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RESUMEN DEL TRABAJO DE GRADO

“Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana en cepas de
Escherichia coli aisladas en muestras de carne molida expendidas

en el Municipio Campo Elias del Estado Mérida-Venezuela 2014”

Una de las causas que puede ocasionar en la poblacion enfermedades
gastrointestinales, es la ingestion de alimentos contaminados con
microorganismos. Los productos carnicos, en especial las carnes molidas,
son susceptibles al ataque microbiano y son consideradas un excelente
vehiculo en la transmision de microorganismos patdgenos. Para garantizar la
calidad e inocuidad de dichos alimentos es necesario realizar estudios
microbiologicos en muestras de los productos, de manera de detectar la
presencia de los organismos patégenos. Dentro de las bacterias patdgenas
gque se pueden conseguir en este tipo de producto alimenticio se encuentra
Escherichia coli. Tomando en consideracion lo antes sefalado, se realizo el
presente estudio de manera de determinar la presencia de cepas de
Escherichia coli en muestras de carne molida expendidas en el Municipio
Campo Elias del Estado Mérida. Se determind la presencia de E coli,
mediante los métodos de siembras en agar MacConkey, con el posterior
aislamiento, purificacién, identificaciébn y determinacion de los perfiles de
susceptibilidad de las cepas. De las 5 muestras de carne molida analizadas,
se logré confirmar la presencia de cepas de E coli en un 30% de las
muestras. De igual forma, el 100% de las cepas aisladas mostro sensibilidad
a los antimicrobianos analizados. Conclusiones: El presente trabajo
proporciona una idea de la baja calidad microbioldégica de los productos
carnicos expendidos en la ciudad de Ejido, lo que se evidencia por la
presencia de bacterias patdgenas, y a su vez destaca la importancia que
tienen los laboratorios en el control microbiolégico de los alimentos para
garantizar la inocuidad de los productos carnicos y la prevencion de las
enfermedades transmitidas por alimentos.

Palabras claves: Carne molida, Escherichia coli, resistencia

antimicrobiana.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente la sociedad venezolana y entre ellas la merideiia han
mantenido a lo largo del tiempo una dieta diaria que implica una variedad de
alimentos para su consumo, que van desde legumbres, hortalizas, cereales,
lacteos y diferentes tipos de carne. Estos ultimos productos de la dieta basica
del meridefio necesitan un manejo especial para su conservaciéon y consumo.
Sin embargo, se puede percibir que en algunos expendios de productos
carnicos, las medidas higiénicas no se cumplen, violando de esta manera la

normativa legal para el manejo, tratamiento y expendio de las carnes.

El consumidor es un elemento clave para el disefio, elaboracion y
comercializacion de los alimentos, ya que sus gustos y preferencias van a
condicionar la estrategia a seguir por la industria de alimentos en la venta de
los mismos. Por lo tanto, al igual que todo el sector alimentario, la cadena de
produccion de carnes debe adaptarse a los cambios preferenciales que ha
experimentado el consumidor. De un tiempo a esta parte, nos encontramos
con un consumidor mucho mas sensibilizado por aspectos tales como la
seguridad, calidad alimentaria, el respeto por el medio ambiente y con mayor
interés por los aspectos nutricionales y organolépticos de los alimentos que
consume. Sin embargo, se conoce que la inocuidad de los alimentos es en la
actualidad el principal problema de salud publica, ya que las autoridades que
tienen el compromiso de controlar la calidad e inocuidad de los alimentos aun
no comprenden claramente cuél es el impacto de este problema en el

desarrollo econémico y social ™

La mayoria de los alimentos que consumimos, principalmente los
frescos, han sido manipulados o transformados antes de llegar a nuestra
mesa, por lo general si no se les aplica un sistema adecuado de
conservacion, la vida util puede ser muy limitada. En este contexto, la carne
es considerada uno de los alimentos mas perecederos. Las medidas de
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seguridad se deben aplicar después del sacrificio del animal, con el objeto de
retrasar o prevenir ciertos cambios que la hacen no adecuada para el
consumo o degradan algunas caracteristicas de calidad. Las alteraciones

son multiples y pueden ser fisicas, quimicas o microbiolégicas. @

La carne, al igual que la mayoria de los alimentos, debera poseer una
serie de caracteristicas organolépticas que la hagan apetecible al
consumidor, por lo que debera reunir una serie de requisitos enmarcados
dentro del concepto de calidad. En el caso de la carne, el termino calidad,
esta estrechamente ligado a la conservacion de su vida util. Habitualmente,
se considera que la vida util es el tiempo durante el cual el producto
permanece en un estado aceptable. Para autores como Escalante y col.,
(2008) la vida util es el tiempo que transcurre hasta que comienza a
percibirse la alteracion del alimento. Para Galvan y col., (2001) la vida util
significa simplemente que el producto todavia es consumible y no insalubre.
Ademas, esta muy relacionada con el mantenimiento de la calidad, por lo que
deben considerarse los aspectos microbiologicos, fisicoquimicos y demas
parametros relacionados con las caracteristicas sensoriales que detecta el

consumidor cuando adquiere la carne o los productos carnicos. %34

Un alimento inocuo; es decir, no perjudicial, trata todos los aspectos que
prevengan la presencia de riesgos que causen enfermedades de caracter
agudo o cronico a los consumidores. La salubridad de los alimentos desde el
punto de vista microbiologico, en el ambito industrial, se basa en la calidad
operativa de sus procesos; por tal motivo el sector ganadero venezolano
debe modificar algunas de sus maneras tradicionales de comercializar sus
productos, teniendo en cuenta la importancia de los microrganismos en la
alteracion de la carne, es necesario que su manipulacién, almacenamiento y

conservacion retrasen o inhiban el crecimiento microbiano.



De los diversos procedimientos empleados por dicho sector, para reducir
o retrasar los cambios de las caracteristicas organolépticas, la refrigeracion
constituye el método de conservacion mas generalizado, lo que permite
incrementar la vida util de la carne. Los procesos mas comunes de
preservacion de los alimentos se basan en limitar o prevenir el crecimiento
microbiano utilizando factores que afectan la supervivencia de los
microrganismos, tales como el pH, la actividad del agua, el potencial redox, la
temperatura, la ausencia de oxigeno, los conservantes, la deshidratacion, la

salazén, la acidificacion, el tratamiento culinario y el ahumado entre otros. [ 7

Podemos entender que la combinacién apropiada de diferentes métodos
de conservacion para los alimentos, entre ellos las carnes aportaria mejoras

en la estabilidad microbiana de los alimentos.

Un gran numero de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se
reconocen hoy en dia, las de origen bacteriano estan relacionadas con el
consumo de agua y alimentos, de origen animal elaborados o producidos en
ambientes inadecuados y contaminados con patégenos como Salmonella,
Escherichia coli  O157:H7, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Campylobacter, Shigella, Vibrio, Bacillus o con sus
toxinas. Aunque la mayoria de estos importantes patégenos son destruidos
durante la coccién, se han aislados de alimentos en los que usualmente no
proliferaban y han adquirido resistencia a las técnicas de procesamiento y

almacenamiento que antes se consideraban seguras. & °

Los alimentos de origen animal son los de mayor importancia desde el
punto de vista de higiene alimentaria por estar implicados en los brotes de
enfermedades, dentro de los que se incluyen las carnes vacunas, de cerdos,
de aves, entre otros. Originalmente la superficie de las canales son estériles,

la contaminacion bacteriana resulta de las fallas ocurridas durante el desuello



y desposte en el proceso de matanza, y de una variedad de fuentes, como el
cuero, contenido intestinal, superficies de contacto y manipulacion por parte
de los trabajadores. © 8 17

Actualmente, en la ciudad de Mérida, existe poca o ninguna informacion
referente a brotes de las ETA, La contaminacion de los alimentos de origen
animal como la carne, de manera particular la carne molida, se puede ver
favorecida por el tipo de nutrientes que contiene, la actividad del agua, y el
hecho de que proviene de recortes fuertemente manipulados, en los cuales
existe una gran area superficial, creando escenarios para el desarrollo de
microrganismos patogenos; por tanto, debe evitarse cualquier falla en la
manipulacion, conservacion, transporte, distribucién y comercializacion. Es
por esto que, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), declara
anualmente miles de casos de enfermedades de origen microbiano
producidas por la contaminacion de alimentos, las cuales pueden tener una
conclusion fatal o convertirse en un problema de salud publica, debido al
gran numero de enfermedades, solamente se sefala un porcentaje minimo
de los casos que se producen en diversos paises. Por lo anterior
mencionado, la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) y la OMS, invita a todos los paises a que fortalezcan sus
técnicas de inocuidad alimentaria, patrocinen medidas de vigilancia mas

rigurosas con respecto a la produccién y la demanda de alimentos. !

Dentro de los microorganismos productores de ETAs destaca la bacteria
Escherichia coli a quien se le considera un patdgeno emergente, es decir
esta provocando enfermedades en las poblaciones a un ritmo creciente en
los dltimos 20 afios e intimida con acrecentar en el futuro. Este
microrganismo esta asociado a ETAs, desarrollando enfermedad diarreica
aguda (EDA), Colitis Hemorragica (CH), Sindrome Urémico Hemolitico (SUH)
o Purpura Trombocitopenia (PTT), en seres humanos. Las ETAs son
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causadas por la produccion de grandes cantidades de una o dos toxinas,
causando severos dafios intestinales y renales. Casi todos los brotes
provocados por Escherichia coli se han imputado al consumo de productos
de carne bovina, de cerdo, y/o aves mal cocida, por lo que la carne molida es
uno de los primeros reservorios, la alteracion de las caracteristicas
organolépticas, ocasionadas por bacterias no es evidente por dificultando la
inmediata toma de medidas sanitarias; incidiendo en pérdidas econémicas a
las familias por los altos costos de un tratamiento por las enfermedades que

produce. [12, 13, 14, 15]

Por lo indicado en los parrafos anteriores, se ha planteado la presente
investigacion donde se enfocara el analisis microbiolégico de las carnes
molidas, determinando la presencia de Escherichia coli en carne molida de
res obtenidas en carnicerias que se encuentran distribuidas en el Municipio
Campo Elias del Estado Mérida, ya que se cree que existe un gran namero
de agentes patogenos presentes en las carnes, entre ellos Escherichia coli,
lo cual esta afectando la salud del consumidor a nivel nacional y regional,

especialmente de la poblacion meridefia.

El estudio comprenderd un aislamiento selectivo del microrganismo a
partir de las muestras de carne seleccionadas, utilizando medios
enriquecidos y selectivos, posteriormente se realizaran pruebas bioquimicas
para su identificacion y la prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos
dichos andlisis se realizaran en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes. Por lo
gue se espera que esta investigacion sea de un gran aporte y contribuya a

futuras investigaciones relacionadas con la problemética en estudio.



ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

La calidad sanitaria de los productos de origen animal es unos de los
principales temas de investigacion y de mayor interés en el contexto
alimenticio y microbioldgico, por su gran vulnerabilidad a la descomposicion y
desintegracion debido a que es el principal producto de consumo poblacional
que a su vez revierte en la nutricibn humana, como consecuencia al mal
manejo en el procesamiento genera problemas infectocontagiosos afectando
la salud de las personas que lo consumen. La carne cruda es uno de los
alimentos que mayor control requiere, los animales de los que procede, como
vacas, toros, cerdos corderos y aves, sufren enfermedades que pueden
trasmitirse a las personas. ¢

Es por esto que, “un alimento contaminado es el que ha sufrido un
deterioro, perdiendo sus caracteristicas organolépticas, es decir en su olor,
color, sabor, textura apropiadas del producto”. Son varios los factores que
afectan la calidad organoléptica, éstos se presentan desde la recepcion de
los animales en el matadero hasta el despiece, englobados en uno de los
factores principales “sanidad” el llevar un control sanitario en cada una de las
etapas del proceso de matanza conllevara a obtener un producto de buena
calidad, disminuyendo pérdidas del producto por contaminacion. > ©!

Los productos carnicos son alimentos completos para el consumo
humano debido a su gran contenido de nutrientes, son aquellos productos
gue contengan carnes de mamiferos como bovinos, porcinos, aves de corral
0 casa que son sometidos a un proceso tecnoldogico que no incluye un
tratamiento térmico. De todos los productos carnicos, la carne molida es la
mas vulnerable debido a que constituye un medio absoluto para el desarrollo

de microrganismos, ya que su condicion le permite ser un medio factible para
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la absorcion de nutrientes; siendo su pH el més apto para la transmision,

proliferacién y contaminacion de dichos microrganismos. 7!

