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RESUMEN
Escherichia coli es una de las principales bacterias causante de enfermedades
entéricas en el ser humano por el consumo de alimentos contaminados. Dentro
de la diversidad de serotipos de esta bacteria Escherichia coli O157:H7 es un
microorganismo emergente que viene provocando brotes. Entre las
complicaciones generadas se pueden mencionar: Colitis Hemorragica (CH),

Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) o Purpura Trombocitopénica (PTT).

El objetivo del estudio fue determinar Escherichia coli 0157:H7 en carne
molida de res cruda, comercializada en supermercados del area metropolitana
de San Salvador, periodo 2007. Se realizé aislamiento selectivo de Escherichia
coli O157:H7 utilizando agar MacConkey sorbitol, y otros medios diferenciales
como: agar EMB, Cromocult coliforme y Fluorocult E.coli O157:H7; se identifico
bioguimicamente mediante técnicas en tubo y pruebas APl 20E, siendo
comparados los resultados obtenidos con una cepa patron ATCC de

Escherichia coli O157:H7.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis de las muestras, se
aislaron microorganismos no fermentadores de sorbitol, pero el resultado en los
medios selectivos-diferenciales y pruebas bioquimicas mostraron ausencia de
Escherichia coli 0157:H7. Por tanto recomendamos realizar otras
investigaciones en otros tipos de alimentos como: frutas, vegetales, lacteos,
agua y otros tipos de carne, asi también realizar investigaciones en personas
adultas y nifios con enfermedades diarreicas y disfunciones renales en

unidades de salud y hospitales.
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INTRODUCCION

La Escherichia coli O157:H7 ., es un microorganismo emergente, es decir que
viene produciendo enfermedades en humanos a un ritmo creciente en los
altimos 20 afios y amenaza con aumentar en un futuro. Este microorganismo
esta asociado a enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS),
desarrollando enfermedad diarreica aguda (EDA), Colitis Hemorragica (CH),
Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) o Purpura Trombocitopénica (PTT), en
seres humanos. La enfermedad es causada por la produccion de grandes
cantidades de una o dos citoxinas producidas en vivo, causando severos dafos
intestinales y renales. La mayoria de los brotes provocados por Escherichia
coli O157:H7 han sido atribuidos al consumo de productos de carne bovina mal
cocida, por lo que la carne molida es uno de los principales reservorios, la
presencia de la bacteria no es evidente por alteraciones organolépticas
aparentes, dificultando la inmediata toma de medidas sanitarias; incidiendo en
pérdidas econdmicas a las familias por los altos costos de un tratamiento por
las enfermedades que produce.

La presente investigacion tiene como finalidad determinar la presencia de
Escherichia coli O157:H7 en carne molida de res cruda comercializada en 42
supermercados del area metropolitana de San Salvador entre los meses de
Junio a Noviembre del afio 2007. El estudio comprendera: Un aislamiento

selectivo del microorganismo a partir de las muestras de carne seleccionadas,
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utiizando medios enriquecidos y selectivos, posteriormente se realizaran
pruebas bioquimicas y seroldgicas para su identificacion vy tipificacion
respectivamente; dichos analisis se realizaran en los Laboratorios de
Microbiologia del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)
de la Universidad de El Salvador. Por lo que se espera que esta investigacion
sea de un gran aporte y contribuya a futuras investigaciones relacionadas con

la problematica en estudio.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar Escherichia coli 0157:H7 en carne molida de res cruda,
comercializada en supermercados del &area metropolitana de San

Salvador, periodo 2007.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1

2.2.2

2.2.3

2.2.4

2.2.5

Elaborar un plan de muestreo que permita seleccionar la muestra de
carne en los supermercados.

Aislar la cepa de Escherichia coli 0157:H7 a partir de carne molida de
res cruda utilizando medios de cultivos enriquecidos y selectivos
Identificar la presencia de Escherichia coli 0157:H7 a través de
pruebas bioquimicas.

Comprobar mediante técnicas serologicas la presencia de Escherichia
coli 0157:H7.

Dar a conocer a las autoridades del CONACYT, los resultados obtenidos
de la determinacion de Escherichia coli 0157:H7 en carne molida de

res cruda.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli es un microorganismo gram negativo, aerobio o anaerobio
facultativo, sus cepas forman la mayor parte de la flora comensal del tubo
digestivo de animales y humanos, eliminandose por las heces al exterior. Por
esto, no es infrecuente que se encuentren en el medio ambiente, donde son
capaces de sobrevivir durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de
manera que su aislamiento constituye un indicador de contaminacion fecal.

Los aislados de Escherichia coli tienen pocas caracteristicas que puedan ser
usadas para distinguir una cepa de otra; por lo que ha sido necesario
implementar investigaciones epidémicas y con este fin una serie de estudios
fenotipicos y genotipicos, incluyendo tipificacion con bacteriéfagos, factores de
virulencia, genotipificacién de verotoxinas, andlisis de plasmidos, electroforesis
de enzimas multilocus, ribotipificacion, RFLP y electroforesis de campo pulsado

3.2 Accion Patogena

Los Pili comunes y antigenos superficiales actian por su capacidad de
adherencia (adhesivas). Los pili tipo 1 o MS (manosa - sensibles) y
probablemente los antigenos O y K se fijan en las células epiteliales del tracto
urinario, mientras que los pili MR (manosa- resistentes), denominados también

factores de colonizacion, facilitan la fijacibn en las células de la mucosa
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intestinal. Los antigenos O y K presentan propiedades antifagocitarias e
inhibidoras de las sustancias bactericidas del suero y son responsables de la
virulencia de las cepas invasivas, cuya sintesis esta codificada por plasmidos

de elevado peso molecular (140 Mdals). us

3.3 Estructura antigénica

Las enterobacteriaceas poseen una compleja estructura antigénica. Se han
clasificado mas de 150 diferentes antigenos somaticos O (lipopolisacaridos)
termoestables, mas de 100 antigenos K (capsulares) termolabiles y mas de 50
antigenos H (flagelares).

Los antigenos O son la parte mas externa de la pared de la célula bacteriana y
constan de unidades repetidas de polisacaridos. Algunos polisacaridos O
contienen azlcares unicos. Los antigenos O son resistentes al calor y al
alcohol, generalmente se detectan mediante aglutinacion bacteriana.

Los antigenos K son antigenos O externos sobre algunas, pero no todas, las
enterobacteriaceas. Algunos son polisacéaridos, incluso los antigenos K de la
Escherichia coli otros son proteinas. Los antigenos K pueden interferir con la
aglutinacién por antisuero O, y a veces se asocian con virulencia.

Los antigenos H se localizan sobre los flagelos y se desnaturalizan o retiran
mediante calor o alcohol. En las variedades de bacterias dotadas de motilidad
se les puede conservar mediante tratamiento con formalina. Estos antigenos H

se aglutinan con anticuerpos H. Los determinantes de los antigenos H son una
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funcion de la secuencia de aminoacidos en la proteina flagelar. Los
microorganismos tienden a cambiar de una fase a la otra; esto se denomina
variacion de fase. Los antigenos H sobre la superficie de la bacteria a veces

interfieren con la aglutinacion por anticuerpos anti-O.

3.3.1 Flagelos

Los flagelos bacterianos son apéndices filiformes compuestos en su totalidad
por proteina, miden de 12 a 30 nm de diametro. Son los érganos de la
locomocion para las formas que los poseen. Se conocen tres tipos de
ordenamientos: monétrico (flagelo polar nico), lofétrico (flagelos polares
multiples) y peritrico (flagelos distribuidos en la totalidad de la célula).

Un flagelo bacteriano esta constituido por varios millares de moléculas de una
subunidad proteinica denominada Flagelina. El flagelo esta formado por la
agregacion de subunidad para formar una estructura helicoidal. Se presume
que las flagelinas de diversas especies bacterianas difieren entre si en la
estructura primaria. Son altamente antigénicas (antigenos H) y algunas de las
respuestas inmunitarias a la infeccién estan dirigidas contra estas proteinas. El
flagelo est4 adherido al cuerpo celular bacteriano por medio de una estructura
compleja constituida por un gancho y un cuerpo basal. EI gancho es una
estructura curva y corta que parece actuar como articulacion universal entre el
motor en la estructura basal y el flagelo. El cuerpo basal tiene una serie de

anillos: un par en las bacterias gram positivas y dos pares en las gram
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negativas. Todos los componentes del motor flagelar se localizan en la
envoltura celular. Los flagelos unidos a envolturas celulares aisladas y selladas
giran de manera anormal cuando el medio contiene un sustrato adecuado para
la respiracion o se establece, de manera artificial, un gradiente de protones.

Cuando una bacteria peritrica nada, sus flagelos se reunen para formar un
manojo posterior que empuja a la célula hacia delante en una linea recta

mediante rotacién en sentido opuesto al movimiento de las manecillas del relo;.

3.3.2 Pili (fimbrias)

Muchas bacterias gram negativas poseen apéndices rigidos en la superficie
denominados pili (del latin, “pelos”) o fimbrias (del latin, “flecos”). Son mas
cortos y méas delgados que los flagelos; como éstos, estan constituidos por
subunidades proteinicas estructuradas llamada pilinas. Algunas fimbrias
contienen un solo tipo de pilina; otras, mas de uno. Las proteinas menores
situadas en los extremos de las fimbrias determinan las propiedades de
adhesion. Pueden diferenciarse dos clases, las fimbrias ordinarias, que
intervienen en la adherencia de las bacterias simbidticas y patdgenas a las

células huésped.

3.4 Clasificacion de Escherichia coli
La Escherichia coli causante de diarrea es muy comun en todo el mundo.

Estas Escherichia coli se clasifican por las caracteristicas de sus propiedades
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de virulencia, y cada grupo causa la enfermedad por un mecanismo diferente.
Las propiedades de adherencia a las células epiteliales de los intestinos grueso
y delgado son codificadas por genes situados en los pladsmidos. De manera
similar, con frecuencia las toxinas son mediadas por plasmidos o por fagos.
En los Ultimos afios se han identificado 6 categorias de Escherichia coli:

- Escherichia coli enterotoxigénica (ECET) genera una enterotoxina

- Escherichia coli enteropatogena (ECEP) generada por adherencia intima a

la célula huésped.

Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI) por invasion a la célula.

Escherichia coli enterohemorragica (ECEH) adherencia a la intima de la

célula huésped

Escherichia coli enteroagregativa (ECEAQQ).

