RFLP
Electroforesis de
gel en campo
pulsado,
fagotipificacion y
genotipificacion
PCR,
electroforesis en
campo pulsado,
fagotipificacion
EC +

novobiocina,
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PRS-Mug y
Fluorocult
PCR,
1,8% carne _
Uruguay 2008 electroforesis en

picada fresca
gel de agarosa

India 2010 10% carne deres | PCR

12% carme de PCR, prueba de
Espaia 2013 o

vacuno hemolisis

12,2% carne
Argentina 2013 . PCR

picada

Adaptado de Samadour, 2002; Vernozy-Rozand, et al., 2002; Bindu y Krisnaiah,
2010; Piedrahita et al., 2001; Mora, et al., 2003; Copes, et al., 2009; Mazorca, et
al., 2006; Roldan, et al., 2007; Varela, et al., 2008; Bravo y Villalobos de
Bastardo, 2002; Mora, 2007; Chinen, et al., 2003; Dontorou, et al., 2003; Brusa,
2013.

2.6.2. E. coli O157:H7 en productos no carnicos

2.6.2.1. E. coli O157:H7 en vegetales y frutas

Existen otros vehiculos portadores de E. coli O157:H7 entre ellos tenemos a los
alimentos como: jugo de manzana no pasteurizado, mayonesa, jugos de naranja
(Just y Daeschel, 2003), productos verdes frescos (zanahorias, espinacas,
lechugas, zanahorias, tomates) (Solomon, et al., 2002). La causa comun de E.
coli O157:H7 en los vegetales, es el uso de aguas de riego relacionadas con
brotes causadas por este patégeno, principalmente se ha asociado al consumo
de brotes de alfalfa, lechugas grandes, papas y brotes de rabano (Johannessen
et al., 2005).
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Este organismo tiene la capacidad de sobrevivir y adherirse a la superficie de
cualquier tipo de fruta, hierbas culinarias, vegetales frescos. Otra caracteristica
de este patdgeno es que puede internalizarse en los tejidos de las plantas como
es en el caso de las lechugas, resultando no susceptible al proceso de lavado
(CFSPH, 2010). Puede ser transferido a las plantas por moscas de la fruta,
provocando su multiplicacién en los tejidos afectados. Ademas E. coli O157:H7
puede permanecer viable por largos periodos de tiempo en productos
alimenticios (CFSPH, 2010).

2.6.2.2. E. coli O157:H7 en leche y sus derivados

En Egipto en el afio de 1994, en productos lacteos se pudo identificar a E. coli
O157:H7 en leche no pasteurizada (OMS, 1997, s. p). Esta contaminacién
presente en la leche se da durante el proceso de lecheria: en la recoleccion,
procesamiento (Karmali, 1987). Los alimentos procesados como las salchichas
cocidas, queso, yogurt han sido involucrados en brotes por E. coli O157:H7 de
origen alimentario. Ademas, se ha logrado aislar esta bacteria a partir de
sandwiches de queso (Karmali, et al., 1987), comprobando su resistencia a

productos acidos.

2.6.2.3. E. coli O157:H7 en aguas

La mala higiene y la falta de conciencia ambiental por parte de la poblacién ha
causado el aumento de contaminacion en agua. Asi tenemos malos procesos de
desecho de residuos, uso de agua de rios y represas para nadar o bafiarse, los
cuales son suministros de agua para el ganado (Zamxaka, et al., 2004;
Phaswana-Mafuya, 2006).



41

La presencia de heces fecales crea una fuente de contaminacion del agua, en
especial si se usa fuentes de agua superficial. Las personas pueden contaminar
las aguas de piscina al momento de nadar en estas aguas. Las cuencas
hidrograficas pueden contaminarse por aguas residuales y causar
enfermedades. Es asi como el tipo y en especial el origen de las aguas de riego

son los factores de riesgo de este patégeno (Zamxaka, et al., 2004).

2.7. Produccion y consumo de carne molida de res en el pais

En el Ecuador se produce la cantidad suficiente de carne para satisfacer el
consumo de sus habitantes. Cada afio se producen 220 000 toneladas métricas,
las cuales se obtienen de reses faenadas en camales (FNG, 2015, s. p). La
Federacion Nacional de Ganaderos, segun la Asociacion de Ganaderos del
Litoral afirma que se producen alrededor de 300 millones de libras de carne. De
las cuales se destina 176 0000 cabezas de ganado para la produccion. Entre
las provincias que lideran el consumo de carne tenemos: Manabi, del cual el 40%
total de su reserva es destinado para el procesamiento de carne, seguido de
Loja, Pichincha, Azuay, Chimborazo, Tungurahua, Cotopaxi y Carchi que son las

provincias que mas consumen carne (FNG, 2015, s. p).

Segun La Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria estas provincias
consumieron alrededor de 203 195 cabezas de ganado en el 2013 (INEC, 2013,
s. p). Ademas, este estudio también revel6 que en Santo Domingo de los
Tsachilas, Esmeraldas, Pichincha, Cotopaxi, Azuay y Chimborazo se
consumieron 263 107 cabezas de ganado vacuno. Segun los datos del Instituto
Nacional de Estadistica y Censos (INEC), en Ecuador la poblacion ganadera es
de 5,2 millones y de esa cifra, el 50,64% se concentra en la Sierra (INEC, 2013,
s. p). De acuerdo con el Reglamento Técnico Ecuatoriano del Instituto
Ecuatoriano de Normalizacién (INEN), se desprende un certificado de calidad

para carnicos del pais, la carne molida debe estar libre de Salmonellay E. coli,
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debido a su peligro para la salud humana. De igual manera debe estar libre de

preservantes, aditivos, conservantes (INEN, 2015, s. p).

2.8. Problematica de E. coli O157:H7 en la salud publica

La principal preocupacion de seguridad alimentaria son las distintas plantas de
procesamiento de piel del ganado vacuno, debido a que, en el proceso de
eliminacion de piel, es complicado evitar la transferencia de bacterias patégenas

a los canales (Barkocy-Gallagher, et al., 2003).

E. coli O157:H7 durante el proceso de sacrificio se deposita en las superficies de
los canales bovinos. Su transferencia puede ser, por medio de cuchillos al cortar
la piel, contacto directo con la piel, equipos o por las manos de los
transportadores (Gill y Landers, 2004). Los canales pueden contaminarse segun
la temporada, ubicacion y disefio de la planta, area geografica.

Uno de los principales causantes de enfermedades por E. Coli O157:H7 es la
carne de res. Durante los procesos de matanza y molienda se pueden
contaminar los productos carnicos (Lim, et al., 2010). Uno de los medios mas
peligrosos para los brotes de enfermedades de O157:H7 son las hamburguesas
de origen bovino (Michanie, 2003). En todo el proceso el patogeno se distribuye
en la carne molida. El tiempo de supervivencia de la carne molida congelada es
de 9 meses a -20°C. Entre otras caracteristicas esta su tolerancia a la acidez,
supervivencia de la infeccion en alimentos acidos durante meses y semanas.

Ademas, presenta resistencia a la desecacion (CFSPH, 2010).



43

2.9. Norma NTE INEN 1346 para carne y productos carnicos. Carne
molida.

En esta norma se establece los requisitos de la carne molida que proviene de
animales de abasto para que sea apta para el consumo humano. Se establece
requisitos como que la carne molida debe estar exenta de cualquier olor, color,
sabor y consistencia anormal, no debe presentar alteraciones causadas por
microorganismos y exenta de materias extrafias, el proceso de elaboracion
debe efectuarse aplicando Buenas Practicas de Manufactura y mantenerse
bajo cadena de frio, debe estar también exenta de conservantes, colorantes y
aditivos, residuos de plaguicidas y sus metabolitos no deben superar los limites
establecidos al igual que los residuos de medicamentos veterinarios y debe

cumplir los requisitos microbioldgicos que se registran en la tabla 3:

Tabla 3.

Requisitos microbiolégicos para la carne molida.

m M
Aerobios mesofilos

1,0 x 106 1,0 x 107
ufc/g
Escherichia coli ufc/lg | 1,0 x 101 1,0 x 102
Staphilococus aureus

1,0 x 102 1,0 x 103
ufc/g
Escherichia coli

Ausencia/ 25 g -
0157:H7

Salmonella spp. | 259 | Ausencia/25g -

Adaptado de: NTE INEN 1346, 2016.

Nota: m: nivel de aceptacion y M: nivel de rechazo.
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3. Capitulo Ill. Plan experimental

3.1. Diseno del plan experimental

Para la determinacion del tamafio muestral utilizamos la siguiente ecuacion:

o2
n = £2 (Ecuacién 1)
Za 0'2
(T)”W
Dénde:

n = el tamano de la muestra.
N = tamafio de la poblacién.
o = Desviaciéon estandar de la poblacién utilizando un valor constante de 0,5.

Za = Valor obtenido mediante niveles de confianza del 95% de confianza que

equivale a 1,96.

E = Limite aceptable de error muestral que sera del 5% (0,05).

En la ciudad de Quito existen 39 mercados que fueron considerados el
universo del estudio, de donde se tomaron 25 mercados y de cada uno de
estos se tomaron 2 muestras, por lo que en total el tamano muestral fue de
50, que es una cantidad representativa de mercados municipales de Quito
que se citan en la poblacion y muestras mas adelante, con un 95% de nivel

de confianza y un 5% de porcentaje de error.
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Deteccioén de E. coli O157:H7 en muestras
de carne molida en mercados municipales
de Quito

.

Preparacion de medios de cultivo y medios
para pruebas bioquimicas

|

A 4

Recoleccion de la muestra (50 muestras) Pesar 25 gramos de carne

!

Preparacion de la dilucién madre para los
ensayos

4 A 4
@ @

Figura 11. Diagrama de Flujo del procedimiento experimental general.

Sembrar en TSL de simple
concentracion

¢ Existio
crecimiento?

