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RESUMEN

El presente estudio se realiza como complemento del proyecto “Calidad Microbiana de
Verduras Listas para el Consumo”. Tiene como objetivo conocer si las cepas de E. coli, que
fueron aisladas a partir de vegetales frescos listos para el consumo y empacados presentan

0 no resistencia a antibioticos y sus posibles mecanismos de resistencia.

En total se analizaron 276 muestras, las mismas que fueron preenriquecidas en caldo
lactosa y posterior aislamiento de cepas presuntivas en agar MacConkey; los cultivos
fueron purificados hasta la obtencion de colonias tipicas de E. coli y confirmadas mediante el
sistema de indentificacion Microgen GN-ID. Finalmente se evalué la susceptibilidad
bacteriana mediante la técnica de difusion en disco frente a 15 antibioticos y la evaluacion

de los mecanismos de resistencia hacia B-lactdmicos y polimixinas.

Los resultados muestran tres aspectos importantes a resaltar: la presencia de Escherichia
coli con un 9%, un elevado procentaje de resistencia hacia colistin, estreptomicina vy
cefalotin; vy, la sensibilidad de un 100% para ceftazidime, cefepime e imipenem. Por lo que

con estos resultados no se encontrarén presentes cepas productoras de BLEE.

PALABRAS CLAVE: Resistencia antibiética, pre enriquecimiento, crecimiento bacteriano



ABSTRACT

The present study was performed as a complement to the project. "The Microbial Quality of
Vegetables Ready-to-Eat". The purpose is to know if E. coli strains that were isolated from
fresh food ready for consumption and packaged or not resistance to antibiotics and its

possible mechanisms of resistance.

In total, 276 samples were analyzed, which were pre-mixed in lactose broth and subsequent
isolation of presumptive strains on MacConkey agar, were analyzed; The cultures were
purified until obtaining colonies typical of E. coli and confirmed by means of the identification
system Microgen GN-ID, finally the bacterial susceptibility was evaluated by means of the
disc diffusion technique against 15 antibiotics and the evaluation of the mechanisms of

Resistance to B-lactam and polymyxins.

The results show three important aspects: the presence of Escherichia coli with 9%, a high
percentage of resistance to colistin, streptomycin and cefalotin; and, the sensitivity of 100%
for ceftazidime, cefepime and imipenem. As a conclusion, no ESBL-producing strains were

present with these results.

KEYWORDS: Antibiotic resistance, pre-enrichment, bacterial growth.



INTRODUCCION

La demanda de vegetales frescos listos para consumir ha aumentado en el mundo y
paralelamente se han incrementado los problemas de salud de los consumidores debido a la
proliferacibn de microorganismos en estos alimentos, en los cuales los procedimientos
habituales de lavado no son capaces de reducir significativamente la carga microbiana
(Messaria., et al. 2005). Hoy en dia se considera a las Enfermedades Transmitidas por
Alimentos (ETA) como un importante problema de salud publica creciente en todo el mundo.
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefiala que en paises menos desarrollados, las
ETA son la principal causa de enfermedad y muerte, sus sintomas mas comunes son
diarreas y vomitos, pero también se pueden presentar otros como choque séptico, hepatitis,
cefaleas, fiebre, vision doble, etc., ademas se encuentran asociadas a una carga Socio-
economica significativa; mientras que en los paises desarrollados, las ETA son
responsables de altos niveles de pérdida de productividad, costos asociados al uso de los
servicios de salud y a la implementacion y monitoreo de politicas de inocuidad de los

alimentos (Olea., et al. 2012).

Segun la OMS (2011), su importancia como problema de salud publica se hizo patente en
1982, después de un brote registrado en los Estados Unidos de America. A lo que Jones, et
al. (2008) indica que aproximadamente el 70% de las diarreas se originan por la ingestion de
alimentos contaminados con microorganismos o toxinas por lo que se ha descrito alrededor
de 250 agentes causantes de ETA, entre los que se incluyen bacterias siendo los generos
Salmonella, Campylobacter y la cepa O157:H7 de Escherichia coli las mas representativas,
también se encuentran los virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales. Los cambios
en los habitos alimentarios de la sociedad, como el consumo de alimentos envasados,
comidas fuera del hogar, expendio de comidas preparadas y comidas rapidas, son factores

gue contribuyeron al incremento de las ETA.

La deteccién y la investigacion de los brotes de ETA constituye uno de los principales retos
para el Sistema de Salud Publica, pues requiere obtener, de manera oportuna y eficaz,
informacion médica (datos personales, sintomas, etc.) y analisis de laboratorio de los restos
de alimentos o de las materias primas empleadas en su elaboracion e incluso, de las manos
de las personas involucradas en la manipulacion del alimento. Tradicionalmente, las
infecciones se diagnostican mediante el cultivo de muestras de alimentos que se suponen
contaminados y la identificacion de las bacterias que crecen en los medios de cultivo, con
base en criterios morfologicos vy fisiolégicos que quizad dependan de factores ambientales o

genéticos (Gonzéalez & Rojas.2005).



La OMS (2007) estima que, en el mundo, la incidencia anual de diarreas es de 1.500
millones de casos, y 3 millones de nifios menores a 5 afios de edad mueren anualmente.
Alrededor de 76 millones de personas en USA se enferman anualmente de una ETA,
325.000 se hospitalizan y 5.000 mueren, implicando costos significativos dentro de los
gastos en salud. Por otro lado, el Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades
(CDC) de Atlanta, Georgia, analizd la informacién contenida en 1.100 brotes de ETA
ocurridos durante el afio 2007 en USA. Estos brotes causaron méas de 21.000 enfermos y 18
muertes segln Olea A, et al. (2012). Mientras que Gonzélez & Rojas (2005) nos dicen que
en Ecuador en, el afio 2010, se registraron 14.887 casos de enfermedades de infecciones
producidas por E. coli, con una tasa de 127,3 por 100.000 habitantes, casi 50% mas que en
2005.

Conjuntamente con este problema segun Mosquito, et al. (2011) se ha visto incrementado a
nivel mundial la resistencia antibiética en diversas bacterias, en especial en la Escherichia
coli, que tiene altos porcentajes de resistencia hacia la ampicilina, trimetoprim-
sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y acido nalidixico, lo que supone grandes
complicaciones en el tratamiento antibitico cuando este es requerido. Este aumento de
resistencia antibiotica se debe a la adquisicion de diferentes mecanismos moleculares de
resistencia mediante mutaciones puntuales a nivel cromosémico o transferencia horizontal
de material genético entre especies relacionadas o diferentes, facilitada por algunos
elementos genéticos tales como los integrones. Los mecanismos moleculares de resistencia
mas comunes en E. coli son inactivacién enzimatica, alteraciones en el sitio blanco y
alteraciones de la permeabilidad. Se calcula que entre el 50% y el 60% de mas de dos
millones de infecciones hospitalarias en USA son causados por bacterias resistentes, y son

responsables de cerca de 77.000 muertes por afio (Tafur., et al. 2008).

Segun la OMS, existen principalmente dos métodos de supervision de resistencia: in vivo
(fracasos terapéuticos) o in vitro (estudios en el laboratorio, en “tubos de ensayo”). Dentro
de los métodos in vitro, estan los fenotipicos (Kirby-Bauer o concentracibn minima

inhibitoria) y los moleculares cuando se hacen pruebas genéticas (Mosquito, et al, 2011)

Para la mayoria de episodios diarreicos asociados con las E. coli diarrogénicas, no es
recomendado el tratamiento antibidtico debido a que el uso excesivo de antibidticos
contribuye con el aumento de resistencia y, en el caso especifico de la E. coli 0157
relacionado con el desarrollo del sindrome urémico-hemolitico (SUH) (Smith, et al, 2011).
Esta investigacion en si se plantea evaluar la presencia de resistencia antibidtica y sus
mecanismos de resistencia en cepas de E. coli aisladas a partir de vegetales frescos listos

para el consumo y empacados.
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1.1 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son el sindrome originado por la
ingestion de alimentos y/o agua, que contengan agentes etiolégicos en cantidades tales que
afecten la salud del consumidor a nivel individual o grupos de poblaciéon. Las alergias por
hipersensibilidad individual a ciertos alimentos no se consideran ETA, sin embargo,
agencias internacionales como la Food and Drug Administration (FDA), consideran el evento
cuando este es debido a una declaraciéon inadecuada de los alérgenos (Guerrero, 2015).
Segun Diaz et al, (2012) las fuentes de contaminacion asociadas con los alimentos son
variadas, pueden provenir del mismo alimento, medio ambiente, superficies de contacto y
principalmente de seres vivos infectados que actlan como reservorios para los agentes

patégenos.