Escherichia coli enteroadherente (ECDA) generada por una produccion de

enterotéxina.
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CUADRO N° 1. Caracteristicas de los diferentes grupos de E. coli que

causan diarrea en seres humanos (Blanco 1991) .,

Caracteris- ECEP ECET ECE *ECHE DAEC EAgQgEC
ticas
Toxinas Generalmen- | Enterotoxi- Invaden las | Verotoxinas EAST-1
te no las nas LTy Sta |célulassin |VT-1y Hemolisi-
producen producir VT2 na
toxinas Termola-
bil
Factores de | Factor CFA/ Proteinas de | Fimbria que | Adheren- | Estructu-
colonizacioén | adherente CFA/I membrana | se adhiere a |cia ra fibrilar
EAF.Sélo en | CFA/III externa células Células posible,
cepas de CFA/IV, PCF Hente-407 Pili de
clase | 0159, adhesion
PCF 0148
Lugar de Intestino Intestino Intestino Intestino Intestino
actuacion delgado y delgado grueso grueso grueso
grueso
Sanguino- Sanguino-
Tipo de Acuosa Acuosa lenta con lenta con Acuosa | Acuosa
diarrea fiebre fiebre
Principal -
Paises Amplia mente en Baja Principalmen
donde distribucion paises en frecuencia |te en EEUU
predomina via de en casi todo |y Canada
desarrollo el mundo

3.4.1 Escherichia coli Enteropatégena (ECEP) es causa importante de
diarrea en los lactantes, particularmente en los paises en desarrollo. La ECEP

se asocid0 antes con los paises

brotes de diarrea en guarderias en
desarrollados. La ECEP se adhiere a las células mucosas del intestino delgado.
Los factores mediados cromosémicamente promueven adherencia firme. Hay
pérdida de las microvellosidades (borramiento), formacion de pedestales de

actina filamentosa o estructuras calciformes, y en ocasiones, las ECEP

penetran a las células mucosas. En las micrografias electrénicas de biopsia de
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las lesiones del intestino delgado pueden observarse lesiones caracteristicas.
La infeccion por ECEP provoca diarrea acuosa, generalmente autolimitada,
pero puede ser crénica. La diarrea por ECEP se ha vinculado con mdltiples
serotipos especificos de Escherichia coli; las cepas se identifican mediante la
tipificacion del antigeno O y en ocasiones del antigeno H. También se puede
desarrollar un modelo de infeccion en dos etapas con células Hep-2. Las
pruebas para identificar la ECEP se llevan a cabo en laboratorios de referencia.
El tratamiento con antibioticos puede acortar la duracion de la diarrea por ECEP

y curarla cuando es croénica. ¢

3.4.2 Escherichia coli Enterotoxigena (ECET) es causa comun de la “diarrea
del viajero” y agente etioldégico importante de diarrea en lactantes de los paises
en desarrollo. Factores especificos de colonizacion de la ECET promueve en
humanos la adherencia a las células epiteliales del intestino delgado. Algunas
cepas de ECET producen una exotoxina termolabil (LT) (PM 80 000) bajo
control genético de un plasmido. Su subunidad B se une con el gangliésido GM;
del borde en cepillo de las células epiteliales del intestino delgado y facilita la
entrada de la subunidad A (26 000 de peso molecular) a la célula, donde activa
la adenililciclasa. Esto incrementa notablemente la concentracion local del
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP), que a su vez produce hipersecrecion
intensa y prolongada de agua y cloruros e inhibe la reabsorcion de sodio. La luz

intestinal se distiende con el liquido y sobrevienen aumento de la peristasis y
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diarrea que duran varios dias. La LT es antigénica y presenta reaccion cruzada
con la enterotoxina del Vibrio cholerae; estimula la produccién de anticuerpos
neutralizantes en el suero (y tal vez sobre la superficie del intestino) de
personas previamente infectadas con la Escherichia coli enterotoxigena. Las
personas residentes en regiones donde estos microorganismo son muy
prevalentes (p. €j., algunos paises en desarrollo) tal vez poseen anticuerpos y
son menos susceptibles a sufrir diarrea con las nuevas exposiciones a la
Escherichia coli productora de LT. Las pruebas para LT incluyen las
siguientes:

1) Acumulacion de liquido en el intestino de animales de laboratorio.

2) Cambios celulares tipicos en el cultivo de células ovaricas de caballo chino y
en otras lineas celulares.

3) Estimulacion de la produccién de esteroides en cultivos de células de tumor
suprarrenal.

4) Pruebas de enlace e inmunitarias con antisueros LT estandarizados. Estas
pruebas solo se practican en laboratorios de referencia. Algunas cepas de la
ECET producen la enterotoxina termoestable ST (PM 1 500 a 4 000) bajo
control genético de un grupo heterogéneo de plasmidos. La ST activa la
guanililciclasa en las células epiteliales entéricas y estimula la secrecion de
liguido. Muchas cepas positivas a ST también producen LT, las cepas con

ambas toxinas producen diarrea mas grave. s
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Los pladsmidos portadores de los genes para enterotoxinas (LT, ST) también
pueden portar genes para factores de colonizacion que facilitan la adhesion
de las cepas de Escherichia coli al epitelio intestinal. Factores de colonizacion
reconocidos se presentan con particular frecuencia en algunos serotipos.
Ciertos serotipos de la ECET se encuentran en todo el mundo; otros presentan
distribucion limitada. Potencialmente cualquier Escherichia coli puede adquirir
un plasmido que codifique para enterotoxina. No hay una asociacion definida de
la ECET con las cepas de ECEP causantes de diarrea en nifios. De igual
manera, no hay relacion entre cepas enterotoxigenas y cepas capaces de

invadir las células del epitelio intestinal.

Se recomienda cautela en la seleccidbn y con el consumo de alimentos
potencialmente contaminados con ECET para ayudar a prevenir la diarrea del
viajero. La profilaxia antimicrobiana puede ser eficaz, pero a veces incrementa
la resistencia bacteriana a los antibiéticos y tal vez no debe recomendarse en
todos los casos. Una vez presente la diarrea, el tratamiento con antibitticos

reduce de manera eficaz la duracién de la enfermedad.

3.4.3 Escherichia coli Enteroinvasora (ECEI) produce una enfermedad muy
similar a la shigelosis. La enfermedad se presenta mas comunmente en los
nifios de los paises en desarrollo y en las personas quienes viajan a dichos

paises. Igual que la Shigella, las cepas de ECEI no fermentan la lactosa, o la
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fermentan tardiamente, y carecen de motilidad. La ECEI produce la enfermedad

al invadir las células epiteliales de la mucosa intestinal. ¢

3.4.4 Escherichia coli Enteroagregativa (ECEA) causa diarrea aguda y
cronica (> 14 dias de duracién) en personas de los paises en desarrollo. Estos
organismos también son causantes de enfermedades producidas por alimentos
contaminados, en paises industrializados. Se caracteriza por su patrén de
adherencia a células humanas. EACE produce toxina parecida a ST y una
hemolisina.

Septicemia (infeccién sistémica por la aparicion de patégenos en la sangre)
cuando las defensas anormales del huésped son inadecuadas, la Escherichia
coli puede alcanzar el torrente sanguineo y provocarla.

Los recién nacidos a veces son muy susceptibles a la septicemia por
Escherichia coli debido a que carecen de anticuerpos IgM. La septicemia
también puede presentarse como consecuencia de infeccion del aparato
urinario.

Meningitis: la Escherichia coli y los estreptococos del grupo B son las
principales causas de meningitis en los lactantes. Casi 75% de la Escherichia
coli procedente de casos de meningitis posee el antigeno K1, el cual muestra
reaccion cruzada con el polisacarido capsular del grupo B de la N.
meningitidis. El mecanismo de virulencia asociado con el antigeno K1 ain no

se comprende.
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3.4.5 Escherichia coli Enterohemorragica (ECEH) produce verotoxina, asi
denominada por su efecto citotoxico sobre las células Vero, una linea de células
renales del mono verde africano. Existen al menos dos variantes antigénicas de
la toxina. La ECEH se ha asociado con colitis hemorragica (CH), una variedad
grave de diarrea; y con el sindrome urémico hemolitico (SUH), enfermedad
capaz de producir insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica micro-giopatica
y trombocitopenia. La verotoxina tiene muchas propiedades similares a la toxina
Shiga producida por algunas cepas de la Shigella dysenteriae tipo 1; sin
embargo, las dos toxinas son antigénica y genéticamente distintas. De los
serotipos de la Escherichia coli que producen verotoxina el mas comun es
0157:H7 y el Unico que puede identificarse en muestras clinicas. La ECEH
0157:H7 no emplea sorbitol, a diferencia de la mayor parte de las otras
Escherichia coli es negativa sobre agar MacConkey sorbitol (tiene sorbitol en
lugar de lactosa); para identificar las cepas O157: H7 se utilizan anticuerpos
especificos. Las pruebas para la verotoxina se practican en laboratorios de
referencia. Muchos casos de colitis hemorragica y sus complicaciones
asociadas pueden prevenirse mediante coccién completa de la carne molida de

ternera. g

3.5 Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli O157:H7 y otros serotipos de productor de toxina Shiga

(STEC: Shiga Toxin E. coli). Escherichia coli O157:H7 es un patdégeno



31

emergente asociado a enfermedades transmitidas por alimentos. En 1982 fue
reconocido por primera vez como patdégeno humano responsable de dos brotes
de diarrea sanguinolenta severa que afectaron a 47 personas en EE.UU. Los
brotes fueron asociados epidemiol6gicamente con  hamburguesas
contaminadas, consumidas en restaurantes pertenecientes a una cadena de
comidas rapidas. A partir de entonces numerosos brotes han sido notificados en
distintas partes del mundo. s

Hoy se sabe que Escherichia coli O157:H7 es el prototipo de un grupo de mas
de 150 serotipos de Escherichia coli O157:H7 (026:H11; O103:H2; 0111: NM;
0113:H21; 0O145: NM; entre otros) que comparten el mismo potencial
patogénico. Los serotipos de STEC, asociados a enfermedades severas en el
hombre pertenecen a la categoria de Escherichia coli enterohemorragico
(EHEC). Los serotipos de la VTEC (Vero Toxygenic Escherichia coli)
asociados a la produccion de enfermedad en el hombre son los que
corresponden a la clasificacibn de enterohemorragicos (EHEC). Esta
designaciéon se debe a su capacidad de producir lesiones hemorragicas en el
intestino. Este grupo posee una serie de cualidades que determinan su
virulencia, entre las cuales cabe mencionar:

- Producen verocitotoxina (VT1, VT1- VT2, VT2 y sus variantes)

- Sintetizan una proteina llamada intimina, que es codificada por el gen llamado
eaeA del cromosoma de la bacteria. La intimina es la responsable de la union

de Escherichia coli a las células de la pared intestinal (enterocitos) proceso
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que inicia las lesiones en las vellosidades que los enterocitos poseen en aquella
parte de su superficie que constituye la pared interna del intestino. ¢

En algunos casos de Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) se han aislado cepas
de VTEC que carecen del gen eaeA en los que la unién a los enterocitos esta
reemplazada por la produccion de otro accesorio de adherencia.

- Poseen un plasmido (esto es, ADN de doble cadena que al unir sus extremos
adquiere forma circular) de gran tamafio (por eso se lo llama megaplasmido)
con un peso molecular de 60 millones. Este plasmido contiene los genes
necesarios para la sintesis de una enterohemolisina, toxina que es capaz de
producir la destruccién (lisis) de los glébulos rojos (de alli hemolisina) y un
apéndice de adherencia al epitelio intestinal tipico de las EHEC.

Resulta interesante destacar que en las primeras observaciones, en la década
del 50 y del 60, surgen interpretaciones tanto clinicas como etiologicas y
patogénicas, que luego fueron desplazadas por otras o relegadas al olvido para
cobrar nuevamente vigencia en la actualidad enriquecidas con estudios y
observaciones de los ultimos afios. En 1966 no hacian diferenciacion entre la
Parpura Trombdética Trombocitopénica (PFT) y el Sindrome Urémico Hemolitico
(SUH) mas que por la edad de presentacion y la extension de las lesiones.
Posteriormente se desvinculd a estas entidades, diferenciando netamente por
un lado la PTT o Sindrome de Moschcowitz Symmer de presentacion
especialmente en jovenes adultos con sintomatologia predominantemente

neuroldgica, lesiones microvasculares diseminadas, evolucién generalmente
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fatal y etiologia desconocida y por otro el SUH o Sindrome de Gasser de
presentacion principalmente en nifios de corta edad, precedido generalmente
por diarrea sanguinolenta, dominando el cuadro clinico la insuficiencia renal
aguda junto a anemia hemolitica con lesiones microvasculares de selectiva
localizacién renal y de etiologia multiple. Por ello se postulé que SUH y PTT

pueden ser gradientes sintomaticas de una misma enfermedad.