Prueba Negativa
para crecimiento

SI
v

Prueba Positiva
para crecimiento

Figura 12. Diagrama de Flujo del procedimiento 1.
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Figura 13. Diagrama de Flujo del procedimiento 2.
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Sembrar en Agar Mac Conkey
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v
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Figura 14. Diagrama de Flujo del procedimiento 3.
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Figura 15. Diagrama de Flujo del procedimiento 4.
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4. Capitulo IV. Metodologia

4.1. Procedimientos:

4.1.2. Poblacién y muestra

Se tomaron 50 muestras de carne molida de 25 mercados municipales de Quito,
dos muestras por mercado en diferentes tercenas elegidas al azar. Con el fin de
realizar esta investigacion, los mercados fueron ubicados en las distintas

administraciones zonales de Quito, donde se realizaron los muestreos.

4.1.2.1. Administracion Centro

Figura 16. Mercados muestreados en la Administracion Centro.

Adaptado de Google Maps, 2017.

Los mercados que se encuentran dentro de la Administracién Centro de Quito
son: Mercado Ameérica, Arenas, Central, La Floresta, San Diego, San Francisco

y San Roque (ver figura 16).
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4.1.2.2. Administracion Eloy Alfaro

Figura 17. Mercados muestreados de la Administracion Eloy Alfaro.

Adaptado de Google Maps, 2017.

Los mercados que se encuentran dentro de la Administracion Eloy Alfaro de
Quito son: Mercado Chimbacalle, Chiriyacu, El Calzado, La Magdalena,
Mayorista, Mena Dos, Quito Sur y Solanda (ver figura 17).
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4.1.2.3. Administracion La Delicia

Figura 18. Mercados muestreados de la Administracion La Delicia.

Adaptado de Google Maps, 2017.

Los mercados que se encuentran dentro de la Administracion La Delicia de Quito

son: Carcelén y Cotocollao (ver figura 18).
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4.1.2.4. Administracion Norte

Figura 19. Mercados muestreados de la Administraciéon Norte.

Adaptado de Google Maps, 2017.

Los mercados que se encuentran dentro de la Administracion Norte de Quito son:
Mercado Comité del Pueblo, Ruminahui, Andalucia, J. F. Kennedy, Ifaquito,

Santa Clara (ver figura 19).
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4.1.2.5. Administracion Quitumbe

Figura 20. Mercados muestreados de la Administracion Quitumbe.

Adaptado de Google Maps, 2017.

Los mercados que se encuentran dentro de la Administracion Quitumbe de Quito

son: Mercado Las Cuadras y Hacienda Ibarra (ver figura 20).

4.2. Materiales

4.2.1. Fundamentos de los medios de cultivo utilizados

4.21.1. Agar Mac Conkey

Este medio se puede utilizar para examinar muestras de alimentos para

organismos que provocan intoxicaciones alimentarias. Las peptonas, que tiene
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el medio de cultivo, aportan los nutrientes que necesitan las bacterias para su
desarrollo, el carbohidrato fermentable es la lactosa, mezcla de sales biliares,
caseina, como fuentes de nitrégeno, carbono y aminoacidos. El cristal violeta, es
el agente selectivo que inhibe el desarrollo de las bacterias Gram positivas, junto
con las sales biliares y el otro colorante es rojo neutro. Cuando se fermenta la
lactosa, disminuye el pH alrededor de 6.8, o que produce un viraje del color del
indicador de pH (rojo neutro), la absorcion en las colonias de color rosa a rojo y
la presencia de sales biliares. Mientras que los microorganismos no
fermentadores de lactosa producen colonias incoloras y no alteran la apariencia
del medio (Mac Conkey Agar - Titan Biotech Ltd., s.f). (Anexo 3).

4.2.1.2. Caldo de triptona lauril sulfato (TSL)

Se utiliza para la deteccion y enumeracion de bacterias coliformes en agua y
productos alimenticios. Es un medio selectivo que es rico en nutrientes, por lo
que permite el desarrollo de microorganismos que fermentan lactosa, inhibiendo
el desarrollo de la flora acompafiante a partir de indéculos de organismos
coliformes. La triptona es la fuente de nitrdgeno, aminoacidos, minerales y
vitaminas, el carbohidrato fermentable es la lactosa, las sales de fosfato son el
sistema buffer y el cloruro de sodio es el encargado de mantener el balance
osmatico. Las bacterias lactosa-positivas metabolizan la lactosa con formacién
de gas, que se indica mediante el uso de tubos de Durham. (Lauril Sulphate Broth
- Titan Biotech Ltd., s.f) (Anexo 3).

4.21.3. Caldo EC

Se utiliza para la enumeracion selectiva de coliformes fecales y no fecales en
agua. El medio contiene el hidrolizado enzimatico de caseina, proporciona

aminoacidos y nitrégeno para el crecimiento. La mezcla de sales biliares inhibe
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a las bacterias gram-positivas. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmético
del medio. El fosfato monopotasico y el fosfato dipotasico son los agentes
tamponantes y ayudan a controlar el pH durante la fermentacion de la lactosa.
Las bacterias lactosa-positivas metabolizan la lactosa y producen gas (EC Broth
- Titan Biotech Ltd., s.f.) (Anexo 3).

4.2.1.4. Agua de triptona (AT)

Se utiliza para la deteccion de la produccidn de indol por microorganismos.
Organismos como Escherichia coli degradan el triptéfano y producen indol. El
hidrolizado enzimatico de caseina, sirve como fuente de nutrientes esenciales y
como fuente de triptéfano, el sustrato para la reaccion indol. El cloruro de sodio
mantiene el equilibrio osmoético del medio (Tryptone water - Titan Biotech Ltd,
s.f.). (Anexo 3).

4.21.5. Reactivo de Kovacs

La prueba de indol es un ensayo cualitativo, utilizado para diferenciar
microorganismos basado en la capacidad para separar indol, a partir de L-
triptéfano. Por lo que es necesario el crecimiento previo del microorganismo en
medios de cultivo con alto contenido de L-triptéfano (Agua Triptona). Las
enzimas triptofanasas oxidan el triptéfano para formar tres metabolitos: indol,
metil indol y acido indolacético. Al agregar el reactivo al medio de cultivo, el indol
generado se combina con el grupo aldehido del p-dimetilamino benzaldehido del
reactivo incorporado y se forma un anillo de color rojo (Laboratorios LOBA
Chemie, s.f.) (Anexo 3).
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4.2.1.6. Agar Hierro - Triple Azucar (TSl)

Se utiliza para la confirmacion de bacilos entéricos gram negativos sobre la base
de la fermentacion de dextrosa, lactosa y sacarosa y la produccién de H2S. Es
un medio de cultivo que contiene extracto de carne y pluripeptona, que son los
que aportan nutrientes adecuados para el desarrollo de microorganismos. Los
carbohidratos fermentables son la lactosa, sacarosa y dextrosa, el tiosulfato de
sodio es el sustrato necesario para la produccién de acido sulfhidrico, el sulfato
de hierro y amonio es la fuente de iones Fe3+, los cuales al combinarse con el
acido sulfhidrico y producen sulfuro de hierro, haciendo que el medio se torne de
color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene
el balance osmatico. Cuando se fermentan las azucares y se producen acidos
se detecta por medio del viraje del color del medio a amarillo. O cuando el
tiosulfato de sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno, el que reacciona luego con
una sal de hierro, proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro (Triple
Sugar Iron Agar - Titan Biotech Ltd., s.f.). (Anexo 3y 4).

4.21.7. Tincion Gram

Después del proceso de coloracion las células gramnegativas son rojas o

rosadas, mientras que las grampositivas permanecen azules o moradas.

4.2.1.8. Prueba de Tira para Escherichia coli 0157

El kit de prueba de tira de E. coli 0157 de MaxSignal®, esta disefiado para
detectar antigenos de E. coli O157 en muestras de alimentos contaminados. La
prueba de tira especifica es una prueba de flujo lateral cualitativo rapido, que se
basa en el uso de anticuerpos especificos de E. coli O157. Una reaccion entre la

muestra positiva enriquecida y el anticuerpo conjugado con particulas
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coloreadas forma un complejo que migra a lo largo de la membrana. Si E. coli
0157 esta presente en la muestra, dos lineas rojas se formaran en la ventana
del casete de prueba. En la ausencia de E. coli 0157, so6lo se formara una linea
roja en la linea de control (C) (E. coli O157 Strip Test Kit - MaxSignal®, s.f.)
(Anexo 5).

4.3. Procedimientos

En total se tomaron 50 muestras de los 25 mercados del Distrito Metropolitano
de Quito y se realizaron siete pruebas diferentes: (Agar Mac Conkey, Agar Lauril
Sulfato de simple y doble concentracién, Medio EC, Prueba de indol, Medio
Hierro — Triple Azucar, Prueba de Tira para Escherichia coli O157, Tincidn
GRAM). Utilizando el procedimiento por Allaert et al, (2002).

4.3.1. Recoleccion de la muestra

Se almacend en bolsas plasticas herméticas estériles para evitar contaminacién

externa y se mantuvieron en refrigeracion hasta el procesamiento posterior.

4.3.2. Siembra en Agar Mac Conkey y Caldo de Lauril Sulfato a simple
y doble concentracion

Se tomd 25 gramos de carne molida de cada muestra y se coloco en 250 mL de
agua destilada en un vaso de precipitacion, se homogenizd durante 1 minuto con
una varilla de agitacion. Posteriormente se colocd 1 mL de la dilucién madre, con
una micropipeta de 1000 pl con puntas descartables, en cajas Petri que
contenian Agar Mac Conkey TM Media® y con un asa de vidrio se disperso la
muestra utilizando el procedimiento de los Laboratorios Titan Biotech Ltd (s.f.).
Ver Figura 21. Adicionalmente, se colocé 1 mL de la dilucién madre, con una

micropipeta de 1000 pl con puntas descartables, en los tubos con tapa rosca de
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130 x 16 mm, que contenian 9 mL del caldo lauril sulfato TM Media® a simple
concentraciony 10 mL en los tubos con tapa rosca a doble concentracion. Ambos
se dejaron incubar durante 24 horas a 37°C dentro de una incubadora, siguiendo

el procedimiento de Allaert et al, (2002). Ver Figura 22.

Figura 21. Agar Mac Conkey, donde se observan enterobacterias fermentadoras

de lactosa y no fermentadoras de lactosa.

Adaptado de Mondragon, 2014.
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Figura 22. Medio Lauril Sulfato. a) Control negativo y b) Crecimiento de E. coli
c) Tubo de TSL a doble concentracion d) Tubo de TSL a simple concentracion.