La ingesta de alimentos contaminados con patdgenos infectivos o incluso que presenten
toxinas producidas por algunos microorganismos, tales como Bacillus cereus, Escherichia
coli, conllevan al desarrollo de enfermedades alimentarias, las cuales en la actualidad son
poco comprendidas dado que el uso de herramientas de diagnéstico fiables para identificar a
los agentes microbianos causantes de estas enfermedades aun son limitadas (Newell, et al,
2010); actualmente Ldsch (2010) ha descrito mas de 250 enfermedades transmitidas por
alimentos, presentando una gran variedad de sintomas clinicos, siendo las alteraciones
gastrointestinales las de mayor recurrencia por lo que las buenas practicas de produccién de
alimentos y adecuados hébitos de consumo son de gran importancia para disminuir el

riesgo de infeccion y de brotes de ETA .

1.1.1 Intoxicaciones alimentarias.

Se produce al ingerir productos contaminados con ciertas bacterias que se han desarrollado
y multiplicado a tal punto de elaborar sus propias toxinas, estas son absorbidas a travées del
epitelio intestinal lo que deriva en alteraciones en el huésped, en si basta con la presencia
de la sustancia toxica para que se desarrolle una enfermedad, y no de la bacteria como tal
(Pascual, 2005).

1.1.2 Infecciones alimentarias

Las infecciones alimentarias son enfermedades causadas por la ingestion de alimentos que
contienen microorganismos vivos perjudiciales. En general, son determinadas por la
invasion, multiplicacion y alteraciones de los tejidos del huésped producidas por los

gérmenes transportados por los alimentos (Kooper, et al, 2009).



1.1.3 Toxiinfeccién

Es el resultado del consumo de alimentos con cierta cantidad de microorganismos
patdgenos que son capaces de producir o liberar toxinas una vez que han sido ingeridos
(Dominguez & Ros, 2010). Este es el tipo de enfermedad procedente del consumo de
alimentos contaminados con E. coli O157:H7 productor de toxina Shiga, considerada como
la causa principal de diarrea sanguinolenta, la cual puede derivar en un fallo renal agudo
(Pauta,2016).

1.2 Agentes causantes

Las ETAs son originadas por la deglucion de alimentos contaminados con agentes
patégenos, que en una cantidad considerable afecta la salud del consumidor.

Los agentes contaminantes pueden ser:

1.1.2 Agentes biol6gicos: bacterias y/o sus toxinas, hongos, virus,
parasitos.
1.1.3 Agentes quimicos: plaguicidas, fertilizantes, veneno.

1.1.4 Agentes fisicos: metales, vidrio, madera.

Las enfermedades de transmision alimentaria méas frecuentes se deben a la contaminacion
de los alimentos con agentes biol6gicos que en la mayoria de los casos son consecuencia
de un tratamiento incorrecto de los alimentos durante su obtencion, transformacion,
almacenamiento o preparacion por lo que la Organizacién Panamericana de la Salud (2002),
argumenta que la determinacion y la investigacion de los brotes de ETA forman parte de uno
de los primeros pasos para la realizacion de adecuados analisis de laboratorio que nos
permitan detectar el agente causal de las mismas, por ello la OMS (2008) publico los siete
principales patdgenos que se identifican en los alimentos, ellos son: Staphylococcus aureus,
Salmonella spp, Clostridium perfringens, Escherichia coli O157:H7, Shigella spp, Listeria

monocytogenes y Campylobacter spp.

1.3 Escherichia coli

Escherichia coli se describié por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodore
Escherich. Fue nombrada inicialmente como “Bacterium coli commune”, pero en 1919 fue
renombrada con el nombre actual en honor a su descubridor. Algunas especies son moviles
(por flagelos peritricos), no esporuladas, fermenta la glucosa y la lactosa, son catalasa
positiva, oxidasa negativa y reduce nitratos a nitritos. De acuerdo a sus requerimientos de

oxigeno son anaerobias facultativas. Forma parte de la microbiota normal del tracto



gastrointestinal (TGI) del ser humano, otros mamiferos y las aves, siendo una de las

especies bacterianas mas abundantes en esta locacion (Romeu, 2012).

En 1944, Kauffman propuso un esquema para la clasificacién de E. coli utilizando sueros de
conejos inmunizados con las variedades de los antigenos O (somatico), H (flagelar) y K
(capsular). EI antigeno O es un polisacarido termoestable, que forma parte del
lipopolisacarido (LPS) presente en la membrana externa de la bacteria. El antigeno K
corresponde al polisacarido capsular que envuelve a la bacteria. Actualmente se conocen un
total de 185 antigenos somaticos, 56 flagelares y 60 capsulares. La combinacion especifica
de los antigenos O y H define el serotipo de una bacteria, en tanto que la identificacién del
antigeno somético hace referencia al serogrupo de la cepa de E. coli (Molina & Eslava,
2015).

1.3.1 Patotipos.

Con base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E.
coli causantes de diarrea se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC),
enterohemorragica también conocidas como productoras de toxina Vero o toxina semejante
a Shiga (EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC) (Rodriguez, 2002).

1.3.2 E. coli enterohemorragica (EHEC).

La OMS (2016) indica que la principal caracteristica de este patotipo es la produccion de
toxinas semejantes a las producidas por Shigella dysenteriae por ello, también es conocida
como E. coli productora de toxina shiga, la cual puede causar graves enfermedades a través
de los alimentos y crece a una temperatura 6ptima de 37°C, proliferando en alimentos
acidos hasta un pH de 4,4 y en alimentos con una actividad de agua (aw) minima de 0,95.
Dentro de los principales brotes de EHEC se encuentran productos como las hortalizas

contaminadas por materia fecal.

1.3.2.1 Patogenia.

La OMS (2016) argumenta que entre los sintomas ocasionados por una ETA producida por
E. coli enterohemorragica los mas caracteristicos son diarrea y cdlicos abdominales los
cuales en casos progresivos pueden desarrollar una colitis hemorragica, también dentro de

este cuadro clinico se puede manifestar fiebre y vomitos.

El periodo de incubacion de esta ETA tiene una variacion de entre tres y ocho dias, pero en

casos de niflos y personas de tercera edad, en un pequefio porcentaje la infeccion puede



provocar el sindrome hemolitico urémico (SHU); este sindrome se caracteriza por una

insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia.

Actualmente el SHU es el principal origen de la insuficiencia renal aguda en nifios,
acompafado de dificultades neuroldgicas registradas en un 25% de los casos atendido,
afiadiendo que aproximadamente el 50% de los casos presenta secuelas renales crénicas.
(Lépez & Guevara, 2002).

1.3.2.2 Epidemiologia.

Griffin & Tauxe (1991) comentan que la enfermedad se transmite por via feco-oral y
actualmente se ha demostrado la transmisién de persona a persona teniendo como vehiculo
de transmisién en la poblacibn humana comUnmente a la carne de bovino. Otro tipo de
transmision es la falta de una correcta higiene durante el proceso de la elaboracién de los
alimentos y la manipulacion de los mismos por parte del consumidor. El agente etioldgico
presente en esta enfermedad es principalmente el serotipo O157: H7, aunque en la
actualidad intervienen otros como 026:H11, O111: H8 y O104: H21.

1.3.2.3Diagnéstico.