Lo anteriormente expuesto nos indica que los animales que
proporcionan alimentos para los seres humanos, deberan tener los mejores
cuidados desde su crianza hasta el faenado del animal, es decir animales
completamente sanos que no hayan sido expuestos a tratamientos con
antibioticos, con buena alimentacion, con un cuidado y entorno ambiental
que les proporcione las condiciones Optimas para que puedan alcanzar el
objetivo de abastecer a la poblacion venezolana.

En los ultimos afios, diferentes publicaciones hacen referencia a la
relacion que puede tener la utilizacibn de antibioticos en animales y el
desarrollo de resistencias en microrganismos de interés en la medicina
humana. El suministro de antibiéticos en animales disefia, primordialmente,
el mismo ambiente ecologico que en el hombre; es decir, se ejecuta una
presion selectiva y, por lo tanto, también se seleccionan las bacterias mejor
adaptadas, es decir resistentes. A partir de aqui, se inicia un largo camino,
gue eventualmente puede llegar a la aparicion de una infeccion humana
producida por una bacteria o ligada a un gen de resistencia seleccionado con
el uso de antibiéticos en animales; esto como uno de los factores que
influyen en la contaminacion de los productos carnicos. 8 19 20. 211

La creciente frecuencia con que se asocian epidemias o intoxicaciones
masivas con los alimentos ha provocado que en el ambito nacional, el
consumidor este mas consciente del riesgo que representan los alimentos
contaminados. %2

Los peligros de contaminacion de los alimentos se clasifican en tres
grandes grupos: biolégicos (contaminaciébn Bacteriana de agentes
patdgenos, virus y pardasitos), Quimicos (residuos de pesticidas, metales
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pesados, hormonas, antibidticos, mico-toxinas y toxinas naturales, aditivos o

adulterantes) y fisicos (vidrios, metales). ©!

Entre algunos ejemplos de bacterias, contaminantes quimicos y fisicos

que podrian encontrarse en los grupos de peligro de contagios son:

Microrganismos como Salmonella, Escherichia coli, Listeria,
Shigella, Campylobacter, Staphylococcus spp, algunos hongos,
virus y parasitos.

Contaminantes del ambiente como metales pesados e hidrocarburos,
residuos de plaguicidas, fertilizantes y medicamentos veterinarios.
Aditivos alimentarios como biéxido de azufre y colorantes, que
pueden causar reacciones en individuos susceptibles.

Basuras y materias extrafias como pelos de roedores y fragmentos de

insectos. > 1% 23

Los contaminantes quimicos Yy microbiolégicos contindan estando
presentes en los alimentos que son objeto de comercio nacional y regional. A
pesar qué no se cuenta con registros sistematicos de las causas que originan
la mayor parte de los rechazos de productos que no cumplen con las normas

de calidad. ©®

En base a lo anteriormente descrito, se muestra la importancia de los
microrganismos que estan presentes en los alimentos, dependera de su
namero, su clase, el tipo de alimento, el tratamiento, manipulacién y
procedimiento empleado para el alimento, la elaboracion de que sera objeto,
si el alimento esta listo para el consumo o debe ser cocido, los individuos que
puedan consumir el alimento entre otros aspectos.

Por ultimo es importante destacar que la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS), hace énfasis en las enfermedades de denuncia obligatoria
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entre ellas estan las ETA, ya que la diarrea producida por algunos agentes
patbgenos contaminantes de alimentos es causa de muerte en todo el
mundo sin distinguir raza, sexo ni edades, esta diarrea se asociada a
deshidratacion, ademas de la gran pérdida de agua, en los pacientes
principalmente los niflos, pierden grandes cantidades de electrolitos y
nutrientes siendo estos los mas vulnerables. La falta de higiene en el
procesamiento de las carnes son algunas de las causas por las que la
diarrea continua siendo un problema de salud publica en paises en vias de
desarrollo. En Venezuela se desconocen informes sobre la frecuencia de las
infecciones o intoxicaciones producidas por microrganismos transmitidos por
alimentos en especial de la bacteria Escherichia coli sabiendo que esta
bacteria ha venido incrementando exponencialmente su incidencia
ocasionando problemas gastrointestinales y es por esta razén que se plantea

la presente investigacion.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En base a los antecedentes mencionados nos hacemos la siguiente
pregunta. ¢ Cual es la posibilidad de que existan cepas de Escherichia coli
resistentes a antimicrobianos en muestras de carne molida expendida en

comercios ubicados en el Municipio Campo Elias del Estado Mérida?



JUSTIFICACION

Es importante para evitar la transmision de bacterias resistentes a los
antimicrobianos, estudiar su presencia en muestras de alimentos,
estableciendo las formas como los microorganismos se propagan entre la
poblacién, determinando su frecuencia y perfil de susceptibilidad a los
antimicrobiano. En Venezuela aun se desconoce si mediante el consumo de
carnes, es posible transmitir cepas de E. coli resistentes y multiresistentes a

los antimicrobianos.

Ademas se sabe que la carne en especial la carne molida es uno de los
principales alimentos que consume la poblacién humana, y ésta para llegar a
nuestra mesa requiere de un proceso riguroso donde lo importante es la
higiene, el cuidado de los animales, su alimentacion, el lugar donde los crien,
y el faenado del animal, éste dltimo representa el punto mas critico de
contaminacion de la carne ya que el animal es sometido a muerte, cortes,
despiece, separacion de visceras y traslado a las instalaciones donde sera
comercializado; todo esto requiere de un grupo de personas que en Su
manipulacion sino siguen las medidas higiénico sanitarias, se obtiene un

producto carnico contaminado lo que pudiera ocasionar brotes de ETAs.

En Venezuela se conoce muy poco acerca de la presencia de
Escherichia coli resistentes y multiresistentes en alimentos, debido a la
falta de estudios sobre el tema que nos permita saber la posicion actual de
este importante patdogeno productor de diarreas. Por esta razén surgio la
necesidad de realizar este estudio, ya que el conocimiento de la presencia de
este patdégeno en productos carnicos, aportaria informacién al Estado para
monitorear, vigilar los comercios que expendan productos carnicos y sirva
para futuras investigaciones donde la deteccion de este patdégeno sea

oportuna para prevenir posibles brotes de ETAs.
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MARCO TEORICO

Microbiologia de los alimentos

Uno de los campos de la microbiologia es la microbiologia de los
alimentos, esta es una ciencia que estudia los microrganismos en relacion
con los alimentos, es decir los microrganismos presentes, su origen y

factores de los que depende su presencia y multiplicacion en los alimentos.

Se pueden distinguir tres aspectos diferentes en el campo del estudio de

la microbiologia de los alimentos:

e Los microrganismos como productores de alimentos.
¢ Los microrganismos como agente del deterioro de los alimentos.
e Los microrganismos como agentes patdgenos transmitidos por los
alimentos. 4

Muchas de las enfermedades causadas en los animales son debidas a
patégenos, y en algunos casos son transmisibles al hombre. Sin embargo,
los microrganismos cumplen un rol muy importante en la produccién animal,
fertilidad de los suelos y procesos industriales que, a través de la

modificacion genética puede o no ser utilizada en provecho del hombre.
[25,26,27]

Las enfermedades microbianas que se transmiten por medio de los

alimentos se dividen en tres clases:

La primera comprende las enfermedades que son consecuencia de la
presencia en los alimentos de microrganismos infectivos por ingestion. Estos
microrganismos son capaces de causar enfermedades por la invasién del

hospedador o por la liberacién de sustancias toxicas (toxinas), resultantes del
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crecimiento en el tracto intestinal o en algun otro Organo. Estas

enfermedades generalmente son denominadas infecciones alimentarias. *®

La segunda clase de enfermedades transmitidas por alimentos es
consecuencia de la absorcion intestinal de toxinas que ya estaban presentes
en los alimentos, antes de su ingestion, como consecuencia del crecimiento y
metabolismo en dichos sustratos de ciertos microrganismos. Para estas
enfermedades se adopta la denominacion intoxicaciones transmitidas por los
alimentos, con el fin de diferenciarlas claramente de los sindromes clinicos

“‘intoxicaciones” resultantes de la ingestion de sustancias quimicas toxicas.
(28]

La tercera clase llamada toxiinfeccion es una mezcla de las dos
anteriores, en cuanto a sus caracteristicas dado que el organismo ingresa a
través del alimento pero produce una toxina que, cuando alcanza células

internas del individuo produce un cuadro clinico. 2%

El control microbiolégico en la produccion de alimentos, tiene como
objetivo distribuir productos seguros o inocuos, nutritivos y apetitosos, con
una vida comercial adecuada y a un coste razonable para el consumidor. La
calidad nutricional de estos alimentos en especial los productos carnicos,
debe ir acompafiada de su inocuidad, que se logra con la proteccién sanitaria
durante todo el proceso alimentario desde su sacrificio hasta el consumo,
con el propdsito de evitar que presente contaminantes fisicos, quimicos y
biologicos en cantidades tales que puedan afectar la salud de los
consumidores. [ 26 2

Entre las actividades de la Higiene de los Alimentos, se encuentra la
proteccion sanitaria de la carne, ya que es uno de los principales alimentos
para el hombre debido al aporte de nutrientes, como las proteinas de elevado
valor biologico y el hierro heminico. Hacer énfasis en la proteccion sanitaria
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de la carne se justifica por el elevado numero de eventos epidémicos en los

cuales se detecta su participacion como causa de brotes de enfermedades.
[4, 26, 29]

Si bien es cierta la calidad de la carne depende de todas las etapas de
su cadena alimentaria, desde la formacion y desarrollo de los animales hasta
el proceso de su obtencion, asi como su posterior manipulacion,

conservacion y procesamiento para el consumo.

En la formacion y desarrollo de los animales tiene importancia las
condiciones del medio en que se encuentran, el manejo y las practicas
zootécnicas, la calidad de su alimentacion, la atencion medico veterinaria y la
salud de los trabajadores que los atienden. En relacion a las condiciones del
medio se encuentran la seleccion del lugar donde se desarrollan los
animales, considerando que no existan fuentes contaminantes que los
afecten y tampoco que la explotacién animal pueda dafar el ambiente, no
debe existir plagas, vectores u otros animales que puedan transmitirles

agentes contaminantes de forma directa o indirecta. 230

Por ello se hace necesario instruir a la a la poblacion sobre la
importancia que tiene mantener a los animales para el consumo con los
mejores cuidados y atenciones, ya que de ellos se extrae buena parte del
consumo nutricional; si sobrepasan los niveles de contaminacién esto traeria
consecuencias graves y economicas a la sociedad pudiendo ocasionar un

grave problema de salud publica por los brotes que pueden generar.

Siguiendo con lo anterior descrito, referimos que la alimentacion de los
animales debera ser de calidad, que evite afectar la salud del animal y
adquirir la condicion de portadores de agentes causales de enfermedades

transmisibles al hombre. Los alimentos contaminados que son consumidos
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por los animales pueden afectar la salud de estos o ser transmitidos

posteriormente al hombre por el consumo de las carnes. ?°!

En estudios higiénicos epidemiologicos realizados, con el apoyo de
investigaciones microbioldgicas, se ha demostrado la presencia de agentes
causales de enfermedades transmitidas por los alimentos en las aéreas de
explotacion de los animales, en sus alimentos, en sus vectores, incluso en
pajaros de vida libre, entre otros muchos. La deteccion de patbgenos como
Salmonella, Campylobacter y Escherichia coli en los andlisis son reportes
frecuentes, [t 23 28]

Estas indicaciones justifican la adopcién de medidas sanitarias en estas
primeras etapas de la cadena alimentaria de la carne, para facilitar su
inocuidad, pues solo de animales desarrollados con buenos cuidados un
ejemplo el cuidado de los pastos, el agua de consumo, vacunacién,

desparasitacion sera posible obtener carne de buena calidad.