Adaptado de HIMEDIA, 2012.

4.3.3. Siembra en medio EC y en agua triptona (AT)

Se tomo 25 gramos de carne molida de cada muestra y se colocé en matraces
de 500 mL, que contenian 250 mL de medio EC TM Media®, se homogenizé
durante un minuto con una varilla de agitacién de vidrio. Se dejo incubar durante
24 horas a 37°C, siguiendo el procedimiento del manual del kit rapido de tira E.
coli 0157 de MaxSignal®. De las colonias resultantes en las cajas Petri
anteriormente mencionadas, se tomaron las colonias de color rosa con un asa
de metal estéril y se disolvio en los caldos EC y AT Merck® colocados en tubos
con tapa rosca, se dejé incubar por 24 horas a 37°C en una incubadora,
siguiendo el procedimiento de los Laboratorios Titan Biotech Ltd (s.f.). Ver figura
23.
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Figura 23. Medio EC. a) Control negativo y b) Medio EC inoculado.

Adaptado de MICROBIOLOGY LAB MANUAL, 2008.

4.3.4. Prueba de Indol

Se anadio 0,5 mL de reactivo de Kovacs (LOBA CHEMIE Laboratory®) en cada
tubo de tapa rosca de agua triptona, después de 24 horas de inocular, se agito
el tubo para que el reactivo entre en contacto con el reactivo y se dejoé actuar
durante un maximo de 1 minuto, siguiendo el procedimiento de los Laboratorios
LOBA CHEMIE (s.f.). Ver Figura 24.
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W W

a) Prueba de b) Prueba de
Indol Negativa Indol Positiva

Figura 24. Prueba de Indol. a) Prueba de Indol Negativa y b) Prueba de Indol
Positiva.

Adaptado de Rodriguez, 2012.

4.3.5. Siembra en Agar Hierro — Triple Azucar (TSl)

Segun el procedimiento de los Laboratorios Titan Biotech Ltd. (s.f.), se tomd
colonias de color rosa del agar Mac Conkey TM Media® con un asa recta, y se
sembré en tubos con tapa rosca con pico de flauta que contenian Agar TSI TM
Media®, primero con una puncion hasta el fondo del tubo y una estria en el pico

de flauta al final. Ver Figura 25.
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a) Rojo/Rojo (No se
fermentan las azucares)

b)Control Negativo : :
¢) Rojo/Amarillo
(Fermentacion de Glucosa
pero Lactosa y Sucrosa
no se fermentan.
d) Amarillo/Amarillo
(Fermentacién de Glucosa,
Lactosa y/o Sucrosa
se fermentan ‘
e) Presencia de H.S
a) b) c) e)

Figura 25. Agar TSI. a) Rojo/Rojo, b) Control Negativo, c) Rojo/Amarillo, d)

Amarillo/Amarillo, €) Presencia de H2S.

Adaptado de Salena, 2016.

4.3.6. Tincion Gram

Se colocd la muestra liquida del caldo EC TM Media® incubado anteriormente
en los portaobjetos, utilizando una micropipeta de 10 ul con puntas descartables,
segun el protocolo establecido por Gram en 1884, que se utiliza hasta la
actualidad, se extendio en el portaobjetos y se dejo secar al aire libre, se cubrid
con cristal violeta durante un minuto, se retiré el exceso con una piseta de agua
destilada, después se cubrié con lugol durante un minuto, se retir6 el exceso con
una piseta de agua destilada, se decoloré con alcohol — acetona por unos
segundos y se lavé con agua destilada, se cubrié con safranina durante 30
segundos y nuevamente se lavo con agua destilada, se dejo secar al aire libre

para posteriormente observar en un microscopio optico. Ver Figura 26.
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a) Gram Negativas b) Gram Positivas

Figura 26. Tincion Gram. a) Bacterias Gram negativas y b) Bacterias Gram

positivas.

Adaptado de Chirawan, 2017.

4.3.7. Prueba de tira para deteccion de E. coli 0157

Segun el procedimiento del manual del kit rapido de tira E. coli O157 de
MaxSignal® (s.f.), se tomd 3 mL de cultivo de enriquecimiento de caldo EC (TM
Media®) de los matraces anteriormente indicados y se colocdé en tubos
resistentes al calor con tapa rosca, de 130 x 16 mm y se sometié a 100°C durante
15 minutos, para reducir el riesgo de contaminacion cuando se manejan
bacterias vivas potencialmente peligrosas y se dejé enfriar a temperatura
ambiente. Se retird la bolsa protectora de la prueba de tira y se colocd en una
superficie plana, con una micropipeta se afiadi6 100 yl de muestra fria en el
depdsito de muestras de la tira de prueba, y se dejo incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Ver Figura 27. Se utilizé tres controles: Control
positivo (incluido en el kit) previamente enriquecido en medio EC durante 24
horas, control negativo utilizando la cepa ATCC25922 y el control blanco donde

solo se colocd medio EC sin inocular.
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e a) Prueba positiva
l para E. coli 0157

b) Prueba negativa
l ] para E. coli 0157

Figura 27. Prueba de Tira para E. coliO157. a) Prueba positiva para E. coli 0157
y b) Prueba negativa para E. coli O157.

4.4. Evaluacion estadistica de los resultados

Los resultados obtenidos en esta investigacién son netamente cualitativos, se
puede registrar resultados de ausencia o presencia y obtener porcentajes
globales de cada una de las siete pruebas utilizadas (Agar Mac Conkey, Caldo
Lauril Sulfato, Agar Hierro — Triple Azucar, Caldo EC, Prueba de Indol, Tincion

Gram, Prueba de tira rapida para E. coli O157).

5. Capitulo V. Resultados y Discusién

Los resultados de este estudio fueron cualitativos donde se obtuvieron pruebas
tanto positivas como negativas (Prueba de Indol y prueba de kit rapido para
presencia de E. coli O157:H7), pruebas donde observo la morfologia de colonia
para determinar la presencia o ausencia de bacterias de interés (Mac Conkey,

Tincion Gram), y finalmente pruebas donde solo se observé crecimiento y
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presencia de gas (Agar TSI, Medio TSL, Medio EC) de donde se obtuvieron

diferentes datos, los que se detallan a continuacion:

5.1. Siembra en agar Mac Conkey

Se reporta que en las 50 muestras (100%) existio la presencia de enterobacterias
con diferentes morfologias que se observan en la figura 28, donde posiblemente

existan especies tales como:

e Escherichia coli (Rojas con halo turbio)

o Klebsiella pneumoniae (Rosadas mucosas)

e Salmonella typhimurium, Salmonella typhi (Incoloras y transparentes)
e Shigella flexneri (Incoloras y transparentes)

e Proteus mirabilis (Incoloras y transparentes)

e Enterococcus faecalis (Diminutas, incoloras y opacas) (Anexo 6)

- - - - -Colonias Rojas

Fermentadoras
de Lactosa

Colonias blancas

No Fermentadoras .
de Lactosa

Figura 28. Agar Mac Conkey, donde se observan enterobacterias fermentadoras

de lactosa y no fermentadoras de lactosa.
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Al comparar nuestro estudio con el realizado por Pachoén (2009) en el cual utiliza
un medio de cultivo selectivo como es el agar Mac Conkey, se logré observar
colonias lactosa positiva (Escherichia coli), las cuales aparecen rojas con halos
turbios, y ademas se logro diferenciar colonias lactosa negativas (Salmonella
spp.) incoloras, por lo que coincide con los resultados obtenidos en esta
investigacién. En el estudio realizado por Tsoraeva y sus colaboradores (2008),
las muestras fueron analizadas segun el método de siembra directa por estriado
utilizando el medio de cultivo agar Mac Conkey, las colonias rojas con precipitado
fueron consideradas como E. coli, en general y ademas se identificaron bacterias
enteropatdégenas como: Salmonella typhi y Shigella flex, por lo que este estudio
concuerda con la seleccion de colonias por diferentes caracteristicas
morfolégicas empleadas. Murray en su estudio (2003, p .22) utiliza agar Mac
Conkey, donde crecieron todos los organismos pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y ademas varios bacilos gram negativos, como pudo

observarse de igual manera en este estudio.

Pero por otro lado tenemos la alta incidencia en este estudio de microorganismos
patdogenos como es el género Enterobacteriaceae. Estos ingresan a nuestro
cuerpo por la ingestion de carnes en vias de descomposicion que causan
intoxicacién alimentaria (Mossel, 2003). Numerosos estudios avalan la incidencia
de este género principalmente en carne molida de res asi tenemos: Segun el
manual de Microbiologia de alimentos, todos los animales transportan
cantidades elevadas de microorganismos. (Manual de Microbiologia, 2007).
Ademas, se han encontrado bacterias en la superficie de la carne las cuales no
proceden del intestino como: Acinetobacter, Pseudomonas, Brochothrix
thermosphacta y ciertas Lactobacillaceae y Enterobacteriaceae (Mossel, 2003).
En la investigacidn realizada por Doyle, en la superficie de la carne bovina se
encontraron enterobacterias como: E. coli, Listeria, Shigella, Salmonella (Doyle,
1987). Espinales en su estudio a la carne vacuna comprobo¢ la presencia de E.
coli en un 80%, pero ausencia total de Salmonella afirmando que en los
alimentos es altamente indeseable encontrar estos microorganismos patégenos
(Espinales, 2012). Madruga encontré valores de 2,1 a 5,0 LOG NMP/g de
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enterobacterias, coliformes fecales, E. coli presentes en carne precocinada
(Madruga, 2006, p, 34). Galvan en su estudio comparativo sobre los
microorganismos presentes en la carne molida, reportd la presencia de
enterobacterias, levaduras y hongos, concluyendo que la carne expedida posee
gran cantidad de enterobacterias las cuales son responsables de muchas
toxiinfecciones (Galvan, 2011). Moura afirma que no se debe pasar por alto la
elevada presencia de enterobacterias en los alimentos, debido a que representan
un viable problema para la salud publica. (Moura, 2006). Como podemos
observar estas investigaciones concuerda con los organismos encontrados en

este estudio y a la vez afirma el dafio a la salud.

