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l.  INTRODUCCION

En los dltimos afios la preocupacion general de los consumidores ha
estimulado la demanda de alimentos mas sanos y de mejor calidad. La inocuidad
de los alimentos es esencial para mantener la salud y el bienestar del hombre.

Durante las Ultimas décadas, se han identificado varios patdgenos
importantes que se transmiten a través de los alimentos como E. coli 0157:H7, asi
como nuevos métodos de propagacion de éstos. La habilidad que tienen los
microorganismos para evolucionar rapidamente y adaptarse a su medio ambiente
presentan nuevos retos microbiolégicos para todas las personas involucradas en

la industria alimentaria.

Los brotes de enfermedades transmitidas a través de los alimentos nos
recuerdan que bajo ciertas circunstancias comunes estos pueden causar

enfermedades con consecuencias graves, incluso la muerte.

Existen serotipos de la bacteria Escherichia coli que produce potentes
toxinas (verotoxina) causantes de severos dafios a la mucosa intestinal. Entre
ellas se encuentra E. coli enterohemorragica, cuyo principal serotipo es el
O157:H7 detectado por primera vez en un caso de intoxicacion por hamburguesas
en Estados Unidos en 1982.

Escherichia coli O157:H7 ha emergido como un patégeno transmitido por
alimentos y es considerado de importancia en salud publica, ya que esté implicado
en brotes de colitis hemorragica y posible aparicion del sindrome urémico
hemolitico. Una caracteristica de esta es el numero de células requeridas para
desarrollar la enfermedad de 1 a 100 células por lo que la no deteccion por los
métodos tradicionales microbioldgicos no es certeza ni sinbnimo de seguridad del

alimento.



E. coli O157:H7 forma parte de la microbiota anaerobia facultativa del tracto
intestinal del ganado vacuno saludable, las canales pueden contaminarse durante
el proceso de faenado por materia fecal, saliendo de los rastros ya contaminadas

con lo cual la bacteria queda completamente distribuida en la carne de vacuno.

Las personas al consumir carne de bovino contaminada con E. coli
O157:H7 pueden desarrollar una serie de sintomas; como diarrea leve o se

desarrolla una diarrea grave gastroentérica y dolores abdominales.

Debido a que Escherichia coli O157:H7 es un patdgeno muy importante
para la salud publica humana, es necesario realizar la determinacion de la bacteria

en carne molida de res, para conocer si es un vehiculo transmisor de la misma.



Il.  HIPOTESIS

Debido a que el presente estudio es descriptivo de corte transversal, no se

formula hipotesis.



. OBJETIVOS

3.1 General:

e Generar informacioén sobre Escherichia coli O157:H7 en carne molida de
res estandar expendida en el mercado Central del Municipio de Mixco,

Guatemala.

3.2 Especifico:

e Determinar la presencia de Escherichia coli O157:H7 utilizando el método
ISO y FDA-BAM en carne molida de res estandar que se expende en
carnicerias del mercado Central del Municipio de Mixco, Guatemala.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

En el siglo XXI, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s) siguen

constituyendo uno de los principales desafios para la Salud Publica. (18)

Las ETA’s se definen como un conjunto de sintomas y signos clasicos
originados por el consumo de productos alimenticios e ingredientes, especias,
bebidas y agua, que contienen agentes patdgenos o0 sustancias toxicas en
cantidades tales que afectan la salud de una persona o grupo de personas en

forma aguda o cronica. (18)

La organizacion Mundial para la Salud (OMS) define a las ETA’s como las
enfermedades causadas por agentes infecciosos o toxicos que entran al cuerpo de

un consumidor por medio de la comida. (20)

Segun Copes, las ETA’s son aquellas que se producen por la ingestion de
un alimento, el cual actla como vector de un agente etiolégico, que puede

producir enfermedad en un consumidor. (20)

En la actualidad se reconocen mas de 250 ETA’s cuya causa puede ser
infecciosa o toxica. En el primer caso los agentes etioldgicos pueden ser parasitos,
bacterias o virus; y en el segundo se incluyen toxinas producidas por hongos,
plantas o0 animales, sustancias de naturaleza generalmente proteica que liberan
los microorganismos durante su desarrollo, o compuestos quimicos (plaguicidas,
metales pesados, aditivos alimentarios, antibiéticos, hormonas, y otras) que se
incorporan a los alimentos en forma accidental o intencional, desde su produccion

hasta su consumo. (18)
4.1.1 Presentacion de las ETA’s

Las ETA se pueden presentar de tres diferentes maneras:



e Infecciones causadas por alimentos: Son aquellas que se producen por
ingestion de alimentos que poseen microorganismos patdégenos Vivos.
Los microorganismos penetran en el organismo, llegan al lugar donde
pueden realizar la invasion, y producen la enfermedad. EI niamero de
microorganismos puede ser muy reducido y depende de las
caracteristicas propias de cada uno. (20)

e Intoxicaciones causadas por alimentos: Estas suceden cuando las
toxinas producidas por bacterias 0 mohos estdn presentes en el
alimento ingerido. La cantidad de microorganismos que se han
desarrollado en el alimento es elevada, superando a 10° UFC/g de
alimento. Estas toxinas no producen modificaciones organolépticas y/o
sensoriales en el alimento. (20)

e Toxinfecciones causadas por alimentos: Es producida por el consumo
de alimentos que poseen microorganismos patdgenos vivos. Al llegar al
lugar propicio en el organismo, se observa un crecimiento y posterior
produccion o liberacion de toxinas. EIl numero de microorganismos
también es reducido y queda sujeto a sus caracteristicas intrinsecas.
(20)