3.6 Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es la causa mas frecuente de
insuficiencia renal aguda (IRA) en los nifios (en la mitad de los casos necesita
dialisis). Es un sindrome que incluye IRA, trombocitopenia (disminucion del
namero de plaquetas en la sangre) y hemdlisis (destruccion de los globulos
rojos que lleva a una anemia) esto es producto, en la mayoria de los casos, por
toxinas producidas por una bacteria: Escherichia coli O157:H7. La toxina
producida por este serogrupo de Escherichia coli se denomina “siga toxina”,
por ser similar a la producida por Shigella. La muerte por sindrome urémico
hemolitico disminuyé gracias a la precocidad de los diagndsticos y a los nuevos
métodos de control de la insuficiencia renal. Hoy, la tasa de letalidad es del 2
por ciento. ElI 70 por ciento de los nifios que padecen esta enfermedad se
recuperan sin secuelas, sin embargo, es necesario controlarlos regularmente
porque, en algunos casos, desarrollan problemas renales o hipertension como

consecuencia tardia del sindrome.
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3.7 Patogenia

La carne picada insuficientemente cocida, es el vehiculo méas frecuente de
brotes de ETAs (Enfermedades Trasmitidas por Alimentos) causados por este
organismo.

La colitis hemorragica ha sido transmitida ademas por embutidos fermentados,
leche cruda, yogures artesanales, sidra de manzana y mayonesa. Los brotes
que han involucrado alimentos acidos demuestran la tolerancia de los
organismos causales a pH bajos. Estos microorganismos también han sido
aislados de productos vegetales, la contaminacion de vegetales puede ser
consecuencia del uso de abonos organicos de origen bovino. También el agua
ha sido considerada vehiculo de transmision, habiéndose informado de brotes
asociados a la ingestiéon de agua no clorada, o del contacto con piletas de
nataciéon y también de un lago contaminado. También se ha identificado a la
materia fecal bovina como una fuente de contaminacion para alimentos y
agua s

Actualmente se ha convertido en uno de los desafios mas fuertes para la
industria de la carne. La transmision persona a persona es también una via
importante para adquirir la infeccion debido a la baja dosis infectiva (50 — 100
UFC).Ingresa al organismo por la ingesta de carne (especialmente mal cocida),
0 por otros alimentos que han estado en contacto con la materia fecal de la
vaca, como leche no pasteurizada, verduras y frutas mal lavadas, aguas

contaminadas, etc.
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El principal reservorio es el ganado bovino pero otros animales como el cerdo o
las mascotas (perro, gato) pueden también actuar de reservorios. A partir de
estos animales, el ser humano puede infectarse directamente, mediante
alimentos lacteos o cérnicos o por la contaminacién de vegetales. Los humanos
contaminados pueden contagiar a otros directamente o a través de la
contaminacion de alimentos.

También la contaminacion fecal de las aguas o la falta de higiene en el
procesamiento industrial puede explicar la presencia de esa bacteria en los
pescados. Es importante conocer el origen de los alimentos y en aquellos que
los posean, leer muy bien los rétulos, cémo han sido conservados y
procesados, observar la higiene, el cumplimiento de la cadena de frio y el grado
de coccion. En esta situacion lo mas valioso es la prevencion.

La contaminacién fecal del agua y otros alimentos y la contaminacién cruzada
durante la preparacion de los alimentos son rutas importantes en la transmision
de la infeccion.

Es importante destacar que STEC sobrevive a las temperaturas de refrigeracion
y congelacion y puede desarrollar a 8°C. Esta caracteristica tiene un tremendo
impacto tanto en la industria de la carne, como en los sectores de
comercializacion en donde el uso del frio esta muy extendido. Cepas de
Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) han sido aisladas de una gran
variedad de alimentos y del medio ambiente, esto implica distintas condiciones

en término de nutrientes, pH, salinidad y temperatura.
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3.8 Mecanismo de accién

Estas bacterias producen unas potentes citotoxinas que destruyen in vitro las
células en cultivo de la linea continua llamada Vero (que proviene de células de
rifidn de mono verde africano) razén por la cual han sido bautizadas como
verocitotoxinas. También se conocen como (SLT) Shiga-like toxins (toxinas
parecidas a la Shiga), porque pertenecen a la misma familia que la citotoxina
Shiga sintetizada por la bacteria Shigella dysenteriae tipo 1 causante de la
disenteria bacteriana. La produccion de verocitotoxinas esta codificada por los
acidos nucleicos de distintos bacteriéfagos, que son virus que infectan a las
bacterias, los que incorporan instrucciones en Escherichia coli para sintetizar
nuevos compuestos. Hay dos tipos de verocitotoxinas, las VT1 (SLT-1) y las VT2
(SLT-I1) con sus variantes que incluyen a la VT2e, producida por las bacterias
que causan la enfermedad de los edemas en el cerdo. Las verocitotoxinas
ejercen su accion sobre una amplia variedad de células endoteliales que
tapizan el interior de los vasos sanguineos y sobre células epiteliales,
incluyendo aquellas que tapizan el interior del ileon (parte final del intestino
delgado) y colon (intestino grueso), ceélulas endoteliales glomerulares (los
glomérulos son la estructura renal encargada de filtrar el plasma sanguineo).
También actiuan sobre los glébulos rojos que presentan en su membrana el
grupo glicolipidico P1. Las verocitotoxinas actian sobre las células uniéndose
especificamente a componentes de la membrana celular llamados receptores.

Se sabe ahora que estos receptores son glicolipidos (componentes de la
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membrana celular formados por lipidos y azlcares) especificos. El receptor
habitual para VT1 y VT2 es una ceramida trihexosida llamada Gb3; la VT2e
puede unirse a un glicolipido neutro diferente denominado Gb4. Las
verocitotoxinas estan formadas por dos subunidades llamadas A y B. La
subunidad B es la encargada de asociar a la VCT con el glicolipido. Luego, la
subunidad A de la toxina inicia la inhibicion de la sintesis proteica en la célula
llevando a la muerte celular por apoptosis; la inhibicion se produce por
inactivacion de la fraccion llamada 60S de los ribosomas encargados de la
sintesis de proteinas. Cuando esto sucede a nivel de las células que
constituyen el endotelio de los vasos sanguineos, el dafio produce coagulacion
intravascular principalmente en el sistema nervioso central, el tubo digestivo y

los rilones. 3

3.9 Factores y condiciones para el desarrollo de Escherichia coli
Enterohemorragica.

Escherichia coli enterohemorragico también pueden causar infecciones
cuando se hallan presentes en un alimento en cantidades muy escasas, en
individuos que son vulnerables por razon de la edad avanzada o de la corta
edad, por enfermedad o después de una terapia inmunosupresora. También se
deben adoptar medidas rigurosas para evitar la contaminacion cruzada desde el

alimento crudo al cocido o cocinado.
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Por esta razon, se debe ejercer vigilancia y, en aquellos casos en los que sea

necesaria intervencion, en todas las lineas de fabricacion, abastecimiento,

distribucién y almacenamiento.

Los alimentos frescos o naturales suelen contener una poblacion microbiana

mixta. La velocidad del crecimiento de cada organismo depende de muchos

factores, lo que influencia de modo notable el caracter de la poblacion que

finalmente predominara. Estos factores fueron clasificados por Mossel ®® en

cuatro grupos principales:

1)

2)

Factores intrinsecos: aquellos que dependen de las caracteristicas del
sustrato de crecimiento, es decir, del propio alimento. Incluyen parametros
quimicos, tales como la cantidad de agua disponible (aw), los tipos y niveles
de nutrientes disponibles, el pH y la capacidad tamp6n o amortiguadora de
los cambios de pH, el potencial redox y la capacidad tampdn del potencial
redox, y las sustancias antimicrobianas naturales. Ademas, son importantes
los factores bioldgicos intrinsecos, es decir, resultantes de la estructura de

los tejidos de los alimentos. (.,

Factores de procesado o tratamiento: aquellos que son consecuencia de
los tratamientos aplicados durante la elaboracion de los alimentos, tanto a
escala industrial como a escala doméstica, que modifican primariamente la

composicion de la microflora. Entre ellos: los tratamientos fisicos que
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4)
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ocasionan la muerte de los microorganismos, por ejemplo, el calentamiento
y la irradiacion; los cambios similares llevados a cabo por la adicion de
compuestos quimicos, por ejemplo, los cambios de pH causados por la
adicion de acidos, o por inoculacion de organismos que producen acidos, o
por las presiones selectivas creadas como consecuencia de la adicion de
agentes conservadores; los aumentos en determinados recuentos de
colonias que son consecuencia de la contaminacién, procedente del medio

ambiente en el que se tratan los alimentos. ¢

Factores extrinsecos: por ejemplo, la temperatura de almacenamiento, la

humedad de la atmésfera y la composicion de la fase gaseosa

Factores implicitos: estos efectos dependen de la microflora particular
dominante que inicialmente se desarrolla en respuesta a los factores
intrinsecos, del tratamiento y extrinsecos. Los efectos implicitos pueden ser
sinérgicos o antagonicos. Los efectos sinérgicos implican la alteracion de las
condiciones por un grupo de microorganismos de modo que otro grupo

resulta favorecida. Esto puede suceder como consecuencia de:

a) Organismo que elimina una sustancia que es inhibidora para otro.

b) Organismo que produce factores de crecimiento requeridos por otro.

c) Alteracion microbiana del pH, del Eh, del contenido de agua o de la

estructura del alimento, que favorecen el crecimiento de otros organismos. Los
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efectos antagdnicos son anélogos, excepto que actian de un modo opuesto:
por ejemplo, un grupo de organismos puede eliminar un factor de crecimiento
necesario para el crecimiento de otro_

Los factores intrinsecos y extrinsecos que actian sobre el crecimiento de
Escherichia coli son comunes a la Escherichia coli O157:H7. Las células de
Escherichia coli O157:H7, son resistentes a temperaturas de refrigeracion y
congelacién, y se destruyen solamente cuando son sometidas a temperaturas
superiores a 71° C. El microorganismo tiene como caracteristicas bioquimicas
diferenciales las siguientes: no es capaz de fermentar el sorbitol o lo hace
lentamente, no crece en las temperatura utilizadas para diferenciar Escherichia
coli de los demas coliformes (44.5°C-45.5°C) y no produce
betaglocuronidasa.

La capacidad de supervivencia de la Escherichia coli O157:H7 en pH acido
ha sido estudiado por algunos investigadores. Ensayos realizados con
mayonesa industrializadas con pH entre 3,6 y 3,9, mantenidas a temperaturas
de 5° C y 20° C, concluyeron que la E. coli O157:H7 tiene la capacidad de
sobrevivir mas tiempo a 5° C (34 a 55 d) que a 20° C (8 a 21 d) También se
observé que el microorganismo se mantiene bien en mayonesa y en salsas
base de mayonesa a 7° C y a 25° C y por lo tanto esos, y probablemente otros
alimentos &cidos pueden participar en la transmision del microorganismo. La
Escherichia coli O157:H7 se mantiene viable en alimentos acidos por 35 dias,

si son conservados en refrigeracion.
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3.10 Epidemiologia s

La infeccién fue reportada por primera vez en EE.UU., el brote de Colitis
Hemorragica y fue producto de ECEH del serotipo O157:H7 no fermentador de
sorbitol. Desde entonces ha sido responsable de al menos 216 brotes
epidémicos de Colitis Hemorragica, los cuales tuvieron lugar en su mayoria en
EE.UU, Canada y Gran Bretafia.