Los casos clinicos concernientes a E. coli enterohemorrdgica se pueden diagnosticar
mediante el hallazgo de estos organismos en las muestras fecales otra opcion es la
evaluacién de las muestras de alimentos y ambientales para determinar el origen de la
infeccion. Las ECEH en ocasiones son dificiles de identificar debido a que son una
poblacion menor en la flora de la materia fecal o en los alimentos. Ademas, se asemejan a la
E. coli comensal, excepto en la produccién de verotoxinas. Sin embargo, la verotoxina, no es
un indicativo que ayude a la identificaciébn de un organismo como ECEH, también deben

estar presentes otros factores de virulencia adicionales (Bielaszewska, et al,2007).

Foster et al (2006) nos indican que muchos laboratorios de diagnéstico pueden detectar la
E. coli productora de verotoxina (ECVT) e identificar la ECEH O157:H7; indicando que no
existe una técnica Unica que se pueda utilizar para aislar todos los serotipos de ECEH. En la
actualidad se han desarrollado medios selectivos y diferenciales para la ECEH O157:H7, en
base a la incapacidad de la mayoria de las cepas para fermentar el sorbitol. Con frecuencia,
se utiliza agar MacConkey que contiene sorbitol al 1% (SMAC), generalmente con cefixima y

ramnosa o telurito de potasio.

1.3.2.4 Tratamiento.

El tratamiento de la colitis hemorrégica es primordial al cual se puede incluir liquidos y una

dieta blanda, la administracion de antibioticos en este caso es recomendable que se evite
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debido a que no reducen los sintomas, no previenen las complicaciones ni disminuyen la
propagacion, y puede aumentar el riesgo de presentar SUH. En el caso de mostrar un
cuadro crénico los pacientes pueden solicitar dialisis, transfusion y/o infusion de plaquetas y
el caso de desarrollar insuficiencia renal irreversible el tratamiento ideal sera un trasplante
de rifidn (Scheiring, et al, 2008).

1.4 Antibidticos

El inicio y avance de la farmacoterapia antiinfecciosa tiene su origen en la obra de Pasteur,
Koch y Erhlich cuyos hitos fundamentales han sido las sulfamidas, la penicilina y los
antibiéticos, estos ultimos introducidos mas recientemente con un enorme impacto en la
sociedad. En la actualidad utilizamos el termino antibiético para referirnos al subgrupo de
antimicrobianos con actividad antibacteriana constituyendo un grupo heterogéneo de
sustancias con diferente procedimiento farmacocinético y farmacodinamico, ejerciendo una

accion especifica sobre una estructura o funcién del organismo (Cruz & Diaz, 2010).

Los antibidticos se caracterizan por tener elevada potencia biolégica cuando actian a bajas
concentraciones, acompafiados de una minima toxicidad para las células de nuestro

organismo (Lorenzo, et al, 2013).

La actividad de un agente antiinfeccioso esta definida por su espectro antibacteriano, es
decir, el conjunto de microorganismos patdégenos que se ven afectados por las
concentraciones del antibiético sin causarle toxicidad. El objetivo del tratamiento antibiético
es el de reducir microorganismos viables para que el sistema inmunolégico se vea capaz en
su totalidad de descartarlos, mediante a la interaccién germen-antibiético (Sejia & Vignoli,
2008).

Actualmente existen distintos tipos de clasificaciones para agrupar a estas moléculas:

1.4.1 Su origen puede ser:

1.4.1.1 Natural o bioldgico: cuando se obtiene de cultivos de microorganismos

que pueden ser hongos o bacterias.

1.4.1.2 Semisintético: cuando a partir de un nicleo basico de un agente obtenido de

forma natural, se modifican algunas de sus caracteristicas quimicas, para mejorar sus
propiedades, por ejemplo, aumentar su actividad, ampliar su espectro de accion, facilitar su

administraciéon o disminuir los efectos indeseables.

1.4.2 Por lainteraccién germen-antibiético

1.4.2.1Bactericidas: estimulan la lisis bacteriana, dentro de este grupo encontramos

10



a los B-lactdmicos, aminoglucésidos, fosfomicina, nitrofurantoina, polipéptidos, quinolonas,

rifampicina y vancomicina.
1.4.2.2 Bacteriostaticos: impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, este

grupo

lo conforman las tetraciclinas, sulfamidas, trimetoprima, cloranfenicol, macrélidos y

lincosamidas.

1.4.3 Por su espectro de accion:

1.4.3.1De espectro amplio: son aquellos que presentan una actividad sobre un

amplio nimero de especies y géneros diferentes entre ellos tenemos a las tetraciclinas,

cloranfenicol y algunos B-lactamicos.

1.4.3.2De espectro intermedio: macrolidos y aminoglucésidos.
1.4.3.3De espectro reducido: su caracteristica principal es la de activarse frente a

un

grupo reducido de especies ejemplo de ello son los glucopéptidos.

1.4.4 Por sumecanismo de accion:

1.4.4.1Inhibidores de la sintesis de la pared celular: B-lactamicos, dentro de ellos

estan las penicilinas, cefalosporinas y carbapenem, también encontramos otros

medicamentos como cicloserina, vancomicina y bacitraina.

1.4.4.2Inhibidores de la permeabilidad de la membrana plasmatica: son aquellos

gue actian aumentando la permeabilidad provocando asi la salida de los compuestos
intracelulares, como detergentes del tipo de polimixina; niostatina y anfotericina B, los cuales

se adhieren a los esteroles de la pared celular y al polipéptido daptomicina.

1.4.4.3Inhibidores de la sintesis proteica: inhiben de forma irreversible la sintesis

De proteinas, alterando la funcion de las subunidades ribosémicas 30S o 50S, por lo general
son bacteriostaticos por ejemplo cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina, clindamicina,

estreptograminas y linezélido.

1.4.4.4Inhibidores de la sintesis o funcién de los acidos nucleicos: se

caracterizan por actuar en el proceso de replicacion del ADN (quinolonas), interfiriendo en la
transcripcion (rifamicinas y nitroimidazoles) y en la inhibicién de la sintesis de metabolitos
esenciales (Burton, et al, 2007).
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1.4.5 Antibi6ticos beta-lactamicos.

La ampicilina es un beta-lactamico de espectro moderado, cuyo mecanismo de accién se da
al interferir en las Gltimas fases de la sintesis del peptidoglicano, componente necesario en
la formacién de la pared bacteriana. Uno de los principales mecanismos de resistencia hacia
beta-lactdmicos es la hidrélisis enzimatica, que es debida a la presencia de enzimas
llamadas “beta-lactamasas” que se caracterizan por hidrolizar el enlace amida del nucleo
beta-lactamico, inactivando de esta manera el antibidtico antes de que genere cualquier
efecto. Estas enzimas constituyen una amplia familia que segun la clasificacion de Bush
2010, se dividen en los grupos 1, 2 y 3, que a su vez estan divididos en 16 subgrupos. El
numero de betalactamasas actualmente descrito es sumamente elevado, incrementdndose

de manera continua.

Dentro de las mas de 890 beta-lactamasas que actualmente se han caracterizado, las
familias mas comunes dentro de las enterobacterias son: blaTEM, blaSHV, blaOXA-1 y
blaCARB. Las dos primeras pertenecientes al grupo 2b, es decir son penicilasas, inhibidas
por el 4cido clavulanico y que en algunos casos también tienen resistencia antibiética para

E.coli y una accion contra cefalosporinas de tercera generacion (Bush, 2010).

Otro grupo de betalactamasas descritas por primera vez en Pseudomonas aeruginosa y
descritas actualmente en E. coli son las blaGES que se caracterizan por hidrolizar a la

ceftazidima.

1.4.6 Polimixinas.

En noviembre de 2015 se informd sobre la deteccibn de un mecanismo de resistencia a
colistina a través de plasmidos, relacionado al gen llamado mcr-1 (Mobile Colistin
Resistance) productor de una enzima responsable de la resistencia de las bacterias a este
antibidtico. La colistina es un antibiotico de ultima linea utilizado en el tratamiento de
infecciones multirresistentes. El gen mcr-1 se encuentra en un plasmido, por lo que las
bacterias pueden compartir y diseminar facilmente la resistencia a otras bacterias (Liu, et al,
2015).