Dada la importancia de la especie Escherichia coli como patégenos
alimentario, en las siguientes partes del trabajo se tratara los aspectos mas

relevantes de esta bacteria.
Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli pertenece a la gran familia Enterobacteriaceae; son
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos que son méviles y lo hacen a
través de flagelos periticos; desde el punto de vista morfolégico son bacilos
rectos. Este grupo de microrganismos habita en el tracto intestinal de los
seres humanos y animales. Casi todas las enterobacterias son
fermentadoras activas de la glucosa y de otros hidratos de carbono. Dada la
gran importancia de las enterobacterias existen muchas técnicas para

aislarlas e identificarlas. Una de las herramientas son las pruebas
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bioguimicas las cuales son muy importantes en el trabajo de laboratorio

clinico y en microbiologia del agua y alimentos. 4 3%

Las enterobacterias, poseen fimbrias que ayudan a adherirse a
superficies 0 mucosas. La presencia de pili sexuales especializados permite
el intercambio de la informacidén genética entre las células, que incluye la
resistencia a los antibidticos. Ademas producen proteinas denominadas
bacteriocinas que causan la lisis de especies estrechamente relacionadas y
colaboran para mantener el equilibrio ecologico de diversas bacterias en el
intestino. 4 32

Escherichia coli es uno de los habitantes mas comunes del tracto
intestinal humano y tal vez el microrganismo més familiar en microbiologia.
Su presencia en aguas o alimentos es indicativa de contaminacion fecal. No
suele ser un microrganismo patégeno pero puede originar infecciones
urinarias y ciertas cepas segregan enterotoxinas que producen la diarrea del
viajero y en ocasiones enfermedades muy graves transmitida por los

alimentos. 4

Esta bacteria casi siempre es inocua pero existen ciertas cepas
patdgenas, todas estas cepas tienen fimbrias especializadas que les
permiten unirse a ciertas células epiteliales del intestino. También producen
toxinas que causan trastornos gastrointestinales conocidos con el nombre
colectivo de gastroenteritis por Escherichia coli. ¥

En la mayoria de los casos la enfermedad es causada por una de dos
cepas de Escherichia coli. Una de ellas es Escherichia coli
Enterotoxigenica (ETEC) que no es invasora pero produce una enterotoxina
gue causa una diarrea acuosa parecida a una forma leve de célera. La otra
es Escherichia coli Enteroinvasiva (EIEC) que invade la pared intestinal y
produce inflamacion, fiebre y a veces una disenteria similar a la causada por
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Shigella. Existen otros patdgenos gastrointestinales, como Salmonella y
Campylobacter y diversas bacterias patdgenas virus y protozoos parasitos

no identificados que también pueden causar la diarrea del viajero. ¥
Accion Patogena

Las bacterias pueden utilizar diferentes mecanismos para adherirse y
colonizar las diversas superficies corporales (ver tabla 1). Escherichia coli y
otras bacterias producen adhesinas que se unen a receptores especificos de
la superficie tisular evitando su eliminacion, muchas de estas proteinas estan
presentes en los extremos de unas estructuras denominadas Fimbrias (Pili),
y se unen fuertemente a los azucares especifico en el tejido diana. % 3!

Las cepas de Escherichia coli poseen unos factores de virulencia
especializados que se pueden clasificar en dos categorias: adhesinas y

exotoxinas.
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Tabla 1.- factores de virulencia especializados asociados a Escherichia coli.

Bacteria Adhesinas Exotoxinas

Antigenos del factor de Toxina Termolbil (LT-1)

ECET colonizacion (CFA/I CFA/II .
CFA) Toxina Termoestable (STa)
Pili formadores de haces
ECEP (Bfp) intima

Toxina Termoestable

Fimbrias adherentes enteroagregante (EAST)

ECEA agregante;?A(Qﬂ ::)/l; AAFII Toxina codificada por
plasmidos (Pet)
ECEH Bip intima Toxina Shiga (Stx-1 Stx-2)

Antigeno del Plasmido

ECEI .
invasivo (Ipa)

Hemolisina ( HIyA)

Patdgenos Uroldgicos. Pili P, Fimbrias Dr

(ECET) Escherichia coli Enterotoxigenica. (ECEP) Escherichia coli Enteropatogena. (ECEA) Escherichia coli
Enteroagregativa.
(ECEH) Escherichia coli Enterohemorragica. (ECEI) Escherichia coli Enteroinvasiva.

Fuente: B3
Estructura Antigénica

Las enterobacterias poseen una compleja estructura antigénica. Se han
catalogado mas de 150 antigenos somaticos O (lipopolisacéaridos)
termoestables es el principal antigeno de la pared celular y esta conformado
por 3 componentes: el polisacarido O soméatico mas externo, un polisacéarido
central compartido por las enterobacterias y el lipido A. mas de 100

antigenos K (capsulares) termolabiles y mas de 50 antigenos H (flagelares).
[33]

Los antigenos O son la parte mas externa de la pared de la célula
bacteriana y constan de unidades repetidas de polisacaridos. Algunos
polisacaridos O contienen azucares unicos. Los antigenos O son resistentes
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al calor y al alcohol, generalmente se detectan mediante aglutinacion
bacteriana igualmente son importantes para la clasificacion epidemiologica
de las cepas dentro de una especie. Los antigenos K termolabiles pueden
interferir en la deteccion de los antigenos O esto puede suceder con algunas
cepas de Salmonella; pero se soluciona al hervir el microrganismo con el fin
de eliminar el antigeno k termol&bil y exponer el antigeno O termoestable.
Los antigenos H, son proteinas flagelares termolabiles, se localizan sobre los
flagelos y se desnaturalizan o retiran mediante calor o alcohol. En las
variedades de bacterias dotadas de motilidad se les puede conservar
mediante tratamiento con formalina. Estos antigenos H se aglutinan con
anticuerpos H. Los determinantes de los antigenos H son una funcion de la
secuencia de aminoacidos en la proteina flagelar. Los microrganismos
tienden a cambiar de una fase a la otra; esto se denomina variacion de fase.
Los antigenos H sobre la superficie de la bacteria a veces interfieren con la

aglutinacion por anticuerpos anti-O. %
Flagelos

Muchos tipos de células eucariontes poseen proyecciones que utilizan
para la locomocién o para el desplazamiento de sustancias a lo largo de la
superficie. Estas proyecciones contienen citoplasma y estan recubiertas por
la membrana plasmatica. Si las proyecciones son escasas Yy largas en
relacion con el tamafio de la célula se denominan flagelos y si son

numerosos y cortos se denominan cilios. 4

Los flagelos bacterianos son apéndices filiformes compuestos por
proteina, miden de 10 a 100 nm de didmetro. Son los érganos de locomocién
0 desplazamiento de sustancias para los microrganismos que lo poseen. Se
conocen tres tipos de categorizaciones: monétrico (flagelo polar Unico),

lofétrico (flagelos polares multiples) y peritrico (flagelos distribuidos en la
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totalidad de la célula). Un flagelo bacteriano esta constituido por millones de
moléculas de una subunidad proteinica nombrada Flagelina. El flagelo esta
formado por la agregacidon de subunidad para formar una estructura
helicoidal. Se presume que las flagelinas de diversas especies bacterianas
difieren entre si en la estructura primaria. Son potentemente antigénicas
(antigenos H) y algunas de las respuestas inmunitarias a la infeccién estan
dirigidas contra estas proteinas. El flagelo esta adherido al cuerpo celular
bacteriano por medio de una estructura compleja constituida por un gancho y
un cuerpo basal. EI gancho es una estructura curva y corta que parece
actuar como articulacion universal entre el motor en la estructura basal y el
flagelo. El cuerpo basal tiene una serie de anillos: un par en las bacterias
gram positivas y dos pares en las gram negativas. Todos los componentes
del motor flagelar se localizan en la envoltura celular. Cuando una bacteria
peritrica nada, sus flagelos se rednen para formar un manojo posterior que
empuja a la célula hacia delante en una linea recta mediante rotacion en

sentido opuesto al movimiento de las agujas del reloj. 2

Pili y Fimbrias.

Muchas bacterias Gram negativas poseen apéndices pilosos que son
mas cortos mas rectos y mas delgados que los flagelos y que cumplen
funciones de fijacion y transferencia de ADN mas que una funcion de
motilidad. Estas estructuras compuestas por una proteina llamada pilina que
describe un trayecto helicoidal alrededor de un nucleo central se dividen en
dos tipos que cumplen funciones muy distintas, estos apéndices son las
fimbrias y los pilis. ¥
Las fimbrias pueden originarse en los polos de las células bacterianas o

estar distribuidas de forma regular en toda la superficie. Las fimbrias
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permiten que la célula pueda adherirse a las superficies incluso las de otras

células. [

Los pilis en general son mas largos que las fimbrias y su cantidad es de
uno a dos por célula, se unen a la pared celular bacteriana como paso previo
a la transferencia intercelular de ADN, proceso que se conoce con el nombre

de conjugacion. 4
Clasificacién de Escherichia coli

Lo mas importante de las cepas de Escherichia coli, es que pueden ser
vectores de algunas enfermedades. En este caso se trata de E. coli
patégenos, de los cuales existen muchos serotipos diferentes capaces de
causar gastroenteritis en humanos (ver tabla 2) y animales, siendo éstas

especialmente graves en recién nacidos y nifios de edad inferior a 5 afios.

Las cepas de Escherichia coli que producen gastroenteritis se
subdividen en cinco grupos principales, a continuacion: Escherichia coli
Entero-patébgena (ECEP); Escherichia coli Entero-toxigenica (ECET);
Escherichia coli Entero-hemorragica (ECEH); Escherichia coli Entero-
invasiva (ECEI); Escherichia coli Entero-agregativa (ECEA). Los tres
primeros grupos producen una diarrea de tipo secretora que afecta al

intestino delgado, mientras que los dos Ultimos afectan al intestino grueso’ *
34]
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Tabla 2.- Gastroenteritis producidas por Escherichia coli.

Microrganismo  Lugar de Accion Enfermedad Patogenia
Diarrea del viajero, diarrea infantil Enterotoxinas termoestables y/o
en paises en desarrollo, diarrea termolabiles mediadas por

ECET Intestino delgado.  acuosa, espasmos abdominales, plasmidos que estimulan la
nauseas, febricula. hipersecrecién de liquidos y
electrolitos.
Diarrea infantil en paises de Histopatologia U/B mediada por
desarrollo, diarrea acuosa y plasmido con la alteracion de la
ECEP Intestino delgado.  vomitos, heces no sanguinolentas.  estructura normal de la

microvellosidad lo que da lugar a
mala absorcion y diarrea.

Diarrea infantil en paises en Adherencia agregativa de los

desarrollo, diarrea del viajero, bacilos mediada por plasmido, con
ECEA Intestino delgado. di,arr.ea acuosg persi.sFente cc?n a(?ortamienFo de Iasj o

vomitos, deshidratacion, febriculay  microvellosidades, infiltracién

hemorragia, disminucién de la mononuclear.

absorcién de liquidos.

Inicialmente diarrea acuosa Mediada por las toxinas Shiga (Stx-

seguida de diarrea sanguinolenta, 1 Stx-2), que interrumpen la sintesis
ECEH Intestino grueso. (colitis hemorré.gic.a) con espasmos  de protei.r?as Iesignes uB f:on la

abdominales, sin fiebre o con destruccién de microvellosidad

febricula. Puede progresar a intestinal, que da lugar a la

sindrome hemolitico urémico. disminucion absorcion.

Enfermedad en los paises en Invasion mediada por un plasmido y

desarrollo, fiebre, espasmos, destruccion de las células que
ECEI Intestino grueso.  diarrea acuosa, puede progresara  recubren el colon.

disenteria con escasas heces
sanguinolentas.