5.2. Siembra en agar Lauril Sulfato de simple y doble concentracion

Se reporta que en 50 muestras (100%) que se incubaron en agar lauril sulfato de
simple concentracion existié crecimiento moderado con presencia de colonias de

color blanco y medio turbio que se puede observar en la figura 29.

También se reporta que 50 muestras (100%) que se incubaron en agar lauril
sulfato de doble concentracion existio crecimiento exuberante de color rojo y

medio turbio.

Donde posiblemente existan especies tales como:

e [Enterobacter aerogenes
e Escherichia coli

e Salmonella typhimurium (Anexo 6)
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TSL doble
concentracidn

TSL simple
concentracion

Medio turbio Medio turbio
Crecimiento Crecimiento
moderado abundante

Colonias color
rojo

Figura 29. Medio Lauril Sulfato a simple y doble concentracion.

Los resultados obtenidos presentan crecimiento bacteriano y desplazamiento de
la tapa del tubo, al igual que en la investigacion de Tabla et al. (2016) incluia la
utilizacién del medio lauril sulfato y tubos de Durham para detectar la presencia
de gas, aunque también se puede detectar por el desplazamiento de la tapa del
tubo de ensayo. En la investigacion de Akhigbe et al. (2014) y Takaki et al. (2016)
utilizaron el medio lauril sulfato como medio de enriquecimiento para
enterobacterias, para analisis posteriores, debido a la utilizacion del medio TSL
de doble concentracion se puede observar colonias de color rojo intenso, donde
es muy probable que se encuentre E. coli, porque el caldo lauril sulfato se utiliza
como un medio nutritivo para hacer recuentos de bacterias con el método del

numero mas probable.
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5.3. Siembra en medio EC

Se reporta que en las 50 muestras (100%) que se incubaron en caldo EC existié
crecimiento moderado con presencia de colonias de color blanco y medio turbio

que se observa en la figura 30.

Donde posiblemente existan especies tales como:

o Klebsiella pneumoniae
e Bacillus subtilis

e Escherichia coli (Anexo 6)

Medio EC turbio
Crecimienta
moederado

Figura 30. Medio EC inoculado
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Al comparar nuestro estudio con el realizado por Jure y sus colaboradores
(2015), donde emplea el medio EC como medio de enriquecimiento para carnes
y embutidos, se pudo observar crecimiento bacteriano moderado con la
presencia de E. coli, concordando con los resultados obtenidos. En el estudio
realizado por Roldan y sus colaboradores (2007), de igual manera utiliza como
medio de enriquecimiento para carnes y leche al caldo EC, donde se observo
crecimiento bacteriano acompanado de gas. Titan (2016) en su estudio realizado
utiliza al caldo EC para la enumeracion selectiva de coliformes fecales y no
fecales, identificando a bacterias productoras de gas como: E. coli, y la no
productora de gas como: Bacillus subtilis, |0 que de igual manera se presencio

en esta investigacion.

5.4. Prueba de indol

Se reporta que en las 49 de las 50 muestras (98%) que se incubaron en caldo
de Agua triptona, después de incubar y al revelar con reactivo de Kovacs existi

un anillo rojo que significa un resultado positivo como se observa en la figura 31.

También se reporta que en 1 de las 50 muestras (2%) que se incubo en caldo de
Agua Triptona, después de incubar y al revelar con reactivo de Kovacs existio un

anillo amarillo que significa un resultado negativo.

Donde posiblemente existan especies tales como:

e Escherichia coli (Anexo 6)
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Indol positivo
(anillo rojo)

Indol negativo
(anillo amarillo)

Figura 31. Prueba de Indol.

En la investigacion de Mirza (2015) coincide con los resultados obtenidos, donde
sefala que E. coli produce indol, que reacciona con el reactivo de Kovacs dando
un compuesto rojo brillante, insoluble en agua, sobre la superficie del medio. De
igual manera en esta investigaciéon (Mirza, 2015), existié un resultado negativo.
A pesar de que en las demas pruebas el resultado fue positivo para la presencia
de E. coli, existié un resultado negativo, por lo que es posible que sea debido a
que se tomo colonias blancas del medio TSI para realizar la prueba, ademas en
la investigacion de Hassan et al. (2016) menciona que rara vez existen
resultados negativos cuando existe E. coli en la muestra analizada. En el libro de
MacFaddin de Pruebas Bioquimicas para la Identificacién de Bacterias de
Importancia Clinica (2003) indica que la prueba de indol se debe realizar con
colonias puras, que es posible que una mezcla de colonias indol positivos e indol

negativo puede provocar falsos positivos débiles o cuando existe la presencia de
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ciertas cepas de Proteus vulgaris, Providencia o Aeromonas pueden dar un

resultado falso negativo.

5.5. Agar Hierro — Triple Azucar

Los 50 tubos de hierro — triple azucar incubados (100%) presentaron color
amarillo que significa que fermentan azucares y presencia de gas como se

observa en la figura 32.

También se reporta que en 12 de las 50 muestras (24%) que se incubaron en
agar hierro — triple azucar, existid la presencia de colonias blancas con un

precipitado de color negro y presencia de gas.

Se reportan que en 8 de las 50 muestras (16%) que se incubaron en agar hierro
— triple azucar, existio el ennegrecimiento total del tubo dando como resultado a

una posible presencia de Salmonella typhimurium.

Donde posiblemente existan especies tales como:

e Escherichia coli (fondo amarillo, pico amarillo)
e Salmonella typhimurium (fondo negro, pico negro)

e Proteus mirabilis (fondo negro, pico amarillo) (Anexo 6)



73

Medio TSI Medio TSI Medio TSI
amarillo -~ amarilo amarillo
Medio TSI
negro
Precipitado Precipitado Precipitado
_/color negro ——color negro “color negro
Presencia __ Presencia | - Presencia Presencia
— de gas " de gas ~ degas ~ degas

Figura 32. Agar TSI.

Los resultados obtenidos coinciden con los resultados que se obtuvieron en la
investigacién de Razzaq et al. (2016), donde se realiz6 una prueba equivalente
sobre colonias rosadas de E. coli, donde se observo el color amarillo del medio
que indicaba la fermentacion de azucares. En la investigacion de Mirza (2015),
donde utiliza la misma técnica con tubos con inclinacion y tope para detectar
cambios de coloracion del medio por la fermentacion de azucares y precipitados
de acido sulfhidrico. En la investigacion de Johnson (1966), utilizaron varios
meétodos para la identificacion de Salmonella, entre ellos el medio TSI, donde
llegaron a la conclusion de que el precipitado de color negro (presencia de acido
sulfhidrico), se debia a la presencia de esta bacteria. En el apartado de
resultados en el manual del medio TSI (TM Media®), que fue utilizado en esta
investigacion, también indica que la presencia de acido sulfhidrico y la presencia
de gas, puede deberse a la presencia de Salmonella typhimurium o Proteus
vulgaris. De cualquier manera, segun la norma NT INEN 1346 en 25 gramos de
muestra debe estar ausente, por lo que un porcentaje de las muestras no son
aptas para consumo humano, como ya fue mencionado anteriormente, y se

encuentran accesibles para la compra en mercados municipales de Quito.
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5.6. Tincion GRAM

Se reporta que en las 50 muestras (100%) que se tinturaron mediante la técnica
de Tincion GRAM, existié la presencia de células azules o moradas y rojas,
donde se observaron células Gram positivas y Gram negativas como se observa

en la figura 33.

Donde posiblemente existan especies tales como:

e Escherichia coli (Gram negativa)

e Bacillus subtilis (Gram positiva) (Anexo 6)

Gram positivas (color purpura)
Gram negativas (color rosado)

Figura 33. Tinciéon Gram. Bacterias Gram negativas (color rojo o rosado) y

bacterias Gram positivas (color purpura o azul).
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Al comparar nuestro estudio con el realizado por Ortiz (2013), se realizaron
pruebas confirmatorias para coliformes (E. coli como es la tincion Gram,
determinando la presencia de Bacilos Gram Negativos, concordando con los
resultados de esta investigacion. Titan (2016) en su estudio de la enumeracién
selectiva de coliformes fecales y no fecal, identifica bacterias como: E. coli
(Bacilos Gram Negativos) y Bacillus subtilis (Bacilos Gram Positivos), resultando
estos dos organismos debido a que su medio de enriquecimiento fue EC, lo que
de igual manera se presencio en los resultados de tincion Gram obtenidos.

5.7. Prueba de Tira para Escherichia coli 0157

Se reporta que de las 50 muestras en las 50 (100%) que se sometieron a la
prueba de tira de diagndstico presuntivo para Escherichia coli O157, existieron
resultados positivos con la presencia de una segunda linea rosa como se puede

observar en la figura 34.
* .

-

Positiva (Doble lineaen Cy T)
Negativo (Unicamente linea en C)

Figura 34. Prueba de Tira para E. coli O157.

En este caso se puede tomar la prueba como positiva, por las especificaciones
que se encuentran en el manual del kit rapido de tira E. coli 0157 de MaxSignal®
(2011), sin embargo, por investigaciones anteriores en otros paises no se ha

encontrado una incidencia tan alta de E. coli O157 reportado hasta el momento.



76

En el estudio realizado por Meichtri se afirma que los bovinos constituyen el
principal reservorio de E. coli productor de toxina Shiga O157 y no-O157, y los
alimentos de origen carnico son la fuente de infeccion mas importante para el ser
humano (Meichtri, 2004). Su prevalencia en el ganado es del 1,1- 6,1% en
Estados Unidos, 0,8-22,4% en ganado lechero de Dinamarca, 0,62% en Japoén
y 1% en Noruega (Stevens, et al., 2002; Grauke et al., 2002). En la investigacion
realizada en Tucuman en carne picada y en embutidos, se identifico aislamientos
de E. colino toxigénica y E. coli O157 reportando el 0,46 % (Jure, et. al, p .6). El
porcentaje de aislamientos en productos carnicos de E. coli O157 no se
considera estable. Por ejemplo, en Latinoamérica tenemos: En Lima, en un
estudio de 102 muestras de carne de bovino molida, encontraron un 22,55 %
positivo para E. coli O157 (Mora, 2007). En Uruguay reportaron el 1,8 % E. coli
0157 en carne picada fresca (Varela, 2008). Argentina, en el 2013 report6 E. coli

0157 en el 12,2 % de las muestras de carne picada analizadas (Brusa, 2013).

