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RESUMEN.

Las enfermedades de transmision alimenticia (ETA) son una causa importante de
enfermedad y muerte en todo el mundo. En Nicaragua las ETA se asocian en un
10% de los casos a la infeccion por Escherichia coli (E. coli), lo que pone de
manifiesto el grado de contaminacion fecal de los alimentos que consumimos. Por
tal motivo se realizd un estudio descriptivo de corte transversal en dos de los tres
centros de venta mas grandes de la ciudad de ledn con el objetivo de descartar
contaminacion de las carnes de consumo que se expenden en estos
establecimiento y determinar si dentro de ese grupo de contaminantes se
encuentran patotipos de E. coli diarrogénica y otras bacterias antibiético
resistentes. Se analizaron un total de 86 muestras de carne durante el periodo de
octubre- noviembre del 2013 y julio y septiembre del 2014 en los mercados MRC y
MSB de la ciudad de leén. Se recuperaron un total de 73 aislados positivos
(84.9%) del total de muestras analizadas. Dentro del grupo de coliformes fecales
encontrados E. coli fue la que se presentd en mayor frecuencia con 30 aislados
positivos (34.9%) lo que evidencia el grado de contaminacion que excede el rango
establecido en el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.04.50:08 para
coliformes fecales, sin embargo; 13 muestras resultaron negativas (15.1%). Al
analizar los 30 aislados positivos con E. coli utilizando un PCR para la
identificacion de genes de virulencia que codifican para los patotipos de E. coli
(eaeA, bfpA, vtl y / o vt2, eltB y / 0 estA, ial y PCVD) no se identificd ninguna
célula viable con estos genes. En cuanto al perfil de resistencia de todos los
aislados se observé una marcada resistencia a los aminoglucésidos; de las 73
muestras con crecimiento bacteriano (84.8%) presentaban resistencia a este
antibiotico. Este estudio da inicio a lo que podria ser un plan de intervencion local
para evitar contaminacion bacteriana de las carnes que estamos consumiendo en

la ciudad de Leodn.



INDICE

1. INTRODUGCCION ...t ettt et e e e 1
. ANT E CEDENT ES . ... e e e e e e ens 3
2. JUSTIFICACION . ..ottt e e et et e e e et e e e e e e e e 5
3. PREGUNTA DE INVESTIGACION ...ttt eeee e e, 6
. OBIET IV O S .. e e e 7
3. MARCO TEORICO ..ottt et ettt e e e e et e e e e e e e e e 8
7. MATERIAL Y METODO. ..oooie ettt ettt 25
7.1 TIPO A€ ESTUTIO. ..ottt e e e e e e eees 25
7.2 Area d€ ©STUAIO. ..o ettt et e e e e e e e 25
7.4 Recoleccion, almacenamiento y transporte de las muestras. ............ccc.ee. 25
7.5 Criterios de INCIUSION. ... e e e e 26
7.6 Procesamiento de |8 MUESIIAL. ... .cuvee e e e 27
7.7 ANALISIS de [0S RESUIATOS .. .c..eeeeeeee e e e 36
8. RESULT AD S ..o e e e e e 37
0. DISCUSION. ¢ ettt ettt e e e e e e eea e e e 44
1O. CON CLUSIONES. ... e e e e e reanns 47
11. RECOMENDACIONES. ... e e 48
12, BIBLIOGRAFIA . ..ot ettt et 49

13, ANEXOS. L 56



INDICE DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucléico

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

ARN: Acido ribonucleico

aw : actividad de agua en el medio

BLEE: beta- lactamasas de espectro extendido
CDC: Centers of control disease

CFA: Factores antigénicos de colonizacién
CLSI: Clinical and Laboratory Standards

CPA: agar para conteo en placa

D: tiempo necesario para dividir por 10 la poblacion inicial de microorganismo de
riesgo microbiologico peligroso

DEC: E. coli diarrogénicas

DMI: dosis minima infectiva

ECAD: E. coli de adherencia difusa
ECEA: E. coli enteroagregativa

ECEH: E. coli Enterohemorragica

ECEI: E. coli enteroinvasiva

ECEP: E. coli enteropatdgena

ECET: E. coli enterotoxigénica

ECST: E. coli productora de toxina Shiga
ECVT: E. coli Verotoxigénica

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay



EMA: Enzimas modificadoras de aminoglucosidos
ETA: Enfermedades de transmision alimenticia
GMPc: Guanosin monofosfato ciclico

IL: interleukina

KDa: kilo daltom

LPS: Lipopolisacéarido

McK: MacConkey

MUG: fluorogen 4metilumbeliferil -BD- glucurénido
OMS: Organizacion Mundial de la salud

ONT: antigeno O no tipificable

Pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la Polimerasa
PMN: Polimorfonuclear

RTE: Ready to eat

SS: Salmonella-Shigella

STX: Toxina Shiga

SUH: Sindrome urémico hemolitico

UFC: Unidades formadoras de colonias



1. INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision alimenticia (ETA) son una causa importante de
enfermedad y muerte en todo el mundo ®. Son todas las enfermedades que se
adquieren por medio del consumo de alimentos contaminados, lo que podria
producir, dependiendo del patégeno implicado, infecciones o intoxicaciones * .
En el mundo en desarrollo, este suceso conduce la muerte de muchos nifios ©,
de igual manera constituyen un problema de salud publica y se reconoce cada vez
MAas su repercusion sobre la salud de la poblacion, ya sea por la frecuencia con la
gue ocurren como por el impacto que pueden causar, llegando a ocasionar casos

fatales .

El amplio repertorio de patdgenos asociados a ETA ha variado con el pasar del
tiempo, probablemente debido a medidas de control e inocuidad de los alimentos,
sin embargo; estdn surgiendo nuevos microorganismos asociados a
contaminacion de los alimentos y se sugiere podria ser producto de cambios en la
ecologia microbiana e inclusive por contaminacion en cualquiera de las etapas de
produccion de los alimentos. Estos microorganismos pueden surgir también con
nuevos factores de virulencia y de resistencia adquiridos mediante elementos

genéticos méviles y de transferencia a través de bacteriéfagos .

Segun estudios publicados por los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades de Estados Unidos, cada afio, alrededor de 48 millones de
personas enferma y se estima que 128.000 son hospitalizadas y 3.000 mueren

debido a enfermedades transmitidas por los alimentos ® 7).

La contaminacion de los alimentos es una consecuencia directa de las deficiencias
sanitarias durante su proceso de elaboracion, manipulacion, transporte,
almacenamiento y las condiciones en que son suministrados al consumidor. Los
microorganismos provenientes de diferentes fuentes de contaminacion que
pueden ser virus, bacterias, parasitos, toxinas; son transferidos a la superficie de

los alimentos donde encuentran los nutrientes necesarios para proliferar hasta



titulos de 102-10° UFC/cm?2 convirtiéndose de esta manera en una amenaza a la

salud de quien los consume @9,

El control y prevencion de las ETA sigue siendo un desafio en todo el mundo,
pues no se conoce su incidencia real. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que, dependiendo del pais, entre el 15y el 70 % de los casos de diarrea se
dan en nifios menores de cinco afios de edad a causa de alimentos contaminados
@, Segtin OMS, en América Latina y el Caribe se producen 1,500 millones de
casos de diarrea por afio, y mueren tres millones de nifios menores de cinco afios

por la misma causa .

La bacteria Escherichia coli productora de toxina Shiga (ECST) se considera

1 Existen

actualmente un patdogeno emergente transmitido por alimentos
numerosos serotipos de ECST asociados a enfermedad en humanos, entre los
cuales prevalece el serotipo O157:H7; siendo la carne molida de res el principal

vehiculo de transmisién por el grado de manipulacién de la misma 17,

En Nicaragua existen pocos datos sobre infecciones transmitidas por alimentos
contaminados y si se toma en cuenta la venta difundida de alimentos de
produccion artesanal y habitos alimentarios inadecuados, esto; podria estar
relacionado a las enfermedades diarreicas que afectan a la poblacion
Nicaragiiense “® por tal motivo esta investigaciéon pretende aislar e identificar
coliformes fecales en la carne de consumo comercializada en dos mercados de los
tres principales centros de compra de la ciudad de Leon, asi como determinar si
dentro del grupo se encuentran E. coli que son antibidtico-resistentes y ademas
patogenas, lo cual podria representar una posible fuente de diseminacion de este

tipo de patégeno en la comunidad.



1. ANTECEDENTES
Las primeras infecciones por ECST 0157 fueron reportadas en 1982, cuando
ECST O157:H7 fue implicada en brotes asociados con dos cadenas de
restaurantes de comida rapida en los Estados Unidos 2. Desde entonces, el
namero de casos y brotes a nivel mundial debido a ECST O157 es cada vez
mayor, aunque las cepas de E. coli no O157 también han sido asociadas a brotes
alimenticios e intoxicaciones en humanos por lo que se ha convertido en motivo de
investigacién en muchos laboratorios *?. Se estima que en los Estados Unidos,
ECST 0157:H7 causa 73.000 casos y 250 muertes al afio ™. El primer brote
comunitario asociado a ECST O157: H7 en Europa se produjo en el Reino Unido
en el verano de 1985; nuevos reportes de brotes y casos esporadicos se ha

informado en Europa desde entonces 9,

Segun el programa de vigilancia FoodNet, que se lleva a cabo en E.U.A. desde
1996; se identific6 para el afio 2013 un total de 19,056 infecciones, 4,200
hospitalizaciones y 80 muertes entre los casos de infeccion con patdégenos
transmitidos comunmente a través alimentos. Reporta una incidencia de casos de
Salmonella mas baja en el afio 2013 en comparacion con el 2010- 2012 pero se
reporta mayor numero de casos de infecciones por Vibrio sp, y del total de
hospitalizaciones por ETA la mayoria de los casos se presentaron en pacientes
por encima de los 65 afios de edad. Este mismo programa estima que para el afio
2020 habra una alta incidencia de infecciones transmitidas por alimentos en nifios

menores de 5 afios @% 2V,

En el 2006 un brote de ECST 0157 estuvo ligado al consumo de productos
frescos, productos empacados en bolsas y espinacas; este, involucré 26 estados
de E.U.A ; y Canada informé 205 casos de la enfermedad y 3 muertes producto de

la misma causa ® .