Este gen ha sido hallado fundamentalmente en E. coli con aislamientos recuperados de
bacterias de animales para consumo y alimentos, a la fecha, se ha confirmado este gen en
América, Europa, Africa y Asia. Un estudio holandés, detectd portacion gastrointestinal por
E. coli productores de mcr-1 en viajeros sanos que retornaron, luego de visitar destinos en
Latino América, sugiriendo que este determinante de resistencia ya se encuentra

diseminado en nuestras latitudes (Malbran, 2016).
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1.5 Resistencia bacteriana

La resistencia antimicrobiana (RAM) segun la OMS (2016) se produce debido a los cambios
que sufren los microorganismos al verse expuestos a los antibiéticos, dando como resultado
la ineficacia de los medicamentos y la persistencia de las infecciones en el organismo lo que
desarrolla la propagacion a otras personas. En la actualidad estan apareciendo nuevos
mecanismos de resistencia que se propagan en todo el mundo y con ello aumenta la
preocupacion en el campo de la salud debido a que cada vez es més dificil una terapia

antibiotica eficaz para combatir las infecciones.

Hoy por hoy la resistencia a los antibiticos se encuentra afectando a todos los paises,
especialmente a los pacientes con infecciones causadas por bacterias farmacoresistentes
ya que son los que corren mayor riesgo de tener peores resultados clinicos y mayores
posibilidades de morir, ademas que desde el punto de vista socio-econémico son pacientes
que consumen mas recursos sanitarios que los infectados por cepas no resistentes de los
mismos agentes patdgenos, es asi que la resistencia de Escherichia coli a una de las clases
de farmacos mas utilizados en el tratamiento de las infecciones urinarias como lo son las
fluoroquinolonas se encuentra muy generalizada por lo que en muchos paises este
tratamiento es ineficaz en mas de la mitad de los pacientes, este también es el caso de la
colistin que aunque es el dltimo recurso para el tratamiento de infecciones potencialmente
mortales por enterobacterias resistentes a los antibiéticos carbapenemicos ya se ha
detectado resistencia de la misma en varios paises y regiones, provocando que

mencionadas infecciones dejen de ser tratables (OMS, 2016).

1.5.1 Tipos.

Este fendbmeno consta de un sustrato genético intrinseco o adquirido cuya expresion
fenotipica es mediada por mecanismos bioquimicos, lo que nos facilita el poder agrupar a la

resistencia desde el ambiente bioldgico y bioquimico (Sussmann, et al, 2010).

1.5.1.1 Resistencia intrinseca.

Se la conoce también como resistencia natural, ya que el mecanismo es permanente
determinados genéticamente, un ejemplo de la misma es la resistencia de los bacilos gram

negativos aerébicos a la clindamicina

1.5.1.2 Resistencia adquirida.

A este tipo de resistencia se la conoce por producir cambios exactos o adquirir el ADN a
través de pldsmidos, transposones e integrones (Sussmann, et al, 2010), en el primer caso

la resistencia se transmite de forma vertical de generacion en generacién mientras que en el
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segundo la transferencia de genes se realiza horizontalmente por medio de los elementos
genéticos antes mencionados, lo que no solo permite la transmision a otras generaciones,
sino también a otras especies bacterianas, asi las bacterias podran obtener la resistencia a
uno o varios antibiéticos sin la necesidad de estar en contacto con estos (Fernandez et al,
2003).

Elementos genéticos moviles como los plasmidos y transposones son claves en el

mecanismo, debido a que son los encargados de transportar los genes de resistencia.

Los plasmidos son fragmentos de ADN bacteriano con longitud inestable, algunos presentan
la capacidad de replicarse independiente de la maquinaria genética que dispone la célula,
por lo que también se los conoce como conjugativos y no conjugativos segun la capacidad
antes descrita, mientras que los transposones son secuencias de ADN que pueden ser
traslocados entre cromosomas o0 de un cromosoma a un plasmido o entre plasmidos,
gracias a un sistema de recombinacion propio, y a esto se le suma la capacidad de los
plasmidos de trasladarse de una célula a otra durante la conjugacién, lo que permite la
adquisicion de genes de resistencia entre bacterias de la misma especie o especies distintas
lo que facilita la expansién epidémica de la resistencia. Algunos plasmidos y transposones
tienen elementos genéticos denominados integrones que les permite capturar varios genes

exogenos determinando la aparicién de una resistencia a varios antibidticos
Conjuntamente con lo descrito anteriormente, existen otras categorias de resistencia como:

1.5.1.3 Resistencia relativa o intermedia

Este tipo de resistencia ocurre cuando se da un aumento progresivo de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) a medida que adelanta el tiempo, es decir en esta categoria la
susceptibilidad o resistencia depende de la concentracién ya que para obtener un efecto
terapéutico es importante llegar a niveles séricos y tisulares apropiados (Sussmann, et al,
2010).

1.5.1.4 Resistencia Absoluta.

Ocurre frente a un incremento imprevisto en la CIM de un cultivo durante o después del

tratamiento (Torres,2014).

1.5.1.5 Seudorresistencia.

Se caracteriza por la presencia de resistencia in vitro, pero con un gran porcentaje de

efectividad in vivo, este fendbmeno presente en este tipo de resistencia es denominado

14



tolerancia antibidtica, en el cual la diferencia entre la concentracion bactericida minima
(MBC) y la MIC es considerable (Sussmann, et al, 2010).

1.5.2 Determinantes.

En la actualidad cada vez hay mas pruebas que implican a los genes de resistencia de
bacterias ambientales como el principal reservorio de las bacterias que colonizan e infectan
a los humanos (Nesme, et al, 2014), aunque ambos grupos tienen un conjunto muy

sustancial de genes de resistencia distintos (Gibson, et al, 2014).

Segun Bhullar, et al (2012) se han encontrado hoy en dia diversas bacterias resistentes a
varios antibiéticos en lugares alejados del exterior por un tiempo de al menos 4 millones de
afos, alguna de ellas resistentes a 14 antibiéticos comercializados. Un gran namero de
bacterias ambientales filogenéticamente diversas son capaces de usar antibiéticos como
unica fuente de carbono, lo que nos dice que existen un importante reservorio de genes de
resistencia a antibidticos (Dantas, et al, 2008). Estudios realizados mencionan que existe
evidencia de genes resistentes a beta-lactdmicos, tetraciclina y vancomicina en ADN
bacteriano de hace 30.000 afios (D’'Costa, et al, 2011). Conjuntamente con estos estudios
también se han publicado pruebas de que el intercambio de genes de resistencia a
antibiéticos entre bacterias ambientales y patdégenas de humanos ha crecido y que las
secuencias genéticas que movilizan los genes también estan presentes en bacterias

ambientales, lo que facilita a la diseminacién de los mismos (Forsberg, et al, 2012).

Ademas de consideras el origen ambiental de los genes de resistencia, tenemos que tener
en cuenta que dichos genes pueden evolucionar una vez que son obtenidos por agentes

patdgenos o comensales del hombre o de animales (Al6s,2015).

1.5.3 Mecanismos de resistencia.

Desde el punto de vista molecular y bioquimico existen tres mecanismos por los que una
bacteria puede convertirse en resistente al tratamiento antibiético, mencionando que estos

mecanismos pueden darse de manera simultanea (Sussmann, et al, 2010).

1.5.3.1Inactivacion del antibiético.