En el estudio realizado por Jure, et. al., desde el 2004 hasta 2013 fueron
utilizados 169 muestras de carne picada, 35 embutidos y 216 esponjados de
media res. Se identificaron 13 aislamientos de E. coli O157; 6 de ellos fueron
0O157:H7 productores de toxina Shiga; los 7 aislamientos de E. coli O157 no
toxigénicos fueron O157: NT, O157: NM, O157: ND y O157:H16. Los
procedimientos utilizados incluyeron: enriquecimiento, tamizaje (se utilizo el kit
comercial RapidChek® E. coli O157 Test Kit), siembra, medios selectivos

diferenciales, y caracterizacion molecular.

En nuestra investigacién de igual manera se utilizé este kit para la identificacion
de E. coli O157, en las muestras de carne de res molida, reportando mas del
98% positivo. De estos resultados no se asegura que sea E. coli O157:H7,
debido a que no se pudo comprobar la presencia de los genes de los marcadores
de virulencia necesarios para causar enfermedades severas en el ser humano
(Roldan, 2007).
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En otras investigaciones como la de Rump, et. al., (2014) de igual manera
identificaron la presencia de E. coli O157:H7 y de otras H, pero se centraron en
averiguar los factores de virulencia que confirmaran que la presencia de E. coli
0O157:H7. Sin embargo, en los resultados obtenidos, existia la presencia de otras
bacterias pertenecientes al serogrupo O157 y no O157 como: O157: H1, O157:
H2, O157: H11, O157: H42 y O157: H43; siendo llamados una potencial
coleccion de aislados O157 historicos, dando una mejor comprension de la
diversidad de este gran serogrupo con diferentes potencialidades patégenas;
que, aunque carecen de genes para la produccién de toxina Shiga, llevaron
varios factores de virulencia (iha, terD y hlyA). Muchos de estos serogrupos no
han sido anteriormente reportados o analizados por su potencial patogeénico,
pero son capaces de fermentar sorbitol que es menos comun en cepas de E. coli
O157:H7.

Segun el Manual de la OIE existen kits disponibles para 0157, 026, 091, 0103,
0111, 0128, 0145 y H7, los cuales incluyen incorporacion de organismos,
controles positivos y negativos. Estos han demostrado que el antisuero 0157
produce reacciones cruzadas con otros organismos, por lo que se debe confirmar
colonias sospechosas de VTEC como E. coli O157:H7 (Manual OIE, 2004). Los
resultados obtenidos nos muestran la posibilidad de reacciones cruzadas y

debido a esto la diversidad de E. coli O157 no toxicos.

En un apartado publicado por el Institute for International Cooperation in Animal
Biologics y The Center for Food Security & Public Health de la Universidad
Estatal lowa, en el 2009, donde se sefiala que la E. coli O157: H- esta
estrechamente relacionada con la E. coli O157:H7, no es solo la version inmovil
de este organismo, sino que tiene una combinacion caracteristica de virulencia
y de rasgos fenotipicos. Raramente se ha aislado la E. coli O157: H de ganado
bovino o de caballos, y no se encontré6 en mas de 1.800 muestras fecales
obtenidas de bovinos, ovejas, cabras y venados en Alemania y la Republica

Checa. Pero existio un brote de origen alimentario en salchichas, y el contacto
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con una vaca y caballo infectados fueron las fuentes probables de infeccién en
otro brote. Por lo que concluyeron que es posible que los humanos sean
reservorios de este organismo. Lo que nos da a entender que posiblemente
también existiera la presencia de este organismo dentro de nuestras muestras

con una posible contaminacion cruzada.

Debido a que las muestras de carne molida salieron positivas en su mayoria con
la prueba rapida, donde se consideran como sospechosas de tener E. coli
0O157:H7, se deberia llevar a mas estudios posteriores tales como ELISA, PCR,
aglutinacion, ensayo de inmunotransferencia o células Vero, debido a que esta
prueba es una prueba de diagndstico presuntivo, como anteriormente se
menciond, donde se demuestra la presencia del antigeno somatico O157, pero

no la presencia del antigeno flagelar H7.

Es dificil determinar la prevalencia de la E. coli O157:H7 en seres humanos,
debido a que en muchos casos de diarrea no presentan complicaciones, dado
que la mayoria de casos de colitis hemorragica son autolimitantes y se resuelven
en aproximadamente en una semana, y posiblemente no se les realicen pruebas
para la deteccidn de estos organismos. De igual manera, el sindrome hemolitico
se produce en 16% de los pacientes con este padecimiento, y es mas frecuente
en nifos, ancianos y en personas inmunodeprimidas. Se han encontrado
serotipos de E. coli que producen sintomatologia similar como las que se pueden
observar en las tablas 4 y 5.
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Serotipos y serogrupos mas comunes de Escherichia coli causante de diarrea.

SeroTIPOS ¥ SERDGRUPOS MAS COMUNES DE ESCHERICHIA COLI CAUSANTE DE CIARREA

ETEC EIEC EPEC EAEC STEC
OBacH- 0 DOxHZ OLMN Q2IHT OBXH10 O1HT 0965:H-
O2%H- O15:H18 OLH1 021H16 0B5:H2 O1T-HT-KT  O165:H1D
O12ecH- D44:H18 O1:H2 025H- OeaH1D OMTHI OiekHIS
O124:H- O771-H18 O1:HAD O25HN { O117:H19 O185:H25
OTZEHT OEEH- OTHNT J2EH- - OTIEHTE OTexHTE
O12¢:H30 [SERREFI] O2H1 02642 O%1-H10 OT18:H30 CHES-H2
S O12T:H2 1 OZEHE OF1-H O115:H- O168:H-
OaH- ONT:H18 OZeHT1 DI-HI OTikHS O188:H-
OlddH- O2EH O%3H- O120H10 O171:H2
OH52H- O111aH2 [SFEE O88:H- O121:H- OI72H-
OfaT-H5 C110:HE O71H- O%3:HE OT1-Ha OX3:HZ
CB5HT O125acH21 C35H4 103:H- O126H- ONT:H21
O14:HA O126:H- CI%Ha O03:H2 O126H2 ONT-H25
Ofi5H21 O126:HZ Od5H- O103He OT2e:Ha ONT-H2
O12aHY O 26:HZT O3 HE O12BcH2Z1 ONT-HAT
CO128ac:HZT OHD 1 O126HZT ORfH-
D135 C128aH2 O128:H12 OR:HZ0
CT48:Hz28 O128:H12 OTIr-HA ORHZ
Ok He O142:HE OH
CHBHID O158:HZ3 Oh5HT OTIHTE O144-H-
D153:Hi5 O55H1D O171a0H- OldacH-
5O-H O55H? O111:H2 O145:H18
OB0H- O1TEHT OTd5:H2
OB5H16 O145:H28
O1B&H2T O7HN N11:HM OT4EH-
O167-Hs O73H3 O1T1HNT OTdEcHZ1
O163-Hi1 075H- O112HN O1d6:Hz
CI3H- O75H5 O113:H2 O150:H10
O7E:H13 [SRERT] O153:H2
O7HT CH13:H53 O153:-H25
CIBG:H- O11&:He O154-H-
07 H- O114:HeE O1571-H-
OHZHE O15HIE O157:HT
[STEE] O1EHIS O161H-
[T ONTH- O163:H1

ETEC E. call emenatoxigenica
EIEC E. coll enterpimvasiva

MT: no upincaote, EPEC £, coi entaropatogens

EAEC E. coil enmeroagregativa
R rugosa

STEC E. coll productara os towing shigs

Tomado de Rodriguez, G., 2002.

Tabla 5.

Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli.

Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli

Grupo

comunes

Serogrupos y serotipos mas

Sintomas clinicos

08:H9,
ETEC 025:H-,

O15:H11,
0O27:H7,
0148:H28, 0159:H20

020:H-,
O78:H12, | Diarrea aguda acuosa
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0O157:H7, 026:H11, O103:H2,|SHU, CH, diarrea sin sangre,
0113:H21, 0119, 0128, 0145 |dolor abdominal, fiebre, vomito

EHEC

Diarrea con moco y sangre o
028:H, O112ac:H-, O144:H-,| B
EIEC diarrea acuosa, también
0152:H-, 0164:H-, O167:H- _ .
presenta cuadro disentérico

055, 086, 0142, O111:H-,|Diarrea aguda, dolor abdominal,

EPEC
0127 vomito, fiebre baja
Diarrea liquida, verde con moco,
EAEC 044:H18 sin sangre, diarrea persistente
hasta 20 dias
DAEC 0126:H27 Diarrea acuosa sin sangre
Otros 0157:H- SHU, Diarrea acuosa
grupos
0157 0157:H19, 0157:H43, Diarrea acuosa
0157:H45

Adaptado de: Rodriguez, G., 2002 y Schmidt, H., et.al., 1999.

La casa comercial Bioo Scientific asegura que existe la posibilidad de que haya
existido una contaminacion de otras bacterias presentes en las muestras, que
puede causar un resultado falso positivo debido al fondo causado por éstas.
También es una posibilidad, que no se debe descartar del todo, encontrar una
prevalencia tan grande de E. coli O157, donde podria existir la presencia de E.
coli O157:H7.

Al comparar todos estos estudios frente al nuestro, podemos concluir que el
porcentaje puede presentar variedad; de ahi nuestros resultados, ademas mas
del 98% positivo para E. coli O157 reportado, no nos asegura que sea E. coli
0O157:H7, sino que exista la posibilidad de una gran diversidad de E. coli O157
circulantes (Jure, et. al, p .6), que no causan dafo a la salud como se esperaria
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de una E. coli productora de toxina Shiga (Manual OIE, 2004), y debido a esto

no existe alta incidencia o muerte por E. coli O157:H7 en Ecuador.