Durante el afio 2001 se registraron en Nicaragua 30 brotes de ETA y 13 casos

esporadicos afectando en total a 363 personas, y para el afio 2002 el servicio de
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vigilancia epidemioldgica registré 23 brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos y 12 casos esporadicos afectando en total a 159 personas, sin

presentarse casos fatales™.

En Nicaragua los brotes de intoxicacion alimenticia se producen especialmente por
Staphylococcus aureus (20 % de los casos) y E. coli (10 % de los casos) 9. El
Ministerio de Salud de Nicaragua (MINSA) en su boletin epidemiolégico de la
semana 22 reporta una tasa de incidencia de 0.32 (8 casos) por cada 10,000
habitantes para el afio 2013, y de 0.30 (11 casos) por cada 10,000 habitantes en
el afio 2014 @2,

Producto de este problema de contaminacién de las carnes, se ha explorado la
contaminacion por bacterias principalmente por E. coli diarrogénicas en las carnes
de consumo en centros a nivel mundial, principalmente en potencias como E.U.A
a través de programas de Monitoreo Nacional de la Resistencia, en el estudio
ejecutado en cinco afos desde el 2002 al 2007 en el que se recolectaron 7,258
aislados de E. coli para confirmar la presencia de ECST, analizandose ademas
otros 1,275 aislados de E. coli para otros genes virulencia en E. coli no 0157
pero si diarrogénicas *?, se obtuvieron los siguientes resultados : diecisiete
aislamientos (16 de carne de res molida y 1 de una chuleta de cerdo) eran positivo
para genes stx, incluyendo 5 positivos tanto para stx1 y stx2 , 2 positivos para stx1
y 10 positivos para stx2, las diecisiete cepas de ECST pertenecian a 10 serotipos
diferentes a O 157: H7. Ninguno de los aislamientos de ECST contenia el gen eae,
mientras que otros siete llevaron el gen hlyA de E. coli enterohemorragica
(ECEH), de igual forma la presencia de cepas ECEP (E. coli enteropatdégena)
atipicas en la carne al por menor es preocupante debido a su potencial para

causar infecciones humanas 2.



2. JUSTIFICACION

Brotes de infecciones transmitidas por alimentos son bastante comuidn en
Nicaragua™, en especial se asocian a E. coli (la cual es considerada como un
coliforme fecal). Ademas se reporta que existen patotipos de E. coli que son
asociados a casos de diarrea en nifios, y que un creciente niumero de bacterias

gue causan enfermedades son resistentes a la accién de los antibiéticos.

Bajo esa perspectiva surge la necesidad de investigar cuales son las fuentes de
dispersion de bacterias patogénicas y bacterias antibiotico resistente; entre estas
fuentes de contaminacién podria estar la carne molida, que por la falta de higiene
en su manipulaciébn y/o almacenamiento inapropiado podria contribuir al

esparcimiento de los patdégenos antes mencionados.



3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se encuentran las carnes comercializadas en dos de los principales mercados

de la ciudad de Leén contaminadas con coliformes fecales?

De existir contaminacién por coliformes fecales, ¢Algunos de estos coliformes
fecales podria ser patotipos de E. coli diarrogénica o bacterias antibiotico

resistente?



4. OBJETIVOS.

1. Determinar la calidad bacteriolégica de las carnes de consumo que se
expenden en dos de los principales mercados de la ciudad de Ledén en

octubre- noviembre del 2013, julio y septiembre del 2014.

2. ldentificar dentro del grupo de coliformes fecales en las carnes de
consumo la presencia de E. coli diarrogénica y/o presencia de bacterias

antibiotico resistente en el periodo de estudio.



3. MARCO TEORICO

Los cambios en los sistemas de vida y los habitos alimenticios de la poblacion han
conducido al aumento de enfermedades causadas por el consumo de alimentos
contaminados “ 2. La Organizacién Mundial de la Salud OMS define a las
enfermedades de transmision alimentaria como una enfermedad de naturaleza
infecciosa o debida a toxinas, causada por agentes que ingresan al organismo a
través del consumo de alimentos ?¥. Actualmente varios alimentos sirven como
guia de infecciones o enfermedades alimenticias, principalmente la carne y sus
productos son importantes vectores de bacterias como Salmonella, Campylobacter

jejuni/coli, y E. coli verotoxigenica no es la excepcion®,

Segun La OMS, existen 250 tipos de enfermedades transmitidas por alimentos
gue se consolidan como un problema de salud publica, capaces de afectar la
productividad econdmica de la sociedad y generar altos costos a los servicios de

salud © 2627,

La OMS estima que el 70% de las enfermedades diarreicas son transmitidas por
los alimentos y que solo en E.U.A se producen 76 millones de ETA cada afio,
resultando en 325,000 hospitalizaciones y 5,200 muertes & 28 Estas son
causadas por una gran variedad de agentes infecciosos y, a menudo, ocurren
como brotes, por lo que la vigilancia epidemiolégica es de vital importancia ‘9. En
América Latina las ETA representan alrededor del 70% de los casos de
enfermedad diarreica aguda, segn estimaciones de La OMS @9,

Muchos investigadores han estudiado la presencia de E. coli antibidtico resistente
en varias partes del mundo y en diferentes tipos de carnes, asi lo demuestra un
estudio realizado en Bangladesh en aves silvestres y aves de corral en el que
investigaban la presencia de E. coli multidrogaresistente en ese tipo de carne,

efectivamente la multiresistencia se encontré en el 22.7 % de las E. coli aisladas



de muestras de aves y el 30%de estas E. coli eran BLEE positivo, incluyendo
clones de CTX-M, producto del uso ilimitado de antibiticos en la crianza de aves

de corral @,

El 4 de agosto del 2010 el Centro de Control de Enfermedad infecciosas (CDC)
investigd dos aislamientos de ECST 026 no moviles, que eran indistinguibles en
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), en ambos casos los pacientes
tenian diarrea, dolor abdominal y calambres, ambos compraron en tiendas en la

misma ciudad y el informe hacfa referencia al consumo de carne molida ©%.

Otro estudio que pretendia evidenciar la presencia de E. coli productora de toxina
shiga y de otras E. coli potencialmente diarrogénica, de un total de 1275 aislados
positivos de E. coli 34 tenian genes que codificaban para la toxina shiga en sus

diferentes grupos y 11 aislados resultaron positivos para ECEP 2.

En un estudio para determinar la prevalencia y caracterizacién de E. coli no 0157
pero productora de toxina shiga en carne molida de res en E,E,U,U, este fue un
estudio de un afo y se amplifico el ADN de 1006 muestras de carne molida que

presentaban la toxina shiga ©.

A pesar de existir estudios como este a nivel mundial en Nicaragua este fenébmeno
no se conoce aunque las autoridades del Ministerio de Salud reporten un 10 % de
ETA asociado a E. coli.

Origen de los microorganismos patégenos presentes en los alimentos.

Pueden ser enddgenos (ya estan presentes en el interior de las estructuras del
alimento donde pueden provocar zoonosis, enfermedades animales no
transmitibles al hombre y enfermedades vegetales no transmitibles al hombre) o
exdgenos (se incorporan al alimento durante su manipulacion y procesado).

Pueden ser agentes patdégenos o alterantes (saprofitos) 2.



Hay que diferenciar entre infecciones e intoxicaciones y entre infecciones con DMI
(dosis minima infectiva) o DI50 (dosis infectiva que produce la enfermedad en el
50 % de la poblacién) bajas o altas. En muchos casos no esta totalmente claro si

el proceso es intoxicativo o infectivo ©2),
Agentes Bacterianos transmitidos por alimentos.

Aunque varios alimentos pueden servir como fuentes de enfermedades
transmitidas por alimentos, la carne y los productos carnicos son una fuente
importante de infecciones humanas con una variedad de patdogenos transmitidos
por los alimentos, a lo largo de la década de 1990 y hasta hoy los principales
agentes que se han estudiado han sido: Salmonella spp., Campylobacter jejuni /
coli, E. coli verotoxigénica y, en cierta medida, Listeria monocytogenes y Yersinia

enterocolitica ** 29,

6.1.2 Escherichia coli diarrogénica. (DEC)

La especie E. coli constituye un grupo tipicamente heterogéneo de bacterias gram-
negativas, anaerobias facultativas, catalasa positiva, oxidasa negativa,
fermentativa, es un bacilo corto no esporulado ©® ; son una parte natural de la
flora intestinal de los animales y humanos. Genéticamente, la E. coli esta muy
estrechamente relacionada con el género Shigella, aunque caracteristicamente

fermenta la lactosa, por lo deméas es mucho mas activa bioquimicamente ©¢* 3%,

E. coli es un componente importante de la microflora intestinal de los seres
humanos y mamiferos de sangre caliente. Aunque E. coli normalmente coloniza el
tracto intestinal sin causar dafio, varios clones de E. coli han desarrollado la
capacidad de causar una variedad de enfermedades en el tracto intestinal y en
otras areas del cuerpo “?. Aquellas cepas que causan infecciones entéricas

generalmente se llaman cepas diarreogénicas de E. coli y su patogénesis se
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asocia con un numero de atributos de virulencia, que varian de acuerdo al patotipo
(12)

Hay seis patotipos de DEC: E. coli enterotoxigénica (ECET), E. coli
enteroagregativa (ECEA), E. coli enteropatdogenas (ECEP), E. coli
enterohemorragica (ECEH) o verocitotoxina productoras de E. coli

enteropatgenas, y E. coli de adherencia difusa (ECEI) (2 131 36.37),

Para determinar el grupo patégeno al que pertenecen, Kauffman desarrollé un
esquema de serotipificacion que continuamente varia y que actualmente tiene 176
antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares (K). El antigeno “O”
es el responsable del serogrupo; la determinacion del antigeno somético y flagelar
(O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se asocia con un cuadro clinico en

particular ©2.