Este tipo de mecanismo de resistencia se da mediante un proceso molecular en donde la
produccion de enzimas causa destruccion o modificacion de la estructura quimica del
antibiético (Giedraitien, et al, 2011). El principal proceso de inactivacion es, la hidrolisis en el
caso de las betalactamasas, pero también se puede dar modificaciones no hidroliticas como

las acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones inactivantes de aminoglucésidos.
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Una de las caracteristicas de las bacterias es la de producir enzimas las cuales provocan
cambios en la estructura del antibiotico dando como resultado la pérdida de su funcién, por
ejemplo, las enzimas que inactivan a las penicilinas y cefalosporinas son las B-lactamasas,
estas enzimas son capases de hidrolizar el anillo B-lactdmico en el caso de las penicilinas
para dar acido peniciloico, el cual carece de actividad antibacteriana, de igual manera ocurre
con las cefalosporinas, donde la B-lactamasa genera un producto inestable es decir inactivo
que se descompone rapidamente evitando en ambos casos la unién del antibiético con las
proteinas transportadoras (PBP) y por ende se impide la formacion de la pared bacteriana y

asi no se da el proceso de lisis.

Todo el proceso antes mencionado se basa en un extenso sistema enzimatico, comun y
eficiente de resistencia, comunmente producida por bacterias Gram negativas, por lo que
para este tipo de bacterias se instituy6é varias clasificaciones siendo la mas aceptada la
clasificacion de Bush, la cual forma grupos de acuerdo a las enzimas que hidrolizan y a la

inhibicién de su actividad por el 4cido clavulanico, EDTA, aztreonam u oxacilina.

15311 Clasificacion
153.1.1.1 B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

Enzimas producidas por microorganismos Gram negativos como Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae y también por bacterias no fermentadoras como Pseudomona
aeruginosa y otros, una de las caracteristicas de estas enzimas es la de inactivar a las
penicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacibn y también a las
oximinocefalosporinas (cefalosporinas de tercera generacion) y al aztreonam (Alvarez,
2010).

Tafur, et al (2008) nos indica que estas enzimas son inhibidas por el acido clavulanico,
sulbactam y tazobactam y se han descrito algunas familias de BLEE y las mas prevalentes
son las TEM, SHV y CTX-M, de estas la mayoria se originan por mutaciones espontaneas
de B-lactamasas de espectro reducido y por cambios en el sitio activo de aminoacidos lo que
amplia su capacidad hidrolitica. La capacidad de diseminacion entre diferentes especies es
conferida por las BLEE que son mediadas por plasmidos y al mismo tiempo que llevan estos
genes también pueden portar genes que codifiguen resistencia a aminoglucosidos,
tetraciclinas y trimetoprim/sulfametoxazol, lo que ayuda al crecimiento de los niveles de

resistencia a multiples antibioticos.

1.5.3.1.1.2 B-lactdmasas de tipo AmpC.
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Estas B-lactdmasas son caracteristicas por su perfil de inhibicién y su espectro de hidrolisis,
son inhibidas por cloxacilina, aztreonam, &cido boronico y sus derivados (acido fenil-
bordnico). Las cefalosporinas de primera generacion (cefalotina) y segunda (cefuroxima)
incluidas las cefamicinas y en menor medida las de tercera generacién (cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima) son hidrolizadas por estas B-lactamasas de tipo AmpC mientras
que para cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima y cefpiroma) y carbapenems

(imipenem y meropenem) no son muy efectivas.

En la actualidad las B-lactamasas de tipo AmpC plasmidicas se han detallado en algunos
microorganismos pertenecientes a la familia de las enterobacterias como la Klebsiella spp,
Proteus mirabilis, Escherichia coli y Salmonella entérica debido a que presentan relevancia

clinica y su distribucion es muy amplia (Navarro, et al, 2011).
1.5.3.1.1.3 Carbapenemasas.

Estas enzimas se caracterizan por estar codificadas en el cromosoma bacteriano o a su vez
estar presentes en elementos genéticos moviles, por ello se las ha clasificado en dos
grupos: el primer grupo conformado por las carbapenemasas de serina que otorgan
patrones de resistencia Unicos, especialmente a todos los betalactamicos mientras que el
segundo grupos esta formado por las metalo-B-lactamasas que a diferencia de las primeras

estas son sencibles a todos menos al aztreonam (Tafur, et al, 2008).

Dentro de las carbapenemasas existe un grupo de importancia epidemiolégica denominado
KPC cuyo nombre fue otorgado por la Klebsiella pneumoniae en donde fueron encontradas
por primera vez (KPC= Klebsiella pneumoniae carbapenemases), son de naturaleza
plasmidica que se encuentran asociadas al transposon Tn4401, en la actualidad se conocen
once variantes dentro de ellas, la KPC-1 y la KPC-2 han sido descritas con mayor frecuencia
(Navarro, et al, 2011). Giedraitien, et al (2011) nos indica que existe un grupo mas dentro de
esta clasificacién y se las denomina OXA, el cual consta de variantes que hidrolizan los
carbapenemicos, dentro de ellas, las mas importantes son las de los subgrupos OXA-23,
OXA-24 y OXA-58.

1.5.3.2 Alteracién del sitio blanco.

Dentro de este tipo de resistencia se encuentran diversas modificaciones entre las mas
destacadas estan: las modificaciones a la pared celular y a la subunidad 50s o 30s
ribosomales. Como ejemplo tenemos la produccion de proteoglicanos mediante la
modificacion de enzimas catalizadoras la que confiere la resistencia a los B-lactamicos,

determinando que es esta enzima su sitio de accion.
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Otro de los ejemplos mas representativos de este mecanismo es el de la resistencia a
quinolonas en organismos patégenos como la Escherichia coli, Citrobacter freundii y
Staphylococcus aureus en donde se produce una modificacion mediada por mutacion en los
genes GyrA y GyrB los cuales codifican para las topoisomerasas Il y IV caracterizadas por

ser de caracter cromosémico (Torres, 2014).

1.5.3.3Barreras de permeabilidad.

Este mecanismo incluye tres componentes basicos que son la organizacion de la membrana
externa de la bacteria, las porinas que son conductos inespecificos que se caracterizan por
excluir al antibiético por tamafio molecular y las caracteristicas fisicoquimicas del antibiotico
como por ejemplo en el caso del imipenem que necesita la presencia de las porinas para
poder ser transportado al interior de la célula dentro de las barreras de permeabilidad se

presentan dos mecanismos principalmente.
1.5.3.3.1 Entrada disminuida.
1.5.3.3.1.1 Permeabilidad de la membrana externa.

Caracteristica en los microorganismos Gram negativos debido a que poseen una membrana

lipidica externa que forma una barrera intrinseca para la penetracion del antimicrobiano.
1.5.3.3.1.2 Permeabilidad de la membrana interna.

Se da a causa de un proceso de alteracion energética en el transportador aniénico, el cual
esta encargado de trasladar al antibiético hacia el interior de la célula ya que la capa lipidica

en la membrana interviene como mecanismo de resistencia para los antibioticos hidréfobos.
1.5.3.3.1.3 Porinas.

Se produce por la transformacién mediada por la alteracién de estas proteinas generando
una depreciacion en el paso del antimicrobiano, este mecanismo se da en microorganismos
como E. coli, Serratia marcescens y Pseudomonas aeruginosa contra aminoglucésidos y

carabapenemes.
1.5.3.3.2 Eflujo activo

Este mecanismo de da por la alteracién en la fabricacion de energia y disminucion en la
entrada del antibiético y la reduccién de la concentracién del antimicrobiano promoviendo la
extraccion activa del mismo, confiriendo resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas,

cloranfenicol y a B-latamicos (Sussmann, et al, 2010).
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1.6 Alimentos listos para el consumo.

Segun Cavallini., et al (2010) los alimentos listos para el consumo (ALC) son productos
procesados que pueden ser crudos o cocidos, venderse calientes o frios y consumirse sin
ningun tratamiento térmico adicional. En los Ultimos afios la popularidad de este tipo de
alimentos se ha incrementado, ya que representan una opcién facil y nutritiva para el
consumidor y a la vez, representan una industria creciente que ofrece oportunidades
laborales especialmente en paises en vias de desarrollo. La calidad microbioldgica y la vida
atil de estos alimentos se puede estimar determinando el nimero de bacterias aerobias y
anaerobias, el recuento de bacterias lacticas y esporuladas (que resisten algunos
tratamientos térmicos y condiciones de acidez), la presencia de indicadores de
contaminacién fecal e higiene (coliformes fecales y totales) y de patégenos reconocidos,
entre los que podemos citar a Listeria monocytogenes, Salmonella sp., Bacillus
cereus, Clostridium perfringens y C. botulinum; siendo E. coli O157:H7 una de las bacterias
enteropatbgenas mas representativas debido a su baja dosis infectiva, lo que potencia su

peligrosidad (Ordofiez, et al., 2016).