5.8. Identificacion global de E. coli O157:H7 de este estudio

Los resultados se pueden resumir de la siguiente manera:

e Agar Mac Conkey (100% presencia de enterobacterias)

e Agar Lauril Sulfato de simple concentracion (100% de crecimiento)

e Agar Lauril Sulfato de doble concentracién (100% de crecimiento)

e Caldo EC (100% de crecimiento)

e Agua Triptona (98% anillo rojo, 2% anillo amarillo)

e Agar Hierro — Triple Azucar (100% medio color amarillo)

e Agar Hierro — Triple Azucar (24% medio color amarillo, precipitado
negro y presencia de gas)

e Agar Hierro — Triple Azucar (16% medio negro)

e Tincion GRAM (100% de bacterias azules o moradas y rojas)

e Prueba de tira para Escherichia coli O157:H7 (98% positivo con
segunda linea tenue y 2% positivo con segunda linea intensa) (ver
figura 35).



100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0

Mac Conkey TSLs TSLd Tincién  Prueba de
Gram Tira

X

M 100% Gram positivas y 100% Gram negativas
B TSI Medio color negro completamente
TSI Color amarillo / precipitado negro / presencia de gas
B TSI Color amarillo / presencia de gas
W Negativo

MW Positivo

Figura 35. |dentificacion global de E. coli O157:H7 de este estudio.
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

Los resultados positivos de todos los andlisis microbioldgicos y pruebas
bioquimicas, a partir de las muestras de carne molida de res obtenida en los
mercados municipales de Quito, indican la presencia de enterobacterias, las

cuales son consideradas como organismos patdégenos para los seres humanos.

En las muestras de carne molida se encontrd indicios de la presencia de
enterobacterias como: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Shigella flexneri, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis,
Enterobacter aerogenes, que representan un grave problema para la salud

publica.

Entre las enterobacterias encontradas utilizando el agar hierro — triple azucar se
encontré precipitados de color negro (presencia de acido sulfhidrico), dando
como posibilidad la presencia de Salmonella typhimurium y Proteus vulgaris,
obteniendo como resultado la presencia en 16% de las muestras.

En la norma NT INEN 1346 indica que, por cada 25 gramos de muestra de carne
molida, que fue analizada en este estudio, debe existir una ausencia total para
la presencia de Salmonella, por lo que se concluye que el 16% de las muestras
obtenidas en los mercados municipales de Quito, no es apta para el consumo

humano.

Otra de las enterobacterias que se encontraron en esta investigacion fue E. coli,
dando como resultado 100% de pruebas positivas, en todas las pruebas
microbiolégicas y bioquimicas, el cual es considerado no viable segun la
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normativa NTE INEN 1346, no posee correlacion con los datos de epidemiologia
ambiental y clinica del Ecuador, pudiendo haberse dado por contaminacién o por

reacciones cruzadas.

Con la prueba de diagndstico rapido presuntivo de identificacion de E. coli O157
se obtuvo un 100% de pruebas positivas, por lo que es posible que existiera
diversidad de géneros O157, a los cuales no se les puede restar importancia

porque también tienen factores de virulencia peligrosos para los seres humanos.

Debido a que la prueba de tira rapida no es especifica para la E. coli O157:H7,
también es probable que existiera una contaminacién cruzada que arrojara falsos
positivos, sin desconsiderar la probable presencia de Escherichia coli O157:H7
por lo que es preciso realizar pruebas moleculares especificas para confirmar

estos resultados.

En esta investigacion, se ha utilizado una de las ramas mas importantes de la
Biotecnologia, como es: la Microbiologia. Se ha encontrado, resultados que
generaron alerta de Salud Publica en los mercados del Distrito Metropolitano de
Quito. Nos hemos centrado en la bacteria E. coli, como principal microorganismo
patogeno productor de enfermedades de origen alimentario, sin embargo, se
reportd presencia de mas enterobacterias, como Salmonella. E. coli O157:H7,
por su patogenicidad, su simplicidad de crecimiento y su propagacién se convirtio
en una de las bacterias mayormente estudiadas, aunque no existen muchos
estudios de O157 con otros antigenos H, se sabe que también son bacterias
patogenas, debido a que puede producir shigatoxinas, que llegan a ser muy
peligrosas al ingerirse por los seres humanos. El enfoque de esta investigacion
fue determinar la prevalencia de E. coli O157 en carne molida de res, con el fin
de aportar informaciéon importante, la cual puede ser utilizada para
investigaciones posteriores que arrojen resultados mas especificos. Con esta

investigacién buscamos ser el punto de partida, como un posible vinculo o ayuda
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para resolver un cierto problema de salud publica, mediante la utilizacién de la

Biotecnologia.

6.2. Recomendaciones

De acuerdo con los resultados obtenidos de presencia de enterobacterias en
todas las muestras de carne molida, se recomienda mejorar el manejo de los

alimentos en los mercados municipales de Quito para evitar la contaminacion.

Es importante realizar un conteo bacteriano de E. coli para evaluar la presencia
de estas bacterias, utilizando otros métodos que arrojen resultados mas
especificos, y correlacionarlo con la normativa NTE INEN 1346 para saber si las

carnes son aptas para el consumo humano.

El resultado de la presencia de Salmonella en el 16% de las muestras y E. coli
0157 en el 100% de las muestras de carne molida de los mercados municipales
de Quito es preocupante. Dado que en las normas INEN esta especificada la
ausencia total en 25 gramos de muestra, por lo que las carnes no serian aptas
para consumo humano, y se recomienda utilizar métodos de deteccién de cepas

potencialmente patdgenas para obtener resultados detallados.

Es importante realizar estudios posteriores para identificar a otras bacterias, que
posiblemente se encontraron en los resultados de esta investigacion, utilizando
pruebas especificas para: Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, Proteus
vulgaris, Enterococcus faecalis, Enterobacter aerogenes; que provocan
enfermedades de origen alimentario y se convierten en un problema grave de

salud publica.
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La utilizacion de la tira reactiva que una prueba de diagndstico presuntivo resulté
positiva para el 100% de las muestras de carne molida, por lo que es necesario
tener una prueba confirmatoria para los diferentes tipos de E. coli O157 que
podrian existir en las muestras, dado que esta prueba no es especifica para la

E. coli O157:H7, sin embargo, ésta podria estar presente.

La carne molida contaminada se encuentra de una manera muy accesible para
las personas en los mercados municipales de Quito, por lo que representa el
riesgo de contraer enfermedades de origen alimentario, y ésta podria no ser apta
para el consumo humano, es recomendable pensar en estudios y regulaciones

para la venta de carne en Quito.

A partir de esta investigacion también se recomienda realizar estudios de
prevalencia en diferentes puntos de la cadena productiva de la carne, desde la
crianza del animal hasta el consumidor, con el objetivo de encontrar posibles

focos de contaminaciéon de enterobacterias.
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ANEXOS



11.1. Anexo 1

Tabla 6.
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Pruebas bioquimicas que confirman la presencia de Escherichia coli.

Pruebas Bioquimicas

Resultados

Prueba de Oxidasa

Reaccion Negativa

Prueba de Catalasa

Reaccioén Positiva

Motilidad

Bacterias Moviles

Prueba de Indol

Reaccion Positiva (Anillo rojo)

Rojo de Metilo

Reaccion Positiva (Viraje del medio, rojo)

Voges Proskauer

Reaccidn negativa

Prueba de citrato

Reaccion negativa (sin cambio de color del

medio)

Agar TSI

Pico / Fondo son acidos, Positivo en
produccion de gas y negativo en acido

sulfhidrico

Agar Salmonella - Shigella

Presenta colonias rosadas

Agar Tergitol 7

Presenta colonias amairillas

Agar MacConkey

Presenta colonias rosadas
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Agar Eosina - Azul de metileno
(EMB) de Levine

Presenta colonias que varian del purpura a

verde metalico

Prueba de orto-nitrofenil-B-
galactopiranésido (ONPG)

Resultado positivo

Prueba de gelatinasa

Resultado negativo

Prueba de fenilalanina

desaminasa

Resultado negativo

Prueba de Ureasa

Resultado negativo

Utilizacion de malonato

Resultado positivo

Prueba de reduccién de nitratos

Resultado negativo

Tomado de Instituto de Investigaciones Biotecnologicas — Universidad de San

Martin, s.f.
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11.2. Anexo 2

Tabla 7.

Resultados de las estadisticas del sistema SIVE — ALERTA del Ministerio de
Salud Publica entre los afios (2014 - 2017) de personas expuestas, enfermas y

hospitalizadas por enfermedades de origen alimentario.

Ano Expuestos Enfermos Hospitalizados
2014 3624 390 21

2015 5768 1724 221

2016 11093 1283 272

2017 (Enero - Marzo) 343 111 23

TOTAL 20828 3508 537

Tomado de Gaceta Epidemioldgico Ecuador SIVE — ALERTA, 2014 — 2017.



11.3. Anexo 3

Contenido de los medios de cultivo utilizados

Tabla 8.

Contenido del agar Mac Conkey
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Contenido del medio de cultivo Cantidad
Peptona 17049
Pluripeptona 3.0g9
Lactosa 10.0g
Mezcla de sales biliares 1.5¢
Cloruro de sodio 50¢g
Agar 13.5¢
Rojo Neutro 0.03 ¢
Cristal Violeta 0.001 g

Tomado de Mac Conkey Agar - Titan Biotech Ltd., s.f.




Tabla 9.

Contenido del caldo de triptona lauril sulfato
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Contenido del medio de cultivo Cantidad
Triptona 20.0g
Lactosa 5.00g
Fosfato dipotasico 2759
Fosfato monopotasico 2.75¢g
Cloruro sddico 5.00g
Lauril sulfato sédico 0.10g

Tomado de Lauryl Sulphate Broth - Titan Biotech Ltd., s.f.

Tabla 10.

Contenido del caldo EC

Contenido del medio de cultivo Cantidad
Peptona pancreatica de carne 20.0g
Lactosa 5.00g

Mezcla de sales biliares

1.50¢g
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Cloruro sodico 5.00¢g
Fosfato disddico 4.00g
Fosfato monopotasico 1.50g

Tomado de EC Broth - Titan Biotech Ltd., s.f.

Tabla 11.

Contenido del agua de triptona

Contenido del medio de cultivo Cantidad
Peptona de caseina 10.0g
Cloruro sodico 5.00¢g

Tomado de Tryptone Water - Titan Biotech Ltd., s.f.

Tabla 12.