Existen Mas de 70 serotipos diferentes de E. coli (ECST) productor de toxina
Shiga que causan enfermedades en los seres humanos ©®. Las enfermedades
van desde diarrea leve hasta diarrea con sangre, como; colitis hemorragica (HC) y

Sindrome urémico hemolitico (SUH) & 39,

E. coli O157: H7 es la cepa de ECST que mas a menudo se asocia con las formas

mas severas de la enfermedad ©?.

La familia de toxinas Shiga se componen de un tipo relacionado funcionalmente: |
Las toxinas de Shigella dysenteriae y proteinas estrechamente relacionadas
producidas por la ECEH “% . Mas de 200 serotipos producen toxinas Shiga, pero
s6lo 50 han sido asociados con diarrea con sangre o Sindrome urémico hemolitico

(SUH) en los seres humanos @8 49,

La E. coli es un mesdfilo de crecimiento tipico, segun informes la temperatura de
crecimiento es de entre 7-10 °C hasta 50 °C pero la temperatura 6ptima de
crecimiento es de alrededor de 37 ° C, aunque se han reportado algunas cepas de
ECET que crecen a temperaturas tan bajas como 4 °C. Esta bacteria no muestra
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marcada resistencia al calor, con un valor D a 60 °C del orden de 0,1 min, y puede
sobrevivir si se almacena en refrigeracion durante largos periodos. Crece a un pH
neutral, pero su crecimiento también es posible a pH 4,4. El minimo a, para el
crecimiento de la E. coli es 0,95 ©.

ECVT puede contener dos genes diferentes, stxl y stx2. De ambas toxinas, se
han descrito una serie de variantes alélicas, designados respectivamente como

stxla - 1d y stx2 stx2a -2g “Y.

E. coli enterotoxigénica (ECET).

Las ECET colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias
gue tienen diversas formas denominadas CFA (colonization factor antigens),
siendo su principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas
enterotoxinas llamadas toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). Sus
genes estan codificados en un plasmido que también puede tener informacién
genética para los CFA’s, aunque algunos genes de ST se han encontrado en

tranposones 3 40

. Las toxina ST y LT aumentan los niveles de GMPc y AMPc
provocando la salida de abundante agua y iones, de manera que la diarrea que
producen es de tipo secretora, de aparicion subita con voémitos, que lleva

rapidamente a la deshidratacién (Ver Fig. N°1) #4244,
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Fig.l. Mecanismo Patogénico de ECET. Croxen Finlay 2010 @ ETEC se une a los enterocitos del intestino delgado a
través de factores de colonizacién (CFs) y de una adhesina que se encuentra en la punta de los flagelos (EtpA). La
adherencia estricta estad mediada por Tia y por TibA. Las enterotoxinas termolabil (LT) y termoestable (STa), se secretan y
producen diarrea a través de la activacion del regulador transmembrana de fibrosis quistica (CFTR) por cAMP y cGMP.

La contaminacion fecal de agua y alimentos es la principal fuente de infeccion,

siendo la dosis infectiva de 108 UFC (unidades formadoras de colonias) ©2.

E. coli enterohemorragica (ECEH)

Riley describid y relacion6é a EHEC con brotes caracterizados por dolor abdominal,
diarrea acuosa con sangre y poco o nada de fiebre, cuadro al que se le llamé
colitis hemorrégica (CH) y que era debido a la ingestion de carne cruda o mal
cocida. La bacteria aislada de todos los casos fue E. coli del serotipo O157:H7.
Karmali en 1983, la asocié con casos aislados de sindrome urémico hemolitico
(SUH) caracterizado por dafio renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolitica
microangiopatica, precedida por diarrea con sangre, con la presencia en heces de
E. coli productora de una citotoxina con actividad en células Vero, por lo que se le
llama verotoxina (VT), y a las cepas capaces de producirla se les denominé E. coli
verotoxigénicas (ECVT). Ademas, se observl que la citotoxina se neutralizd6 con
antitoxina obtenida a partir de Shigella dysenteriae tipo 1, por lo que también se le
llamo “shiga-like toxin” o toxina semejante a shiga (SLT) o “shiga toxin” (STX), y a

las E. coli capaces de producirla se les da el nombre de ECST @3 4243,

Aunque stx1 y stx2 poseen un modo de accidén similar, son inmunolégicamente
distintos y sélo son 56 % idénticos en el nivel de secuencia extremo del amino

acido G349,
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Las toxinas comparten un polipéptido comun, una estructura que consiste en una
subunidad que enzimaticamente activa la subunidad A (32 kDa) vinculada a cinco
subunidades B (7,5 kDa) “® . La subunidad B es responsable de la unién a
receptores especificos en las membranas de las células eucariotas, lo que permite
gue las toxinas se dirijan a diferentes tipos de células, la subunidad A , se activa
proteoliticamente y Al que es una enzima cataliticamente activa escinde
especificamente el ARN 28S de la subunidad 60S ribosomal , deteniendo la

sintesis de proteinas lo que resulta en la muerte celular ( Fig. 2) ¢ 4549,

m % | MECAMNISMO DE ACCION DE LA TOMIMNA SHIGA |
% g Gal Mesacariing
ﬁ\ >u1 a Aaimairh
% Gh:; Froocnosisg

TOMIMAS £iHa
SHIGA HC-

IrREesa

5 = de ia sintesiss
Wi . protomsa

<
SRR (\: Fe AT

. MEME HAMNA CELULAHS
< EMNDOTELIAL

Fig. 2. Mecanismo de Accién de la toxina Shiga. H.A. Repeto. Nefrologia Clinica

El plasmido de virulencia 60S MDa contiene un nimero de diferentes genes
asociados con la enfermedad: PSA, KATP, EPTD, toxB, y el gen de la hemolisina
ECEH (EHX) “°. Durante la infeccién por ECVT, se cree que una 0 mas
adhesinas bacterianas inician la colonizacion y establecen unién intima y son
responsables de la translocaciéon de una variedad de efectores que alteran la
estructura y funcion de las células huésped “©.

ECVT se encuentra contaminando frutas y vegetales como lechuga, rabanos,
alfalfa; ademas en productos industrializados como mayonesa y jugos de naranja
y manzana no pasteurizados, aun cuando estos alimentos tengan un pH de 3.4,
condicion en la que puede sobrevivir varios dias. La transmision de E. coli

0157:H7 puede ser por ingerir carne cruda o mal cocida, leche bronca, agua
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contaminada; también puede ser de persona a persona o debida a los
manipuladores de alimentos. Hay estudios que sugieren la importancia de la
mosca doméstica como vector en la transmisién de E. coli O157:H7, y b) cepas
no-O157:H7 cuya frecuencia de aislamiento es cuatro veces mayor que las
0157:H7 ©343),

E. coli enteroinvasiva (ECEI).

El grupo ECEI y Shigella spp estan relacionados genética y bioquimicamente ya
gue son descarboxilasa negativas, no moviles y lactosa negativas. El mecanismo
de patogenicidad de ECEI es la invasion del epitelio del colon; para ello el primer
paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo
de mucinasa y adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y
posterior multiplicacion de la ECEIl dentro de la célula y diseminacién a células
sanas adyacentes ©®¥. La informacién genética para este mecanismo esta en loci
del cromosoma y del plasmido, ademas de tener la capacidad de elaborar una o
mas enterotoxinas que pudieran ser importantes en la produccion de diarrea. Los
genes necesarios para la invasion se encuentran en un plasmido de 140 MDa
llamado plnv, que codifica para proteinas, como por ejemplo las Ipa y otras que

estan involucradas en el proceso de patogénesis ©* 42,

ECEI penetra, se multiplica y se disemina en las células del colon causando
destruccion celular produciendo una diarrea secretora o disenteria. Sin embargo a
diferencia de Shigella se necesita un indculo muy grande para causar enfermedad.
Su capacidad invasiva se encuentra modificada en un plasmido de 220 Kb en el
que se ha detectado un regién denominada ial,(locus asociado a invasividad) “?.

Las cepas ECEI se asocian mas con brotes que con casos aislados, en los cuales
la transmision puede ser de persona a persona, por ingestion de alimentos y agua
contaminada, convirtiéndose en un patdégeno importante en nifilos mayores de seis

meses ),
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E.coli enteropatdégena (ECEP).

ECEP fue el primer grupo que se identifico serologicamente y se asocié con casos
de diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor de patogenicidad
®3) | ECEP induce una alteracién histopatoldgica en el intestino conocida como
lesion A/E (adherencia y eliminacion) ©V. Este es un proceso de adherencia intima
entre la bacteria y la membrana de las células del epitelio intestinal, seguida de la
destruccion de la microvellosidad, con polimerizacién de actina, que lleva a la
alteracion del citoesqueleto en el sitio de la unién de la bacteria, debido al

aumento de los niveles de calcio intracelular y de proteina cinasa C ©2.