Acorde a la preferencia del consumidor los productos ya vienen troceados, listos para
consumir directamente, sin desperdiciar nada ni generar resto alguno, ademas de ser
accesibles en cualquier centro de venta, la comodidad y facilidad para su consumo hacen

gque sean productos cada vez mas demandados (Ainia., 2012).

La preocupacion por los riesgos microbiol6gicos es evidente, ya que, en la mayoria de los
casos, los productos minimamente procesados se consumen crudos y la incorrecta
manipulacién humana ademas de inadecuadas normas de seguridad en algunas etapas de
las operaciones aumenta el riesgo de contaminacién por microorganismos patdégenos
(Bachelli, et al., 2013).

1.7 Alimentos empacados

El principal objetivo del empaque de alimentos es proteger los productos del dafio mecanico,
de la contaminacién quimica, microbiana y del oxigeno, el vapor de agua y la luz. El tipo de
empague utilizado para este fin juega un papel importante en la vida del producto, brindando
una barrera simple a la influencia de factores, tanto internos como externos por lo que
empacar vegetales y frutas frescas es uno de los pasos mas importantes en el recorrido
hasta el consumidor. El concepto de extender la vida de estante de los productos,

controlando los gases en el ambiente circundante, no es nueva. (Angelfire.com, 2016).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
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2.1 Recoleccion y preparacion de la muestra.

Se recolecto las muestras de vegetales listos para el consumo (138) en los diferentes
supermercados y los vegetales frescos de venta libre (138) de la ciudad de Loja,
transportandolos de manera aséptica al laboratorio de la Universidad Técnica Particular de

Loja.

Para obtener las muestras se basd en la norma (INEN 1750:1994), seleccionando tres
unidades al azar de cada tipo de vegetales, mientras que para la elaboracion de la
submuestra se manejaron las recomendaciones de la norma (INEN 1529-2:2013), la cual
nos indica que, si el alimento esta conformado por capas, se debe tomar muestras de cada
una por separado, impidiendo infectar las partes en la misma igualdad en que se encuentran

en el producto original.

2.2 Aislamiento e identificacion de E. coli.

2.2.1 Pre-enriquecimiento.

En esta etapa se pes6 de manera aséptica 25g de muestra, en frascos con capacidad de

500mL, los cuales contenian 225mL de Caldo Lactosa estéril, cerrados con tapa rosca.

Consecutivamente se agité por dos minutos para luego someterlos a un periodo de reposo
durante 60 minutos a temperatura ambiente con la finalidad de poder medir el pH y
ajustandolo si es de ser necesario (NaOH o HCL), de esta manera se asegura que siempre
se encuentre entre 6,8 £ 2, seguido de la etapa de incubacion que durdé un lapso de 24

horas a una temperatura de 37°C.

2.2.2 Enriquecimiento.

Se utiliza esta etapa para recuperar microorganismos patégenos que se hallan en bajo
namero, a partir de muestras de alimentos donde hay una elevada concentracion de
microorganismos comensales (Rivas. et al.,, 2008). Utilizando caldos selectivos como
Rappaport-Vassiliadis (RV) y Tetrationato (TT), primero, se agité suavemente los frascos
que contenian Caldo Lactosa para luego con ayuda de micropipetas transferir 2000uL del
caldo a 10mL de caldo TT, mientras que para transferir a los 10mL de RV se cogié 100uL

del mismo caldo, homogenizando después de cada pipeteada.

Al final se incubo de las siguientes maneras; al caldo RV a bafio maria con una temperatura
de 42 +0,2°C controlado de manera termostatica y un periodo de 24 horas, mientras que al

caldo TT se lo incubo a una temperatura de 35 + 2°C durante 24 horas.
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2.2.3 Siembra en medio diferencial.

Una vez culminada la etapa de enriquecimiento se homogenizo los caldos RV y TT,
posterior se tomé una alicuota de aproximadamente 10uL de cada uno de los caldos y se
inoculo en medio MacConkey, se incubo las placas a una temperatura de 37°C por 24 horas,
después de este periodo se selecciono las placas que fermentaron lactosa para su posterior
identificacion.

2.2.4 ldentificacion morfoldgica.

Se identifico un tipo de colonias pequefias redondas-rosiceas cuyas caracteristicas son

especificas para los serogrupos de E. coli (Figura 1) (Feng. et al., 2011).

Figura 1. Colonias tipicas de E. coli en medio MacConkey

2.3 ldentificacion

2.3.1 Pruebas bioquimicas.

Al finalizar la identificacién morfolégica, se identificé el género y especie de E. coli mediante
la siembra de TSI, LIA, UREA, CITRATO y SIM; y para su confirmacion se utilizé el sistema
de identificacion Microgen GN-ID (figura 3-4), cuyo fundamento, procedimiento e

interpretacion de resultados se muestra en el anexo 1.

Figura 2. Identificacion bioquimica de E. coli
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Tabla 1. Interpretacion de pruebas bioquimicas para E coli

Microorganismo TSI GAS H2S LIA SIM INDOL CITRATO UREA
Escherichia coli A/A + - - + + - -
Fuente. (Alonso M. et al., 2015).
o LI
[ 2 = 1o | )
(008 < <o slzee
(@00 « 0,0 3000 O*
— (i®08secc00000%
Figura 3. Sistema Microgen GN-ID Figura 4. Lectura del Sistema Microgen GN-
ID
2.4 Determinacion de la susceptibilidad bacteriana
Esta etapa se determind aplicando la metodologia de difusibn en agar Muller Hinton,

utilizando la técnica de Kirby y Bauer para la cual se emplea una turbidez de 0,5 en la

escala de McFarland a una temperatura de 35+2°C, siguiendo de las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standart Institute (CLSI. 2017).
Tabla 2. Puntos de corte para Enterobacterias
PUNTOS DE
CORTE
GRUPO ANTIBIOTICO CODIGO  CONCENTRACION (mm)
(ng)
S2 Rs<
Aminoglucoésidos Amikacina An 30 17 14
Estreptomicina S 10 15 11
Gentamicina Gn 10 15 12
Anfenicoles Cloranfenicol C 30 18 12
Betalactamicos Amoxicilina/Acido Amc 20/10 18 13
inhibidores de clavulanico

betalactamasas
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Cefalosporinas Cefazolin Kz 30 15 14
(1, 11, 11, 1V)

Cefalotin Cf 30 18 14

Cefepime Fep 30 25 18

Ceftazidime Caz 30 21 17

Cefotaxime Ctx 30 26 22

Carbapenémicos Imipenem Ipm 10 23 19

Fluoroquinolonas Ciprofloxacino Cip 5 21 15

Monobactamicos Aztreonam Atm 30 21 17

Penicilinas Ampicilina Am 10 17 13

Polimixinas Colistina” Cl 10 14 10

Sulfamidas Sulfametosaxol/trimetoprin Sxt 25 16 10

Tetraciclinas Tetraciclina Te 30 15 11

Fuente: CLSI 2017 & Malbran, 2016

*Colistin: los datos son los sugeridos por EUCAST.

El criterio de seleccion para la evaluacion del mecanismo de produccién de BLEE fue la

presencia de cepas con halos <21mm en cefalosporinas de tercera generacién (cefotaxime y

ceftazidema), las cuales fueron sometidas a la siguiente prueba:

2.4.1 Pruebade sinergia de doble disco.

Esta prueba se fundamenta en colocar un disco de amoxicilina/acido clavulanico 20/10ug,

ceftazidime 30ug, cefotaxime 30 ug, cefepime 30ug y aztreonam 30ug con una distancia de

20mm entre ellos.