ECET E. coli enterotoxigenica, ECEP E. coli Enteropatégena, ECEA E. coli Enteroagregativa, ECEH E. coli Enterohemorragica, ECEI E.

coli Enteroinvasiva.
Fuente: [33]

Epidemiologia

En el tubo digestivo de humanos y animales existen grandes cantidades
de Escherichia coli. Esta bacteria puede comportarse como patdégeno
oportunista, cuando en el intestino ocurre alguna perforacion las bacterias
acceden a la actividad peritoneal; la mayor parte de Escherichia coli que

causa problemas intestinales y extraintestinales lo hace porque ha adquirido

21



factores de virulencia secundarios codificado en plasmidos, islotes de
patogenicidad, o en ADN de bacteriéfagos. La capacidad de E. coli se
puntualiza por el hecho de que estas bacterias son los bacilos Gram
negativos que se aislan con frecuencia en pacientes con sepsis,
responsables de mas de 80% de las Infecciones de Tracto Urinario (ITU)
adquiridas en la comunidad y de las infecciones hospitalarias, una de las
causas de gastroenteritis en paises en vias de desarrollo. La mayor parte de
las infecciones salvo la gastroenteritis y meningitis neonatal son enddgenas.
Escherichia coli formando parte de la microbiota habitual de un paciente
normal, ocasiona infeccién cuando las defensas se alteran. 3% Esta
bacteria patdgena continla siendo una de las causas principales de
enfermedades en humanos, y segun reportes epidemiolégicos, las
infecciones debidas al consumo de alimentos contaminados por estos
gérmenes, va en aumento a nivel mundial. %

Escherichia coli se clasifica por las caracteristicas de sus factores de
virulencia, y cada grupo causa la enfermedad por un mecanismo diferente.
Las propiedades de adherencia a las células epiteliales del intestino grueso y
delgado son codificadas por genes situados en los plasmidos. De manera

similar, con frecuencia las toxinas son mediadas por pladsmidos o por fagos.
[12]

En los dltimos afios se han identificado 6 categorias de Escherichia

coli:

e Escherichia coli Enterotoxigénica, genera una enterotéxina.
e Escherichia coli Enteropatdgena, generada por adherencia intima a la
célula huésped.

e Escherichia coli Enteroinvasiva, por invasion a la célula.
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e Escherichia coli Enterohemorragica, adherencia a la intima de la célula
huésped.

e Escherichia coli Enteroagregativa.

e Escherichia coli Enteroadherente o difusamente adherente, generada por

una produccién de enterotoxina. !

Esta Ultima cepa se caracteriza porque se adhiere a la totalidad de la
superficie de la célula epitelial y habitualmente causan enfermedad en nifios
inmunolégicamente virgenes o desnutridos. Y se dice q Escherichia coli
difusamente adherente (ECDA) puede tener un factor de virulencia aan por

definir !
Enfermedades por Escherichia coli

La enfermedad causada por Escherichia coli Enterotoxigenica es
producida principalmente en los paises en vias de desarrollo, se calculan
unos 650 millones de casos anuales; aunque se estiman unos 80.000 casos
cada afo en viajeros procedentes de EE.UU., y la enfermedad es endémica
en las poblaciones nativas americanas. Las infecciones son mas frecuentes
en nifos pequefios de paises en vias de desarrollo, o en viajeros a estas
regiones. El inoculo de la enfermedad es elevado de manera que las
infecciones se adquieren fundamentalmente por el consumo de aguas o
alimentos contaminados por heces. La diarrea secretora producida por este
microrganismo se induce tras un periodo de incubacion de 1-2 dias y persiste
durante un promedio de 3-5 dias. Los sintomas son diarrea acuosa con
dolores célicos abdominales, siendo menos frecuente las nauseas y los
vomitos. Muy parecidos a los sintomas del célera aunque suelen ser mas
leves, especialmente en adultos. No se observan cambios histologicos ni

inflamacion en la mucosa intestinal. %!
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Escherichia coli Enterotoxigenica

La ECET sintetiza dos tipos de enterotoxinas: toxinas termolabiles (LT-I
LT-1) y toxinas termoestables (Sta y STb). La LT-ll no se asocia con
enfermedad al ser humano, LT-I es funcional y estructuralmente similar a la
toxina del colera y se asocia a enfermedad en el ser humano; esta toxina
esta formada por una subunidad A, y por cinco subunidades B idénticas. La
subunidad B, se une al mismo receptor que la toxina del célera (glangliosidos
GM), asi como a otras glucoproteinas de superficie en las células epiteliales
del intestino delgado. *?

Después de la endocitosis, la subunidad A, de LT-I se trasloca por la
membrana de la vacuola, la subunidad A, tiene actividad di fosfato de
adenosina (ADP)-ribosiltransferasa e interacciona con una proteina de
membrana (Gs) que regula la adenosil ciclasa. El resultado es el aumento de
las concentraciones de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), con un
incremento de la secrecion de cloro y disminucion de la absorcién de cloro y
de sodio, que se manifiestan con diarrea acuosa. La exposicion de la toxina
estimula también la secrecibn de prostaglandinas y la produccion de

citosinas inflamatorias, lo que da lugar a una mayor pérdida de liquido. *?

La toxina STa, se asocia a la enfermedad en el ser humano. Es una
toxina monoméricas pequefia que se une al receptor transmembrana de la
guanilato ciclasa, lo que provoca un aumento de las concentraciones de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) y la posterior hipersecrecion de
liguidos. Los genes de LT-1 y STa se encuentran en un plasmido transferible,
qgue puede portar también los genes de las adhesinas (CFA/I; CFA/II,
CFA/ll). Los factores de colonizacion son fimbrias que reconocen unos

factores glucoproteinicos especificos de la célula anfitriona, la aparicion de la
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enfermedad requiere la actuacion de la toxina y de los factores de
[12]

colonizacion.

Algunos serotipos de la ECET se localizan en todo el mundo; otros
muestran distribucion limitada. Cualquier Escherichia coli puede adquirir un
plasmido que codifique para enterotoxina. No hay una asociacion definida de
la ECET con las cepas de ECEP causantes de diarrea en nifios. De igual
manera, no hay relacion entre cepas Enterotoxigenica y cepas capaces de
invadir las células del epitelio intestinal. Se recomienda seleccionar el
consumo de alimentos ya que estos pueden estar contaminados con ECET
para ayudar a prevenir la diarrea del viajero. La profilaxis con antibioticos
puede ser eficaz, pero a veces incrementa la resistencia antimicrobiana y tal
vez no debe recomendarse en todos los casos. Una vez presente la diarrea,
el tratamiento con antibiéticos reduce de manera eficiente la duracion de la

enfermedad. %

Escherichia coli Enteropatégena

Fue la primera cepa en asociarse a la enfermedad diarreica y continua
siendo la principal causa de diarrea infantil en paises pobres. La enfermedad
es infrecuente en los paises desarrollados, y es poco frecuente en nifios
mayores y adultos y existen pocos brotes en guarderias, todo esto
posiblemente porque han desarrollado una inmunidad protectora. La
enfermedad se transmite de persona a persona a diferencia de ECET de
forma que la dosis infecciosa puede ser baja. La enfermedad se caracteriza
por una diarrea acuosa que puede ser grave y prolongada con asociacion a
vémitos y fiebre. 3

Las cepas bacterianas se adhieren a las células epiteliales del intestino
delgado con la destrucciéon posterior de las microvellosidades. La agregacion
de las bacterias que determina la formacién de colonias en la superficie de
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las células epiteliales vienen mediada por pili formadores de haces (BFP)
codificados por plasmidos. Los estadios posteriores del anclaje vienen
regulados por los genes codificados en el islote de patogenicidad “locus de
borramiento de los enterocitos” (LBE). Este islote de mas de 40 genes es el
responsable de la unién a la superficie de la célula anfitriona y su
destruccion. La unién laxa mediada por los (BFP) se produce una secrecion
activa de proteinas hacia el interior de la célula anfitriona epitelial por el
sistema de secrecion de tipo lll bacteriano. Una proteina, el receptor de la
intimina traslocada (Tir), se inserta en la membrana epitelial y actia como
receptor de una adhesina bacteriana de la membrana externa la intimina. La
unién de la intimina con Tir determina la polimerizaciéon de la actina y la
acumulacion de elementos del citoesqueleto por debajo de las bacterias
ancladas, con pérdida de la integridad de la superficie celular y muerte de la

célula. 3
Escherichia coli Enteroagregativa

Las cepas de ECEA se asocian a diarrea acuosa, persistente y con
deshidratacion en nifios en los paises en vias de desarrollo y en personas
gue han viajado a estos paises, se han registrado brotes de gastroenteritis
por ECEA, en EE.UU., Europa y Japdn y es posible que este microrganismo
sea una causa importante de diarreas infantiles en estos paises. Esta es una
de las pocas bacterias asociadas a diarrea crénica y retraso del crecimiento
en nifios. Las bacterias se caracterizan por una auto-aglutinacién en una
disposicion en pilas de ladrillos, este proceso vienen mediado por las fimbrias
de adherencia agregantes | (AAF1l), unas adhesinas parecida a BFP

responsables de la formacién de colonias en ECEP. !

Tras la adherencia de ECEA, sobre la superficie del intestino, se

estimula la secrecion de moco, lo que condiciona la formacion de una
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biopelicula gruesa; esta pelicula protege a las bacterias agregadas frente a
los antibidticos y las células fagociticas. Ademas dos grupos de toxinas se
asocian a ECEA la toxina termoestable enteroagregante (EAST) que influye
sobre la secrecion de liquidos y guarda relacién antigénica con la toxina
termoestable de ECET; y la toxina codificada por plasmidos (PET) que

también induce la secrecion de liquidos. ¥

Escherichia coli Enterohemorragica

Las cepas de ECEH son la principal causa de enfermedad en paises
desarrollados se estima que esta bacteria produce 73.000 infecciones y 60
muertes al afio en EE.UU., La enfermedad es mas frecuente en los meses
templados y la incidencia maxima se describe en nifios menores de 5 afos.
La mayor parte de la infeccion es causada por consumo de novilla u otros
derivados carnicos poco cocidos, aguas, leche no pasteurizado zumos de
frutas ya que las frutas han sido contaminadas con heces, verduras crudas
como la espinaca. La ingesta de menos de 100 bacterias puede causar
enfermedad y se describe la transmisibn de persona a persona. Los
sintomas que genera son una diarrea leve no complicada a una colitis
hemorragica, con dolor abdominal intenso, y diarrea sanguinolenta. La
diarrea con dolor abdominal aparece en los pacientes a los 3- dias de
incubacion. Puede cursar o no con vémitos en algunos pacientes, pero no
suele aparecer fiebre alta, a los dos dias de aparecer la infeccion, el 30 a
65% de los pacientes sufren una diarrea sanguinolenta con dolor abdominal
intenso, los sintomas se resuelven por completo a los 10 dias en la mayoria
de los casos no tratados. El sindrome urémico hemolitico (SUH), es otra
complicacion que afecta el riidn, un trastorno que se caracteriza por
insuficiencia renal aguda, trombocitopenia y anemia hemolitica angiopatica,
es una complicacion que afecta a una proporcion comprendida entre el 5 al

10% a los niflos menores de 10 afios. Del 3-5% de los pacientes pueden
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fallecer por SUH, o también pueden aparecer secuelas graves en algunos
pacientes, hasta en el 30% como por ejemplo, disfuncién renal, hipertension,

manifestaciones en el sistema nervioso central (SNC). 2% 25 30. 33. 36]

La cepa mas frecuente de ECEH, es el serotipo O157:H7. Esta cepa es
un clon evolucionado a partir de ECEP, y expresa actividad de anclaje y
borramiento. Ademas estas cepas han adquirido la toxina Shiga (Stx-1 Stx-2
0 ambas), Stx-1 es basicamente idéntica a la toxina Shiga, producida por
Shigella disenteriae; Stx-2 muestra una homologia del 60%. Ambas toxinas
se adquieren a partir e bacteriéfagos lisogenicos. Ambas poseen una
subunidad A, y cinco subunidades B, y estas ultimas se unen a glucolipidos
especificos de la célula del organismo anfitrion (Globotriaosilceramida, GB3),
hay una alta concentracion de receptores de GB;3; en las vellosidades

intestinales y en las células endoteliales del rifion. 53 37]

El SUH se ha asociado sobre todo a la produccion de Stx-2, que
destruye las células endoteliales del glomérulo. Las lesiones en las células
endoteliales inducen activacién de las plaquetas y acumulacién de trombina,
lo que a su vez da lugar a la disminucion del filtrado glomerular e

insuficiencia renal aguda. % !