La adherencia esta mediada por pilis o fimbrias rizadas que se llaman Bfp
(bundle-forming pilus), los Bfp son pelos o fimbrias de 7 nm de didmetro y 14 a 20
um de largo, cuya biogénesis requiere 14 genes ®V, y cuya informacioén genética
esta codificada en un pldsmido de 50-70 MDa denominado EAF (ECEP adherence
factor) y de algunos genes cromosomales ©® . En este plasmido también estan
codificados los genes del operdn per (regulador codificado en el plasmido) que
regula la sintesis del Bfp y las proteinas que secreta ECEP ©'52 En la adherencia
es necesaria la sintesis de una proteina de membrana externa de 94 kDa llamada
intimina, codificada por el gen cromosomal eae y que sirve como sefial en A/E @3
42 La expresion del Bfp se induce in vitro en la fase de crecimiento logaritmico y lo
regulan factores fisicoquimicos como la temperatura, el calcio y los iones amonio.
Resulta interesante que todos éstos son factores que ECEP encuentra en el
intestino delgado del huésped ®? . Los Bfp permiten que las bacterias se agrupen
entre ellas y formen microcolonias (un fenotipo conocido como autoagregacion)
(Fig. 3) ®Y.
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Fig. 3. A) Los PFP permiten que las bacterias interactiie n entre ellas para formar una microcolonia y el flagelo establece

el contacto inicial de la microcolonia con la célula epitelial. B) Una vez adherida a la célula, EPEC inyecta factores de
virulencia (Esp) mediante el SSTT-translocon, entre ellos Tir, que se inserta en la membrana de la célula y expone una
regién en el espacio extracelular. C) La intimina (una proteina de membrana externa) se une con firmeza a Tir y se induce el
reacomodo del citoesqueleto, lo cual favorece la formacion de los pedestales de actina y la desaparicion de las
microvellosidades absortivas; ello da lugar a la lesion A/E 6,

ECEP puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta
principalmente a nifios menores de seis meses y a los de dos afios. También
puede aislarse en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor
predisponente como diabetes ¢,

La forma de transmision de la enfermedad es fecal-oral por manos contaminadas
de manipuladores de alimentos. Los reservorios de ECEP pueden ser nifios y
adultos con o sin sintomas. El cuadro clinico que produce ECEP se manifiesta con
diarrea aguda, la cual puede ser leve o0 grave, con vomito, fiebre baja y mala

absorcion ©%,
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E. coli enteroagregativa (ECEA).

Scaletsky y Nataro encontraron cepas aisladas de pacientes con diarrea, las
cuales por serologia no correspondian al grupo ECEP pero si presentaban un
patron caracteristico de adherencia diferente a ECEP y que ademas eran
negativas a la prueba de EAF. En estudios posteriores se encontré el fenotipo de
adherencia agregativa, caracterizado por autoaglutinacion de las bacterias entre si
y por ser inespecifica, porque las bacterias se adhieren a la superficie de las
células Hep-2 y a la superficie del cubreobjetos libre de células Hep-2 ©.

En el mecanismo de patogenicidad de ECEA estan implicadas la bacteria y
diversas moléculas que ella produce; que son citotoxinas y enterotoxinas que
producen inflamacion en la mucosa intestinal, también se sabe que las cepas EC
EA tienen la capacidad de incrementar en la mucosa intestinal la produccion y
secrecion de moco que atrapa a las bacterias que se autoaglutinan en una fina

pelicula en el epitelio intestinal ©* 42

. La producciéon de moco puede estar
relacionada con la capacidad de ECEA para colonizar persistentemente el
intestino y causar diarrea. En el plasmido de 60 MDa de ECEA también se

encuentran los genes que codifican para la toxina EASTI ©2.

El sitio blanco de dafio de ECEA puede ser la mucosa del intestino grueso y
delgado, con un periodo de incubacién de menos de ocho horas y puede durar
hasta 18 o 20 dias. Esta bacteria puede causar brotes o casos aislados de diarrea
persistente. En nifios puede manifestarse con diarrea liquida, de color verde, con
moco, Sin sangre, y que en ocasiones puede llegar a ser severa y requerir

rehidratacion intravenosa ©2.
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E. coli de adherencia difusa (ECAD).

Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman microcolonias cuando se
adhieren a células Hep-2. Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad pero
se ha caracterizado una fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada

en el fenémeno de adherencia difusa ©2.

Los genes que codifican para esta fimbria se pueden encontrar en el cromosoma o
en un plasmido. ElI fendmeno de adherencia difusa también se ha asociado con
una proteina de membrana externa de 100 kDa, en una cepa del serotipo
0126:H27, cuyos genes se han secuenciado pero so6lo se han encontrado en una
minoria de las cepas aisladas. Al realizar ensayos in vitro en células CaCo y Hep-
2, las cepas ECAD tienen la capacidad de inducir la formaciéon de estructuras
protuberantes, semejantes a dedos, las cuales confieren proteccion a las

bacterias, pero la presencia de dichas estructuras no se ha demostrado in vivo ©2.

El grupo ECAD se puede aislar tanto de personas sanas como en personas con
diarrea, siendo mas importante en nifios de 4 a 5 afios. Los principales sintomas

que se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos ©2.
Historia, Reservorio, Epidemiologia de las Escherichia coli diarrogénicas.

Los brotes causados por alimentos se han asociado particularmente con ECVT, y
en menor medida ECEP, ECET y cepas de E. coli Enteroagregativa (ECEagg).
Entre las cepas de ECVT, E. coli O157:H7 (es decir ECVT 0157 ) ha sido
ampliamente reconocida como una causa muy importante de las ETA en las
Gltimas dos décadas ™ . De igual manera es cada vez mas claro que los tipos de
ECVT 0157, son también causa de enfermedad infecciosa intestinal humana
transmitida por los alimentos en todo el mundo , especialmente los grupos O: 026
, 0103, 0111 y 0145 de ECVT 9. La E. coli es algo com(n en cultivos de heces,
en general no es patégena, y la supervivencia en agua; asi como sus

caracteristicas han conducido a la adopcion de E. coli como un indicador de la
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contaminacion fecal y la posible presencia de patégenos entéricos , como
Salmonella entérica typhi en agua lo que aumenta el riesgo de transferencia de

estos patégenos a los alimentos ©%.

Los primeros brotes se produjeron por el consumo carne de vacuna contaminada,

a menudo molida “9.

La ECEP también se considera un potencial patégeno
transmitido por los alimentos, pero la vigilancia de este tipo DEC es generalmente
pobre. Aungue la verdadera asociaciéon con vehiculos alimentarios esta clara, las
infecciones esporadicas con este tipo se siguen denunciando con alimentos como
pollo y carne como fuentes comunes. Tanto ECET y ECEAgg también pueden
estar asociadas a brotes de origen alimentario aunque con poca frecuencia. Hoy
en dia casi cualquier vehiculo en contacto con las heces de los rumiantes es
potencialmente una fuente de contaminacion, estas incluyen: verduras, frutas,
productos carnicos (como salchichas), jugos y leche (tanto pasteurizada y no
pasteurizada) asi como agua potable contaminada con materia fecal y piscinas
recreativas. Posteriores investigaciones implicaron la presencia de jabalies en los
campos como la fuente de infeccion. La razén para este cambio de perfil no esta
clara, pero puede indicar una poblacion bacteriana en evolucion aprovechando
nuevos nichos 9. Curiosamente se reportan diferencias geograficas en la
prevalencia y distribucion de todos los serotipos de ECVT, estas observaciones
sugieren cierta especificidad de hospedador especifica del pais, posiblemente

como resultado de los factores de cria o la exposicion restringida 9.

Una caracteristica inquietante de E. coli es su capacidad de evolucionar
continuamente, de manera que se reportan tipos nunca antes caracterizados. Un
ejemplo reciente fue una ECVT 0103: H25 aislada durante un brote en Noruega.
En el analisis genético (virulotyping) esta cepa poseia los genes de virulencia, que
s6lo se habian aislado una vez antes en un caso esporadico en Noruega tres afios
previos al estallido. Recientes analisis genOmicos comparativos de las cepas de
ECVT 0157 en patrticular, demuestran claramente la columna vertebral ancestral
de este grupo de microorganismos, la combinacién de la ganancia y la pérdida de

los elementos genéticos y la movilidad de los mismos factores de virulencia se ha
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traducido en una evolucidon paso a paso de los linajes realizado por Wick y cols. en
el 2005 y Wu y cols. en el 2008, que se han ido distanciando en términos de
patogenicidad y la asociacién con la célula anfitriona . La generacion de nuevas
combinaciones de factores de virulencia esta dando lugar a la aparicion continua
de nuevos virulotypes, que son capaces de ocupar nichos no reconocidos
previamente 9. La PCR puede utilizarse para amplificar los genes especificos a
grupos taxonémicos de bacterias y también para detectar los genes implicados en
la virulencia de las bacterias transmitidas por los alimentos por su capacidad de

detectar concentraciones extremadamente bajas de la bacteria en el alimento 7.
6.1.3 Resistencia antibiGtica en bacterias Gram negavitas

La dificultad de la deteccidn de las beta—lactamasas en la practica de rutina debe
ser considerado como un problema importante. La difusién geogréafica de [ -
lactamasas y aparicién de resistencias simultaneas multiples hacen necesario la
determinacion de varios de los genes y sus mutaciones, es decir, el analisis
multiparamétrico. El analisis molecular biolégico de los genes son utiles para la

solucion de este tipo de problema ©%.