Contenido para la preparacion de reactivo de Kovacs

Contenido del medio de cultivo Cantidad
Acido 4 - dimetilamino - benzaldehido | 5.00 g

Alcohol Isoamilico 75.00 mL
Acido Clorhidrico 1,18 - 1,19 d 25.00 mL

Tomado de Kovacs reagents for indole - Laboratory LOBA CHEMIE, s.f.




Tabla 13.

Contenido para la preparacion del agar TSI
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Contenido del medio de cultivo Cantidad
Extracto de carne 3.00¢g
Pluripeptona 20.0g
Cloruro de sodio 5.00¢g
Lactosa 10.0g
Sacarosa 10.0g
Glucosa 1.00g
Sulfato de hierro y amonio 0.20g
Tiosulfato de sodio 0.20g
Rojo de fenol 0.025¢
Agar 13.00 g

Tomado de Triple Sugar Iron Agar - Titan Biotech Ltd., s.f.
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11.4. Anexo 4

Analisis Resultados en Agar TSI

a) Pico alcalino / fondo acido (pico rojo / fondo amarillo): el
microorganismo solamente fermenta la glucosa.

b) Pico acido / fondo acido (pico amarillo / fondo amarillo): el
microorganismo fermenta glucosa, lactosa y/o sacarosa.

c¢) Pico alcalino / fondo alcalino (pico rojo / fondo rojo): el
microorganismo es no fermentador de azucares.

d) La presencia de burbujas, o ruptura del medio de cultivo, indica que el
microorganismo produce gas.

e) Elennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido
sulfhidrico.

Tabla 14.

Tabla para resultados del medio TSI

Microorganismo Pico/Fondo Produccioén Produccioén

de gas de acido
sulfhidrico

E. coli ATCC 25922 A/A + -

K. pneumoniae ATCC | A/A + -

700603

P. mirabilis ATCC | K/A + +

43071

S. typhimurium ATCC | K/A - +

14028
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S. enteritidis ATCC| K/A + +
13076

S. flexneri ATCC 12022 | K/A - -

P. aeruginosa ATCC| K/K - -
27853

A: acido, K: alcalino

(Triple Sugar Iron Agar - Titan Biotech Ltd., s.f., pp. 1-2)



11.5. Anexo 5

Interpretacién de resultados prueba de tira
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Prueba de tira de E. Coli 157

g, U ]

Resultados
. Positive Negativo
Solucién tampén S e [
de dilucién/ H
extraccion - i B
I'\..‘__M.‘_/a"j ] Linez de contrel E{
15 minUtOE Linez da prusha

Figura 36. Diagrama explicativo para la prueba de tira de E. Coli O157:H7.

Tomado del manual de kit de prueba rapida para E. coli O157 de MaxSignal®.

Resultados negativos

La prueba es negativa si solo aparece una linea de color en el area de la linea

de control (C).

Resultados positivos
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La prueba es positiva si aparecen dos lineas de color. Aparecera una linea de
color en la zona de la linea de prueba (T) y otra en el area de la linea de control
(C).

Nota:

e Una linea coloreada con cualquier intensidad en el area de la linea de

prueba debe ser considerada positiva.
e Las lineas de color pueden ser mas claras o mas oscuras que las demas.

e Un resultado altamente positivo puede producir una linea roja intensa en
la zona de la linea de prueba y una linea débil en el area de la linea de

control. Esto todavia se consideraria un resultado positivo.

Resultados no validos

La prueba no es valida si no aparece ninguna linea de color en el area de la linea
de control incluso si aparece una linea de color en el area de la linea de prueba.
Si no aparece ninguna linea de color en |la zona de control, se debe agregar una
mezcla adicional de muestra y esperar 4 minutos mas. Si todavia no aparece
una linea coloreada en la zona de control, la prueba no es valida y debe repetirse

utilizando otro dispositivo.

Nota importante: Las lineas de color que aparecen después de 20 minutos no

son diagndsticas y deben ser ignoradas.
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Precauciones

Ha sido demostrado que los aislados de E. coli O157:H7 son infecciosos a dosis

muy bajas (menos de 50 bacterias). Es necesario tener un cuidado extremo en
el manejo de muestras, medios enriquecidos y tiras reactivas usadas. Todos los
residuos biolégicos peligrosos se deben eliminar de manera adecuada.
Descontaminar todos los dispositivos utilizados en la prueba con blanqueador o
autoclave (E. coli 0157 Strip Test Kit - MaxSignal®, s.f., pp. 3-6).
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11.6. Anexo 6

Resultados de las siete pruebas realizadas para la identificacion de Escherichia
coli en carne molida de res de 25 mercados municipales de Quito.

Tabla 15.

Resultados en Agar Mac Conkey

Zona Mercado Resultados
Control Blanco |Medio EC
Controles |Control Positivo |E. coli O157:H7
Control Negativo | E. coli
M1-And
Andalucia
M2-And
Comité del | M1-Cmt
Pueblo M2-Cmt
M1-lfq Colonias rojas con halo
IRaquito turbio, rosadas mucosas,
Norte M2-Ifiq .
incoloras, transparentes,
M1-Jfk diminutas incoloras y opacas
J. F. Kennedy
M2-Jfk
M1-Rm#A
Rumifahui
M2-Rm#A
Santa Clara M1-Scl
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M2-Scl
M1-Crc
Carcelén Colonias rojas con halo
La Delici M2-Crc turbio, rosadas mucosas,
a Delicia
M1-Ctc incoloras, transparentes,
Cotocollao diminutas incoloras y opacas
M2-Ctc
M1-Hci
Hacienda Ibarra Colonias rojas con halo
Quitumb M2-Hei turbio, rosadas mucosas,
uitumbe
M1-Lcd incoloras, transparentes,
Las Cuadras diminutas incoloras y opacas
M2-Lcd
M1-Clz
Calzado
M2-Clz
M1-Cmb
Chimbacalle
M2-Cmb
M1-Cry
Chiriyacu Colonias rojas con halo
Elov Alf M2-Cry turbio, rosadas mucosas,
o aro
y M1-Mgd incoloras, transparentes,
Magdalena diminutas incoloras y opacas
M2-Mgd
M1-Myr
Mayorista
M2-Myr
M1-Mnd
Mena Dos

M2-Mnd
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M1-Qts
Quito Sur
M2-Qts
M1-SId
Solanda
M2-Sid
M1-Arn
Arenas
M2-Arn
M1-Amr
América
M2-Amr
Colonias rojas con halo
M1-Cnt turbio, rosadas mucosas,
Central
M2-Cnt incoloras, transparentes,
diminutas incoloras y opacas
M1-Frt
Floresta
M2-Frt
Centro
M1-Sdg
San Diego
M2-Sdg
M1-Sfc
San Francisco
M2-Sfc
M1-Sjn
San Juan
M2-Sjn
M1-Srq
San Roque

M2-Srq




Tabla 16.
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Resultados en Medio Lauril Sulfato en simple y doble concentracion.

Zona Mercado TSL simple TSL doble
Control Blanco - -
Crecimiento Crecimiento
N moderado color | exuberante color
Control Positivo
blanco y |blanco y
Controles presencia de gas | presencia de gas
Crecimiento Crecimiento
moderado color|exuberante color
Control Negativo
blanco y |blanco y
presencia de gas | presencia de gas
M1-And
Andalucia
M2-And
Comité¢  del| M1-Cmt
Puebl Crecimiento Crecimiento
ueblo
M2-Cmt moderado color |exuberante color
Norte . .
MA1-IAiq blanco y|rojo y presencia
IAaquito presencia de gas |de gas
M2-Ifiq
J. F | M1-Jfk
Kennedy M2-Jfk
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M1-RmnA
Rumifahui
M2-Rmn
M1-Scl
Santa Clara
M2-Scl
M1-Crc
Carcelén Crecimiento Crecimiento
M2-Crc moderado color|exuberante color
La Delicia . _
M1-Ctc blanco y|rojo y presencia
Cotocollao presencia de gas | de gas
M2-Ctc
Hacienda M1-Hci
Crecimiento Crecimiento
Ibarra M6 M2-Hci
moderado color|exuberante color
Quitumbe

Las Cuadras
M5

M1-Lcd

blanco y

presencia de gas

rojo y presencia

de gas

M2-Lcd
M1-Clz
Calzado
M2-Clz
M1-Cmb
Chimbacalle
M2-Cmb Crecimiento Crecimiento
moderado color|exuberante color
Eloy Alfaro M1-Cry . _
Chiriyacu blanco y|rojo y presencia
M2-Cry presencia de gas | de gas
M1-Mgd
Magdalena
M2-Mgd
Mayorista M1-Myr
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M2-Myr
M1-Mnd
Mena Dos
M2-Mnd
M1-Qts
Quito Sur
M2-Qts
M1-Sid
Solanda
M2-Sid
M1-Arn
Arenas
M2-Arn
M1-Amr
Ameérica
M2-Amr Crecimiento Crecimiento
moderado color|exuberante color
M1-Cnt . _
Central blanco y|rojo y presencia
M2-Cnt presencia de gas | de gas
M1-Frt
Centro Floresta
M2-Frt
M1-Sdg
San Diego
M2-Sdg
San M1-Sfc
Francisco M2-Sfc
M1-Sjn
San Juan

M2-Sjn
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M1-Srq
San Roque
M2-Srq
Tabla 17.
Resultados en Medio EC
Zona Mercado Medio EC
Control Blanco -
Controles Control Positivo Crecimiento moderado, medio turbio
Control Negativo Crecimiento moderado, medio turbio
M1-And
Andalucia
M2-And
M1-Cmt
Comité del Pueblo
M2-Cmt
M1-Ifig Crecimiento
Norte Inaquito moderado,
M2-Inq medio turbio
M1-Jfk
J. F. Kennedy
M2-Jfk
M1-Rmna
Ruminahui
M2-Rmna
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M1-Scl
Santa Clara
M2-Scl
M1-Crc
Carcelén
M2-Crc Crecimiento
La Delicia moderado,
M1-Ctc medio turbio
Cotocollao
M2-Ctc
M1-Hci
Hacienda Ibarra M6
M2-Hci Crecimiento
Quitumbe moderado,
M1-Led medio turbio
Las Cuadras M5
M2-Lcd
M1-Clz
Calzado
M2-Clz
M1-Cmb
Chimbacalle
M2-Cmb
M1-Cry o
Chiriyacu Crecimiento
Eloy Alfaro M2-Cry moderado,
medio turbio
M1-Mgd
Magdalena
M2-Mgd
M1-Myr
Mayorista
M2-Myr
Mena Dos M1-Mnd
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M2-Mnd

M1-Qts
Quito Sur

M2-Qts

M1-SId
Solanda

M2-Sid

M1-Arn
Arenas

M2-Arn

M1-Amr
América

M2-Amr

M1-Cnt
Central

M2-Cnt

M1-Frt
Floresta

M2-Frt Crecimiento

Centro moderado,

M1-Sdg medio turbio
San Diego

M2-Sdg

M1-Sfc
San Francisco

M2-Sfc

M1-Sjn
San Juan

M2-Sjn

M1-Srq
San Roque

M2-Srq




Tabla 18.