Los resultados de la produccion de BLEE se demuestra por el desarrollo del halo de

inhibicion o también llamado efecto sinérgico (efecto huevo) entre el disco con inhibidor y los

discos de ceftazidima 30ug, cefotaxime 30 ug, aztreonam 30ug y amoxicilina/acido

clavulanico 20/10ug.
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Figura 5. Prueba de sinergia de doble disco negativa para la deteccion de BLEE.

2.4.2 Deteccion de polimixinas

El criterio de seleccion para la evaluacion de la resistencia hacia polimixinas fue tomado
de estudios previos realizados por el Laboratorio Nacional de Referencia (LNR) de
Argentina basdndose en datos expuestos por el EUCAST, donde indica que a una
concentracion de <= 2 pg/ml en CIM se relaciona con 14 mm en la técnica de difusion
con discos para obtener cepas sensibles; mientras que a una concentracion de >= 4
pug/mL en CIM corresponde a una relacion de 10mm para la obtencion de cepas
resistentes y cepas cuyos halos se encuentren entre 11 y 13 mm, requieren definicion
por CIM (Malbran. 2016).
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CAPITULO 1l

RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Prevalencia de E. coli

Se analiz6 un total de 276 muestras de vegetales listos para el consumo y empacados, de

las cuales el 9% (26), presentaron crecimiento bacteriano caracteristico de E. coli.

En los dltimos afios, se ha presentado un aumento de brotes de enfermedades
gastrointestinales, con un impacto significativo en los sistemas de salud y produccion
agricola, debido al consumo de vegetales minimamente procesados, los cuales hoy en dia
representan la segunda causa mas importante de infecciones por este microorganismo
(OMS, 2011). Al respecto nos indica Massana (2015), que en forma notable se ha
observado el incremento de casos de sindrome urémico hemolitico causados por el
consumo de verduras envasadas, listas para consumir, y de brotes de semillas

contaminados con E. coli enterohemorragica.

Segun Garcia, (2013) la presencia de esta bacteria en vegetales listos para el consumo y
empacados sirven como indicadores de contaminacion fecal, demostrando que no son aptos
para el consumo humano, de modo que este estudio se relaciona también con la falta de
calidad sanitaria de este tipo de vegetales debido a la presencia de esta bacteria. Estudios
realizados por Castro. et al., (2006) mencionan también la presencia de E. coli en vegetales
listos para el consumo, del total de muestras recolectadas (170) existi6 un 75%, mientras
que Messaria. et al., (2009) en vegetales frescos encontrdé un 84.7% de E. coli, asi mismo

Rincén, et al, (2010) encontré el 10% de 150 muestras analizadas de vegetales empacados.

Asi mismo un estudio realizado en el Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos (INHA)
de la Habana (Cuba) reporté un aislamiento de 153 cepas caracteristicas de E. coli en
vegetales listos para el consumo (Espino. et al.,2010). Un estudio similar pero realizado dos
afos después por Pefia y colaboradores (2014), en el mismo pais revelaron la presencia de

74 cepas de la misma bacteria.

Un estudio realizado en Guatemala por Rodriguez A, (2005) se encontrd la presencia de un
16,66% E. coli en un total de 42 ensaladas y de las muestras analizadas de cada ingrediente
(168) se hallo el 5.35% del mismo agente patdgeno. En otro estudio realizado en Brasil de
muestras de vegetales como lechuga y acelgas se encontré el 40% de E. coli del total de las
muestras en estudio (Maffei. et al., 2012), mientras que en estudios realizados en nuestro
pais en la ciudad de Cuenca se encontrdé un 93.75% de prevalencia de dicha bacteria en

una totalidad de 96 muestras analizadas de lechuga (Vélez & Ortega, 2013).
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En la actualidad la presencia de esta bacteria en vegetales listos para el consumo y
empacados es preocupante al igual que las enfermedades que produce y también su
creciente aumento de resistencia a posibles tratamientos antibioticos por lo que se a
intensificado el estudio de la misma y a su vez la manera de implementar normas que
ayuden a controlar el incremento de resistencia. En este estudio se evalu6 la susceptibilidad
bacteriana de las cepas aisladas utilizando los antibiéticos que siguen las especificaciones
mostradas en la tabla 2, conjuntamente con los puntos de corte para Enterobacterias del
CLSI 2017.

Porcentaje de Resistencia y Sensibilidad de E. coli
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Figura 6. Susceptibilidad antimicrobiana a Escherichia coli aisladas a partir de vegetales frescos listos para el

consumo y empacados

El porcentaje mas alto de resistencia encontrado en este estudio es para colistina con un
61.54%, este dato se corrobora con resultados expuestos por una investigacion similar a la

nuestra en México donde se encontrd un 95% de resistencia (Sanchez. et al., 2014)

Liu y colaboradores (2015) informaron sobre la deteccion de un mecanismo de resistencia a
colistina a traves de plasmidos, relacionado al gen llamado mcr-1 (Mobile Colistin
Resistance) productor de una enzima responsable de la resistencia de las bacterias a este
antibiotico. La colistina es un antibiético de ultima linea utilizado en el tratamiento de
infecciones multirresistentes. El gen mcr-1 se encuentra en un pladsmido, por lo que las

bacterias pueden compartir y diseminar facilmente la resistencia a otras bacterias.
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Este acontecimiento genera preocupacion debido a que hasta el momento se conocia que la
resistencia a las polimixinas, entre las que se encuentra la colistina, ocurria por mutaciones
cromosdmicas y no se habia informado de la transferencia horizontal de genes que
confirieran resistencia a las mismas (OMS.,2016). De acuerdo con Freire (2016), se
sospecha que la principal razén para el surgimiento y la propagacion del mcr-1 seria el uso
exagerado de colistina en la produccion agropecuaria, como promotora de crecimiento. Sin
embargo, la presencia de este gen también fue descrita en muestras de animales
domésticos, alimentos y ambientes acuéticos, lo que muestra la propagacion hacia diversos
ecosistemas. En 2012, la OMS recomendo limitar el uso de colistin, debido que unas 12.000

toneladas de este farmaco son empleadas en la crianza de ganado cada afio.

En la actualidad investigadores de Brasil informaron sobre el hallazgo de E. coli productora
de mcr-1 en el pais, aislado a partir de muestras procedentes de alimentos y animales
(Fernandes. et al., 2015). En mayo 2016 se desarrollaron proyectos en donde, el Laboratorio
Regional de Referencia de la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos (ReLAVRA) de Colombia y el Servicio Antimicrobianos del INEIANLIS
conjuntamente con el Dr. Carlos G. Malbran de Argentina, confirmé la deteccién de cepas
clinicas de E. coli portadoras del gen mcr-1 comentando que los diferentes aislamientos que
portaban el gen mcr-1 no tenian relacion genética entre si y la resistencia detectada fue de
tipo transferible. Esto muestra que el mecanismo es capaz de ser diseminado de una

bacteria a otra (Rapoport. et al., 2016).

Seguido de la colistina se encuentran con un 50% de resistencia el cefalotin y
estreptomicina, datos que se relacionan con los publicados por el Instituto de Gendémica de
Pekin (BGI) informando que la cepa de E. coli aparecida en Alemania mostré una elevada
resistencia a distintos tratamientos antibiéticos entre los cuales se encontraba cefalotin y

estreptomicina (Vargas. et al., 2014).

Czirock & Herpay (1995), conjuntamente con Blanco. et al., (1996) y Cransberg. et al.,
(1996) mencionan que estos hechos no han ocurrido de forma aislada, sino que se debe a
la contaminacion de los vegetales frescos, con microorganismos de origen fecal,
frecuentemente a partir de ganado portador de cepas patégenas, o segun Charatan (1999) y
Rowe & Kirk (1999) debido a que algunos serotipos de E. coli son mas prevalentes en las
muestras de aguas residuales de procedencias muy diversas, las mismas que son utilizadas
para riego hacia productos agricolas, estas pueden ser las principales causas de varios

brotes de enfermedades transmitidas por alimentos ocurridos en los ultimos 20 afios.