De entre todos los problemas actuales de multiresistencia probablemente el de
mayor interés es el causado por la producciéon de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE). Las BLEE son enzimas codificadas por genes plasmidicos que
hidrolizan todos los -lactamicos a excepcion de cefamicinas y carbapenems. Se
inhiben por inhibidores de B-lactamasas de serina Y. La produccién de diversas
CTX-M en cepas que carecen de porinas también se ha documentado
recientemente como causa de resistencia a carbapenems, en especial a

ertapenem ©° 62 63)

La deteccion de las BLEE en el laboratorio clinico es un problema no
completamente resuelto. EI Clinical and Laboratory Standards (CLSI) ha
estandarizado métodos de difusion y de dilucidon para su deteccion en E. coli,
basados en el aumento de la actividad de cefotaxima/ceftazidima en presencia de

acido clavulanico ©9,
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Las cepas con BLEE tienen distribucién mundial. Durante un tiempo el problema
estuvo centrado, sobre todo, en hospitales, la especie en la que mas
frecuentemente se encontraba era en E. coli, y los principales tipos enzimaticos
pertenecian a las familias TEM y SHV ®®. Esta situacién ha cambiado de forma
drastica en la ultima década, en la que se han comenzado a aislar de forma cada
vez méas frecuente cepas productoras de BLEE en el medio extrahospitalario,
habiéndose observado un crecimiento enorme de las B-lactamasas de la familia
CTX-M, y describiéndose, ademéas, en otras especies (Proteus mirabilis,

Enterobacter spp., Salmonella enterica, etc.) ¢4,

El predominio de enzimas CTX-M, tanto en E. coli como en K. pneumoniae, y el
incremento de infecciones fuera del entorno hospitalario se est4 observando en
todo el mundo. Es interesante resaltar también la expansion de clones concretos
de ambas especies (p. ej.,, ST-131 de E. coli) que producen CTX-M-15,

circunstancia descrita en maltiples paises ©°.

Las cepas productoras de BLEE son con frecuencia resistentes a otros grupos de
antimicrobianos, incluyendo aminoglucésidos y fluoroquinolonas. La resistencia a
aminoglucésidos esta relacionada, sobre todo, con la producciéon de enzimas
modificadoras de aminoglucésidos (EMA). La secuenciacion de integrones
completos que contienen genes que codifican BLEE (en particular CTX-M), el EMA
ha permitido comprobar, en estudios realizados en Francia y en Chile, que los
genes mas frecuentemente identificados han sido aac(6')-Ib y aac(3)-lla ©°. La
resistencia a quinolonas en cepas que producen BLEE se explica, en parte, por

mutaciones en gyrA solas o asociadas a mutaciones en parC ©®.

Los principales factores de riesgo para desarrollar infecciones por cepas BLEE(+)
incluyen gravedad de la enfermedad de base, uso de sondas urinarias, catéteres
arteriales y tubos nasogastricos, nutricion parenteral, hemodidlisis y uso previo de
antimicrobianos, en particular de cefalosporinas de amplio espectro y de
quinolonas, aunque algunos estudios también indican aminoglucésidos vy

(55)

cotrimoxazol . Las infecciones comunitarias por E. coli productoras de BLEE
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tipo CTX-M se observan con mas frecuencia en pacientes ancianos, con diabetes

mellitus, sondados y tratados previamente con quinolonas ©©.

En algunos casos el origen de las E. coli que causan infeccion en el humano es
desconocida y el significado de los reservorios animales de E. coli antibiético
resistentes ha sido poco explorado, sin embargo, las opciones de tratamiento en
los seres humanos estan en peligro si las bacterias causantes son ya resistente a
los agentes antimicrobianos comtnmente utilizados ©”. Debido a un uso intensivo
de los agentes antimicrobianos en la produccion de alimentos de origen animal,
bacterias procedentes de animales destinados al consumo con frecuencia llevan a
la resistencia a una gama de agentes antimicrobianos , incluyendo los usados
comUnmente en los seres humanos ©”. Varias cefalosporinas son ampliamente
utilizadas como terapia en clinica veterinaria. Estos incluyen las cefalosporinas de
primera generacion (cefadroxilo, cefapirina, cefalexina), y cefalosporinas de
tercera generacion (cefovecina , cefpodoxima y ceftiofur ), y una cefalosporina de

cuarta generacién (cefquinoma) ©7.

Las fluoroquinolonas son agentes
antimicrobianos de amplio espectro que son muy eficaces para el tratamiento de
una variedad de infecciones en los seres humanos y animales, asi como los
aminoglucésidos como la gentamicina y la amikacina. Las restricciones legales
destinadas a reducir el uso de fluoroquinolonas en animales productores de
alimentos han sido introducidas en los Estados Unidos y Dinamarca. En el 2005,
la Administracion de Drogas y Alimentos de los E,E,U,U, (FDA) por sus siglas en
inglés, retird las fluoroquinolonas sarafloxacina y enrofloxacina , que se utilizan
para tratar Infecciones por E. coli en aves de corral ®” | lo que redujo de un 10% a
un 4.3 % la resistencia a flouroquinolonas en consumidores de pollo en Dinamarca
®7_El uso no humano generalizado de estos criticos 0 muy importantes agentes
antimicrobianos crea un reservorio de bacterias resistentes que pueden afadir a la
carga de la resistencia a los antimicrobianos en los seres humanos. El uso no
humano también acorta el tiempo que estos valiosos agentes antimicrobianos
estaran disponibles para el tratamiento eficaz de infecciones potencialmente

mortales en los seres humanos.
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Recuento de Aerdbicos Mesofilicos (RAM).

En el recuento de aerdbicos mesofilicos se estima el numero total de
microorganismos pero no asi el microorganismo implicado, en este se determina el
namero de bacterias por mililitro o gramo de alimento analizado por medio de
diluciones decimales mediante el empleo de técnicas en placas de agar; este tipo
de procedimiento, se utiliza para monitorear la implementacion de buenas
practicas de manufactura; tiene un valor limitado como indicador de la presencia
de patébgenos o0 sus toxinas;, tampoco un recuento total alto significa
inevitablemente, presencia de flora patdgena. El recuento refleja: contenido
microbiano de materiales crudos e ingredientes, la eficiencia del procedimiento de
elaboracion / proceso, la condicidén de higiene del equipo y utensilios; y la relacion
tiempo- temperatura de almacenamiento y distribucion. En general el recuento de
la flora aerobia mesdéfila es una prueba para conocer las condiciones de salubridad
de algunos alimentos. Alimentos perecederos manipulados correctamente pueden
desarrollar RAM elevados y perder calidad si son almacenados por un periodo de
tiempo prolongado. En este caso, el RAM no se encontraria elevado por la
condicion de higiene del producto, sino por la vida util del mismo. Por ello es que
la utilidad del indicador depende de la historia del producto y el momento de la
toma de muestra (valor de referencia: Bacterias aerobias mesoéfilas: < 1 x 10°
UFC/g). Tasas superiores de RAM por encima de 10°-10" bacterias por gramo de

alimento indican descomposicién del mismo ©¢&7Y,
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7. MATERIAL Y METODO.

7.1 Tipo de estudio.

Descriptivo de Corte transversal.

7.2 Area de estudio.
Area de estudio comprendida por los expendios de carne de res ubicadas en los
Mercados MRC (ubicado en la zona central de la cuidad), Il. MSB (ubicado en la

zona noreste de la ciudad).

El método de muestreo que se utilizé en nuestro estudio fue por conveniencia y la

muestra se tomé de la siguiente manera:

Se seleccionaron los 18 expendios donde se comercializa carne molida de res

(nueve tramos muestreados en el MRC y nueve tramos muestreados en el MSB).

En los 18expendios se compraron 200 gramos (g) de carne molida de res 1 vez al
mes durante el periodo de octubre - noviembre 2013 (se colectaron 36 muestras),
durante el afio 2014 se muestreo Unicamente los meses de julio (se muestreo dos
veces durante este mes, 36 muestras colectadas) y septiembre (se muestreo una
vez, 14 muestras colectadas dado que los duefios de 4 establecimientos se

negaron a vender el producto). El total de muestras de carne fue de 86.

7.4 Recoleccion, almacenamiento y transporte de las muestras.

Las muestras de carne molida de res (200 g) se depositaron en una bolsa Ziploc
Biohazard, debidamente etiquetada con un cédigo de identificacion definido en el
laboratorio, el codigo del mercado y del tramo en el que se tomé la muestra. Las
muestras se transportaron y almacenaron bajo condiciones que evitaron los
cambios en el nimero de microorganismos presentes en la muestra (se colocaron
en un termo con refrigerantes a una temperatura de 4° C y se transportaron al
departamento de Microbiologia y Parasitologia de La UNAN- Ledn en un lapso no
mayor a 4 horas) ©°.
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7.5 Criterios de inclusion.
» Ubicacion del expendio de carne en los mercados antes mencionados.

» El expendio a muestrear seleccionado debia vender carne molida de res.
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7.6 Procesamiento de la muestra.

Conteo bacteriolégico en placa > ™

1. Se pesaron 20 g de la muestra de carne en una balanza analitica bajo
condiciones asépticas.

2. Se homogenizaron los 20 g de carne en 180.0 ml de la solucion diluyente
(solucion peptonada al 0.1% en solucion salina a una concentracion de
0.85%).

3. Se realizé diluciones decimales (102, 10™ 10°) en tubos con 10 ml del
diluyente (agua peptonada al 0.1 %) (Anexo 1. Figura 9).

4. Se tomaron 100 ul de las diluciones decimales y se colocaron en platos
Petri conteniendo cada plato: MacConckey, MacConckey sorbitol, agar
Salmonella- Shigella (SS), para cada dilucién.

5. Se realiz6 un rayado completo en tres direcciones de cada plato inoculado
con las diluciones y se incubaron las placas en posicién invertida a 37°C
por 24 a 48 horas.