4.2 Generalidades de Escherichia coli

Las bacterias pertenecientes al género Escherichia estan muy difundidas en
la naturaleza y se encuentran, corrientemente, en el tracto intestinal normal del

hombre y los animales. (12)

Forma parte de la familia Enterobacteriaceae, la cual esté integrada por
bacilos gram negativos no esporulados, méviles con flagelos peritricos, aerobios-
anaerobios facultativos, que producen éacido y gas a partir de la glucosa y

habitualmente de la lactosa. (15)



4.3 Escherichia coli O157:H7
4.3.1 Historia

Escherichia coli O157:H7 fue reconocida por primera vez en 1982,
precisamente en un brote de colitis hemorragica en los Estados Unidos debido a la
ingesta de hamburguesas en restaurantes de una cadena de comidas rapidas. En
este brote se registraron 26 casos, de los cuales 19 requirieron hospitalizacion; un
segundo brote ocurrié tres meses después, se registraron 21 casos, de los cuales

14 requirieron hospitalizacion. (5)

A partir de estos acontecimientos se identificO a los bovinos como el

principal vehiculo de transmision. (5)
4.3.2 Caracteristicas

Su nombre se origina del antigeno soméatico (O) identificado como 157 y el
séptimo antigeno flagelar (H). El antigeno (O) se deriva de la pared celular y el

(H) del flagelo, que se encuentra solamente en especies maviles. (15)

E. coli O157:H7 pertenece al grupo de E. coli enterohemorragicas debido a
las propiedades de sus citotoxinas, que inhiben la sintesis proteica de las células,

ademas de que no produce enterotoxinas termo-labiles y termo-estables. (11,15)

Escherichia coli O157:H7 es productora de 2 enterotoxinas, llamadas
también verotoxinas (V1 y V2) por su actividad sobre las células Vero, o también
toxinas del tipo Shiga (SLTI y II) por su similitud con la toxina Shiga producida por

el género Shigella. (11)

La produccion de verotoxinas se debe a la presencia de pldsmidos que le
confieren su patogenicidad. Estos plasmidos han servido como pruebas de

identificacién para este microorganismo. (11)

Crece bien en un rango de temperatura de 30 a 42°C, con un crecimiento
6ptimo a 37°C durante 24 horas. (11)



Esta bacteria posee marcadores bioquimicos que son significativamente
diferentes a otras E. coli, estas incluyen una reaccion negativa a un 100% a la R3-
glucoronidasa enzima producida por otras cepas, no fermenta sorbitol en un
100%, y tiene una reaccion positiva para la rafinosa y el dulcitol en 24 hrs, las
cuales otras cepas no poseen o bien la reaccion es débil. La gran mayoria (97%)
de las cepas fueron susceptibles a agentes antimicrobianos comunmente usados.
Todas las cepas produjeron niveles facilmente detectables de Verotoxina, sin
embargo, con la extraccién de polimixina, casi el 50% de las cepas mostré un

aumento de hasta 10 veces en el nivel de toxinas. (17)

No se encontré ningun medidor para la hemaglutinacion de eritrocitos de

grupo A humano con o sin D-manosa. (17)

La mayoria (70%) de las cepas mostraron localizada y difusa adhesion a
células de Henle 407 y células HEp-2, y los patrones de adhesién no eran muy
diferentes de las observadas entre otras cepas de E. coli. Veinte tipos de fagos
fueron reconocidos, con fagotipos 1 y 2 representan el 65% de las cepas de
prueba. El andlisis plasmidico indico tres perfiles de plasmidos basicos: el perfil
que se caracterizd por 68,7 y 4,2 megadalton (MDA) plasmidos (62% de las
cepas), el perfil de Il se caracterizo por 66,2 y 1,8 MDa plasmidos (20% de las
cepas), y perfil lll se caracteriza por un plasmido de 62,5-MDa (18% de las cepas).
Una pequefia cantidad (19%) de las cepas portaban al menos un plasmido
adicional sobre la base complementa, y que esto podria considerarse que

constituyen una categoria miscelanea. (17)

Ninguna de las caracteristicas anteriormente descritas de E. coli O157: H7
podria estar directamente correlacionados entre si, con la naturaleza de la

infeccidn, o con la distribucion geografica de las cepas. (17)



4.3.3 Reservorios y fuentes de Escherichia coli O157:H7

Se puede encontrar en bovinos, cabras, borregos y con menos frecuencia

en cerdos y pollos; su principal reservorio es el intestino de ganado bovino. (7)

Se ha demostrado que el 75% del ganado lechero y el 63% de ganado

vacuno de engorde son positivos para E. coli 0157:H7. (15)

En los bovinos la asociacion de la bacteria con carne semi cocida y leche

cruda ha hecho gue se investigue, definiendo lo siguiente:

e Los animales jovenes tienden a ser portadores de la bacteria con mayor
frecuencia que los animales adultos.

e La prevalencia en excreciones fecales varia substancialmente entre hatos
que presentaron positividad.

e El reporte de incidencia entre el ganado, varia ampliamente, en parte por
las diferencias en la sensibilidad de los procedimientos utilizados para la
deteccion.

e Al ser el ganado un portador de la bacteria, en el momento del sacrificio las
bacterias permanecen viables hasta que la carne es expendida.

e Entre los alimentos implicados de este grupo estan: carne bovina semi

cocida, salami curado, embutidos de res y carne molida. (5)