El primer brote confirmado de Escherichia coli O157:H7 verotoxigénico ocurrio
en 1983. El mas grave de todos ocurrio en 1985 en una residencia de la tercera
edad en Ontario (Canada) y en él se vieron afectados 55 de los 169 residentes
y 18 de los 137 empleados del centro, murieron 19 personas. Otro de los brotes
afectd a un grupo de estudiantes canadienses que al visitar una granja
consumieron leche fresca recién ordefiada. Entre 1986 y 1988 se realizd un
estudio epidemiolégico en nifios para definir el rasgo distintivo del SUH en
pacientes en que Escherichia coli O157:H7 fue aislado en materia fecal; en
una poblacion de estudio de 226 nifios; 60 de ellos desarrollaron HUS en 1998;
86 en 1987 y 80 en 1988, la edad promedio de los nifios fue de 2 afos y el
72% fueron menores de 5 afios. El analisis mostré un alto estatus socio-
econdémico entre los nifios con SUH como se ha observado también en
Argentina. Se ha propuesto como hipotesis que los nifios con bajo estrato socio-
econdémico puedan estar protegidos por una temprana exposicion a
Escherichia coli O157:H7 verotoxigénica y desarrollan inmunidad antes que se

presenten efectos sistémicos de las verotoxinas.
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En 1988 se reportd el primer brote en una comunidad del Reino Unido, 24
personas fueron afectadas, los vegetales fueron asociados al curso de la
infeccion. Entre 1987 y 1991 se establecieron 1773 casos de infeccion por
Escherichia coli O157:H7 verotoxigénica en Alberta (Canadd) y Escocia, 115
casos de HUS y 24 muertes, el consumo de carne fue la fuente mas
comunmente implicada 66%.

En 1993 se presentd un brote en Sheffield (Inglaterra) en el cual tres nifios
sufrieron SUH después de haber bebido leche no pasteurizada y en este mismo
afo se aislaron en Gran Bretafia cepas de Escherichia coli O157:H7 de leche
cruda, carne cruda y vacas lecheras.

Aislamientos ocasionales de Escherichia coli O157:H7 se han reportado en
brotes en Bélgica, Italia, Israel y Africa meridional (Brote de agua que afect6 a
cientos de personas en octubre de 1992.

En Colombia un estudio revel6 una incidencia de Escherichia Coli O157:H7 en
bovinos sanos de 6.5%: la alta incidencia encontrada en bovinos indica que el
ganado sano es un reservorio importante, este hecho indica la necesidad de
potenciar medidas higiénicas en los sitios de sacrifico de los animales y asi
mismo la implementacién de programas educacionales respecto al proceso de
coccion de las carnes; esencialmente en el area de mayor prevalencia del
patégeno. .5 (Mas brotes ver anexo N°. 2)

El desarrollo de una enfermedad y el aparecimiento de sus sintomas clinicos en

el hombre no son dependientes Unicamente de la presencia de los patégenos
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en el organismo ni de sus mecanismos patagonicos. EsS necesario que ocurra
la interaccion sinérgica de varios factores para que se manifieste el sindrome de
la enfermedad. Estos factores pueden estar asociados a los agentes patdégenos
0 a las personas, aisladamente o relacionarse a una comunidad que comparte
una 0 mas caracteristicas predisponentes a la enfermedad como sean los
grupos etareos, anormalidades fisiolégicas como por ejemplo supresion o
deficiencia temporal de los mecanismos de inmunidad. EI hombre sano cuenta
con varios mecanismos de proteccion contra agresiones del medio ambiente.
Dos de esos mecanismos juegan un rol fundamental en la proteccion de la
salud:

-Las barreras no especificas: como la acidez estomacal, las secreciones
quimicas de la membrana mucosa del intestino y de otros 6rganos del cuerpo
humano; juegan un papel fundamental para impedir o dificultar que el agente
invasor (microorganismo) llegue, aun viable, al sitio en cual desempefara
funciones patogénicas; por otro lado, el organismo también cuenta con barreras
especificas, como las que actian selectivamente sobre agentes patégenos y
sus toxinas, tratando de neutralizar su accidon nociva.

-Las barreras especificas: que entran en funcionamiento cuando los agentes
invasores logran sobrepasar las barreras no especificas y alcanzan sitios
internos del organismo. Esas barreras se constituyen en las respuestas del
sistema inmunolégico, con la produccién de anticuerpos y/o inmunoglobulinas,

como respuestas al estimulo de un antigeno especifico.
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La exposicion diaria y constante a los agentes patdgenos causantes de ETAs
es, sin duda, un factor de riesgo epidemioldgico. De otra parte la convivencia
permanente con sintomatologia leve de ETAs, como sean las diarreas leves;
pueden llevar a una conceptuacion de condicibn de normalidad,
considerandose por ejemplo, que la diarrea solo es sintoma de enfermedad,
acompafada de otros sintomas que dificulten las actividades diarias. Ademas,
la inmunidad que se adquiere naturalmente por el contacto constante con
pequefas dosis del agente infeccioso o toxigénico, puede influenciar los datos
sobre riesgos de ocurrencia de ETAS, porque los estados endémicos tienden a
producir un “equilibrio” en la poblacién que considerando diarreas y/o vomitos
con criterios menos rigidos que los de un diagndstico clinico, ya que esos
sintomas por comunes pueden considerarse condicion normal.

Otros indices, como la tasa de mortalidad infantil pueden, por otro lado, indicar
con mayor seguridad los riesgos reales a que se exponen los consumidores de
alimentos callejeros. De otra manera resumida, se puede afirmar que en
situaciones de endemia ocurre una “seleccion natural” de los individuos mas
resistentes durante la primera infancia. La ocurrencia de diarrea infantil refleja,
ademas de la diseminaciobn de patdgenos entéricos, la posible resistencia
adquirida por la poblacion adulta. La incidencia de ETAs entre turistas y
visitantes de otras areas en donde las acciones basicas de salud son mas
efectivas, es otro ejemplo de la existencia del riesgo de enfermarse a través del

consumo de alimentos callejeros, y de la ocurrencia de la enfermedad no
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asociada con un estado de equilibrio endémico. Hasta el 50% de los visitantes
se enferman después de consumir alimentos en donde la diseminacion de
agentes patdégenos por esta via es expresiva. La diarrea de los viajeros es
mundialmente reconocida como enfermedad asociada al consumo de

alimentos

3.11 CARNE MOLIDA (13

La carne molida ha sido considerada en todo el mundo como un alimento
nutritivo muy deseable, pero su papel como alimento basico ha cambiado
recientemente en los paises mas ricos. Los desarrollos tecnologicos alcanzados
en el procesado, conservacion y manipulacion de los alimentos han permitido a
los consumidores poder elegir los alimentos que pueden comprar dentro de una

gama muy amplia.

Junto a esta preocupacion por la frescura debe situarse el énfasis creciente que
se presta a los aspectos sanitarios; la carne, por su propia naturaleza y origen,
no solo es muy sensible a la alteracion, sino que frecuentemente esta también
implicada en la difusion de enfermedades transmitidas con los alimentos; a
pesar de los muchos avances que han tenido lugar en los ultimos 100 afios en
la higiene del procesado de este alimento, la preocupacion por el papel de los
productos carnicos como causa de toxiinfecciones esta aumentando en lugar de

disminuir.
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La carne esta constituida fundamentalmente por el tejido muscular de la “carne
roja” de los mamiferos que en la préactica corriente se limitan a un nimero
pequeiio de “especies de abasto”. El musculo esta formado por elementos
miofibrilares contractiles y proteinas sarcoplasmicas solubles; hasta una cuarta
parte de su peso es tejido conjuntivo y dependiendo del musculo en particular
una tercera parte puede ser grasa. Aunque el tejido conectivo crudo es
relativamente resistente al ataque microbiano, no se ha demostrado claramente
que su presencia tenga consecuencia microbioldgica significativa alguna; de
otra parte, el tejido graso presenta propiedades claramente diferentes de las del

musculo.

3.11.1 Propiedades importantes de la carne molida

Desde el punto de vista microbiolégico la propiedad mas importante es que la
carne presenta un gran contenido de agua (Cuadro N°.3) que corresponde a
una a, de aproximadamente 0,99, lo que permite el crecimiento de la mayoria
de los microorganismos.

El musculo contiene aproximadamente un 75% de agua en la que hay disueltos
una gran variedad de importantes sustratos de crecimiento y de otros
micronutrientes (Cuadro N°.3); por lo tanto, el mdsculo es un medio muy apto
para el crecimiento de una gran variedad de microorganismos, en especial

bacterias a quienes favorecen las condiciones de humedad.
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CUADRO N° 2. Composicién aproximada de la musculatura de
mamiferos adultos después del rigor mortis.

Componentes % Peso himedo
Agua
Proteina 75
Conectivo estructural 2.0
Miofibrilar 11.5 19
Sarcoplasmica 5.5
Grasa 2.5
Carbohidratos
Glucégeno 0.1
Glucosa + fosfatos 0.2 1.2b
Acido lactico 0.9
Sustancias solubles diversas
Nitrégenadas: Aminoéacidos 0.35
Creatina 0.55 1.65
Ingredientes 0.75
menores 0.35
Inorganicas: K 0.2 0.65
P 0.1
Otras
Vitaminas: La mayoria del grupo B
Presentes en cantidades utilizables

a. Basada en Lawrie
b. Variable hasta casi inexistente

El crecimiento de los microorganismos de la carne tiene lugar
fundamentalmente a expensas de sus componentes solubles: carbohidratos,
acido lactico y aminoacidos. Las propiedades redox de la carne ejercen una
gran influencia en su microbiologia; el factor central es la respiracion tisular que
continda consumiendo oxigeno (si existe) y produciendo CO,. En los animales
vivos la demanda de oxigeno esta mas que compensada por el que transporta
la sangre y la tension de oxigeno y el potencial redox del musculo vivo son
grandes (salvo en determinados musculos en periodos largos de ejercicio

violento). Al cesar con la muerte el aporte sanguineo, el contenido de oxigeno y
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el potencial redox del musculo disminuyen gradualmente, llevando a la
produccidon y acumulacion anaerdbica de acido lactico; la acidez desarrollada
puede ser suficiente para reducir mucho el metabolismo tisular que, sin
embargo, continda varios dias a una velocidad (incluso a temperatura baja) que
supera a la que el oxigeno puede difundir unos pocos milimetros en la carne;
por lo tanto, la masa cérnica en unas pocas horas post mortem se convierte en
anaerobia y permanece asi, salvo una pequefia porcion superficial ventilada de
unos pocos milimetros de grosor, lo que se manifiesta porque tiene un color rojo
mas brillante y porque no se origina acidez. Cuando la carne se congela, se
trata por el calor o se sala, se inhibe la respiracion; no obstante, normalmente
persiste la suficiente actividad reductora como para mantener condiciones
anaerobicas en el interior de cualquier trozo de carne de un espesor mayor de
unos 10mm aproximadamente. Consecuentemente, aunque en la superficie se
desarrolle una flora aerobica, en la carne sélo pueden crecer los anaerobios o
los anaerobios facultativos (algunos de los ultimos sélo crecen con relativa
lentitud). Debido a que pocos de estos microorganismos anaerobios se
desarrollan facilmente a temperaturas bajas, en la profundidad de la carne
refrigerada lo hacen dificilmente, incluso después de transcurrido mucho
tiempo. Cuando se pica la carne se vuelve a airear, pero si se envasa a
continuaciéon, en su masa se reinstauran gradualmente las condiciones
anaeroébicas; si hay muchos microorganismos (mas de 10°/g) su respiracion

aumenta la de los tejidos.
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En condiciones naturales el pH de la carne puede oscilar desde
aproximadamente 7,0, que esta muy cerca del 6ptimo de muchas bacterias
patdgenas y causantes de alteracion a valores proximos a 5,0; los proximos a
55 son por si mismos desfavorables al desarrollo de muchas bacterias
importantes y combinados con otros factores perjudiciales, tales como
temperaturas bajas, pueden prevenir el crecimiento casi por completo. El pH
bajo, combinado con las sales del curado, es especialmente eficaz frente a las
bacterias que corrientemente se encuentran en las carnes curadas. El pH de la
carne es inversamente proporcional a la cantidad de &cido lactico producido por

la glucdlisis muscular después de la muerte.