Estos resultados se pueden deber a la presencia de varios mecanismos moleculares de

resistencia como son la inactivacion enzimatica cuyo principal proceso de inactivacion es la
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hidrolisis, pero también se pueden dar las acetilaciones, adenilaciones o fosforilaciones
inactivantes, alteraciones en el sitio blanco que se caracterizan por las modificaciones a la
pared celular y a la subunidad 50s o 30s ribosomales y las alteraciones de la permeabilidad
gue comprende tres aspectos como la estructura de la membrana externa de la bacteria, las
porinas Yy las caracteristicas fisicoquimicas del antibiético (Torres, 2014), (Sussman, et al,
2010).

Los mecanismos moleculares de resistencia empleados por E. coli, segun Mosquito. et al.,
(2011) son de vital importancia en especial de E. coli comensales debido a que estas se
encontrarian actuando como reservorio de los genes de resistencia antibiotica distribidos en

la sociedad, esto debido a la exposicion comunitaria a los antibioticos.

Conjuntamente con los resultados expuestos, también se presentdé un 100% de sensibilidad
hacia imipenem, ceftazidime y cefepime descartando la presencia de cepas de E. coli
productoras de BLEE; resultando esto interesante ya que, en cepas procedentes de
aislamientos de infecciones extrahospitalarias e intrahospitalarias la resistencia hacia
mencionados antibioticos es procupante a causa de resultados encontrados actualmente,
por ejemplo en un estudio realizado en Bogota (Colombia) se encontrd 10,3% de resistencia
para ceftazidime, 4,5% para cefepime y un 2% para imipenem (Varela, 2008), mientras que
en una investigacion realizada después de tres afios en el mismo pais se encontré que
dentro del 41,8% de las muestras recolectadas que se tipificarén como E. coli, resultaron
resistentes en un 100% para ceftazidime y cefepime mientras que para imipenem se
encontré un 14.5% (Pérez, et al, 2011)

Colquechagua y colaboradores en 2015 al realizar su investigacion encontraron el 86.1% de
cepas de E. coli productoras de BLEE a patrtir de aislamientos de muestras procedentes de
pacientes ambulatorios y de aquellos que acudieron al servicio de emergencia; en cambio
en una investigacion realizada en Ecuador (Loja) se encontraré 19.2% de BLEE (Torres.,
2014). Estos resultados obtenidos se pudeden deber a que las muestras procedentes de
aislamientos a partir de vegetales listos para el consumo y empacados aln no presentan
cepas productoras de BLEE, lo que evidentemente no sucede en cepas aisladas apartir de
pacientes con infecciones que pueden ser gastrointestinales, urinarias etc, esto, debido a
que pueden ser bacterias de origen comensal, las cuales se diferencian de las patégenas
por contener un millén menos de pares de bases, los cuales probablemente corresponden a

los genes de factores de virulencia y resistencia (Croxen. et al., 2013).
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CONCLUSIONES

v La frecuencia de cepas de E. coli aisladas fue del 9% en vegetales listos para el
consumo y empacados.

v Las cepas de E.coli presentaron 61.54% de resistencia hacia colistina y 50% para
cefalotin y estreptomicina y 100% de sensibilidad al imipenem, ceftazidime y

cefepime, descartando la presencia de cepas productoras de BLEE.
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RECOMENDACIONES

v' Debido al incremento tanto de las enfermedades transmitidas por alimentos y la
resistencia de E. coli a varios antibiéticos, se deberia aumentar el nimero de
muestras empleadas para un futuro estudio.

v' Con la presencia de resistencia a polimixinas se recomienda realizar un estudio a
nivel molecular para poder determinar la presencia del gen mcr-1 en las muestras
analizadas.

v' Los requisitos basicos para mantener los alimentos a salvo de los peligros derivados
de la presencia de este tipo de agentes microbianos son conocidos y sencillos
(Vargas, et al, 2014), por lo que es necesaria la colaboracion activa de veterinarios,
médicos, productores y proveedores de la industria alimentaria para que por medio
de una campafia de informaciébn a la sociedad se puede asegurar que estos

requisitos basicos se conozcan y se puedan llegar a cumplir.
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Anexo 1. Metodologia del MICROGEN GN-ID

PROCEDIMIENTO - INOCULACION E INCUBACIONES

1.

A R I

Hacer un test oxidasa del organismo aislado. Los organismos oxidasa positivos solo se pueden
wentificar inoculando tanto las tiras del GN A como GN B,
Emulsificar una Unica colonia oblenida de un cultivo de 18-24 horas en 3 mL de solucidn salina
esténl 0.85% para la tira GN A, Si se van a inocular ambas tiras, GN A y GN B, la colonia se
debe emulsificar en 3-5mL de solucion salina estéril 0.85%. Mezciar bien.
Quitar la lamina adhesiva que sella los pocillos cuidadosamente. NO tirar la tira adhesiva, que
a posteriori se volvera a necesitar.
Usando una pipeta pasteur estéril, afladir 3-4 gotas (aproximadamente 100pL) de la suspension
bacteriana a cada pocilio de la tira(s).
Para comprobar la pureza del indculo, transferir 1 gota de la suspension bacteriana a una placa
de medio no-selectivo. Incubar la placa aerdbicamente a 35-37°C durante 18-24 horas.

de la inoculacion, revestir los pocillos 1,2 y 3 (numerar la tira GN A empezando por el
final de la etiqueta) y pocillos 20 y 24 (tira GN B - el pocillo 13 es al final de la etiqueta) con 3-4
golas de aceite mineral. (NO afadir aceite en el pocillo 20 si el organismo aislado es
oxidasa positivo). Estos pocillos estan marcados con un circulo Negro alrededor para facilitar
su identificacion.
Sellar la parte superior de la tira(s) con a cinta adhesiva que se habla retirado antes e incubar a
35-37°C. Asegurarse que los “agujeros” de la cinta adhesiva estan sobre los pocillos 7,
11y 12 en la tira GN A strip y sobre el pocilio 14 en la tira GN B,
Las tras GN A | GN B se leeran después de 18-24 horas de incubacion para las
Enterobacteriaceae, y tras 48 horas para los aislados oxidasa positivos.

PROCEDIMIENTO - LECTURA Y ADICION DE REACTIVOS
TiraGN A

1
2.

Quilar la cinta adhesiva y anotar todas las reacciones positivas con la ayuda de la carta de color
(inclusda). Anotar los resultados en la hoja de resultados proporcionada.
Afiadir los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:
8) Adadir 2 gotas de reactivo Kovac's al pecillo 8. Leer y anotar los resultados después de 60
Formacian de color rojo indica un resultado positivo
b) Madlr‘lootaddroauivoVPly1qoladolrouctonPllalpodﬁoIOyboryanotarlos
resultados tras 15-30 minutos. La formacion de un color rosa / rojo indica un resultado

positivo
c) Afadir 1 gota del reactivo TDA al pocilio 12 y leer después de 60 segundos. La formacion
de un color rojo cereza indica un resultado positivo.
Hacer el test de reduccion de nitrato al pocilio 7 después de leer y anotar el resultado del test
ONPG. Afadir 1 gota del reactivo Nitralo A y una gota del reactivo Nitrato B al pocillo y leer
después de 60 segundos. El desamolio de color rojo Indica que el nitrato ha sido reducido a
nitrito. Si el pocillo 7 se mantlene amarilio o incoloro después de la adicidn de los reactivos
nitrato, afadir una pequefa cantidad de polvo de zinc. Esto Indicard si el nitrato ha sido

completamente reducido a nitrégeno gas
Ej Después de la adicién del Nitrato A +B;
Rojo = Positivo

Incoloro / amarillo = Negativo

Después de la adicion de polvo de zinc:
Incoloro / amarillo = Positivo
Rojo = Negativo
Anotar estos resultados adicionales en la hoja de resultados proporcionada,

Colour chart/Furbtafel/ Tableau ‘de coulewrs
Microgea™ GN A D
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FUENTE: Pazmifio, (2012)
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