6. Se realiz6 el conteo de las colonias (rango normal entre 25 — 250 UFC/qg)
con un contador de colonias (DARKFIELD QUEBEC COLONY COUNTER.
American Optical). (Anexo 2 para calculos de UFC/ g) y aquellas placas en
las que el conteo fue mayor al rango de lo permisible, se procedié a realizar
la identificacion fenotipica, perfil de resistencia y determinacion de genes de
resistencia en las bacterias multirresistentes.

7. Ver lista de materiales (Anexo 3).
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7.6.1 ldentificaciéon Fenotipica.

A las colonias con un conteo mayor de 25-250 UFC/g se les realizo
identificacion fenotipica a través de las pruebas bioquimicas tradicionales
3 . CITRATO, TSI, LIA, UREA, MIO.

7.6.2 Serotipificacion de antigenos O de E. coli

Las colonias sospechosas de E. coli O157 en agar MacConkey sorbitol
fueron analizadas utilizando un sistema de Serotipificacion con sueros
polivalentes para: 0157, 0145, 026, 0121, 0O128; y con suero monovalente
para: 0111, 0103, O55, ambos de la casa comercial Statens Serum Institut
SSI® Diagnostica. Herredsvejen2.
Denmark(www.ssi.dk/.../SSI%20Diagnostica/.../Indlaegsseddel%20E%20coli%20an...
)

El Procedimiento se realizé a como sigue:

1. En un portaobjeto limpio se colocd 1 gota de solucion salina normal y
utilizando un palillo estéril se tomaron 3 colonias puras del plato con
colonias sospechosas de E. coli 0157 (MacConkey sorbitol), se mezclg,
se homogenizo 6 veces y se buscé aglutinacion (control negativo).

2. En un portaobjeto limpio se colocé 1 gota del suero polivante (0157,
0145, 026, 0121, 0128) y utilizando un palillo estéril se tomaron 3
colonias puras del plato con colonias sospechosas de E. coli 0157
(MacConkey sorbitol), se mezcl6 se homogenizé 6 veces y se busco
aglutinacion.

3. En un portaobjeto limpio se colocdé 1 gota del suero monovalente un
procedimiento a la vez para: 0111, 0103 y O55 y utilizando un palillo
estéril se tomaron 3 colonias puras del plato con colonias sospechosas
de E. coli 0157 (MacConkey sorbitol), se mezcl6 se homogeniz6 6

veces y se buscé aglutinacion.
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7.6.3 PCR multiplex para la deteccion de E. coli diarrogénicas.
Todas las muestras positivas para E. coli resultantes de las pruebas bioquimicas
fueron analizadas a través de un PCR multiplex utilizando los primers especificos

(Tabla 2) y se sigui6 el procedimiento descrito por Nguyen y col., (2005) .

Se tomo 2 pl controles positivos, control negativo y muestras.

Como controles positivos se utilizaron ©©:

ETEC ATCC 35401
EHEC ATCC 43889
EHEC ATCC 933
PCVD 042

Como control negativo se utilizaron ©®:

E. coli ATCC 11775
Se analizaron a través de un PCR los siguientes marcadores de virulencia ©®:

eaeA ( gen estructural para la intimina de ECEHy ECEP ) ,

bfpA ( gen estructural para el pilus de formacion de haz de EPEC )

vtly /o vt2 ( verocitotoxina 1y 2 de EHEC)

eltB y / o estA ( enterotoxinas LT y ST de ECET )

ial ( asociada al locus de invasion del plasmido de invasion encontrado en
ECEIl y Shigella)

PCVD (secuencia del nucleétido de EcoRI - Pstl del fragmento de ADN de
de pCVD432 de ECEA).

Los primers que se utilizaron en la amplificacion corresponden a la secuencia de
los genes de la ECEA, ECEH, ECEI, ECEP y ECET en el GenBank ©?.

El método de PCR se realiz6 utilizando una mezcla de reaccion de 25 l
mezclados con perlas puReTaq Ready - To-Go PCR ®. Cada mezcla de
reaccion consistié en 2 pl del lisado bacteriano ©®, 10 mM de Tris / HCI (pH 9,0),
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50 mM KCI , 1,5 mM de MgCl, 200 mM de cada dNTP , 2,5 U de ADN puReTaq
polimerasa y 0,2 mM de cada primer (Interactiva de Biotechnologie GmbH ) , a
excepcion del primer VT1 , que se utilizd6 a una concentracion de 0.4 mM
(determinada como la concentracion 6ptima después de la standarizacion del
PCR) se utilizé una escalera molecular de ADN de 100 pb (Invitrogen Life
Technologies) ®®. El PCR se llevé a cabo utilizando un termociclador Mastercycler
personal (ependorf A - 6), siguiendo el siguiente programa de amplificacién: 96°C
de 4 min, 35 ciclos de 94°C de 30 seg, 58°C durante 30 s y 72°C durante 1 min, y
un paso de elongacién final de 7 min a 72°C. Los productos de PCR fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1,5 % (w / v), que se corrié a 120 mV por 30
min. Y se tifio con bromuro de etidio y se fotografié (UltraPure agarosa; Invitrogen

Life Technologies).
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Tabla 1. Secuencia de los primers utilizados en el PCR Multiplex ©9,

Tipo de E. Gen  Primer Secuencia Tamafo N°de
coli diana del acceso al
diarrogénica fragmento GenBank
ECET eltB LT f:-TCTCTATGTGCATACGGAGC 322 S60731
rr~CCATACTGATTGCCGCAAT
f:GTCAAACCAGTA(G/A)GGTCT
estA ST TCAAAA 147 M34916
rrCCCGGTACA(G/A)GGAGGATT
ACAACA
ECEH vtl VT1 f.GAAGAGTCCGTGGGATTAC 130 AF4611
rrAGCGATGCAGCTATTAATAA 72
f:ACCGTTTTTCAGATTTT(G/A)C
vt2 VT2 ACATA 298 AY1433
rTACACAGGAGCAGTTTCAGAC 37
AGT
ECEP eaeA eae  FCACACGAATAAACTGACTAAA 376 AE0055
ATG 95
rrAAAAACGCTGACCCGCACCT
AAAT
bfpA  bfpA  £TTCTTGGTGCTTGCGTGTCTT 367 U27184
TT
FTTTTGTTTGTTGTATCTTTGTA
A
ECEI lal SHIG fCTGGTAGGTATGGTGAGG 320 AY1670
rr>CCAGGCCAACAATTATTTCC 49
ECEA pCVD EA f.CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 X81423
432 rrAAATGTATAGAAATCCGCTGT

T
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7.6.4 Sensibilidad antimicrobiana y deteccion fenotipica de BLEE por el
Método de Kirby Bauer.

Del medio de cultivo selectivo (SS, McK, Mck sorbitol) se tomaron de 4 a 5
colonias y se realizé una suspensiéon en solucién salina al 0.95% ajustando a una
escala Macfarland 0.5, con esta suspension se inocularon placas de agar Mueller
Hilton en el que se probaron los antibiéticos recomendados por el CLSI para la
deteccidon fenotipica de bacterias productoras de [3-lactamasas. Los antibidticos

utilizados y su respectiva concentracion fueron ©3 7678

Concentracion de los discos a utilizar para Enterobacteriaceas ©¥:

Tabla 2. Antibidticos testados.

Sensidiscos Concentracion
Gentamicina 10 ug
Ciprofloxacina (Oxoid,Hampshire, Inglaterra) 30 pg
Trimetoprim/Sulfametoxazol (Oxoid,Hampshire, 30 ug
Inglaterra)
Aztreonam (Oxoid,Hampshire, Inglaterra) 30 pg
Kanamicina (Oxoid,Hampshire, Inglaterra) 5 ug

7.6.4.1 Confirmacion fenotipica de BLEE:
Para la confirmacion de cepas productoras de R-lactamasas se utilizd la prueba

de sinergia de triple disco con una variacion para la deteccion simultanea de

AmpC y carbapenemasas. Los antibiéticos que se utilizaron son ®3 77 7®):

Imipenem 10 pg (IMP; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Amoxicilina con acido clavulanicol0 pug (AMC; Oxoid, Hampshire,
Inglaterra)

Ceftazidima 30 pg (CAZ; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
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Cefepime 30 pg (CRO; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)
Cefoxitina 30 pg (FOX; Oxoid, Hampshire, Inglaterra)

7.6.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para deteccion de genes
de resistencia de Enterobacteriaceas: blaSHV, blaTEM y blaCTX-M

Extraccion de ADN: se tomaron con un palillo estéril 5 colonias por cada muestra
que se suspendieron en 500 pl de Buffer fosfato salino (PBS). Esa suspension
bacteriana se hirvido por 20 min y se centrifugd a 14000 RPM por 3 minutos para
sedimentar los restos celulares. El sobrenadante es el producto que se utilizé para

amplificar a través de PCR ©9),

Multiplex PCR: La deteccién de los genes que codifican para R-lactamasasa
través de PCR se realiz6 utilizando primers con secuencias conocidas que ya han
sido utilizados y cuyo procedimiento se describe en el protocolo de Fang y col /.
Como control positivo para la deteccion de los genes de resistencia se utilizé una
cepa previamente analizada y publicada en estudios de resistencia en E. coli ©?.

La lista de los primers que se utilizaron es la siguiente (Tabla 3):

Tabla 3. Secuencias de los primers utilizados en el PCR Multiplex.

Primers Secuencia de nucleétidos Producto
de PCR
blaSHV f: CTT TAT CGG CCC TCACTC AA 273 pb
rr AGG TGC TCA TCA TGG GAA AG
blaTEM f: CGC CGC ATA CAC TAT TCT CAG AAT GA 445 pb
rr ACG CTC ACCGGC TCC AGATTT AT
blaCTX-M f: ATG TGC AGY ACC AGT AAR GTK ATG GC 593 pb
rr TGG GTR AAR TAR GTS ACC AGA AYC AGC
GG
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Para la amplificacion del ADN bacteriano se prepar6é una mezcla de reaccion de
25 ul con puReTagReady-To-Go PCR Beads (GE Healthcare UK). Cada mezcla
de reaccién consistia en 2 pl de lisado bacteriano, 20 pl de agua milliQ y 0.5 pl de

cada cebador a 10 pM para una concentracion final de 0.2 uM ® (Tabla 4).