3.11.2 Métodos de conservacion

La carne es un producto muy alterable, es decir, los microorganismos
deteriorantes crecen facilmente en ella; de aqui que el comercio de la carne,
incluso a nivel de venta local a granel, dependa en cierto grado de los métodos
de conservacion que controlan la flora alterante; cuanto mayor sea su
procesado y mas distante el mercado mas necesaria es la conservacion.

Los sistemas de conservacion mas importantes son la refrigeracion, el
tratamiento térmico (incluido el enlatado), el curado (frecuentemente con
ahumado) y el secado o deshidratacion. La moderna tecnologia combina
frecuentemente varios de estos procedimientos; por ejemplo, el jamoén curado
ahumado puede enlatarse, tratarse térmicamente y mantenerse en refrigeracion

con lo que permanece en condiciones de consumo durante mucho tiempo.
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El almacenamiento a temperaturas bajas (refrigeracion y congelacion) por si
solo permite mantener la carne cierto tiempo sin que sus propiedades cambien
apreciablemente. Por otra parte otros métodos de conservacion (tratamiento
térmico, enlatado, desecacion, curado y ahumado) afectan de alguna forma a
las propiedades caracteristicas de la carne y dan lugar a un producto totalmente
distinto de la carne fresca.

El tratamiento térmico destruye las formas vegetativas de los microorganismos
alterantes y de la mayoria de los patdgenos, disminuyendo la proporcion de
sobrevivientes a medida que aumenta la temperatura aplicada; un buen curado
controla la flora alterativa normal y la patégena, ademéas de modificar el aspecto
y el aroma; la congelacion, refrigeracion y envasado pueden practicarse con
cualquier tipo de carne cruda, curada, o tratada por el calor.

La pasteurizacion a temperaturas menores de 85°C puede dejar algunos
microorganismos viables capaces de crecer en el producto; estos productos
tienen solo una estabilidad limitada (“semiconserva”); las temperaturas mas
altas originan productos microbiolégicamente estables (“conservas”) y las pocas
esporas sobrevivientes no pueden desarrollarse. El envasado a vacio (que
favorece a las especies anaerobias y anaerobias facultativas), la refrigeracion
(que limita el crecimiento bacteriano o sélo las especies psicrotrofas) y la
congelacién (que hasta la fusion del hielo detiene todo crecimiento) modifican

estas relaciones basicas.
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3.11.3 Microflora inicial

Con la excepcion de la superficie externa y de los tractos digestivos y
respiratorios, los tejidos de los animales sanos contienen pocos
microorganismos; los mecanismos de defensa animal controlan con eficacia los
agentes infectivos en los animales sanos vivos; sin embargo, esta defensa falla
después de la muerte.

Hay pruebas que demuestran que el nimero de microorganismos del interior de
los tejidos aumenta durante el estrés y desciende de nuevo tras el reposo.
Recuentos variables a 37°C del orden de 10° g de tejido pueden indicar una
invasion microbiana bajo un estrés poco corriente, pero hay indicios de que
existen diferencias entre las distintas especies animales, y este problema es
todavia objeto de controversia.

La limpieza del ganado en el momento del sacrificio depende de una serie de
factores que varian con la ubicacion de la explotacion, el método de transporte
y las condiciones de estabulacion en el matadero, la contaminacion de los
animales que pastan en épocas lluviosas bajo condiciones de humedad, sera
distinta de la del ganado procedente de zonas secas y polvorientas. La
temperatura que predomina en el suelo influenciard la proporcion de
microorganismos psicrétrofos en la contaminacion de este origen. Los suelos
tropicales contienen menos bacterias psicrotrofas que los de zonas templadas y
los microorganismos de la piel y de la carne del vacuno siguen un

comportamiento similar. El vacuno estabulado, explotado en régimen intensivo,



52

suele llevar menos microorganismos del suelo y mas bacterias fecales que el de
pastoreo; la naturaleza y la cantidad de contaminacion fecal se ven afectadas
por la dieta y otros factores.

La carne se contamina por contacto con el pelo, piel, patas, contenido
estomacal y entérico, leche de la ubre, fabrica y equipo de la misma, manos y
ropa de los operarios, agua utilizada para el lavado de la canal e incluso el aire
de las zonas de procesado y de almacenamiento. La contaminacion puede
darse casi en todas las operaciones del sacrificio, despiece, procesado,
almacenamiento y distribucion de la carne; la intensidad con que ocurre la
contaminacion refleja las normas de higiene y limpieza observadas en el
matadero y en la planta de procesado. La composicion de esta flora es un
reflejo de las distintas fuentes contaminantes y de la eficacia de las medidas
higiénicas que persiguen evitar la difusion microbiana.

El procesado primario de la carne consiste en el sacrificio, desollado y
evisceracion, refrigeracion y despiece. La flora inicial viene determinada
principalmente por la contaminacion superficial acaecida durante estas

operaciones.

3.11.4 Sacrificio
Las bacterias pueden llegar a la profundidad tisular con la corriente sanguinea,
como consecuencia de la contaminacion del cuchillo de degollar, pero la

facilidad con que pueden obtenerse tejidos estériles de animales sacrificados en
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el matadero por el sistema corriente, indica que la contaminacién por el sistema
sanguineo normalmente es pequefia. A esta causa se han atribuido algunos
fallos durante el curado de jamon, si bien ello no se ha confirmado de forma

definitiva.

3.11.5 Refrigeracion

El efecto de la refrigeracion en la flora microbiana depende de varios factores;
la refrigeracion rapida a temperaturas bajas con aire a gran velocidad y baja
humedad puede reducir la carga bacteriana. En condiciones menos rigurosas
puede tener lugar el crecimiento de los microorganismos psicrotrofos
alterandose asi la proporcién de psicrétrofos/mesdfilos. El tiempo que la canal
permanece en la camara de refrigeracibn puede tener mas efecto en la
poblacion microbiana que la temperatura de refrigeracion. Con tal de que se
mantengan convenientemente las condiciones de refrigeracion, la
contaminacién aérea no sobrepasaré los 10° microorganaismos/m?/minuto, que
aportard unos 14 microorganismos/cm? de superficie de canal/dia. Si las
canales se dejan enfriar a temperatura ambiente (de 15-20°C o més) pueden
desarrollarse las bacterias mesofilas, incluidas las patégenas. El despojos
comestible generalmente estd mucho mas contaminado que la carne de la
canal y por lo tanto deben someterse a enfriamiento inmediatamente. Ciertos
paises, por ejemplo, los de la Comunidad Europea exigen su enfriamiento por

debajo de 3°C_
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio:

- Campo: Realizada en supermercados Super Selectos, Despensa de don
Juan, Europa e Hiper Europay Despensa familiar.

- Experimental: Realizada en los Laboratorios de Microbiologia del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD)

- Transversal: Microorganismo que representa una problematica actual.

4.1.1 Investigacién Bibliografica:

Visita y consulta en las bibliotecas de las siguientes instituciones:

Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El Salvador.

Facultad de Medicina de la Universidad de El Salvador.

Biblioteca del Colegio de Médicos de El Salvador.

Libros relacionados con el tema y consulta a sitios Web en Internet.

4.1.2 Investigacion de Campo

Visita y entrevista con Personal capacitado y responsable en las siguientes
instituciones.

- Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT )

- Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS)
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4.2 Disefio y Tamarfio de la muestra.

Se realizo un muestreo estratificado de acuerdo a las tipos de supermercados
que se encuentran en el area metropolitana de San Salvador, para seleccionar
las salas de los supermercados entre los cuales se seleccionaron las muestras
de carne molida de res cruda.

Se considera el 50% de la poblacion (p) ya que no se tiene una investigacion
previa que determine este porcentaje. El muestreo estratificado se hara
clasificando los supermercados del area metropolitana de San Salvador por sus
lineas comerciales, (ver anexo 3) es decir cuatro estratos de la siguiente
manera

CUADRO N° 3. Estratos, supermercado, cantidad de supermercados.

NUumero de Cantidad de supermercados en
estrato Nombre del supermercado el area metropolitana de San
Salvador

1 Super Selectos 27
2 Despensa de Don Juan 9
3 Europa e Hiper Europa 5
4 Despensa Familiar 1

Total de Supermercados 42

Para seleccionar los supermercados a muestrear por estrato, se utilizé un
muestreo aleatorio simple, en donde fue elegido al azar.

n= N Z %pq

d 2(N-1)+Z pq
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Donde: N: Tamafo del universo
Z: Grado de confianza del 95%
Pq: Desviacion tipica 0 estandar de la poblacion
d: Error muestral méaximo permisible en la investigacion

Asi tenemos: n= 42 (1.96)? (0.5) (0.5)

(0.5)% (42-1) + (1.96) > (0.5) (0.5)

n = 3.6 =4 (Tamafo de muestra)
El porcentaje representativo de cada estrato se representa asi:

% = (Ni/N) x 100

Donde: Ni: Numero de supermercados por estrato
N: Numero de supermercados en el universo
Asi tenemos

% = (27/42) x 100; = 64 % Representacion porcentual del estrato 1

CUADRO N° 4. Porcentaje de representatividad de los supermercados

Estrato Calculo Porcentaje (%)
1 % = (27/42) x 100 64
2 % = (9/42) x 100 21
3 % = (5/42) x 100 12
4 % = (1/42) x 100 3
Total 100




La unidad muestreada por cada estrato se obtiene de la siguiente forma:

Donde:

Asi por estrato 1, tenemos:

ni=n (Ni/N)

Ni: Numero de supermercados por estrato

N: Numero de supermercados en el universo

n: Tamafio de muestra

ni: Numero de supermercados a muestrear por estrato

ni = 4 (27/42)

ni = 2.57 = 3 supermercados a muestrear en el estrato 1
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CUADRO No 5. Cantidad de supermercados a muestrear por estrato

Estrato Calculo Cantidad
1 ni =4 (27/42) 3
2 ni =4 (9/42) 1
3 ni = 4 (5/42) 1
4 ni =4 (1/42) 1
Total 6

CUADRO N° 6. Variedad comercial

de la carne por estrato

Estrato Super Especial Especial Regular Lomo de ternera
1 Sl Sl Sl Sl
2 Sl Sl Sl Sl
3 SI Sl NO NO
4 Si Sl NO NO




Para conocer la cantidad de muestras de carne que se tomaron por

supermercados por cada estrato se desarrollara la siguiente formula:

n=  Z?%q
d 2
Donde:
Z: Grado de confianza del 95%
Pq: Desviacion tipica 0 estandar de la poblacién

d: Error muestral méaximo permisible en la investigacion

Asitenemos: n= (1.96)?0.25
(0.5)°
n =3.84

n = 4 muestras por supermercado
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Se tomaron 4 muestras de carne por supermercados por cada estrato, es decir

una muestra por variedad.