El primer aislamiento descrito en este reservorio fue en Argentina, en 1977

en un ternero de menos de tres semanas de edad con colibacilosis. (10)

El tiempo promedio en el cual este patégeno se mantiene en el sistema
gastrointestinal de los rumiantes es de 30 dias, aunque en algunos animales la
bacteria puede estar presente hasta un afio o mas. Los factores que contribuyen
a la presencia de la bacteria en rumiantes se desconocen, pero se discute la
habilidad de la misma al colonizar un sitio en particular en el sistema
gastrointestinal donde principalmente se aloja el patdgeno en rumiantes
adultos.(7)



Las ovejas fueron identificados como reservorios en un estudio que dur6 6
meses realizado por Kudva et al, 1996, en la Universidad de ldaho, en este
estudio se analizaron muestras fecales de ovejas, de las cuales el 31% de

muestras salieron positivas. (9)
4.3.4 Transmision

Investigaciones de brotes han demostrado que E. coli O157:H7 puede ser
transmitido por alimentos, agua o transmision de persona a persona, por la via
fecal-oral. Productos de origen bovino, tales como carne no cocida
adecuadamente o leche cruda han sido asociados a este patdégeno. La
contaminacion con dicho patégeno en alimentos no asociados a este puede
producir contaminaciéon cruzada con productos o superficies que contenian la
bacteria. También se ha documentado la infeccion vehiculada por carne de pavo,

salami, leche, yogurt, mayonesa, ensaladas, vegetales crudos y agua. (15)

4.3.5 Dosis Infectante

La dosis infectiva relacionada con E. coli O157:H7 puede ser desdel hasta
100 UFC (Unidades Formadoras de Colonias). (14).

4.3.6 Patogenia

Los factores implicados en la patogénesis de Escherichia coli O157:H7

son.

e Adherencia a los enterocitos del colon mediante una fimbria especifica,
codificada por un plasmido de virulencia. (15)

e Adherencia intima, con alteracion del citoesqueleto de la célula hospedero,
gue esta mediada por la proteina de membrana externa intimina, codificada
por genes cromosomales y el intercambio de sefiales implicadas en este

fenémeno. (15)
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e Produccién de citotoxinas, las cuales a nivel local producen inhibicion de la
sintesis proteica y dafo celular directo, lo que da como resultado necrosis
hemorragica de las vellosidades intestinales, con escasa infiltracion de
polimorfonucleares y que explica la diarrea con sangre. Estas toxinas se
traslocan a nivel de la mucosa hacia el torrente sanguineo, y puede unirse a
receptores GB3 presentes en la membrana de globulos rojos, a nivel del
endotelio renal, plaquetas y sistema nervioso central (SNC), produciendo
dafo sistémico que se traduce clinicamente en el Sindrome Hemolitico
Urémico (SHU), que se caracteriza por anemia hemolitica
microangiopatica, fallo renal agudo y trombocitopenia. (15)

e Otros factores de virulencia: toxina EAST 1 (toxina termoestable de cepas
enteroagregativa), enterohemolisina, mecanismo de transporte de hierro,
LPS (lipopolisacérido). (15)

4.3.7 Epidemiologia

La notificacion de las infecciones por E. coli O157:H7 experimentaron un
aumento exponencial a partir de su primera descripcion en 1982. Este
comportamiento emergente del patdgeno refleja, tanto un aumento real en el
namero de infecciones, como también una mejora en los sistemas de vigilancia de
las enfermedades asociadas y de los métodos de deteccién. Su emergencia
generd una gran preocupacion a nivel mundial por el niumero de personas
afectadas y por los distintos vehiculos de transmision identificados, lo que llevo a
la OMS a promover estrategias de prevencion y control. (18)

Una pequeiia proporcion del ganado bovino en un hato puede ser
responsable de la liberacion de mas del 95% de las bacterias. A estos animales,
que se denominan super-propagadores, estdn colonizados en el recto terminal, y

pueden permanecer infectados durante mas tiempo que otros bovinos. (5)
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4.3.8 Situacion en Guatemala

En Guatemala no existen datos publicados acerca de la incidencia de
Escherichia coli O157:H7 en alimentos, solamente existe un estudio que indica la
prevalencia de esta bacteria, a partir de muestras de heces, realizado en el
Instituto Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS), las cuales fueron cultivadas

2,210 muestras de heces y se obtuvo un total de 257 coprocultivos positivos. (15)

Olivet en su investigacién realizada en el 2008 no obtuvo la presencia de
Escherichia coli O157:H7 en leche de origen artesanal (no pasteurizada). (15)

4.3.9 Brotes a nivel mundial

A nivel mundial, el serotipo O157:H7 ha causado mas de 60 brotes de
toxinfecciones alimentarias en los Estados Unidos. ElI consumo de hamburguesas
y derivados cérnicos poco cocinados y contaminados explica la mayoria de éstos,
aunque también se han descrito brotes producidos por el consumo de leche no
pasteurizada en este pais y en Canada. La higiene deficiente, junto con la
diseminacién secundaria por contacto interpersonal, constituye otra via de
transmision. En los Ultimos afios, sin embargo, ha habido varios brotes producidos
por el serotipo O157:H7 en los que se ha implicado a ciertos vehiculos de
infeccidn poco frecuentes, entre los que se incluyen los alimentos acidos, frutas,

vegetales, yogur y agua. (22)