Escherichia coli 0157: H7 es considerado un patégeno asociado a
enfermedades transmitidas por alimentos. En 1982 fue reconocido por
primera vez como patdgeno humano responsable de dos brotes de diarrea
sanguinolenta severa que afectaron a 47 personas en EE.UU. Los brotes
fueron asociados epidemiolégicamente con hamburguesas contaminadas,
consumidas en restaurantes pertenecientes a una cadena de comidas
rapidas. A partir de entonces numerosos brotes han sido notificados en
distintas partes del mundo. (% 12 23. 3]
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En el 2006 E. coli O157:H7 produjo un gran brote multiestatal de
gastroenteritis, este brote guardo relacion con la contaminacion de unas
espinacas y se produjeron 173 casos en total en 25 estados en EE.UU., en
un periodo de 18 dias. Este brote determino el ingreso hospitalario de 50%
de los pacientes con enfermedad demostrada, una frecuencia de sindrome
urémico hemolitico del 16% y un fallecimiento. Este brote muestra como la
contaminacion de un alimento, inclusive por pequefias cantidades de
microrganismos, puede ser origen de un brote extenso por una bacteria

potencialmente virulenta como las cepas de ECEH. ¥

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, encontré que
casi en 90% de la carne picada esta contaminada y es una potente fuente de
infeccién; ya que ECEH se encuentra en el tubo digestivo de muchos
animales por ejemplo el ganado de corral. La carne de pollo y otros animales
también puede estar contaminada, pero la mayoria de los casos informados
hasta el momento se produjeron por contaminacion de tomates y brotes de
alfalfa crudos. Los alimentos ingeridos no son la unica fuente de
contaminacion, algunos casos en los nifios se asocian con visitas a granjas o

zoolégico de mascotas. 4

Si bien en los seres humanos las toxinas a menudo producen solo una
diarrea, en cerca de 6% de las personas infectadas producen una
inflamacion del colon, es decir el intestino grueso situado por encima del
recto con sangrado profuso llamado colitis hemorragica, a diferencia de
Shigella a estas cepas de E. coli no invaden la pared intestinal sino que
liberan la toxina en la luz del intestino. ™ De manera que su deteccion es
importante ya que este microorganismo produce dos tipos de toxinas:
verotoxinas o0 shigatoxinas y causa el SUH, que puede ser fatal

particularmente en nifios, ya que dafa los rifiones. 5 3¢
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Escherichia coli Enteroinvasiva

Estas cepas son infrecuentes en Estados Unidos, como en los paises en
desarrollo, las cepas patdgenas se asocian fundamentalmente a un niamero
limitado de serotipos O: 0124; 0143; 0O164. Las cepas presentan una
estrecha relacion con las propiedades fenotipicas y patégenas de Shigella.
Las bacterias son capaces de invadir y destruir el epitelio colonico para
producir una enfermedad que se caracteriza inicialmente por diarrea acuosa,
pocos pacientes evolucionan a la forma disentérica de la enfermedad, la cual
debuta con fiebre, espasmos abdominales, presencia de sangre y leucocito

en las heces. ¥

Un grupo de genes bacterianos transportados en un plasmido, median la
invasion (genes pinv) del epitelio colonico, las bacterias lisan las vacuolas
fagocitadas y se replican en el citoplasma de la célula. Este proceso de
destruccion de las células epiteliales con infiltracion inflamatoria puede dar

lugar a una ulceracién colénica. B3

Infecciones Extraintestinales

Infeccion del Aparato Urinario.

La mayoria de las cepas de E. coli pueden producir infeccion del aparato
urinario (IAU), ya que la mayoria de los bacilos Gram negativos se
encuentran en el colon y contaminan la uretra, ascienden hasta la vejiga y
pueden migrar hasta el rifidn o la prostata. La enfermedad se relaciona con
mayor frecuencia a ciertos serogrupos especificos, estas cepas son
potencialmente virulentas por lo que producen adhesinas las cuales recubren
la vejiga y el aparato urinario superior evitando la eliminacion de las bacterias

durante la miccion; y hemolisina HIyA que lisa los eritrocitos mas otros tipos
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celulares llevando a la liberacion de citosinas y a la estimulacion de la

respuesta inflamatoria. *!
Meningitis Neonatal.

Escherichia coli y los estreptococos del grupo B causan la mayoria de
las infecciones del SNC en los nifios menores de un mes. Alrededor del 75%
de las cepas de E. coli poseen el antigeno capsular K1. Este serogrupo esta
habitualmente presente en el aparato digestivo de las mujeres embarazadas
y los recién nacidos. Sin embargo no se conoce cudl es el mecanismo que
gobierna la predileccion de este serogrupo por la enfermedad en los

neonatos. %
Septicemia.

De forma caracteristica, la septicemia producida por los bacilos Gram
negativos, proviene de las infecciones de aparato urinario o digestivo,
cuando se origina una perforacion gastrointestinal que provoca una infeccién
intraabdominal. La mortalidad que se asocia a la septicemia por E. coli es
elevada en pacientes cuya inmunidad esta alterada, o en los que la infeccion

primaria se localiza en el abdomen o en el sistema nervioso central (SNC).
[33, 39]

Escherichia coli y las enfermedades transmitidas por los alimentos

Las enfermedades de transmisién alimentaria tienen un gran impacto en
todo el mundo. En EE.UU., segun un informe del CDC, la incidencia anual de
enfermedades de transmision alimentaria asciende a 76 millones de casos,
de los cuales solo 14 millones pueden ser atribuidos a patdégenos conocidos.
Las enfermedades de transmisibn alimentaria requieren 325 mil

hospitalizaciones al afio, y producen, al menos 5 mil muertes. Desde 1942, el
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ndamero de patégenos, reconocidos en estos procesos se han incrementado
cinco veces mas. Estimaciones recientes indican que el virus de Norwalk,
Campylobacter jejuni, Salmonella, Escherichia coli, y Listeria, entre otras
(ver tabla 3) son patdégenos relacionados con la ingesta de alimentos y los
principales causantes de enfermedades transmitidas por alimentos. 2* 4°!
Existen dos tipos principales de enfermedades relacionadas con los
alimentos que son las infecciones transmitidas por los alimentos y las
intoxicaciones alimentarias. Todas estas enfermedades estén relacionas con
deficiencias practicas higiénicas. Normalmente la ruta fecal-oral esta
implicada ya sea vehiculo alimentos o agua, y estos representan la conexion

vital para que el microrganismo llegue al huésped.

Escherichia coli se conoce actualmente como un importante organismo
causante de enfermedad transmitida por alimentos las cepas de E. coli
Enteropatogenico, Enteroinvasiva, y Enterotoxigenica, pueden causar
diarrea. Se cree que E. coli O157:H7 con sus antigenos somaticos (O) y
flagelar (H) especificos, ha adquirido los genes enterohemorragicos de
Shigella, incluidos los genes que codifican las verotoxinas de tipo Shiga.
Este fendmeno origino una nueva cepa patdgena, descubierta inicialmente
en 1982 y ahora conocida en todo el mundo. Este patdégeno se disemina por
la ruta fecal-oral, y la dosis infectiva minima es de 500 bacterias. E. coli
Enterohemorragica se ha encontrado en productos cérnicos como las
hamburguesas y el salami, en zumos de frutas y vegetales, asi como en
agua no tratada. En agosto de 1997 una planta de procesamiento carnico
tuvo que retirar del mercado 11 millones de kilogramo de hamburguesas
debido a que estaban contaminadas con E. coli O157:H7. Hace unos pocos
afios muri6é un nifio en una ciudad de EE.UU., al ingerir un zumo de frutas no

pasteurizado que estaba infectado por este microrganismo. 5 4°!
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Los alimentos que son transportados y consumidos en su estado crudo
son una importante fuente de infeccion alimentaria, que sigue
incrementando. Preocupa especialmente cuando hay una probabilidad de
contacto con agua contaminada o en algun punto entre la produccion y el
consumo. El problema llega a ser mas critico debido a los continuos
desplazamientos de gentes y alimentos entre zonas geograficas muy

diferentes.

La prevencion de la contaminacion de alimentos con E. coli O157:H7 es
esencial desde el momento de la produccion hasta su consumo. La higiene
debe controlarse meticulosamente en los mataderos de mayor volumen,
donde puede producirse el contacto entre la carne y el material fecal. Incluso
las frutas y hortalizas deben manipularse con precaucion, ya que han
producido brotes de esta enfermedad por productos agricolas de
exportacion. También es esencial evitar la contaminacion de los alimentos
por las manos y los utensilios utilizados para manipular los alimentos ya que
los alimentos cocinados no pueden entrar en contacto con los alimentos no

cocinados.

Tabla 3.- Principales grupos de microrganismos que se encuentran en la

carne.
Bacterias
Gram positivas Gram negativas
Micrococcus spp. Acinetobacter.
Staphylococcus. Aeromonas, Pseudomonas.
Bacterias lacticas: Lactobacillaceae. Alcaligenes. Enterobacteriaceae.
Brochotrix thermosphacta. Flavobacterium. Moraxella.
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Un aspecto adjunto a considerar en la microbiologia es el referente a los
tipos de interaccion que pueden establecer los microrganismos entre si y con
los seres humanos. Desde el punto de vista sanitario, los alimentos pueden
ser vehiculos de infecciones (ingestidbn de microrganismos patégenos) o de
intoxicaciones (ingestién de toxinas producidas por microrganismos) graves.
En este sentido se han desarrollaron las técnicas de control microbiolégico

de alimentos. !

La importancia de los microrganismos en los alimentos es mas evidente.
La produccién de alimentos por técnicas microbioldgicas es una actividad de
larga historia: los microrganismos alteran los constituyentes de los alimentos
de forma que los estabilizan permitiendo su mayor duracion y, ademas,
proporcionan compuestos que confieren sabores caracteristicos a los
alimentos por ellos producidos. Este aspecto se complementa con la accién
de microrganismos alterantes de los alimentos y responsables de su

deterioro de forma que se hagan inaceptables por los consumidores. !

Entre las enfermedades que se transmiten a través de los alimentos se
encuentran principalmente enfermedades bacterianas que fluyen con
patologias gastrointestinales preferentemente, aunque no podemos olvidar
enfermedades viricas y parasitarias. Entre las intoxicaciones, se producen
intoxicaciones agudas de gravedad variable e intoxicaciones crénicas que

conducen generalmente a problemas hepaticos. [ 341!

Los microrganismos que alteran la carne pueden tener acceso a la
misma por infeccion del animal vivo (infeccion endogena) o por

contaminacion de la carne postmortem (infeccién exégena):

Infecciones Endogenas: Se realiza durante el sacrificio, desollado,

desviscerado, separacibn en medias canales, cortes, desgrasado Yy

deshuesado. Los métodos humanitarios de sacrificios minimizan la
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contaminacion pero van seguidos de la sangre y desuello y cuarteado de las
reses haciendo incisiones que ponen en contacto las primeras fuentes de

contaminacion. “2

e Antrax causada por Bacillus anthracis, se contrae por contacto por pieles
y pelo.

e Tuberculosis bovina por Mycobacterium bovis por tomar leche cruda.

e Brucelosis por Brucella spp.

e Aftosa por un virus.

e Triquinosis causada por Trichinella spiralis al comer carne de cerdo

cruda. 3

Infecciones ExoOgenas: La superficie externa del animal contiene gran
namero de contaminantes que proceden del suelo, charcos, paja y estiércol,
con microrganismos que son llevados a las superficies descubiertas de la
carne fresca. La temperatura de los pastos influye en la proporcion de
microrganismos psicrotrofos, asi pues estos disminuyen en zonas tropicales.
Otros agentes contaminantes podrian ser: Ganchos, cuchillos, diablos,

mesas, molinos, vehiculos de transporte, cajones, carretillas. 4

INDUSTRIA CARNICA

La seguridad microbioldgica de los productos carnicos se ha convertido en
una gran preocupacion para la industria alimentaria. La incidencia de las
enfermedades transmitidas por estos alimentos, y el nUmero de agentes
patogenos involucrados se incrementan cada afio, con un gran impacto
econémico anual debido al aumento de costos en gastos de atencion
médica. & 44

La industria carnica en Venezuela, es considerada como un factor

determinante tanto en la alimentacién como en la economia, ya que estos
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productos contienen un alto nivel de proteinas, grasas y aminoacidos;
ademas La existencia de establecimientos dedicados al procesamiento de la
carne, tanto industrias como pequefias y medianas industrias, todas ellas

compitiendo por un mismo mercado. 4

La calidad se refiere a los atributos deseables de un producto y a
producir un producto que cumple exactamente las especificaciones del
consumidor. En el sector agroalimentario son varios los elementos que

diferencian la calidad de un producto:

e Su contenido nutricional (carbohidratos, proteinas, grasa, vitaminas,
minerales).

e Su higiene (libre de bacterias, hongos, etc.)

e Que esté libre de sustancias nocivas (agroquimicos, hormonas,
antibioticos, metales pesados, radiaciones.)

e Su inocuidad (es decir que no vayan a enfermar a la poblacion que los

consume)