CUADRO N° 7. Cantidad de muestras de variedad de carne por estrato

Estrato Saper Especial Especial Regular Lomo de ternera
(Lomo)
1 1 muestra 1 muestra 1 muestra 1 muestra
2 1 muestra 1 muestra 1 muestra 1 muestra
3 1 muestra 1 muestra NO

4 1 muestra 1 muestra NO

Total 4 muestras 4 muestras 2 muestras 2 muestras
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Asi tenemos, en el estrato 1 que se tomaron 3 supermercados
Por tanto:
nt = *n x # de supermercados por estrato
Nt = 4x3
nr = 12 bandejas de carne
Se tomaron 12 muestras de carne en el estrato 1, es decir 4 bandejas de carne

molida por cada uno de los 3 supermercados.

CUADRO N° 8 Cantidad de muestra a tomar por estrato

Estrato Muestras de carne por estrato
1 12
2 4
3
4 2
Total 20

En el estrato 3 y 4 solo comercializan dos variedades de carne molida por tanto

solo se tomé una de cada una. (ver cuadro N°. 7)
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5.0 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 El muestreo realizado en los supermercados para la obtencion de la carne
molida de res cruda y posterior enriquecimiento, tenemos los siguientes
supermercados:

CUADRO N° 9 Listado de supermercados a muestrear

Nombre de supermercados a
muestrear
1. Selectos, Caribe

2. Selectos, Centro

3. Selectos, Metro Sur

4. Despensa de Don Juan, Dario
5. Europa, Centro

6. Despensa Familiar, Centro

5.2 Aislamiento selectivo del microorganismo, de acuerdo a esto a
continuacion se presentan los resultados obtenidos del aislamiento con medios
selectivos y diferenciales comparandose los resultados con los obtenidos con la
cepa ATCC de Eschrichia coli O157:H7. debido a que este microorganismo no
fermenta el sorbitol y carece de la enzima betaglucoronidasa que le confiere la

fluorescencia en medios fluorogenicos como agar Fluorocult E. coli O157:H7.
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CUADRO N° 10 Perfil de aislamiento de Escherichia coli O157:H7 a través
de medios selectivos y diferenciales.

Agar Agar Flourocult Agar
Cepa ATCC MacConkey - EMB E.coliO157:H7  Fluores- Chromocult
sorbitol cencia coliforme
Escherichia - + + - +
coli O157:H7

Los resultados obtenidos con la cepa ATCC de Escherichia coli O157:H7
proporcionada por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia social nos indica
los siguientes parametros:

-Forman colonias no fermentadoras de sorbitol en agar MacConkey sorbitol, es
decir colonias incoloras.

-Forman colonias Azules con brillo metalico en agar EMB.

-Forman colonias incoloras, puntiformes, definidas en agar Fluorocult E. coli
0157:H7, sin fluorescencia frente a luz ultravioleta a longitud de onda de 366nm

-Forman colonias violetas, puntiformes, definidas en agar Chromocult coliforme.
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CUADRO N° 11 Aislamiento através de medios selectivos y diferenciales
en estrato 1.

Selectos
Caribe
Lomo
Super
especial
Especial
Regular
Selectos
Centro
Lomo
Suaper
especial
Especial
Regular
Selectos
Metrosur
Lomo
Super
especial
Especial
Regular

Agar

-sorbitol

Agar Flourocult
MacConkey EMB E.coliO157:H7

+
+

Fluores-
cencia

Agar
Chromocult
coliforme

+

+

E. coli
0157:H7

Ausente
Ausente

Ausente
Ausente

Ausente

Ausente

Ausente
Ausente

Ausente
Ausente

Ausente
Ausente

CUADRO N° 12 Aislamiento a través de medios selectivos y diferenciales
en estrato 2.

Despensa
de don
Juan
Dario
Lomo
Super
especial
Especial
Regular

Agar
MacConkey
sorbitol

Agar

EMB Flourocult
E.colio157:H7

+
+

Fluores-
cencia

Agar
Chromocult
coliforme

E. coli
0O157:H7

Ausente

Ausente

Ausente
Ausente
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CUADRO N° 13 Aislamiento através de medios selectivos y diferenciales
en estrato 3.

Europa  Agar Agar Flourocult  Fluores- Agar E. coli

Centro MacConkey @ EMB E.coliO157:H7 cencia Chromocult 0157:H7
sorbitol coliforme

Super - - + - + Ausente

especial

Especial - + - - + Ausente

CUADRO N° 14 Aislamiento a través de medios selectivos y diferenciales
en estrato 4.

Despensa Agar EMB Agar Flourocult Fluores- Agar E. coli
Familiar MacConkey E.coliO157:H7 cencia Chromocult 0157:H7
Centro sorbitol coliforme

Saper - - + - - Ausente
especial

Especial - - + - - Ausente

Los resultados obtenidos en el aislamiento a través de medios selectivos y
diferenciales para cada una de las muestras de los cuatro estratos, nos indica
ausencia de Escherichia coli O157:H7 debido a que ninguna muestra cumple
con el pardmetro de resultados obtenidos en la cepa ATCC de Escherichia coli
O157:H7 (ver cuadro N° 9), es decir que ninguna muestra responde de la
misma manera frente a los medios de cultivo. Por lo que fue necesario
caracterizar bioquimicamente las cepas aisladas para conocer los tipos de
microorganismos presentes en las muestras.

5.3 Para la caracterizacion bioquimica de las cepas aisladas y determinar la
ausencia o presencia de la cepa en estudio se compararon los resultados con

los obtenidos con la cepa ATCC de Escherichia coli O157:H7.
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CUADRO N° 15 Identificacion de cepa ATCC de Escherichia coli O157:H7
através de pruebas bioquimicas.

Rojo Microorga-
MSPAS TSI Citrato  Movilidad Indol Voges- de nismo
Proskauer  metilo identificado
Cepa A/A - + + - + Escherichia
ATCC g(+) coli 0157:H7

Los resultados obtenidos con la cepa ATCC de Escherichia coli O157:H7 de
acuerdo a pruebas bioquimicas nos indica:

-Formacién de gas sin produccion de H,S en TSI

-EI microorganismo no utiliza el citrato como fuente de carbono.

-Movilidad gracias a su capacidad flagelar.

-Formacion de Indol por la degradacién del aminoacido Triptofano.

-No hay conversion de acetoina en diacetil en la prueba de Voges-Proskauer

-Formacion de &cidos fuertes a partir de la glucosa en rojo de metilo.

CUADRO N° 16 Identificacion de cepa ATCC de Escherichia coli
0157:H7 através de pruebas bioquimicas API 20E.

MSPAS Perfil Numérico Microorganismo identificado

Cepa ATTC 5144176 Escherichia coli 0157:H7

De acuerdo a pruebas bioquimicas API 20E el perfil numérico de Escherichia
coli O157:H7 es 5144176 este valor es obtenido a través de una hoja de

resultados que acompafia a cada prueba API 20E (ver anexo 8).



CUADRO N° 17 Identificacion a través de pruebas bioquimicas en seis

muestras de estrato 1.

Selectos Rojo Microorga-
Caribe TSI Citrato Movilidad Indol Voges- de nismo
Proskauer metilo identificado

Suaper especial A/A + + - + - Enterobacter
a(+) clocae

Especial k/k + - - - - Pseudomona
a() sp

Selectos Centro

Lomo AIA + + - + - Enterobacter
a(+) clocae

Selectos Metro

sur

Lomo k/IA - + - - + Shigella sp
a()

Super especial k/k + - - - - Pseudomona
9(-) sp

Regular k/IA - + - - + Salmonella
a0) typhi

CUADRO N° 18 Identificacion a través de pruebas bioquimicas APl 20E
en seis muestras de estrato 1

Selectos Caribe Perfil Numérico Microorganismo
identificado

Lomo 6104116 Salmonella sp

Regular 3304177 Enterobacter clocae

Selectos Centro

Super especial 7044152 Escherichia coli
Especial 2202004 Pseudomona aureoginosa
Regular 3146572 Escherichia coli
Selectos
Metrosur

Especial 4104116 Salmonella pullorum




68

ESTRATO 1
26%

8% 17%

8%

8% 17%

8%

@ Enterobacter clocae m Escherichia coli

O Pseudomona sp. @ Salmonella typhi

m Salmonella sp m Salmonella pullorum

m Shigella sp O Pseudomona aureoginosa

FIGURA N° 1 Resultado de identificacion a través de pruebas bioquimica
y pruebas bioquimicas APl 20E en muestras de estrato 1.

Existe una gran variedad de microorganismos en las muestras de carne molida
de res cruda distribuida en los supermercados de Super Selectos que
representa el estrato 1. De entre las cuales se encuentra en mayor proporcion
Enterobacter clocae, ademas se encontré Escherichia coli no serotipada, al
igual que Pseudomona sp y en menor proporcion Salmonella sp, Shigella
sp, Salmonella tiphy, Salmonella pullorum y Pseudomona aureoginosa;
pero no se encontré6 Escherichia coli O157:H7. La causa por la cual se
encuentran presentes estos diferentes tipos de bacterias, se debe a la alta
contaminacion que se somete la carne desde el mantenimiento de la res en los
campos, mataderos, procesamiento y manipulacion de la carne hasta llegar al

consumidor.



CUADRO N° 19 Identificacion a través de pruebas bioquimicas en dos

muestras de estrato 2.

Despensa Rojo
DonJuan TSI Citrato Movilidad Indol Voges- de Microorganismo
Dario Proskauer  metilo identificado
Especial k/k + - - - - Pseudomona
a(-) aureoginosa
Regular A/A + - - + - Enterobacter
g(+) clocae

CUADRO N° 20 Identificacién através de pruebas bioquimicas API 20E

en dos muestras de estrato 2.

Despensa de Don
Juan Perfil Numérico Microorganismo identificado
Dario
Lomo 0020040 Brucella sp
Super especial 0024040 Shigella sp
ESTRATO 2

25%

25%

25%

25%

m Pseudomona
aureoginosa

m Enterobacter
clocae

@ Brucella sp.

O Shigella sp.
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FIGURA N° 2 Resultado de identificacion a través de pruebas bioquimica
Y q y
pruebas bioquimicas API 20E en dos muestras de estrato 2.
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En el supermercado de la Despensa de don Juan se encontré en iguales
proporciones Pseudomona aureoginosa, Enterobacter clocae, Brucella sp
y Shigella sp, pero no existe Escherichia coli O157:H7. Las caracteristicas
nutritivas propias de la carne, asi como su pH aproximado a 7.0 y una
temperatura de refrigeracién inadecuada superior a 5 °C son condiciones
Optimas para el desarrollo de estos tipos de microorganismos que al
encontrarse en ciertas cantidades pueden llegar a causar enfermedades en las

personas que consuman la carne poco cocida.