En 1993, coincidiendo con una serie de brotes en restaurantes que se
relacionaron con otro alimento acido, fue cuando se logré demostrar la capacidad
del serotipo O157:H7 de tolerar la acidez. Aunque no se pudo identificar de forma
concluyente la fuente inicial, los estudios epidemioldgicos y otros datos apuntaban
a la mayonesa o0 a salsas similares. Tras este brote, varios estudios confirmaron
que, aunque algunos aislamientos del serotipo O157:H7 no se multiplican en estas
condiciones, si que podian, sin embargo, mantenerse en la mayonesa comercial

hasta 55 dias a 5 °C. De nuevo no se pudo probar con certeza la fuente de
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contaminacion por el serotipo O157:H7, si bien se sospeché que la manipulacion
de la mayonesa o la contaminacién de la misma con caldos de carne o productos

carnicos podra haber sido su origen. (22)

Algunos incidentes recientes demuestran que tanto el agua de consumo
como la de uso recreativo pueden servir como vehiculo para la transmision de las
infecciones por E. coli O157:H7. En Missouri, en 1989, ocurridé el primer y mas
importante brote hidrico asociado con este microorganismo. Aunque de nuevo no
se identificd la fuente, se sospeché que el reflujo derivado de la rotura de una
tuberia podria haber contaminado el suministro de agua potable. Como la mayoria
de E. coli, los aislamientos de este serotipo son sensibles a los efectos del cloro.
Los ajustes de la cloracion en el suministro de agua durante las reparaciones son,

por tanto, decisivos en la prevencién de brotes de origen hidrico. (22)

En Colombia, se han realizado estudios en donde se utilizaron los
recuentos de coliformes como indicadores de calidad de leche cruda, encontrando
gue la presencia de coliformes sirve como evaluador del grado de limpieza de las
manos de operarios, limpieza y desinfeccion de la piel de los pezones y
pezoneras. Se afirma que en las leches crudas no se pueden encontrar mas de
1000 coliformes/ml, la legislacion americana reconoce como norma 750 UFC/ml y
se establece que la leche considerada como ideal debe contener menos de 50
UFC/ml; los valores encontrados en este estudio; estan muy por encima de los

anteriores reportes. (15)

Para disminuir estos valores se deben fomentar las buenas practicas
ganaderas, como la implementacion del presellado con productos recomendados
para este fin, tiempo adecuado del presellado, secado de los pezones con papel
desechable, uso de guantes de latex recomendados para el ordefio; practicas
higiénicas que garantizan pezones limpios, secos y sanos, que es la primera

norma para obtener leche de excelente calidad bacteriol6gica. (15)
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Reino Unido (Escocia) Nov/1996 comenz6 el mayor brote por esta bacteria,
la fuente del brote fueron fiambres y bistec contaminados de una carniceria de la
localidad de Wishaw, Lanarkshire, 256 afectados y 16 fallecidos. (15,18)

Japon Mayo/1996, brote masivo con mas de 10,000 afectados. (15,18)

En Canada, la incidencia de las infecciones por E. coli O157:H7 es de 5.3
caso0s/100,000 habitantes, siendo la exposicion a carne molida mal cocida,

contacto directo con el ganado. (18)

En septiembre de 2006 se registré en Estados Unidos de América un brote
de E. coli O157:H7 por espinacas frescas envasadas que ocasion6 205 casos de
enfermedad, de los cuales 104 fueron hospitalizados, 31 sufrieron insuficiencia

renal y 3 fallecieron. (16)

En el 2007 se registré un brote de E. coli O157:H7 en Jap6n en un colegio

con un total de 467 casos. (6)

En el 2008 un brote con 341 casos, 26 con SHU y 1 muerto en Finlandia
relacionado con agua potable contaminada. (6)

En el 2009 en Canada un brote de 235 casos asociado con cebolla servida

en un restaurante. (6)

En el 2011 aparecioé un brote en Alemania de E. coli, que podria estar en
pepinos, tomates y lechuga provenientes de Espafia, 22 muertes y mas de 3,000
personas enfermas, se trata de E. coli O157:H7, la variante enterohemorragica
con sindrome hemolitico-urémico, colitis hemorragica pero afirman que se trata de

otra cepa, la E. coli 0104:H4, una extraia variante de la O157:H7. (17)

No obstante se obtuvieron datos que muestran que los brotes son de

germinados de soja cultivado en una granja de la baja Sajonia. (17)
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4.3.10 Periodo de incubacion y sintomatologia

Escherichia coli O157:H7 puede producir un amplio espectro de
enfermedades que van desde una fase asintomatica y wuna diarrea sin
complicaciones, hasta colitis hemorragica, purpura trombética trombocitopénica

(PTT), sindrome urémico hemolitico y la muerte. (14)

La sintomatologia de la enfermedad producida por esta bacteria se inicia
generalmente de 1 a 2 dias después de haber ingerido el alimento contaminado;
aunque, existen reportes sobre periodos de 3 a 5 dias. Los sintomas se inician con
diarrea sin sangre, seguida por contracciones abdominales con dolor y niveles
cortos de fiebre, la diarrea inicial incrementa su intensidad durante las proximas 24
a 48 horas, para iniciar una fase de 4 a 10 dias, con abundante sangre,
acompafada por fuertes dolores abdominales y deshidratacion moderada. La

enfermedad es normalmente autolimitante. (14)