Resultados de la Prueba de Indol
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Zona Mercado Prueba de Indol
Control Blanco -
Controles |Control Positivo Positivo
Control Negativo Positivo
M1-And
Andalucia Positivo
M2-And
M1-Cmt
Comité del Pueblo Positivo
M2-Cmt
M1-1Aq
Inaquito Positivo
Norte M2-IAq
M1-Jfk
J. F. Kennedy Positivo
M2-Jfk
M1-RmnA
Rumifahui Positivo
M2-Rmn
Santa Clara M1-Scl Positivo
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M2-Scl
M1-Crc
Carcelén Positivo
M2-Crc
La Delicia
M1-Ctc
Cotocollao Positivo
M2-Ctc
M1-Hci
Hacienda Ibarra M6 Positivo
M2-Hci
Quitumbe
M1-Lcd
Las Cuadras M5 Positivo
M2-Lcd
M1-Clz
Calzado Positivo
M2-Clz
M1-Cmb
Chimbacalle Negativo
M2-Cmb
M1-Cry
Chiriyacu Positivo
M2-Cry
Eloy Alfaro
M1-Mgd
Magdalena Positivo
M2-Mgd
M1-Myr
Mayorista Positivo
M2-Myr
M1-Mnd
Mena Dos Positivo

M2-Mnd
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M1-Qts

Quito Sur Positivo
M2-Qts
M1-Sid

Solanda Positivo
M2-Sid
M1-Arn

Arenas Positivo
M2-Arn
M1-Amr

América Positivo
M2-Amr
M1-Cnt

Central Positivo
M2-Cnt
M1-Frt

Floresta Positivo
M2-Frt

Centro

M1-Sdg

San Diego Positivo
M2-Sdg
M1-Sfc

San Francisco Positivo
M2-Sfc
M1-Sjn

San Juan Positivo
M2-Sjn
M1-Srq

San Roque Positivo
M2-Srq

Tabla 19.
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Resultados en Agar TSI
Zona Mercado TSI
Control Blanco -
Controles | Control Positivo -
Control Negativo -
Pico amairillo
M1-And
fondo negro
Andalucia
Pico amairillo
M2-And
fondo amarillo
Pico amairillo
M1-Cmt
fondo negro
Comité del Pueblo
Pico amairillo
M2-Cmt
fondo negro
Pico amairillo
Norte M1-1Aq
fondo amarillo
Ihaquito
Pico amairillo
M2-IAq
fondo amarillo
Pico amairillo
M1-Jfk
fondo negro
J. F. Kennedy
Pico amairillo
M2-Jfk
fondo negro
Pico amairillo
Ruminahui M1-Rmn

fondo amarillo
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Pico amarillo /

M2-Rmn
fondo amarillo
Pico negro / fondo
M1-Scl
negro
Santa Clara
Pico amarillo /
M2-Scl
fondo negro
Pico amarillo /
M1-Crc
fondo amarillo
Carcelén
Pico amarillo /
M2-Crc
fondo amarillo
La Delicia
Pico negro / fondo
M1-Ctc
negro
Cotocollao
Pico amarillo /
M2-Ctc
fondo negro
Pico amarillo /
M1-Hci
fondo amarillo
Hacienda |Ibarra M6
Pico amarillo /
M2-Hci
fondo negro
Quitumbe
Pico negro / fondo
M1-Lcd
negro
Las Cuadras M5
Pico amarillo /
M2-Lcd
fondo amarillo
Eloy Pico amarillo /
Calzado M1-Clz
Alfaro fondo negro
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Pico amarillo /

M2-Clz
fondo negro
Pico amarillo /
M1-Cmb
fondo amarillo
Chimbacalle
Pico amarillo /
M2-Cmb
fondo amarillo
Pico amarillo /
M1-Cry
fondo negro
Chiriyacu
Pico amarillo /
M2-Cry
fondo amarillo
Pico negro / fondo
M1-Mgd
negro
Magdalena
Pico amarillo /
M2-Mgd
fondo amarillo
Pico amarillo /
M1-Myr
fondo negro
Mayorista
Pico negro / fondo
M2-Myr
negro
Pico amarillo /
M1-Mnd
fondo amarillo
Mena Dos
Pico amarillo /
M2-Mnd
fondo amarillo
Pico amarillo /
Quito Sur M1-Qts

fondo amarillo
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Pico amarillo /
M2-Qts
fondo amarillo
Pico amarillo /
M1-Sid
fondo amarillo
Solanda
Pico amarillo /
M2-Sid
fondo amarillo
Pico amarillo /
M1-Arn
fondo amarillo
Arenas
Pico amarillo /
M2-Arn
fondo amarillo
Pico amarillo /
M1-Amr
fondo amarillo
Ameérica
Pico amarillo /
M2-Amr
fondo amarillo
Pico amarillo /
Centro M1-Cnt
fondo amarillo
Central
Pico negro / fondo
M2-Cnt
negro
Pico amarillo /
M1-Frt
fondo amarillo
Floresta
Pico amarillo /
M2-Frt
fondo amarillo
Pico amarillo /
San Diego M1-Sdg

fondo amarillo
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Pico amairillo

M2-Sdg
fondo amarillo
Pico amairillo
M1-Sfc
fondo amarillo
San Francisco
Pico amairillo
M2-Sfc
fondo amarillo
Pico amairillo
M1-Sjn
fondo amarillo
San Juan
Pico amairillo
M2-Sjn
fondo amarillo
Pico negro / fondo
M1-Srq
negro
San Roque
Pico negro / fondo
M2-Srq
negro
Tabla 20.
Resultados Tincibn GRAM
Zona Mercado Tincion GRAM
Control Blanco -
Controles |Control Positivo -
Control Negativo -
M1-And Colonias
Andalucia azules o
Norte M2-And
moradas Yy
Comité del Pueblo M1-Cmt rojas
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M2-Cmt
M1-1Aq
IAaquito
M2-IAq
M1-Jfk
J. F. Kennedy
M2-Jfk
M1-RmnA
Ruminahui
M2-RmnA
M1-Scl
Santa Clara
M2-Scl
M1-Crc
Carcelén Colonias
M2-Crc azules o)
La Delicia
M1-Ctc moradas vy
Cotocollao rojas
M2-Ctc
M1-Hci
Hacienda Ibarra M6 Colonias
M2-Hci azules o)
Quitumbe
M1-Led moradas y
Las Cuadras M5 rojas
M2-Lcd
M1-Clz
Calzado Colonias
M2-Clz azules o
Eloy Alfaro
M1-Cmb moradas y
Chimbacalle rojas

M2-Cmb
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M1-Cry
Chiriyacu
M2-Cry
M1-Mgd
Magdalena
M2-Mgd
M1-Myr
Mayorista
M2-Myr
M1-Mnd
Mena Dos
M2-Mnd
M1-Qts
Quito Sur
M2-Qts
M1-Sid
Solanda
M2-Sid
M1-Arn
Arenas
M2-Arn
M1-Amr
América
M2-Amr Colonias
azules 0
Centro M1-Cnt
Central moradas vy
M2-Cnt rojas
M1-Frt
Floresta
M2-Frt
San Diego M1-Sdg




M2-Sdg

San Francisco

M1-Sfc

M2-Sfc

San Juan

M1-Sjn

M2-Sjn

San Roque

M1-Srq

M2-Srq
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Tabla 21.

Resultados de la Prueba de Tira para E. coli O157:H7

Zona Mercado Prueba de Tira
Control Blanco -
Control Positivo Positivo
Controles | Control Negativo Negativo
M1-And
Levemente
Andalucia M2-And positivo
M1-Cmt
Levemente
Comité del Pueblo M2-Cmt positivo
M1-IAq
Levemente
IAaquito M2-IAq positivo
Norte J. F. Kennedy M1-Jfk
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Levemente
M2-Jfk
positivo
M1-Rm#A
Levemente
Rumifiahui M2-Rm#h positivo
M1-Scl
Levemente
Santa Clara M2-Scl positivo
M1-Crc
Levemente
Carcelén M2-Crc positivo
M1-Ctc
Levemente
La Delicia Cotocollao M2-Ctc positivo
M1-Hci
Levemente
Hacienda Ibarra M6 M2-Hci positivo
M1-Lcd
Levemente
Quitumbe Las Cuadras M5 M2-Lcd positivo
M1-Clz
Levemente
Calzado M2-Clz positivo
M1-Cmb
Levemente
Chimbacalle M2-Cmb positivo
M1-Cry
Levemente
Chiriyacu M2-Cry positivo
Eloy Alfaro |Magdalena M1-Mgd
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Levemente
M2-Mgd N
positivo
M1-Myr
Levemente
Mayorista M2-Myr positivo
M1-Mnd
Levemente
Mena Dos M2-Mnd positivo
M1-Qts
Levemente
Quito Sur M2-Qts positivo
M1-Sid
Levemente
Solanda M2-Sid positivo
M1-Arn
Levemente
Arenas M2-Arn positivo
M1-Amr
Fuertemente
América M2-Amr Positivo
M1-Cnt
Levemente
Central M2-Cnt positivo
M1-Frt
Levemente
Floresta M2-Frt positivo
M1-Sdg
Levemente
San Diego M2-Sdg positivo
Centro San Francisco M1-Sfc
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Levemente
M2-Sfc N
positivo
M1-Sjn
Levemente
San Juan M2-Sjn positivo
M1-Srq
Levemente
San Roque M2-Srq positivo
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