CUADRO N° 21 Identificacion a través de pruebas bioquimicas APl 20E en
dos muestras de estrato 3.

Europa Centro Perfil Numérico Microorganismo identificado
Suaper especial 3305173 Enterobacter clocae
Especial 3704542 Salmonella arizonae

ESTRATO 3

50%

@ Enterobacter clocae

E Salmonella
arizonae

50%

FIGURA N° 3 Resultado de identificacion a través de pruebas bioquimica
APl 20E en dos muestras de estrato 3.
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El andlisis de identificacion de las muestras del supermercado Europa que
representa el estrato 3 incluia Unicamente pruebas bioquimicas API 20E, las
gue nos mostré la presencia de Enterobacter clocae y Salmonella arizonae.
Estas Enterobacteriaceas son causante de enfermedades entéricas en muy
raras ocasiones, por lo que no se descarta que puedan causar complicaciones

diarreicas al consumidor.

CUADRO N° 22 Identificacion através de pruebas bioquimicas en dos
muestras de estrato 4.

Despensa Rojo de
Familiar TSI Citrato Movilidad Indol Voges- metilo Microorganismo
Centro Proskauer identificado
Super k/k + - - - - Pseudomona
especial a(-) sp
Especial k/k + - - - - Pseudomona
a(-) aureoginosa
ESTRATO 4

E Pseudomona sp.

@ Pseudomona
aureoginosa

Figura N° 4 Resultado de identificacion a través de pruebas bioquimica en
muestras de estrato 4.
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El andlisis de identificacion de las muestras del supermercado la Despensa
Familiar que representa el estrato 4, incluyoé unicamente pruebas bioquimicas,
en las cuales se identifico la presencia de Pseudomona sp y Pseudomona
aureoginosa, las cuales presentan un alto riesgo de patogenicidad, por lo que

el consumo de esta carne debe hacerse adecuadamente cocida.

CUADRO No 23 Proporcion de microorganismos presentes en las 20
muestras de carne molida de res.

Microorganismo No. Mx %
Enterobacter clocae 5 25
Pseudomona 3 15
aureoginosa
Pseudomona sp. 3 15
Escherichia coli 2 10
Shigella sp. 2 10
Salmonella typhi 1 5
Salmonella pullorum 1 5
Salmonella sp. 1 5
Brucella sp. 1 5
Salmonella arizonae 1 5

Total 20 100
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MICROORGANISMOS EN MUESTRAS

15%

25%

10%

5%
5%

5% 5% 5%

Enterobacter clocae = Pseudomona aureoginosa
= Pseudomona sp. = Escherichia coli

® Shigella sp. m Salmonella typhi

®m Salmonella pullorum E Salmonella sp.

E Brucella sp. = Salmonella arizonae

FIGURA N°5 Proporcion de microorganismos presentes en las 20
muestras de carne de res.

En las muestras de carne se encontrd en mayor proporcion Enterobacter
clocae en un 25% del total de las muestras, seguido de Pseudomona sp y
Pseudomona aureoginosa con un 15% respectivamente y en menor
proporcion el resto de microorganismos. La contaminacion por estas
enterobacteriaceas es asociada a la flora intestinal de los mamiferos, por lo que
no se descarta la contaminacion fecal de la carne por medio del contacto directo
con las visceras de la vaca, transmision madre-cria al momento del nacimiento
y lactancia, contaminacion en el procesamiento y manipulacién de carne,
transporte y almacenamiento de la carne en los supermercados son algunas de
las causas por las cuales pueden encontrarse estas bacterias en la carne y que

causan enfermedades graves en el hombre.
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5.4 No se realizaron comprobaciones mediante técnicas serologicas, debido a

5.5

ausencia de Escherichia coli 0157:H7.

Se dio a conocer a las autoridades del CONACYT, los resultados
obtenidos de la determinacion de Escherichia coli 0157:H7 en carne
molida de res cruda, a través de un documento de informacion sobre la
investigacion, por lo cual se extendid una carta de recibido con sello y

firma de CONACYT (ver anexo 10)



CAPITULO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES
1. En el aislamiento realizado en 20 muestras de carne molida de res cruda
con medios selectivos y diferenciales no se observaron caracteristicas
propias de Escherichia coli 0157:H7 al compararse con los resultados

obtenidos con la cepa ATCC.

2. De acuerdo a los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas y API
20E, los microorganismos aislados presentaron caracteristicas diferentes a
Escherichia coli 0157:H7 por lo que el analisis realizado identifica otro
tipo de bacterias entéricas y la ausencia de la bacteria en estudio.
Predominando Enterobacter cloacae en un 25% de las muestras el cual

rara vez produce enfermedades.

3. En el andlisis realizado a las muestras de carne molida de res cruda,
comercializada en supermercados del area metropolitana de San Salvador,
periodo 2007, no se encontré la presencia de Escherichia coli 0157:H7
pero si la de otros microorganismos patégenos incluyendo Escherichia coli

no serotipada.

4. La ausencia de caracteristicas bioquimicas propias Escherichia coli
0157:H7 en las cepas aisladas, no permiti6 realizar una confirmacion

serologica de la cepas de Escherichia coli identificadas, ya que
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Escherichia coli 0157:H7 no fermenta el sorbitol y carece de la enzima
betaglucoronidasa que le confiere la fluorescencia en medios fluorogenicos

como agar Fluorocult E. coli 0157:H7.

La diversidad de patégenos encontrados refleja la inadecuada condicién
microbiolégica en que se encuentra la carne molida de res cruda
comercializada en supermercados, la cual no es apta para el consumo
humano por el simple hecho de que al consumirse mal cocida puede

repercutir en enfermedades a los consumidores.

La contaminacién de microorganismos en la carne se debe a: el contacto
directo de la madre a la cria a través de la sangre en el parto, por el
proceso de lactancia y alimentacion de la cria; en el sacrificio la carne entra
en contacto con las visceras intestinales y desechos fecales, un inadecuado
lavado y procesamiento de la carne asi como también la manipulacién

humana son algunos factores que influyen en el estado de la carne.

Las instituciones gubernamentales encargadas de velar por la salud e
inocuidad de los alimentos: Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social y
el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, respectivamente, no
consideran la determinacion de este patdgeno en los andlisis clinicos y

normativas de alimentos realizadas, debido al alto costo que esto implica.
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7.0 RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones para determinar la presencia de Escherichia coli
0157:H7 en las diferentes etapas del procesado de la carne desde el rastro,

lavado, molienda y almacenamiento.

2. ldentificar la presencia de Escherichia coli 0157:H7 en otros tipos de
alimentos como: frutas, vegetales, lacteos, agua y otros tipos de carne. A si
como también clinicamente en muestras de heces de personas con

padecimientos diarreicos de origen bacteriano.

3. A las autoridades del CONACYT, incluir la determinacion de Escherichia
coli 0157:H7 en carne molida de res cruda en la norma de carnes y

productos carnicos.

4. A las autoridades del Ministerio de Salud, tipificar la Escherichia coli
aislada de muestras de heces procedentes de un cuadro clinico
sospechoso de ser Escherichia coli 0157:H7 ya que una infeccion
diagnosticada a tiempo puede prevenir complicaciones en el paciente que
puedan perjudicar su vida y a la vez prevenir posibles brotes provocados por

contagio.
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5. A las autoridades sanitarias que verifiquen y monitoreen peridodicamente el
estado y calidad de las carnes en los supermercados y que se les exija a
estos Ultimos el cumplimiento de las condiciones adecuadas de
almacenamiento y manipulacion de las carnes desde que llega al

establecimiento hasta las manos del consumidor.

6. Crear una normativa que regule los procedimientos de sacrificio de la res y
procesamiento de la carne con el fin de evitar una contaminacién en cada

uno de los pasos de obtencion del producto final.

7. Realizar investigaciones en personas adultas y niflos con enfermedades
diarreicas y disfunciones renales en unidades de salud y hospitales entre
los meses con mayor numero de casos, como en época lluviosa y dias
festivos, con la finalidad de determinar la presencia de Escherichia coli

0157:H7.

8. A las instituciones relacionadas en salud e investigacion publicas o privadas,
normalizar y validar los procedimientos para la identificacion de
Escherichia coli 0157:H7 en alimentos, aguas y muestras clinicas, para

tener la certeza que los resultados son valederos y confiables.
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MINISTERIO DE SALUD PUBLICA Y ASISTENCIA SOCIAL

'f'-“.‘q

DIRECCION DE l(':'::;g:l})olg :E\;zglelh:'lgigcellznslbuOLoclcn {; '}
INFECCION POR ESCHERIACHIA COLI, ANOS 2000 - 2004 Y,
& <la ; o 14 ¥ . 5.9 . : 1019 > b 20-50 . i B0y més . TOTAL
2000 84 85 130 214 139 140 66 189 134 755 42 138 | 2116
2001 34 48 90 126 58 85 34 97 81 420 27 64 1164
P
% 2002 16 15 46 50 30 44 24 48 | 44 174 16 45 552
2003 10 12 39 34 8 23 12 15 19 96 6 12 286
2004 59 62 72 93 57 63 31 35 65 158 60 85 840

Fuente: Reporte Epidemiokigico Semanal
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Cuadro No.24 Brotes de colitis hemorragica y sindrome hemolitico-urénico (SHU) mas relevantes en los EEUU hasta por cepas de E.coli 0157:H7

(16)

N° pacientes

Localizacion geografica Afio N® N® pacientes que Mortalidad Ambito Fuente de infeccion
casos |hospitalizados | desarrollaron
SHU
Oreg6n (EEUU) 1982 26 18 0 0 Comunidad Hamburguesas
Michigan (EEUU) 1982 21 14 0 0 Comunidad Hamburguesas
Nebraska (EEUU) 1984 34 13 1 4 (12%) Residencia 32. Edad Hamburguesas
Ontario (Canadd) 1985 73 - 12 19 (35%) | Residencia 32 edad Bocadillos de carne
Inglaterra 1985 24 11 - 1(4,1%) | Comunidad Manipulacién de vegetales
Washington (EEUU) 1986 37 17 3 2 (5%) Restaurante Hamburguesas
Birmingham (RU) 1987 26 6 1 0 Comunidad Bocadillos de carne
Minesota (EEUU) 1988 32 0 0 Instituto Hamburguesas
Cabool, Missouri 1990 243 32 2 4 (1,6%) | Comunidad Agua
Pértland, Oregén (EEUU) 1990 21 3 0 Parque recreativo Bafio en lago®
Massachussets (EEUU) 1991 23 4 0 Comunidad Sidra
Reino Unido 1991 16 13 5 - Comunidad Yogur
Maine (EEUU) 1992 4 - 1 1(25%) |Comunidad Vegetales mal lavados
Washington, Idaho, Californa y Nebraska (USA) 1993 700 195 55 4 (0,6%) |Restaurante Hamburguesas
Virginia (EUU) 1994 20 3 1 0 Campamento de verano | Hamburguesas
Washington y California 1994 23 6 2 - Comunidad Salami




1. Super Selectos

Anexo No 3

Listado de Supermercados del area metropolitana de San Salvador

1 Antel Centro

10 Feria Rosa

19 San Miguelito |

2 Arce

11 La Cima

20 Santa Emilia

3 Autopista Sur

12 Los Santos

21 San José

4 Bethoveen

13 Masferrer

22 San Miguelito 2

5 Caribe 14 Metro Sur 23 San Benito
6 Centro | 15 Metro Centro 24 San Luis
7 Centro Libertad 16 Miralvalle 25 Trigueros
8 Escalén 17 Morazan 26 Olimpica
9 Espafa 18 San Jacinto 27 Miralvalle 2

2. Despensa de Don Juan

1 Centro Libertad 4 Cumbres Escaldon 7 Dario
2 Escalén Norte 5 General Arce 8 La Cima
3 San Benito 6 San Jacinto 9 Terraza

3. Europa e Hiper Europa

1 Centro

4 Las Piletas

2 Bernal

5 Plaza Merliot

3 Hiper Europa

4. Despensa Familiar.

1. Centro

Total

1 42 Establecimientos
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Anexo N°4

Mapa de la zona metropolitana de San Salvador
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Anexo N°5

Reactivos, Material y Equipo

- Antisuero O157

- Antisuero H7

- Agar TSA

- Agar MacConkey sorbitol
- Agar Cromocult coliforme

- Agar Flourocult E.coli O157:H7

EMB (Eosina metileno azul agar)

BHI (Cerebro corazon infusion)

Caldo infusion de ternera (SIM)

Pruebas bioquimicas (Indol, Rojo metilo, Voges-Proskauer, Citrato, Movilidad)

Patrén N° 3 Macfarland de Sulfato de bario

- Solucion de NaCl al 0.85 % esteéril
- Agua estéril

- Agua peptonada.