4.3.11 Diagndéstico

Conforme se avanza en la investigacion de esta enterobacteria, se han
descubierto varias técnicas Utiles para la rapida deteccion de la misma, entre las
cuales se encuentran los ensayos fluoromeétricos, utilizando 4-metillumbelliferyl-
beta-D-glucoronido (MUG) como indicador, debido a la no hidrolizacion del MUG
por E. coli 0157:H7, incapacidad de fermentar el sorbitol, utilizaciéon de un medio
compuesto por triptona, sorbitol, cloruro de sodio, sales biliares, MUG y purpura de
bromocresol, identificacion de verotoxina positiva para E. coli O157:H7, filtracion
en membrana hidrofébica cuadriculada combinada con un procedimiento
inmunoblot, utilizacion de membranas hidrofobicas cuadriculadas combinado con
anticuerpos monoclonales de E. coli 0157:H7, ensayo rapido de aglutinacion con
latex, ELISA para deteccion del antigeno O157 de E. coli, deteccion de un
anticuerpo monoclonal (Mab) 4E8C12 especifico para E. coli enterohemorragica

del serotipo O157:H7, pruebas con oligonucleétidos sintéticos para genes
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estructurales de VT1 y VT2, pruebas de DNA para detectar SLT de E. coli
0157:H7, procedimiento de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), uso
de polinucleétidos no radioactivos marcados y pruebas con DNA oligonucleétido
para detectar VTEC. (4)

Muchas de estas pruebas no se utilizan como un procedimiento de eleccion
inmediato para la deteccion de E. coli O157:H7 en alimentos, pero si han servido
como base para el desarrollo de pruebas que si son utilizadas actualmente para la

evaluacion microbiol6gica de muestras alimenticias. (4)
4.3.12 Cultivo bacterioldgico

Existen medios de cultivo como el Sorbitol-MacConkey Agar (SMAC Agar)
su fundamento es que el Sorbitol, junto con el rojo neutro del indicador de pH, se
utiliza para detectar colonias de sorbitol-positivo y convirtiéndolos en color rojo.

Cepas de sorbitol negativos, por otro lado, forman colonias incoloras. (13)

Cuadro 1 Control de calidad SMAC Agar

INOCULO TASA DE COLOR DE

CEPAS (UFC/ML) RECUPERACION % | LA COLONIA SORBITOL
E. coli

0O157:H7 3 4 A5

AATCC 10°-10 270 Incoloro -
35150

E. coli ATCC 3 5 .

11775 10°-10 270 Rojo +

El Fluorocult E. coli O157:H7 agar se fundamenta que el Desoxicolato de
sodio inhibe el crecimiento de la microbiota Gram-positiva que lo acompafia
durante la mayor parte. Sorbitol sirve, junto con el indicador de pH Bromotimol
azul, para determinar la degradacién del sorbitol que, en el caso de
microorganismos de sorbitol-positivo, las colonias se observaran de color amarillo.
Cepas de sorbitol negativos, por otro lado, no conducen a ningin cambio en el

color del medio de cultivo y asi proliferan como colonias verdosas. (13)
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Cuadro 2 Control de calidad Fluorocult E. coli O157:H7

COLOR DE LA
CEPA CRECIMIENTO COLONIA MUG | SORBITOL
E. coli Bueno/ muy Incoloro i i
O157:H7 bueno
E. coli ATCC Regular / bueno Amarillo + +

4.3.13 Pruebas bioquimicas
4.3.13.1 Medio SIM

Fundamento: Medio de cultivo en el cual la tripteina y la peptona aportan
nutrientes para el desarrollo microbiano. El triptéfano es un aminoacido
constituyente de muchas peptonas y particularmente de la tripteina y puede ser
metabolizado por algunas bacterias para formar indol. En el proceso interviene un
conjunto de enzimas llamadas triptofanasa. El indol producido se combina con el
aldehido del reactivo de Ehrlich o de Kovac's, para originar un compuesto de color

rojo.

A partir del tiosulfato de sodio los microorganismos pueden generar acido
sulfhidrico que reacciona con el hierro presente formandose un compuesto de

color negro.

El agar es el agente solidificante y a esta concentracion le otorga al medio
la propiedad de ser semisolido, condicion necesaria para detectar movilidad, que
se evidencia por el enturbiamiento del medio o por crecimiento que difunde mas

alla de la linea de siembra del microorganismo en estudio.(2)
4.3.13.2 Caldo MRVP

Fundamento: En el medio de cultivo, la pluripeptona aporta los nutrientes
necesarios para el desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono

fermentable.
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La glucosa puede ser metabolizada por los microorganismos, a través de
distintas vias metabdlicas. Segun la via utilizada, se originaran productos finales
acidos (acido lactico, acido acético, acido formico), o productos finales neutros
(acetil metil carbinol).

Esta diferencia en el metabolismo bacteriano, podria ser reconocida por la
adicién de un indicador como rojo de metilo, para revelar la presencia de
productos acidos, y por la adicion de alfa naftol e hidréxido de potasio para

evidenciar la presencia de productos finales neutros.

Voges y Proskauer: Una coloracién rojiza se debe a la oxidacion del
acetilmetil carbinol a diacetilo el cual reacciona con la peptona del medio para dar

un color rojo. (1)

4.3.13.3 Agar Simmons Citrato

Fundamento: En el medio de cultivo, el fosfato monoamaonico es la unica fuente de
nitrégeno y el citrato de sodio es la Unica fuente de carbono. Ambos componentes
son necesarios para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un
sistema buffer, el magnesio es cofactor enzimatico. El cloruro de sodio mantiene el
balance osmotico, el azul de bromotimol es el indicador de pH, que vira al color

azul en medio alcalino y el agar es el agente solidificante.

El medio de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos
capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono usan sales de amonio

como Unica fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccion de alcalinidad.

El metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de
citrato permeasa, a través del ciclo del acido tricarboxilico. ElI desdoblamiento del
citrato genera progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este Ultimo, en presencia
de un medio alcalino, da origen a acidos organicos que al ser utilizados como
fuente de carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. EI medio

entonces vira al azul y esto es indicativo de la produccién de citrato permeasa. (3)
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4.3.13.4 CBRF + Sorbitol

Fundamento: Se utiliza para la determinacién de la fermentacién de sorbitol en la
diferenciacion de microorganismos. La capacidad de un organismo para fermentar
un hidrato de carbono especifico en el medio basal, se traduce en la produccion
de acido y gas, que ayuda en la diferenciacién entre los géneros y especies de
bacterias. Rojo fenol es el indicador de pH, que se vuelve amarillo a pH acido. El

cloruro sédico mantiene el equilibrio osmético. (19)

4.3.14 Tratamiento

La mayoria de las personas se recuperan sin antibiéticos u otro tratamiento
especifico en el lapso de 5 a 10 dias. No existen evidencias de que los
antibiéticos mejoren el curso de la enfermedad y se piensa que el tratamiento con

algunos de ellos puede precipitar las complicaciones renales. (18)

El tratamiento de la colitis hemorragica es de sostén, y puede incluir

liguidos y una dieta blanda, los antidiarreicos también deben evitarse. (18)

El uso de antibidticos para el tratamiento de infeccién por Escherichia coli
0157:H7 puede ser nocivo, porque el rompimiento de las bacterias por algunos
antibiéticos puede incrementar la liberacién de toxinas, al menos in vitro; y porque
puede matar la microbiota nativa incrementandose la absorcion sistémica de las

toxinas. (14)

4.3.15 Prevencioén

Al igual que para otros agentes, tener animales y productos crudos libres de
Escherichia coli 0157:H7 es practicamente imposible. A pesar de ello, los riesgos
pueden ser disminuidos aplicando buenas practicas de manufactura y de higiene
de los alimentos descritas en las cinco claves para la inocuidad de los alimentos
que son: mantener la limpieza, separar alimentos crudos y cocinados, cocine

completamente, mantenga los alimentos a temperaturas seguras y use agua Yy
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materias primas seguras Yy las de del sistema de Analisis de Peligros y de Puntos
Criticos de Control (HACCP). Un ejemplo de plan HACCP, después de desollar
lavado / rociador bactericida, evisceracion, bactericida enjuague final, refrigeracion
y mantenimiento de equipos de refrigeracion como posibles puntos de control
criticos. (8, 18)

Las estrategias que reducen el contagio entre animales vivos ofrecen,
métodos para reducir las poblaciones de agentes patbgenos en animales
destinados a la alimentacién antes de que ingresen a la cadena alimentaria. Por
ejemplo se ha demostrado que cambiar drasticamente la alimentacion del ganado
de una racion alta en granos a una dieta basada en heno de alta calidad reduce la
E. coli genérica y las poblaciones de E. coli O157:H7. Sin embargo, es posible
que no sea practico cambiar la dieta del ganado de corrales de engorde basada en
granos a una basada en heno antes del faenado. Se ha demostrado la efectividad
de la ingesta de probidticos lactobacilos acidofilos y se ha adoptado para el control
de la E. coli O157:H7 previo al faenado. (8)

Las principales medidas para controlar la transmision de E. coli O157:H7 y

prevenir la infeccién son:

e Asegurar practicas de higiene y refrigeracion durante el faenamiento del
ganado.

e Aplicar controles en los puntos criticos de la elaboracion de alimentos.

e Asegurar una correcta y homogénea coccion de la carne. La bacteria se
destruye a los 70°C.

e Tener especial cuidado con la coccién de la carne picada, ya que
generalmente se cocina bien la parte superficial, pero no en el interior,
permaneciendo la bacteria viable.

e Utilizar distintos utensilios de cocina para trozar la carne cruda y para
cortarla antes de ser ingerida.

e Evitar el contacto de las carnes crudas con otros alimentos (contaminacion

cruzada).
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Controlar el uso de leche y derivados lacteos correctamente pasteurizados
y conservar la cadena de frio.

Consumir jugos de frutas pasteurizados.

Lavar cuidadosamente las frutas y verduras.

Asegurar la correcta higiene de las manos y utensilios de cocina. Deben
lavarse siempre con agua y jaboén antes y durante la preparacion de los
alimentos y después de manipular carne cruda.

Lavar las manos con agua y jabén luego de ir al bafio.

Lavar las manos con agua y jabon luego del contacto con animales en
granjas.

Lavar las manos con agua y jabén luego del contacto con mascotas.

Evitar el consumo de alimentos en lugares con animales que pueden ser
portadores.

Evitar hacinamiento en instituciones cerradas.

Evitar la concurrencia de personas con diagnoéstico bacteriologico positivo
de E. coli O157:H7 a instituciones cerradas, al menos hasta no tener 2
coprocultivos negativos en un lapso de 72 h.

Evitar el uso de antimicrobianos y antidiarreicos, considerados factores de
riesgo en la evolucion de diarrea a SUH.

Educar a médicos, microbidlogos, personal de plantas elaboradoras de
alimentos y restaurantes, sobre los riesgos que implica la infeccion por
E. coli O157:H7.