De acuerdo a esto, la calidad del ganado vivo, y su carne depende del
grado en que posea ciertos atributos o caracteristicas que lo hagan apto para
satisfacer las necesidades de los consumidores venezolanos. Es por esto
gue los métodos utilizados para sacrificar a los animales pueden afectar la
calidad de la carne, al bienestar de los animales y a la seguridad del personal

que maneja los sistemas de sacrificio. 2% 44 45: 46}

Segun la norma COVENIN N° 435 (2000) un matadero es todo lugar
apropiado para el sacrificio (faenado) de animales destinados al consumo
humano y que cumple con los requisitos relativos a instalacion, equipo

practico de trabajo e higiene establecidos por las autoridades competentes.
45]
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Condiciones sanitarias que deben cumplir los mataderos:

Los establecimientos (mataderos industriales, mataderos frigorificos
industriales, frigorificos industriales, salas de matanzas municipales o
privadas), deberadn estar aprobados y registrados por el Ministerio de
Sanidad y Asistencia Social hoy Ministerio del Poder Popular para la Salud.
Estos establecimientos deberan estar ubicados en zonas adecuadas,
deberan construirse con disefios sanitarios y disponer de los espacios
adecuados, que permitan la ejecucion satisfactoria de todas las operaciones,
incluso la inspeccion y supervision higiénico-sanitaria de la carne y
subproductos. Debera poseer una cerca perimetral que impida la entrada de
otros animales que sean destinadas al beneficio. Los pisos deberan ser
impermeables, anti-resbalantes y construidos con material no téxico, no
absorbente, de facil limpieza y desinfeccion, y con una inclinacién suficiente
de permitir el desague de los liquidos. Las paredes deberan ser de material
impermeable y gozar de las mismas caracteristicas para los pisos, ademas
de mantener una altura apropiada para facilitar los trabajos que se lleven a
cabo 644

Las salas de matanzas, deberan poseer instalaciones adecuadas para el
tratamiento de aguas residuales y su eliminacién de la planta, y en todo
momento deberd mantenerse limpio y en buen estado de funcionamiento,
debe poseer un lugar independiente para la manipulacion de las grasas
procesadas comestibles, asi como las operaciones de salado, curado,
clasificacion de los intestinos, ademas de locales dependientes de

refrigeracion y congelacion, adecuados para el almacenamiento de canales.
[6, 44, 46]
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Todos los equipos y utensilios y accesorios deberan ser fabricados de
material resistente a la corrosion, de material inoxidable que sea de facil
limpieza; de superficie lisa y no porosa y deberan limpiarse a intervalos
frecuentes durante la jornada; limpiarse y desinfectarse al término de cada
jornada de trabajo. Deberdn asi mismo, limpiarse o desinfectarse
inmediatamente y a fondo siempre que entren en contacto con carne

proveniente de animales enfermos, material infectado o contaminado. [ #4!

En relacion al disefio y construccion del equipo para el beneficio y
faenado, deberan utilizarse exclusivamente para este fin y no para el corte o
deshuesado ni para su ulterior preparacion. En cuanto a las areas destinadas
para la faena, corte y deshuesado, preparaciéon, manipulacion y empaque o
donde se almacenan los carnes no deberan utlizarse para el

almacenamiento de recipientes, cestas, entre otros. [ 44
Productos céarnicos

La carne se define como la porcion comestible de canales bovinos,

borregos, cabras, cerdo y caballo; incluyendo tejido muscular y érganos. 42

La carne y los productos carnicos son particularmente sensibles al
desarrollo de bacterias debido a su elevado contenido de agua y nutrientes.
En un principio, la carne es estéril, pero cuando se corta, las superficies
expuestas al aire ofrecen unas condiciones excelentes para el desarrollo de
las bacterias, y la carne picada, naturalmente, estd ain mas expuesta; las
bacterias llegan a la superficie cuando el animal es abierto en canal a través
del procesado de matanza. Se multiplican en mayor o menos medida,
dependiendo de las condiciones de refrigeracion, luego durante el despiece y
picado de la carne se redistribuyen por las nuevas superficies generadas por
el corte. A través de las superficies se introducen un gran numero de
especies de bacterias, levaduras y hongos en el establecimiento elaborador.
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Por este motivo, la higiene y un control eficaz de la temperatura en el
procesado y pre-envasado manteniendo los utensilios y equipos limpios, es
de vital importancia para reducir al maximo la contaminacién del producto

con microrganismos. 4!

Para asegurar la calidad sanitaria de los productos que se venden al
mercado, es necesario llevar a cabo un control de calidad en un laboratorio
destinado a este fin. En él se realizan diferentes analisis que garanticen el
buen estado del alimento. Uno de ellos es el andlisis microbiolégico cuya
finalidad es suministrar productos seguros o inocuos, nutritivos y apetitosos,
con una vida comercial adecuada y a un precio razonable para el

consumidor. ¥

Carne molida

Es el producto de la molienda mecéanica del tejido muscular de fibra
estriadas del bovino, obtenidos en condiciones higiénicas apropiadas, a partir
de piezas de carne o recortes de estas piezas, acompafiada o no de
porciones variables de tejido conectivo, adiposo, vasos sanguineos y
ganglios, excluyendo la musculatura de la cabeza y la adherida al cuerpo o
visceras conocida como carnita y sometida a un proceso fisico adecuado de
conservacion. ¥ Cabe sefialar que se ha demostrado que la carne molida
contiene mayor cantidad de microorganismos que los cortes de carne, como

los bistecs o cortes especificos. *°!
Clasificacion
La carne molida se clasificara de acuerdo a su origen en:

Carne molida genérica: Es aquella que se obtiene a partir de diferentes

piezas o recortes de diferentes piezas de carne de la canal y la cual puede
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ser molida y empacada en ausencia del consumidor, en cuyo caso requiere

de un registro sanitario. ™

Carne molida especifica: Es aquella que se obtiene de una determinada
pieza de la canal, la cual puede ser molida y empacada en presencia del
consumidor, o molida o empacada en ausencia del consumidor, en cuyo

caso requiere de registro sanitario. !
De acuerdo el contenido en grasa:

e Carne molida 95% magra: Es aquella que contiene no mas del 5% de
grasa.
e Carne molida 90% magra: Es aquella que contiene no mas del 10% de

grasa.

Carne molida 85% magra: Es aquella que contiene no mas del 15% de

grasa.
De acuerdo a su conservacion:

Carne molida refrigerada: Es aquella sometida a refrigeracion y en
consecuencia tiene un periodo de vida util limitado que debe declararse en la

rotulacién. Se expende en el mismo sitio de elaboracién. !

Carne molida congelada: Es aquella sometida a un proceso de
congelacion rapida de manera que garantice la integridad del producto.
Puede ser distribuida, almacenada, y expendida fuera del sitio de

elaboracién. El periodo de vida Gtil debe declararse en el rotulo. ¥
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Requisitos (ver tabla 4, 5y 6).

La carne molida debe cumplir con los siguientes requisitos

organolépticos:

e Color: Deber4 ser el natural propio de la carne molida, no
permitiendo la adicion de ningun colorante natural o artificial.
e Olor y Sabor: Deberan ser los caracteristicos de la carne molida,

no debera presentar olores ni sabores extrafios. [

La carne molida refrigerada deberd mantenerse a una temperatura de
conservacion no mayor de 5 grados centigrados hasta el momento de
entrega al consumidor. La carne molida congelada debera mantenerse a una

temperatura no mayor de menos 18 grados centigrados. [

Tabla 4.- Requisitos Quimicos a nivel de planta para la carne molida.

Caracteristicas Requisitos

Método de Ensayo
%p/p Minimos Maximos
Humedad 60 66 COVENIN 1120
Proteina 18 20 COVENIN 1218
Grasa 15 COVENIN 1219
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Tabla 5.- Criterios Microbiologicos para la carne y productos carnicos

Agente Categoria Clase n c Limite por Gramo
microbiano n M
Aerobios 2 3 5 2 106 107
Mesofilos (30
c)
Escherichia 5 3 5 2 50 5x102
coli
S. aureus 7 3 5 2 102 103
Salmonella 10 2 5 0 Ausencia/25¢g -
Escherichia 10 2 5 0 Ausencia/25¢g -
coli
0157:H7

n: Muestra; c: Nimero maximo permitido de unidades de muestra que puede contener un numero de
microorganismo entre m y M., n aceptables M inaceptables.
Fuente: [48]

Tabla 6.- Requisitos Microbiologicos a nivel de planta segin normas
COVENIN para carne molida **

Limite

Caracteristicas n c X Método de Ensayo
Aerobias Mesofilas A A
(UFCIg)" 5 3 106 1087 COVENIN 902
Salmonella en 25g de 5 0 0 ) COVENIN 1291
muestra.

(*) Con caracter de recomendacion, segtn lo establecido en la norma venezolana COVENIN 409.
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ANTECEDENTES DE LA HIPOTESIS

En el afio 2001, en Colombia, Piedrahita, Marquez y Mattar en un estudio
realizado denominado “Deteccion de Escherichia coli O157:H7 en
poblaciones porcinas, canal bovina y productos cérnicos”, analizaron 20
muestras de carne molida obtenidas en diferentes lugares del Municipio de
Monteria. Los resultados mostraron que la frecuencia de aparicion de
Escherichia coli O157: H7 en muestras carnicas fue de 10% es decir 2 de
las 20 muestras, al realizar la prueba de susceptibilidad las cepas reflejaron
un 100% de sensibilidad a ciprofloxacina, gentamicina, ampicilina sulbactam,
amikacina, cefaclor y ampicilina. Se encontré una resistencia del 89.4% a la

tetraciclina y 21% a trimetoprim sulfametoxasol. %2

En el afio 2001, Lina y col, encontraron Escherichia coli O157 a partir de
productos carnicos y lacteos artesanales empleando dos sistemas de
aislamiento. Utilizando para el estudio 300 muestras de alimentos de los
cuales cien (100) eran muestras de carnes crudas, obteniendo, 96 cepas
presuntivas de ser E. coli 0157 (32%) y un 12% de ser Escherichia coli
0157:H7 respectivamente y no presuntivas de ser E. coli 0157, en derivados
carnicos 18%, carne cruda 16%. *°!

En el afio 2003 en Venezuela, Villalobos en su publicacion
“Caracterizacion de cepas de Escherichia coli Enteroinvasiva en un
producto carnico, aislaron 290 cepas, de las cuales 32 (11.03%) fueron
presuntivas ECEI y de éstas, Las cepas aglutinables mostraron resistencia
marcada contra  Amoxicilina/Ac. Clavalunico, Gentamicina y
Trimetropim/Sulfametaxol, mientras que una sola cepa presento resistencia a
la Tetraciclina. Este estudio demostro la presencia de la ECEI en el tipo de

alimento examinado lo cual representa un peligro potencial si no hay una
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vigilancia sanitaria tanto de los manipuladores del producto como de la
temperatura y tiempo de coccién de los subproductos. %

Sandoval (2005), en una publicacion titulada, “Determinacion de la
resistencia a los antibiéticos de las cepas de Escherichia coli aisladas de
carne molida de res, procedentes de mercados municipales de la ciudad
capital de Guatemala, mediante la prueba de difusion en disco”, indican que
las cepas encontradas de E. coli presentes en la carne de bovino no
mostraron en su mayoria resistencia a los antibiéticos lo cual les permite
utilizar eficientemente varios antibiéticos en el tratamiento de las infecciones
por E coli. Los antibidticos a los cuales algunas si evidenciaron resistencia
fueron Ampicilina (23%), Sulfisoxasol y Estreptomicina (6%). Los que
presentaron menos porcentaje de resistencia o sea los mas sensibles fueron;
Amikacina, Gentamicina, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Kanamicina,
Trimetoprim/ sulfametoxasol con un 100% de sensibilidad. Por tal razén estos
6 antibioticos que presentaron 100% de sensibilidad son los mas
recomendados en casos de infecciones por Escherichia coli en bovinos,
porque no presentardn ninguna resistencia en el organismo a dichos

antibioticos. Y

San Martin, Bravo, y Borie (2005) en su trabajo titulado” Evaluacion de la
resistencia antimicrobiana en ganado bovino en Chile”, utilizando E. coli
como bacteria indicadora, encontraron resistencia bacteriana 86%, Los
mayores niveles de resistencia se presentaron frente a oxitetraciclina,
enrofloxacino, ciprofloxacino y ceftiofur, sulfametoxazol/Trimetoprim.
Evidenciaron un alto porcentaje de multirresistencia siendo el perfil
enrofloxacino / ciprofloxacino / oxitetraciclina / ceftiofur el mas observado
46%. Concluyen que el ganado de leche como el de carne de la Regién

Metropolitana no estaba ajeno a la problematica mundial de resistencia
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bacteriana, situacion que también ha sido reportada en otras regiones del

pais. **!