Tabla 4. Mezcla para PCR para la detecciéon de genes bla tgm, bla spv, y bla

CTX-M-

Material uL por reaccion Concentracion final

blaCTX-Mf 10 uM 0.5 0.2 uM

blaCTX-Mr 10 pM 0.5 0.2 uM

blaTEMf 10 uM 0.5 0.2 uM

blaTEMr 10 uM 0.5 0.2 uM

blaSHVf 10 pM 0.5 0.2 uM

blaSHVr 10 pM 0.5 0.2 uM

Agua MilliQ 20

ADN bacteriano 2

El programa de amplificacion sigui6 el siguiente orden: desnaturalizacion inicial del

ADN a 95 ° C por 15 min, seguido de un segundo tiempo de desnaturalizacién de

30 seg a 94 ° C, hibridacién 90 seg a 62 ° C, elongacién 60 seg a 72 ° C, luego se

realizaron 30 ciclos desde el paso dos al cuatro, con un quinto paso de elongacién

de 10 mina72°cC.

Se realiz6é ademas un single PCR para la deteccion de los grupos blaCTX-M-1,

blaCTX-M-2 y blaCTX-M-9 ©% 8D | os primers utilizados fueron los siguientes:
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Tabla 5. Primers utilizados para la identificacion de genes blaCTX-M-1,
blaCTX-M-2 y blaCTX-M-9.

Gen y grupo Secuencia Tamano

blaCTX-M (Grupo 1) f. GAC GAT GTC ACT GGC TGA GC 499 pb

rr AGC CG CCGACGCTAATACA

blaCTX-M (Grupo 2) f: GCG ACCTGG TTAACT ACAATCC 351 pb

rr CGG TAG TAT TGC CCT TAA GCC

blaCTX-M (Grupo 9) f: GCT GGA GAA AAG CAG CGG AG 474 pb

rr GTAAGC TGA CGC AACGTC TG

El programa de amplificacion sigui6 el siguiente orden: desnaturalizacion inicial del
ADN a 94 ° ¢ por 10 min, 30 ciclos de 94° ¢ por 40 seg, 72° c por 60 seg y una
elongacion final de 7 min a 72° c. La mezcla para la amplificaciéon del AND molde

se hizo utilizando puReTaq Ready-To-Go ("® de la siguiente manera:

Tabla 6. Mezcla de PCR para la deteccion de genes blaCTX-M-1, blaCTX-M-2
y blaCTX-M-9.

Material uL por reaccion Concentracion final
blaCTX-M (Grupo 1) 2 0.8 uM
blaCTX-M (Grupo 2) 2 0.8uM
blaCTX-M (Grupo 9) 2 0.8 uM
Agua MilliQ 17
ADN bacteriano 2
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Para la amplificacion del ADN se utiliz6 un Termociclador de la marca

Mastercycler personal (ependorf A - 6).

Los productos amplificados fueron observados en un gel de agarosa al 1.3 %, se
utilizé un marcador molecular de 100 pb (New England Biolab) que fué tefido con

bromuro de etidio y expuesto a luz ultravioleta y fotografiado.

7.7 Andlisis de los Resultados

Los resultados obtenidos de las diferentes muestras de estudio fueron procesados
en el programa estadistico SPSS (Statical Progam for Science, Inc. Chicago, IL)

Version 15. Se realizd una estadistica descriptiva para la presentacion de los

resultados obtenidos en esta tesis.
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8. RESULTADOS

Bacterias aisladas en las muestras de carne molida de res y conteo

bacterioldgico en placa.

Se analizaron un total de 86 muestras en los dos mercados en estudio durante los
meses de Octubre-Noviembre del 2013, Julio y Septiembre del 2014. Se encontrd
un total de 73 aislamientos positivos (84.9%) correspondientes a aerébicos
mesofilicos (coliformes fecales) y de estos E. coli se aisldé en 30 muestras (34.9%)
y 13 muestras se reportaron sin contaminacion por aerdbicos mesofilicos (15.1%)
(Fig. 4 y Tabla 6).

30
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20 18 18

15 13

10

2013 2014
ANO DE MUESTREO

mE. coli OOtros aerobicos mesofilicos m Sin bacterias

Fig. 4. Distribucion de Bacterias aisladas en los mercados MRC y MSB durante el

periodo de estudio octubre- noviembre del 2013 y julio y septiembre del 2014.
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Tabla 6. Distribucion de Bacterias aisladas en las muestras de carne por
mercado.

Centro de compra de la
Bacterias aisladas en las muestra
muestras de carne. MRC MSB Total
E. coli 18 12 30
Aerobicos
mesofilicos
(coliformes 19 24 43
fecales)
Sin bacterias 8 5 13
45 41 86

En cuanto al conteo bacteriol6gico en placa, es importante mencionar que todos
los coliformes fecales encontrados en el estudio deben reportarse como
contaminacion, por tal motivo no estan reportados los limites permisibles en la
norma técnica de inocuidad de los alimentos, sin embargo; se debe excluir a la
bacteria E. coli aislada en este estudio para la cual si se reportan valores de
referencia en el Reglamento Técnico Centroamericano para la inocuidad de los
alimentos (Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.04.50:08). Nuestros
resultados del conteo bacterioldgico en placa indican que todas las E. coli
encontradas en el estudio, excedieron el limite permisible segun el Reglamento
Técnico el cual es de < 10 UFC/g de carne. En ambos mercados se reportd

crecimiento en 73 muestras (84.8%) (Tabla 7).
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Tabla 7. Contaminacién de las carnes por mercado durante octubre-

noviembre del 2013 v julio vy septiembre del 2014.

Centro de compra de la muestra
MRC MSB
n= % n= %
N° de colonias No hubo 8 17,8% 5 12,2%
resultado del crecimiento
conteo en placa Bacteriano
Contaminacion 37 82,2% 36 87,8%

Los resultados de este estudio durante todo el periodo de analisis demuestran que
las carnes se encontraban ampliamente contaminadas con una gran variedad de
coliformes fecales, y se pudo observar que la bacteria Proteus sp; fue la que
colonizoé las carnes en la mayoria de los casos, obteniéndose 21 aislados positivos
para este microorganismo (51%) , seguido de Klebsiella sp. con 15 aislados
positivos (40.1%), el resto de Enterobacterias aisladas comprendian los géneros:
Enterobacter sp, Citrobacter sp. Un hecho importante de mencionar es que en el
afio 2013 una de las muestras analizadas correspondiente al mercado MRC se
encontré contaminada con la bacteria Salmonella sp, lo que demuestra el alto
grado de contaminacion fecal de las carnes comercializadas en estos centros de

compra (Fig. 5y 6)
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Fig. 5. Frecuencia de aislamiento de coliformes fecales por mercado, MRC y MSB
durante el afio 2013 y afio 2014.
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Fig. 6. Porcentaje de Enterobacterias por afio durante el periodo de estudio
Octubre- Noviembre del 2013 y Julio y Septiembre del 2014.

Andlisis de resistencia bacteriana. En cuanto al analisis de resistencia, se
encontré bajos niveles de resistencia, en los aerébicos mesofilicos aislados de las
muestras de carne, a todas las cefalosporinas y betalactdmicos; sin embargo; para
el aminoglucosido Kanamicina se encontré resistencia en las 73 muestras
analizadas (84.8%), de forma similar se observé una marcada resistencia a las
penicilinas en los aislados bacterianos en los que fue utilizado este antibiético (Ver
Fig. 7). En cuanto a los mecanismos de resistencia BLEE y AMPc ninguno de los

aislados testados expreso fenotipicamente este mecanismo.
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CTX: Cefotaxime, SXT: Trimetroprim sulfametoxasole, CIP: Ciprofloxacina, ATM: Aztreonam, CN:

Gentamicina, K: Kanamicina, TZP: Piperacilina mas Tazobactam.

Fig. 7. Porcentaje de resistencia global de los Aerdébicos mesofilicos aislados en
muestras de carne en los mercados MRC (Mercado central) y MSB (Mercado la

Estacion) Octubre - Noviembre del 2013 y Julio y Septiembre del 2014.
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Se realizo la Serotipificacion para detectar el antigeno O de E. coli en la muestra
tres del mercado Central la que era sospechosa de ser 0157 en el agar Mck
sorbitol, la Serotipificacion indic6 que este aislado era negativa para los
serogrupos: 0157, 0145, 026, 0121, 0128, 0111, O103 y O55.

Al realizar el andlisis genético de los 30 aislados de E. coli en busca de los genes
de virulencia eaeA, bfpA, vtl y / o vt2, eltB y / o estA, ial y PCVD, todas las
muestras resultaron negativas lo que indica que las muestras de carne molida de
res de los mercados en el estudio no estaban contaminadas con E. coli

diarrogénicas (Ver Fig. N° 8).

Amplificaciébn de cepas de
referencia de E. coli
diarrogénicas.Posol; Escalera
molecular de 100 pb (Invitrogen
Life Thecnologies), Poso 2;
ETEC 35401,Poso 3; vt2-eae
(EHEC) 43889, Poso 4; control
negativo E. coli 11775, Poso 5;
EHEC ATCC 933 (vt1,vt2, eae )

En el gel se muestran cuatro

600
400
200

100
controles positivos de DEC mas
un control negativo de E. coli.