Consumir agua potable, ante cualquier duda hervirla. (18)
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V. MATERIALES Y METODOS

51 Materiales
5.1.1 Recursos humanos:

e Estudiante investigador
e Asesores

e Personal de laboratorio

5.1.2 Recursos de laboratorio:

e Incubadora a 37°C

e Refrigeradora

e Hielera de campo

e Medios de cultivo Fluorocult, SMAC, SIM, MRVP, Agar Simmons Citrato,
CBRF + Sorbitol

e Campana Flujo laminar

e Incinerador

e Bolsas estériles de laboratorio

e Caldo TSB

e Balanza

5.1.3 Recursos biolégicos:

e 25 muestras de carne molida de res. 120 gr/muestra.

5.1.4 Recursos fisicos:

e Equipo de oficina (computadora, papel bond, impresora, memoria usb,
etc.)

e Camara fotografica
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e Libreta de apuntes
e Vehiculo
e Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la Universidad de San Carlos de Guatemala

5.1.5 Centros de referencia:

e Biblioteca de la Facultad de Medicina Veterinariay Zootecnia

e [Internet

5.2 Metodologia
5.2.1 Disefio de estudio:

Descriptivo de corte transversal donde se realizO un muestreo por
conveniencia en 25 carnicerias al azar del mercado central del Municipio de Mixco.
5.2.2 Método utilizado de laboratorio

Método ISO y FDA-BAM estandar para las pruebas de Escherichia coli
0157:H7 en alimentos.

5.2.3 Procedimiento

Se pesaron 25 gramos de muestra de carne molida de res + 225 ml de

caldo TSB, la cual se incub6 a una temperatura de 37°C por 24 horas.

Después se sembré por agotamiento en Agar CT-SMAC y en Agar

Fluorocult ambos se incubaron a una temperatura de 37°C por 24 horas.

Para confirmar se hicieron pruebas bioquimicas utilizando medios de
cultivo, las que se utilizaron fueron: Medio SIM, Caldo MRVP, Agar Simmons
Citrato y CBRF + Sorbitol.
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5.2.4 Andlisis de datos

Los resultados se analizaron por medio de estadistica descriptiva en donde
se obtuvo el porcentaje de muestras positivas y negativas los cuales van en su

respectiva ficha de resultados y también se realizaron graficas.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en los analisis microbiolégicos realizados a la

carne molida de res se presentan a continuacion.

Las 25 muestras de carne molida se sembraron en el medio de cultivo
SMAC agar, de las cuales una sola resultdé positiva (4%) a Escherichia coli
0157:H7 con caracteristicas Sorbitol negativo (figura 2). Mientras que en 7 de las
muestras (28%) se identificO Escherichia coli con caracteristicas Sorbitol positivo y
en 17 de las muestras otras bacterias concomitantes (68%); asi también se utilizo
el medio de cultivo Fluorocult E. coli O157:H7 Agar, mostrando los mismos
resultados, siendo 7 muestras positivas a E. coli, las cuales presentaron
caracteristicas MUG y Sorbitol positivo, y Unicamente la misma muestra resultd
positiva a Escherichia coli O157:H7 (Figura 3) con caracteristicas de MUG y

Sorbitol negativo (Cuadros 3y 4).

Al comparar este estudio con el realizado por Marzocca, et al (2006) en cual
de 37 muestras de carne picada fresca se obtuvo 1 muestra positiva a Escherichia
coli O157:H7 (2.7%), por lo que coincide con los resultados obtenidos con este

estudio.

En las pruebas bioquimicas para confirmacion de Escherichia coli O157:H7
los resultados obtenidos fueron que en el medio SIM se observé la movilidad, por
crecimiento mas alla de la linea de siembra. Indol: Desarrollé un anillo color rojo
intenso en el caldo, segundos después de afadir el reactivo Kovac’s indico la

presencia de indol y un resultado positivo a la prueba.

En el caldo MRVP la prueba de rojo metilo es positiva ya que dio un color
rojo, lo que indicé que la produccion de acido es suficiente para producir el viraje
del indicador y la bacteria fermenté la glucosa por la via de acido mixto. La prueba
de VP no desarrollé6 un color rojo-fucsia lo que indicé que no hay presencia de

diacetilo por lo que el resultado es negativo.
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En Agar Simmons Citrato el medio mantuvo la coloracién verde lo que
indicé que esta bacteria no utiliza citrato como fuente de carbono y energia lo que

nos da una reaccion negativa.

El CBRF+Sorbitol dio como resultado negativo, por lo que se vio una
coloracién roja, lo que indica que no hay fermentacion, sin produccion de acido y

eso indica que la bacteria no utiliza sorbitol.

De las 25 muestras analizadas, en una sola muestra se determin6 la
presencia de Escherichia coli O157:H7, lo que indica un 4% de la muestra (Figura
4y5).

En éste andlisis se utiliz6 el método ISO FDA-BAM, metodologia que es
rapida de realizar por su alta selectividad, por lo que es recomendable para su uso

en siguientes estudios de investigacion.
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VIl.  CONCLUSIONES

Se analizaron 25 muestras de carne molida de res, de las cuales una sola

fue positiva (4%) a la presencia de Escherichia coli O157:H7.

De las 25 muestras analizadas 7 de las mismas, estaban contaminadas con

Escherichia coli, representando el 68% del total de muestras.

De las 25 muestras de carne molida de res analizadas 17 de ellas se
confirmd también la presencia de otras bacterias concomitantes siendo el

28% del total de muestras.

La presencia de Escherichia coli O157:H7 en un 4% de las muestras
analizadas en carne molida de res nos indica que puede llegar a causar un

brote y afectar la salud publica humana.
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VIll. RECOMENDACIONES

Es de suma importancia realizar mas estudios que refuercen Ila

investigacion de Escherichia coli 0157:H7 en otros productos carnicos.