Martinez y Platero (2007), en su trabajo titulado “Determinacion de
Escherichia coli O157:H7 en carne molida de res cruda, comercializada en
supermercados del area metropolitana de San Salvador”. Ellos indican que
existe una gran variedad de microorganismos en las muestras de carne
molida de res cruda distribuida en los supermercados de Super Selectos. Se
encontraron Enterobacter clocae 26%, Escherichia coli 17%,
Pseudomona spp. 17% y menos del 8% en Salmonella spp., Shigella
spp., Salmonella pullorum y Pseudomonas aeruginosa,; respectivamente
pero no se encontré6 Escherichia coli O157:H7. La causa por la cual se
encuentran presentes estos diferentes tipos de bacterias, se debe a la alta
contaminacion que se somete la carne desde el mantenimiento de la res en
los campos, mataderos, procesamiento y manipulacién de la carne hasta

llegar al consumidor. 2

En un trabajo realizado en el afio 2012 titulado “Determinacién de
Escherichia coli e identificacion del serotipo O157:H7 en carne de cerdo
comercializada en los principales supermercados de la ciudad de
Cartagena”, el analisis microbiolégico de las 60 muestras de carne de cerdo
comercializadas en los distintos supermercados de la ciudad de Cartagena
de Indias indicé que el 60% (36 muestras) resulté contaminado con E. coli,
considerandose un alimento con calidad microbiana deficiente como materia
prima de consumo, lo cual es preocupante debido a que la contaminacion del
producto puede ocasionar riesgo a la salud de las personas que consumen
este tipo de alimento, poco cocido. ElI 40% (24 muestras) restante
correspondié a muestras con baja concentracion del microorganismo, que se

encuentran dentro del rango de aceptabilidad. ®%
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En el afio 2013 en Lima, Guerrero et al, enfocaron su trabajo a la vigilancia
de E. coli O157: H7 en Alimentos y aguas. Tomaron 309 muestras
provenientes de alimentos, la cual 32 resultaron positivas para E. coli de 32
cultivos de E. coli evaluados, tres (3) cultivos fueron positivos para E. coli
0157:H7, correspondiendo a carne molida (4%). la carne puede representar
un vehiculo de alto riesgo en la transmision del patotipo de E. coli O157:H7
al hombre, por contaminacién cruzada o por mal cocimiento

Por otra parte en México, Delgado et al. (2009) trabajaron en la incidencia
de Escherichia coli O157:H7 en carne molida de res de un mercado de San
Luis Potosi, evaluaron la calidad sanitaria de carne molida de res en 10
establecimientos que se expende de un centro de distribucion de alimentos
de la ciudad de San Luis Potosi, Se encontr6 E. coli O157:H7 en una
muestra de un establecimiento (incidencia de 10% ), su presencia se
confirmd a partir de colonias obtenidas, tanto por el método de
enriguecimiento, como por el método directo, lo cual indica que no hay
diferencia importante en cuanto a la sensibilidad de los métodos empleados

para detectar E. coli. ™!
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Hipotesis

En la carne molida que se expenden en el Municipio Campo Elias del
Estado Mérida se encuentran presentes cepas de Escherichia coli con

perfiles de resistencia a antimicrobianos.
Objetivos
Objetivo General

Determinar la presencia de cepas de Escherichia coli resistentes a
antimicrobianos en muestras de carne molida expendidas en el Municipio

Campo Elias del Estado Mérida.
Objetivos Especificos.

e Cuantificar la presencia de cepas de coliformes en muestras de carne
molida, mediante el método de cultivo en superficie, en medio de cultivo
MacConkey.

e Aislar e identificar cepas de Escherichia coli a partir de las muestras de
carne molida sembradas en el agar MacConkey.

e Evaluar la resistencia antimicrobiana en las cepas de Escherichia coli

aisladas e identificadas.
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MATERIALES
Poblacién y Muestra
Informacion General del Municipio Campo Elias

El Municipio Campo Elias conforma junto con el Libertador y Santos
Marquina la mayor conglomeracion urbana del estado Mérida (ver anexo 4).
El municipio es el tercero del estado en cuanto a poblacion, su capital es la
ciudad de Ejido. Este Municipio esta situado en la parte central del Estado
Mérida. El municipio limita:

Norte: EI Municipio Andrés Bello y Caracciolo Parra Olmedo.
Este: El Municipio Libertador.

Sur: Los Municipios Aricagua y Arzobispo Chacon.
Oeste: EI Municipio Sucre.

En el presente trabajo definimos como poblacion muestral 5 carnicerias
seleccionadas al azar presentes en el casco central del Municipio Campo
Elias del Estado Mérida.

Se tomé como muestra representativa, en cada una de las cinco
carnicerias seleccionadas al azar 1 porcion de 50 gramos de carne cruda
molida especifica bovina refrigerada (ya estaba molida en la bandeja del
exhibidor del refrigerador). Las muestras adquiridas en cada uno de los
establecimientos seleccionados, se identificaron con un numero, el tipo de
carne que era en este caso carne molida especifica refrigerada, lugar, dia y
hora. La cantidad de muestra analizada fue de 10 gramos del producto,
obtenido de manera aséptica y mantenidos en bolsas con cierre hermético
bajo refrigeracion hasta su traslado al Laboratorio de Microbiologia Aplicada

de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
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Medios de cultivos.

En el andlisis microbiolégico se utilizaron medios de cultivos
deshidratados comerciales marca Oxoid, asi como los medios preparados
directamente por el fabricante. En el caso de los medios deshidratados, se
esterilizaron a 15 PSI de presion y 120 °C, durante 15 minutos, siguiendo las

indicaciones del fabricante.
Reactivos

Todos los reactivos que se emplearon fueron de grado analitico.
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METODOLOGIA

Tratamiento de la muestra

Se pesaron 10 gramos de cada una de las muestras de carne a analizar
y se diluyeron en 90mL de agua peptonada al 0,1 % para obtener de esta
manera una dilucion 1/10. Seguidamente se procedid a licuarlo en una
licuadora marca Oster con envase de vidrio estéril por un periodo de 5
minutos. Posteriormente a partir de la dilucion 1/10 se tomaron 1mL y se
afiadié en un tubo con 9mL de agua peptonada al 0,1% obteniéndose la
dilucién 1/100. 54

Cuantificacion del numero de bacterias del grupo Coliformes presentes

en muestras de carne molida.

Se tomé 0,1 ml de cada una de las diluciones realizadas, y se colocaron
en la superficie del medio de cultivo agar MacConkey extendiendo el inoculo
uniformemente con una varilla acordada estéril, por toda la superficie del
medio de cultivo permitiendo que las bacterias diseminadas en la superficie
del medio formaran colonias aisladas Se incubo a 44,5 grados centigrados,
durante 24-48 horas. Finalizado el tiempo de incubacion se conté el nUmero
de colonias con caracteristicas de coliformes y se expreso los resultados en

unidades formadoras de colonias (UFC) por mL. 4
Identificacion de Escherichia coli.

Se confirmd la presencia de Escherichia coli basandonos en las
colonias que crecieron en el medio de cultivo agar MacConkey, (ver anexo 1)
las placas se incubaron a 44,5 grados centigrados durante 24 horas.
Observandose las colonias tipicas de color rosado o rojas rodeadas de un
halo opaco de precipitacion de sales biliares; a estas colonias se les pudo
observar un brillo verde metalico cuando se observaron con luz refleja. %!
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Posterior a esto se realizo la coloracion de Gram para la observacion de
la morfologia bacteriana. Luego de este paso se procedid con las pruebas
bioquimicas sembrando en medios como Kligler, LIA, MIO, Citrato, Urea,
O/F. %]

Pruebas API 20E.

Los sistemas miniaturizados API son métodos rapidos que permiten la
identificacion de microrganismos a través de la realizacion de diferentes

pruebas bioquimicas.

La galeria APl 20E permite la identificacion de microrganismos
perteneciente al grupo de las enterobacterias y de otros bacilos Gram
negativos, es una galeria conformada por 20 test bioquimicos y una base de
datos. Una de las ventajas de esta prueba es que permite realizar diferentes
pruebas bioquimicas a la vez, es rapido y eficaz (ver anexo 2). B% %% En
nuestro caso se utilizd la galeria APl 20E Biomerux para la confirmacion e

identificacion de género y especie del patdogeno Escherichia coli.

Determinacion de los perfiles de resistencia antimicrobiana de las
cepas de Escherichia coli identificadas

Los patrones de resistencia a los antibidticos de las cepas de
Escherichia coli aisladas e identificadas se determinaron por la técnica de
Kirby-Bauer, de acuerdo a las normas que aparecen en la guia M2-A10 del
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). ®®.. Par lo cual se preparé una
suspension bacteriana equivalente al patron de McFarland 0,5 en solucion
salina fisiologica. Posteriormente el indculo se sembro en agar Mueller Hinton
(MH) BY y se colocaron sobre su superficie, discos de Cefotaxime (CXT),
Amocicilina/Clavulanico (AMC), Ceftazidime (CAZ), Meropenen (MER),
Imipenen (IMI) y Cefoxitim (FOX). ®® Se incubaron durante 48 horas a 37°C.
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Una vez finalizada la incubacion se llevo a cabo la lectura e interpretacion de
los resultados basandonos en el Performance Standards For Antimicrobial
Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational Supplement (ver anexo
3). B1 Como control se utilizé la cepa de Escherichia coli ATCC 29212.

Anélisis Estadisticos.

Los datos fueron agrupados en rangos y los analisis estadisticos de
media, desviacidn estandar, varianza y error tipico para los datos numéricos
obtenidos, se realizaron utilizando el programa Excel de Microsoft Office
2010. ¥
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DISENO EXPERIMENTAL

5 minutos

Pesan
10g AP 0,1%

——> 90ml

Figura 4.-TRATAMIENTO DE LA MUESTRA DE CARNE MOLIDA

Identificacion de

Escherichia coli.
(McConkey) [
0,1ml
_ @_ —
d I/
1:10 INCUBANDO B
1:100 )

44 5° C Por 24-48 horas

Expresar en
UFC/ml

Pruebas APl 20E === ‘ ‘ -

Figura 5.-DETERMINACION E IDENTIFICACION DEL NUMERO DE
CEPAS DE Escherichia coli
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incubaron 48 horas a 37°C

Kirby-Bauer

Mueller Hinton
(MH)

Suspension Patron
bacteriana McFarland 0.5

Lectura e interpretacion de los resultados basandonos
en el Performance Standards For Antimicrobial
Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational

Supplement. (7<)

INETES de AnchnEmeno e Prusoss de Susceptiolidad Antimikcrontana;
Ciinkcal and Laborsiory  Standands  Instiuie(CLET) S \ia2emD Comrs e

FIGURA 6.-PRUEBA DE RESISTENCIA O SUSCEPTIBILIDAD A
ANTIBIOTICO
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de coliformes de las muestras
de las carnes molidas obtenidas en las cinco (5) carnicerias del Municipio

Campo Elias del Estado Mérida, se indican en la tabla Nro. 7.

Al observar los datos indicados en la tabla Nro. 7 se puede sefalar que los
valores promedios obtenidos en referencia al numero de coliformes
encontrados fueron 3,5 x10°; 2,3 x10* 2,7 x10* 3,6 x10° y 2,6 x10* UFC/m
respectivamente para cada una de las muestras de carnes molida obtenidas

en las carnicerias estudiadas (Ver Tabla 7 y Grafica 1).

Tabla 7.- Cuantificacién del nUmero de células de bacterias coliformes
presentes en las muestras de carne molidas expendidas en carnicerias del

Municipio Campo Elias del Estado Mérida- Venezuela.

Muestras 1 2 3 4 5

Estadigrafos de la cuantificacion de bacterias coliformes.

Minima Maxima DE Varianza Error Tipico

2.361,00 366.720,00 196.147,38  30.779.035.286,40 217.851,04

UFC/mL: Unidades Formadoras de Colonia por mililitros de solucion. DE: Desviacién Estandar.
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Carnicerias

Grafica 1 Recuento de coliformes en las muestras de carne molida en las
carnicerias del Municipio Campo Elias del Estado Mérida-Venezuela.