Fig. 8. PCR Multiplex para deteccion de genes de virulencia de E. coli
diarrogénicas en muestras de cerne molida de res de los mercados MRC y MSB

de la ciudad de Leon, octubre — noviembre del 2013 y julio y septiembre del 2014.
En el analisis genotipico de los 30 aislados positivos de E. coli en ambos

mercados durante el periodo de estudio no se encontré ninguno de los genes de
virulencia de los patotipos de E. coli.
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9. DISCUSION.

Este estudio pretendia determinar la presencia de coliformes fecales en carne
molida de res que se vende en dos de los principales mercados de la ciudad de
Ledn, utilizando para ello en primera instancia un método de recuperacion
bacterias a través del conteo bacteriologico en placa el cual, tiene la capacidad de
detectar de 50-250 UFC/g de carne analizada. Por medio de esta primera etapa,
se recuper6 un total de 73 aislados positivos para coliformes fecales con valores
del CBP de hasta 4.41x 10° UFC/ g de carne, todos los aislados fueron
considerados contaminacion por lo que no se reportaron en la norma técnica de
inocuidad de los alimentos y todos los aislamientos positivos para E. coli excedian
el margen establecido por la norma técnica en productos carnicos crudos, lo que
pone de manifiesto el grado de contaminacion fecal en las carnes que se
comercializan en esos puestos, de forma similar en un estudio realizado en una
Planta de productos carnicos listos para el consumo en Trinidad, en Indias
Occidentales, por Syne y cols. en el 2013; en el que se avaluaron todos los
procesos de produccién de salchichas de pollo y cerdo, se encontré6 como principal
contaminante al Sthapylococcus aureus con cifras de entre 1.98 y 1.95 log 1o
UFC/g en fragmentos de bologfia y bacon respectivamente; se identificd E. coli en
mezclas de platos que contenian salchichas y mortadela de pollo con 35y 0.72
logio UFC/g respectivamente, esto a pesar de todas las medidas de higiene que el

proceso de produccién comercial de estos productos exige ©2.

El problema de las intoxicaciones alimenticias por bacterias patdégenas sigue
preocupando a nivel mundial, asi lo demuestra un estudio realizado por Magwere
y cols. en el 2013 ; en el que se pretendia identifica E. coli diarregeicas, por PCR
y serotipificacion, en carnes molidas de res, cerdo y pollo en puestos de venta en
los Estados de Pensilvania y Virginia ( gen wzx de los 7 grupos de E. coli ECSTy
para la identificacion de genes de la toxina Shiga ( stx1 y stx2 ), se encontré que
de un total de 83 muestras de carne analizadas , 17 ( 20 %) fueron positivas para
0121, 9 (10 %) 045, 8 (9 %) 0157, 3 (3 %) 0103,y 1 (1 %) 0145 &3,
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Otro estudio realizado por Xia Xiaodong y cols., en el afio 2010, en el que se
pretendia identificar especies patdogenas de E. coli en carnes rojas; a traves del
programa de Monitoreo de la Resistencia Antibacteriana en Estados Unidos
(NARMS) durante el afio 2002 al 2007, se logrd colectar 7,258 aislados de E. coli
los que fueron analizados con el objetivo de detectar genes de la toxina shiga; 17
aislados resultaron positivos, uno para el gen sxt y cinco para ambos genes sxtl y

sxt2, dos positivos para sxt1, 10 positivos para sxt2 2.

En un estudio realizado por Bosilevac J., y cols en el 2011, en el que se reporta la
prevalencia y caracterizacion de ECST no O157 en centros donde se comercializa
carne roja se analizaron un total de 4,133 en Estados Unidos durante un periodo
de 24 meses. Se identifico genes de la toxina shiga en 1,006 aislados ©%. Como
puede observarse en todos los estudios mencionados lograron determinar las
presencias de DEC en muestras de diferente tipos de carne, sin embargo en
nuestro estudio no se logrd recuperar ninguna E. coli que resultara positivo para

algun patotipo de DEC.

El no haber encontrado patotipos diarregenicos de E. coli en nuestro estudio,
podria indicar que la carne molida no actia como un medio de dispersion de este
tipo de patdgenos en nuestro medio. Sin embargo, es necesario realizar un
estudio mas amplio que abarque otros mercados de la ciudad de Ledn y
probablemente de otras regiones del pais. Asi como lo hicieron en un estudio en
Argentina donde el objetivo era identificar E. coli 0157 y no O 157 en carne molida
de res comercializada en centros de venta de la misma asi como evaluar las

condiciones ambientales de estos puestos de ventas ©.

El surgimiento de resistencia antimicrobiana en bacterias que son transmitidas por
alimentos y que podrian causar algun tipo de enfermedad, es un gran problema de
salud publica ®¥, como resultado del uso excesivo de antibiéticos en animales, lo
gue ha contribuido a aumentar la resistencia a los antibiéticos en diferentes cepas
bacterianas durante los Ultimos 30 afios ®¥ | con la subsecuente apariciéon de

cepas bacterianas productoras de BLEE lo que podria causar fracaso en el
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tratamiento de intoxicaciones alimentarias por Enterobacterias ®* 8. Un estudio
realizado en carne de aves de corral en busca de cepas Salmonella antibiético
resistentes, se reporta resistencia Kanamicina y Gentamicina en un 27% y 34.8%
respectivamente ®” . Otro estudio de caracterizacién molecular de bacterias
antibiotico resistentes en carne de pollo en supermercados en Bangkok, Tailandia;
se identificaron los genes aadA2, aadA4, aadA22 y aadA23, que codifican para
resistencia a los aminoglucésidos, y el gen dfrA5 que codifica resistencia a
trimetroprim sulfametoxasole ®®. En nuestro estudio se encontré bajos niveles de
resistencia en los coliformes fecales aislados de las muestras de carne, a todas
las cefalosporinas y betalactdmicos; sin embargo; para el aminoglucdésido
Kanamicina se encontrg resistencia en las 73 muestras analizadas (84.8%), de
forma similar se observé una marcada resistencia a las penicilinas en los aislados

bacterianos en los que fue utilizado este antibiotico.

A pesar de que existen estudios que demuestran la presencia de bacterias

antibidticos resistentes en carnes ©78)

lo cual podria estar implicado en la
dispersion de estos patdégenos a la poblacion humana, en nuestro estudio los
resultados indican que no hay presencia de este tipo de patégenos como
contaminantes de la carne que actualmente se expende en la ciudad de Leon,

Nicaragua.
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10.CONCLUSIONES.

El 84.9% de las muestras analizadas se encontraban contaminadas con
Aerdbicos mesofilicos( coliformes fecales) y en un 15.1% de las carnes
analizadas no se logro recuperar ningun tipo de bacterias

Del 84.9% de coliformes fecales 34.9% eran E. coli pero ninguno de estos
aislados tenian genes de virulencia y de resistencia.

Se obtuvo un 84.8% de resistencia al aminoglucésido Kanamicina en el total

de aislados bacterianos en las muestras analizadas, y muy bajos niveles de
resistencia para el resto de los antibiéticos testados.
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11.RECOMENDACIONES.

Al encontrarse contaminacion con coliformes fecales en un alto
porcentaje de las muestras de carne analizadas en los dos mercados
en estudio se recomienda realizar estudios de contaminacion de
superficies y de manipuladores de alimentos en ambos mercados
con el objetivo de encontrar el origen o la fuente de contaminacion
fecal de las carnes de consumo comercializadas en estos centros de
compras.

Se recomienda realizar un estudio longitudinal y ampliar el nimero
de muestras de carne con el objetivo de aumentar la probabilidad de
encontrar patotipos de E. coli diarrogénica.

Realizar estudios que evallen todos los procesos de produccion de
la carne con el objetivo de diferenciar entre contaminaciéon enddégena
y exogena de las carnes de consumo de manera que esta
informacion contribuya a la elaboracion de estrategias de inocuidad
de los alimentos en Nicaragua.
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13.ANEXOS.

Anexo 1. Esquema general de las diluciones para el conteo en
placa.

Sample to
be counted

Dilution ——
1 ml 1 ml 1 mil 1 ml

1 ml
M M pad k;

1/10 1/100 1/10® 1/10° 1/105 1/10°
(107") (1072) (103 (107 (105 (1079
Plate 1T-ml samples

o9-mil
broth

L 1 159 17

Too many colonies colonies colonies colonies
colonies
tocount 159 x 10 = 1.59 x 10°
Plate Dilution Cells (colony-forming
count factor units) per milliliter of

original sample
Figure 6-11 Brock Biclogy of Microorganisms 11/e
& 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.
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Anexo 2.

Formula para el calculo de UFC/g de carne

CFU/g o CFU/mI = N° de colonias en placa (entre 25 y 300) x inverso de la dilucion
x 1/ peso en gramos de la muestra

Anexo 3.

Materiales a utilizar en el conteo bacteriolégico en placa.

>

YV V. V VYV V

Y VY

Placas de Petri, de vidrio (100 x 15 mm) o de plastico (90 x 15 mm).

Pipetas de 10 - 100 pl, 200 - 1000 pl, 1- 5 ml.

Tubos estériles

Bafio maria o incubadora de agar temple, 44 — 46 ° c.

Incubadora a 37 ° c.

Contador de colonias (DARKFIELD QUEBEC COLONY COUNTER.
American Optical).

Agar para recuento en placa (estandar y de métodos de agar (PCA)).
Incubadora para el secado de la superficie de placas de agar,
preferentemente en 50° c.

Separadores de vidrio (espatulas Drigalski, varillas de vidrio, en forma de
barra de hockey).

Stomacher (homogeneizador peristaltico en su defecto realizar
homogenizacion manual).

Bolsas estériles para stomacher (en su defecto bolsas Ziploc).
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