Que estudios posteriores amplien el disefio de estudio y el numero de

muestras a analizar.

Las carnicerias deben implementar y aplicar en todo momento buenas
practicas de higiene, para lo cual las autoridades competentes deberian dar

capacitaciones con cierta regularidad a las personas que expenden carne.

Que las autoridades competentes de salud publica y mataderos velen por la

inocuidad de los productos carnicos.

Que los consumidores de carne molida de res deben hacer una correcta y

homogénea coccién de la carne.

Mejorar las condiciones sanitarias de todos los mataderos del pais, ya que
la contaminacién de la carne en canal es el resultado directo de la
contaminacion por bacterias que se encuentran presentes en el ganado
bovino y su posterior presencia en la carne, volviéndose alimento de riesgo

para el consumidor final.
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IX. RESUMEN

Debido a que E. coli O157:H7 es un patdbgeno muy importante para la salud
publica humana, es necesario realizar la determinacién de la bacteria en carne

molida de res, para conocer si es un vehiculo transmisor de la misma.

El objetivo es generar informacion sobre la importancia en Salud Publica de
Escherichia coli O157:H7, la cual se va a determinar por medio de aislamiento
bacterioldgico en carne molida de res expendida en el mercado Central de
Municipio de Mixco.

El disefio de estudio es descriptivo de corte transversal donde se realizé un
muestreo por conveniencia en 25 carnicerias al azar del mercado central del

municipio de Mixco.

La metodologia utilizada fue el Método ISO y FDA-BAM estandar para las
pruebas de Escherichia coli O157:H7 en alimentos. Se pesaron 25 gramos de
muestra de carne molida + 225 ml de caldo TSB que se incubo a 37 °C por 24
horas. Luego se sembrd por agotamiento en agar CT-SMAC y en Agar Fluorocult
ambos se incubaron a 37°C por 24 horas. Se confirmé con pruebas bioquimicas:
Medio SIM, Caldo MRVP, AGAR Simmons Citrato y CBRF + Sorbitol.

Los resultados se analizaron por medio de estadistica descriptiva en donde

se obtuvo el porcentaje de muestras positivas y negativas.

De las 25 muestras analizadas, en una sola muestra se determind la
presencia de Escherichia coli O157:H7, lo que indica un 4% de la muestra,

confirmada con las pruebas bioquimicas.

De la totalidad de muestras analizadas 68% estd contaminada con

bacterias concomitantes y un 28% contaminadas con Escherichia coli.
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SUMMARY

E. coli O157:57 is a very important pathogen in human public health, is
necessary to make the determination of this bacteria in ground beef, in order to

know the vehicle of transmission.

The main idea is to generate information about the importance of the
Escherichia coli O157:H7 in Human public Health, determinated through
bacteriological isolation in ground beef expended in the Central Market in the

Township of Mixco, Guatemala.

The study design was descriptive of the transversal cut where the sample
for convenience of 25 random Butchers of the Central Market in Township of

Mixco, Guatemala.

The methodology used was ISO Method and FDA-BAM for the standard
tests of Escherichia coli O157:57 in foods. The 25 gram of ground beef broth + 225
ml TSB which was incubated at 37°C for 24 hours were weighted. After exhaustion
seeded agar CT-SMAC and Fluorocult Agar incubated at 37°C both for 24 hours.
Was confirmed with biochemical tests: Middle SIM, Broth MRVP, Simmons Citrate
Agar and CBRF + Sorbitol.

The results were analyzed using descriptive statistics were the percentage

of positive and negative samples was found.

Of the 25 samples analyzed, only one sample had presence of Escherichia
coli O157: H7, indicating a 4% of the total samples, confirmed by biochemical

tests.

The 65% of the total analyzed samples were contaminated with
concomitants bacteria and a 28% were contaminated with Escherichia coli
O157:H7
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Cuadro 3

Determinacién de Escherichia coli O157:H7 en carne molida de

res
MUESTRAS RESULTADO | PORCENTAJE
1 Positivo 4%
24 Negativo 96%
TOTAL MUESTRAS: 25
Cuadro 4

Resultados obtenidos de las muestras de carne molida de res

MUESTRAS RESULTADO PORCENTAJE
1 Escherichia coli O157:H7 4%
17 Bacterias concomitantes 68%
7 Escherichia coli 28%
TOTAL MUESTRAS: 25

36



Figura 1l
Protocolo del analisis bacteriolégico para
Escherichia coli O157:H7

Método ISO y FDA-BAM estandar para las pruebas de Escherichia coli 0157:H7
en alimentos

Pesar 25 gramos de muestra
de carne molida de res + 225

Sembrar por
agotamiento
enAgarCT-
SMACa

Sembrarpor
agotamiento

en Agar
Flu ~

Confirmar con pruebas |
bioquimicas:

iiciiion decyiiio:
» Medio SIM
» Caldo MRVP

>
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Fotografias de cultivos bacteriolégicos

Figura 2. Agar CT-SMAC positiva a Escherichia coli 0157:H7 (Sorbitol negativo)

Figura 3. Agar Fluorocult positiva a Escherichia coli O157:H7 (MUG y Sorbitol
negativo)
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Figura 4
Porcentaje de muestras positivas y negativas a Escherichia coli
0157:H7 en carne molida de res

Escherichia coli O157:H7

4%

m POSITIVO
ONEGATIVO

96%
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Figura 5
Porcentaje de muestras de los resultados obtenidos de las
muestras de carne molida de res

B Escherichia coli
0157:H7

B Escherichia coli

W Bacterias
Concomitantes
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