Realizada la coloracion de Gram para observar la morfologia bacteriana
de las colonias que se pudieron aislar, asi como las respectivas pruebas
bioquimicas individuales y las contenidas en la galeria API 20E, se logré
aislar e identificar 3 cepas de Escherichia coli, de un total de diez (10)
cepas sospechosas de ser E coli, lo cual represento un 30% de cepas

identificadas como Escherichia coli. (Ver Tabla 8 y Grafica 2).
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Tabla 8.- Identificacion de cepas de E. coli en las muestras de carne molida
expendida en el Municipio Campo Elias del Estado Mérida-Venezuela

Cepas Bacteriana Escherichia coli
1.1 Negativa
1.2 Positiva
21 Negativa
22 Positiva
31 Negativa
3.2 Negativa
41 Negativa
4.2 Negativa
5.1 Negativa
5.2 Positiva

EN... mE. coli

Grafica 2.- Porcentaje de cepas Escherichia coli identificadas

procedentes de muestras de las carnes cruda molida.
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Por dltimo, los resultados obtenidos referentes a los perfiles de
resistencia antimicrobiana de las cepas de Escherichia coli identificadas se

detallan en la tabla Nro. 9.

Al analizar los datos de la tabla Nro. 9 podemos sefalar que las 3 cepas
fueron sensibles a todos los antibioticos ensayados.

Tabla 9.- Antibiograma realizado a las diluciones de las Muestras de Carne

CXT Sensible Sensible Sensible
AMC Sensible Sensible Sensible
CAZ Sensible Sensible Sensible
MER Sensible Sensible Sensible
IMI Sensible Sensible Sensible
FOX Sensible Sensible Sensible

Cefotaxime (CXT), Amocicilina/Clavilanico (AMC), Ceftazidime (CAZ), Meropenen (MER),
Imipenen (IMI) Cefoxitim (FOX)
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DISCUSION

En la cuantificacion de bacterias coliformes se pudo evidenciar la
presencia de una gran cantidad de bacterias del grupo de coliformes, lo cual
se corresponde por lo sefialado por diversos investigadores, sobre todo
cuando no se guardan las medidas de salubridad e higiene en la
manipulacion y almacenamiento de la carne, tanto a nivel de los mataderos,
frigorificos y carnicerias, y como era de esperarse de alli se pudieron aislar

cepas de E. coli.

De las muestras de carne molida se pudieron aislar e identificar 3 cepas
como pertenecientes a la especie Escherichia coli, lo que represento un
30% del total de las cepas aisladas, resultados que superan a los obtenidos
por Piedrahita y col, (2001) en Colombia, los investigadores refieren que de
las veinte (20) muestras de carne molida procesadas dos (2) resultaron ser
Escherichia coli O157:H7 representando un 10%, los autores refiere que la
frecuencia de aparicion de Escherichia coli O157: H7 en productos carnicos
para consumo humano son altas en el departamento de Cdérdoba; sin
embargo en este trabajo no se realizo la identificacion de los patégenos de

este microorganismo.?

Siguiendo el mismo orden de ideas, los resultados obtenidos en el
presente trabajo fueron muy similares a los obtenidos por Lina y col (2001),
ellos encontraron que en las carnes crudas, existian cepas de Escherichia
coli 0157:H7 en un 24%. 1*°)

La presencia de Escherichia coli en el presente estudio aunque se
detect6 en la mayoria de carnicerias estudiadas, su confirmacion e
identificacion solo fue posible en tres sitios, lo que representé un 30 % del
total de carnicerias evaluadas. Este resultado es mucho menor al obtenido
en el afio 2003 por Villalobos, donde analizaron 124 muestras de carne
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molida procedentes de diferentes carnicerias ubicadas en Cumana, de estas
muestras se pudieron aislar 290 cepas bacterianas con las caracteristicas de
ser Escherichia coli, de las cuales 32 (11.3%) fueron confirmadas por
pruebas bioquimicas de ser ECEI, la autora describe que lo anteriormente
expuesto indica que no existe vigilancia de las condiciones sanitarias en las
gue se venden estos productos siendo el hombre un reservorio de ECEI, en
consecuencia, la fuente principal de contaminacion de los productos pudiese
ser el personal que manipula los mismos. Estos mismos autores también
determinaron los perfiles de resistencia antimicrobiana en las cepas aisladas,
encontrando que la mayoria eran resistentes a la amoxicilina/ac. clavalunico,
gentamicina y trimetropim/sulfametaxol, mientras que 1 sola cepa presentd
resistencia a la tetraciclina. Resultado que difieren marcadamente a los
obtenidos en la presente investigacion donde las cepas de Escherichia coli

no mostraron resistencia a los antibiéticos expuestos. >

Al realizar la evaluaciéon de la resistencia antimicrobiana a las cepas de
Escherichia coli aisladas e identificadas, se logré determinar que el 100%
fueron sensibles a los antibidticos ensayados, dichos resultados son
similares a los de Sandoval (2005), el autor analizo 100 muestras de carne
molida de res, de las carnicerias de los mercados municipales de la ciudad
capital de Guatemala, en el cual las cepas de Escherichia coli presentes en
la carne de bovino no mostraron en su mayoria resistencia a los antibiéticos,

solo un 6% a Sulfisoxasol y Estreptomicina, y un 23% a ampicilina.™

En el aflo 2001, Piedrahita et al, relatan que al realizar la prueba de
susceptibilidad a las cepas de Escherichia coli aisladas en su estudio,
reflejaron un 100% de sensibilidad a ciprofloxacina, gentamicina, ampicilina
sulbactam, amikacina, cefaclor, ampicilina; resultados similares a los

encontrados en el presente estudio. 2
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Nuestros resultados superan a lo descrito por Martinez y Platero (2007),
ellos encontraron la presencia de Escherichia coli en un 17% de las carne
de res cruda de los supermercados de San Salvador. Al mismo tiempo
coincidimos en que la causa por la cual se encuentran presentes en las
carnes estos patdégenos y la carne pudiera ser vehiculo de ellos para producir
enfermedades en los humanos, se debe a la alta contaminacion a la que es
sometida la carne desde el mantenimiento de las reses en los campos,
mataderos, procesamiento conservacion y manipulacion de la carne hasta
llegar al consumidor. 2

En el presente estudio se pudo detectar la presencia de Escherichia
coli un microorganismos de contaminacion fecal, E. coli se puede utilizar
como indicador sanitario para detectar y medir la contaminacién fecal en la
evaluacion de la seguridad de los alimentos, lo cual nos indica que la carne
molida que se expende en las carnicerias del Municipio Campo Elias deben
ser consumidas luego de una buena coccion. A similares resultados llegaron
Franco y col, (2013) en la ciudad de Cartagena en Colombia, donde
analizaron 60 muestras de carne de cerdo comercializadas en 20
supermercados de alta concurrencia de la ciudad de Cartagena. Reportaron
qgue el 60% (36 muestras) estaban contaminadas con E. coli, aunque el tipo
de muestra difiere en el estudio con el de nosotros la carne de cerdo se
considera un alimento con calidad microbiana deficiente como materia prima
de consumo, lo cual es preocupante debido a que la contaminacion del
producto puede ocasionar riesgo a la salud de las personas que consumen

este tipo de alimento, poco cocido.
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CONCLUSIONES

En las 5 muestras de carne molida analizadas de las 5 carnicerias del
Municipio Campo Elias del Estado Mérida, se pudo demostrar la presencia
de Escherichia coli en tres de ellas, lo que representa un 30% del total de

carnicerias estudiadas.

De igual forma, se logr6 aislar un total de 10 cepas bacterianas, de las
cuales 3, (30%) resultaron ser E. coli

De las cepas de Escherichia coli identificadas, todas resultaron ser

sensibles a los antibioticos ensayados.

Aun cuando los resultados en la presente investigacibn no mostraron
resistencia a los antibidticos, cepas de E. coli que no muestren ser
resistentes a antibidticos son motivo también de preocupacion por cuanto
pueden originar en los grupos poblacionales mas sensibles (nifios menores
de 5 afos, personas mayores de 65 afios, e inmunocomprometidos) brotes
diarreicos, colitis hemorragicas y Sindrome Urémico Hemolitico caracterizado
por anemia hemolitica y trombocitopenia, causando graves lesiones renales
cronicas, en general benignas, pero en algunos casos fatales o este tipo de

complicaciones son dificiles de tratar.

Los altos valores de coliformes detectados en todas las carnicerias
analizadas, demuestran una falta de higiene de las mismas, lo cual supone

un riesgo de posible transmision de bacterias patbgenas

Finalmente no se pudo demostrar completamente la hipotesis del
trabajo, ya que aunque se pudo detectar, aislar e identificar cepas de

Escherichia coli, las mismas fueron sensible a los antibiéticos ensayados
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion, y a los
diversos estudios planteados podemos dar las siguientes recomendaciones:

Aumentar el nimero de muestras, y seguir con detalle el proceso

analitico abarcando otras areas de la ciudad de Mérida no exploradas.

Elaborar un programa de saneamiento especifico y acorde en la cadena
de produccién carnica, donde se establezca el cumplimiento riguroso de
medidas sanitarias con la participacibn activa de las autoridades
competentes monitoreando la condicion microbiolégica del proceso ya que

las carnes representa el principal alimento de la poblacion.

Se recomienda a los lugares de expendio de carnes a nivel nacional, que
implanten una evaluacién microbiolégica periddica de sus proveedores de
materia prima carnica, de manera de verificar si cumplen con las normas
sanitarias y buenas practicas de fabricaciéon, para procurar una materia prima

de mejor calidad microbioldgica.

Los entes gubernamentales deben abocarse a la vigilancia del
cumplimiento de las normas, tales como programas sanitarios y buenas

practicas de fabricacién y de manipulacion de alimentos.

Es obligatorio formar un grupo de trabajo junto con las autoridades
sanitarias y la produccibn ganadera para seguir con detalle las
investigaciones futuras que se planteen y asi obtener mejores resultados
referentes a la calidad sanitaria de los productos carnicos. Asi mismo es
importante aplicar programas educativos a los empleados de las carnicerias
con el fin de mejorar la calidad de las carnes y evitar la propagacion de las
enfermedades transmitidas por los alimentos ya que pudieran generar un
impacto a nivel de salud publica.
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Aunque no se detectaron los serotipos de E. coli, ni otros patégenos es
importante el monitoreo periédico de la materia prima que se adquiere, y en
lo animales de suministro para verificar si estos son reservorios para este

patdgeno y algunos otros.

Deben implementarse mejoras en el procesamiento, transporte y
almacenamiento de las carnes de manera que no representen un riesgo para
la salud. La bacteria Escherichia coli es un indicador de contaminacion
fecal, esto representa para la poblacibn un riesgo de contraer una
enfermedad transmitida por los alimentos. Igualmente las empresas
alimentarias deben cumplir con los criterios de seguridad alimentaria relativos
a E. coli en los alimentos de mayor riesgo, establecidos por las normas
COVENIN.

Como complemento deben aplicarse las medidas de prevencién y control
en las explotaciones, durante el sacrificio y la transformacion de los
alimentos, es importante aplicar las buenas practicas de higiene y los
programas de analisis de peligros y puntos de control critico.

En el hogar se recomienda seguir unas buenas practicas de higiene y
manipulacion en la preparacion y cocinado de los alimentos para prevenir su

contaminacion por microorganismos como Escherichia coli.
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Anexo 1.- Colonias Tipicas de Escherichia coli.

Anexo 2.- Interpretacion de las prueba API

PRUEBAS NEGATIVAS

PRUEBAS POSITIVAS
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Antibidtico Antibiético
Amoxicilina/Clavulanico Gentamicina de alta carga
Ampicilina Gentamicina
Amikacina Imipenem
Acido Boronico Cefalotina
Ceftazidime Linezolid
Clindamicina Meropenem
Ceftazidime/Clavulanico Minociclina
Cefotaxime/Clavulanico Acido Nalidixico
Ciprofloxacina Novobiocina
Cefotaxime Oxacilina
Cefuroxime Penicilina
Doxiciclina Piperacilina/Tazobactam
Eritromicina Quinupristin/Dalfopristin
Acido Rifampicina

Etilendiaminotetraacético

Nitrofurantoina Ampicilina/Sulbactam

Cefepime Trimetroprim/Sulfametoxasol
Cefoxitin Estreptomicina de alta carga
Gentamicina de alta Tetraciclina

carga

Gentamicina Teicoplanina

Anexo 3.- Siglas de los antibiéticos utilizados en las plantillas
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Anexo 4.- Municipio Campo Elias del Estado Mérida
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