Material

- Tubos

- Gradilla

- Pipetas estériles de 10mL

- Pipetas estériles de 1 Ml



- Pipetas Pasteur

- Placas de petri estériles
- Asas estériles

- Termémetro

Guantes

Mascarilla

Beakers

Porta objetos

Frascos de vidrio estériles

Mecheros.

Equipo

Cémara de flujo laminar

Incubadora

Balanza Analitica

Refrigeradora

Esterilizador de asas

Bafno de Maria

Autoclave

Estufa
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Anexo N°6

Procedimiento de aislamiento de Escherichia coli O157:H7

ENRIQUECIMIENTO
-Pesar 10 g de carne molida de res cruda, transferirlo a un frasco que contenga
90 mL de agua peptonada estéril, agitar vigorosamente por dos minutos hasta

homogenizar la muestra e incubar a 37 °C durante 24 horas.

AISLAMIENTO

-Después de 24 horas de enriguecimiento estriar el cultivo en placas de Agar
MacConkey sorbitol.

-Incubar a 37 °C durante 18-24 horas.

-Transferir 1 a 2 colonias sospechosas en placas de TSA

-Incubar a 37 °C durante 24 horas.

- Transferir 1 a 2 colonias a agar EMB, Cromocult y Fluorocult E.coli O157:H7.
-Dejar en incubacién a 37 °C durante 24 horas.

- Después de 24 horas tomar de agar Fluorocult E.coli O157:H7 1 a 2 colonias y
transferirlas a caldo BHI

- Dejar en incubacién a 37 °C durante 24 horas.

-Tomar 1 a 2 asadas y estriar en placas de TSA e incubar a 37 °C durante 24

horas
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Anexo N°7

Procedimiento de Pruebas bioquimicas

Produccion de indol:

- Inocular colonias sospechosas de Escherichia coli 0157:H7 en caldo
triptofano e incubar a 35°C de 18-24hr.

- Luego se incorporar 15 gotas de reactivo de Kovacs por la pared interna del
tubo

Prueba rojo de metilo:

- Inocular el caldo MR/VP( rojo de metilo-Voges-proskauer) con el cultivo puro
de Escherichia coli O157:H7

- Incuba el caldo a 35°C durante 48-72hr (no menos de 48hr.)

- Agregar 5 gotas de reactivo rojo de metilo directamente al caldo.

Voges-Proskauer:

- Inocula el caldo MR/VP (rojo de metilo-Voges-proskauer) con el cultivo puro
del microorganismo y se incuba durante 24hr a 35°C.

- Colocar 1mL de este caldo en tubo de prueba limpio e incorporar 0,6mL de &-
naftol 5% seguidos por 0,2M| de KOH al 40%.

- El tubo se agita suavemente y se deja en reposo durante 10-15min.
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Prueba de citrato:
- Tomar una colonia aislada sospechosa de ser Escherichia coli O157:H7 y
se inocula en estria en la superficie del medio (pico de flauta).

- El tubo se incuba a 35°C durante 24-48hr.

Prueba de motilidad:

- Tomar una colonia aislada sospechosa de ser Escherichia coli O157:H7 con
un asa en punta.

- Introducir sobre el centro del tubo con medio de movilidad y formar una linea
de inoculacion, hasta una tercera parte del medio.

- Incubar de 24-48hr y observar si presenta enturbiamiento.
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Anexo N°8

Identificacion bioquimica con sistema API 20E

- Picar una o dos colonias sospechosas de Escherichia coli 0157: H7, con el
asa bacterioldgica estéril y formar una suspension en un tubo con 5 mL de
Solucion salina al 0.85% estéril.

- Reunir fondo y tapa de una camara de incubacion de la Galeria API 20 E y
repartir aproximadamente 5 mL de agua desmineralizada (preferentemente
estéril) en los alvéolos de la camara para crear la atmdsfera himeda.

- Rotular la colonia examinada en la lengleta lateral de la camara de
incubacion.

- Sacar la Galeria APl 20 E de su envase y colocarla en la camara de
incubacion.

- Con una pipeta Pasteur extraer una fraccion de la suspension de las colonias

sospechosas y llenar los tubos vy las cupulas de los ensayos:

CIT VP GE

- Llenar unicamente los tubos (y no las cupulas) de los otros ensayos.

- Crear una anaerobiosis en los ensayos ADH, LDC, ODC, H,S URE, llenando

las cupulas con aceite mineral (aceite de parafina) estéril.

- Cerrara la cAmara de incubacion.

- Incubar a 36°C £ 2 °C durante 18 — 24 horas.

- Después de la incubacion, la lectura de la galeria debe hacerse remitiéndose a

la Tabla de Lectura API web.
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-Anotar los resultados de todas las reacciones espontaneas (REACCION
ESPONTANEA es aquella que no necesita adicion de reactivos) en la HOJA DE
RESULTADOS.

-Realizar los ensayos que necesitan la adicion de reactivos de la siguiente
manera:

-Prueba TDA: agregara una gota del reactivo TDA. Un color marrén-rojizo
indica una reaccion positiva que se anotara en la hoja de resultados.

-Prueba IND: agregar una gota del reactivo JAMES. Un color rosado que se
difumina en toda la cupula indica una reaccion positiva, que se debe anotar en
la hoja de resultados.

-Prueba VP: agregar una gota del reactivo VP1 y una gota del reactivo VP2.
Esperar un minimo de 10 minutos. Un color rosa o rojo indica una reaccion
positiva que se anotara en la hora de resultados. Una débil coloracion rosa que
aparece después de 10 minutos debe ser considerada negativa. (REALIZAR
ESTA PRUEBA POR ULTIMO).

-Determinacion del Perfil Numérico: en la hoja de resultados, los test estan
separados en grupos de tres y se indica para cada uno un valor de 1, 2 6 4 (si la
reaccion es positiva). Si la reaccion es NEGATIVA el valor es cero. Sumar los
valores que corresponden a REACCIONES POSITIVAS en cada grupo de tres,
para obtener un nimero de 7 cifras que corresponde al PERFIL NUMERICO de
la bacteria identificada. A la aprueba de oxidasa se le asigna el valor 4, cuando

resulte positiva.



HOJA DE RESULTADO.
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€3

20E

REF. :

07223 ¢

Origine / Source / Herkunft /
Origen / Origem / Mpoéhguan /
Ursprung / Oprindelse / Pochodzenie :

T

1 g'@@\i
Lo &S

COREERRRERERE

B10OmME

RIEUW?®

ONPG ADH  LOC | ODC URE  TDA IND | VP LGELJ GLU | MAN INO  SOR | AHA SAC MEL | AMY ARA  OX
OO0+
it Moo
Autres tests / Other tests / Andere Tests / | Ident. / Tautomoinon :
Otras pruebas / Altri test / Outros testes / |
AMheg eLETACEIS / Andra tester / |
Andre tests / Inne testy : ‘
L -
TESTS COMPONENTES QTE REACCIONES/ENZIMAS RESUL TADOS
ACTIVOS (myglcup) NEGATIVO POSITIVO
2-nitro-fenil-pDo- B-galactosidasa (orto-nitrofenil-B0- = 5
ONPG gatactopiranosida 0223 galactoprianosidasa) Incoloro amarilio:(1)
ADH L-arganina 1.9 Arginina-dibidrolasa amarillc rojo/anaranjado (2)
LDC L-lisina 1.9 Lisina Decarboxilasa amarillc rojo/anaranjado (2)
jele]e} L-ornitina 1.9 Qrnitina Decarboxilasa amaridc rojo/anaranjado (2)
CIT citrato trisadico 0,756 utilizacion dei ClTrato verde palido/amaritlo azul-verde/azul (3)
HeS tiosulfato sodico 0.075 praduccion de HaS incoloro/grisaceo depgsilo nearoffin
URE urea 0.76 UREasa amarilio rojo/anaranjado {2}
JoA / inmediato
TA L-triptdfano 0.38 Triptofano DesAminasa amarilla marrén-rojize
P
JAMES / inmediato
IND L-triptofane 0,19 produccian de iINDole incoloro . rosa
verde palido/ amarillc
VP 1 +VvP 2/ 10 min
[ VF” piruvatc sadico 1.9 ?\;?;;l:;cli'-?rg:keai:ra)‘cma incolaro rosa/rojo {(5)
Gelating 3 no difusion difusion pigmento
GEL (origen bovinoy 0.6 Getatinasa (GELatina) negro
GLu D-glucosa 1.9 fermentacion/oxidacion (GLUcosay (4) [ @2ul/azul verdoso ama;:i';’;i‘::”""
fermentacisn/oxidacion azulfazul verdoso amarillc
MAN D-manitoi 1.9 (MANitol) (a)
B 5 fermentacidon/oxidasion azulfazuf verdoso amarillo
ING inasitol 1.8 (INOsitol) {4)
i fermentacion/oxidacion azulfazuyl verdoso amarillo
SOR D-sorbito! 1.9 {(SORDbitot} (4)
fermentacidn/oxidacidn azulVazul verdoso amarillo
Ri=A L-ramnosa 1.9 (RHAMNosa) (4
fermentacidn/oxidacion azulfazuf verdoso amarillo
SAC D-sacarosa 1.9 (SACarosa) (4)
. fermentacion/oxidacion azul/fazul verdoso amarillo
MEL D-melibiosa 1.9 (MELibiosa) (4)
fermentacién/oxidacion azul/azul verdoso amaritlo
AMY amigdalina 0.57 (AMYgdalina) (4)
fermentacidn/oxidacion azul/azut verdoso amarillo
ARA L-arabinosa 1.9 (ARADINOSA) (4}
ox aSgilishe Lol chtocromo-OXidasa (ver ficha técnica det test de oxidasa)

{1} Un color amarillo muy ligero también implica resultado positivo

{2) La aparicién de un color naranja tras 3648 H de incubacién debe considerarse negativa

(3} Lectura en la cipula (zona aerobkia).

(4} La fermentacidn comienza ¢n la parte inferior de los tubos, mientras que la oxidacion empieza en la cupula
{5} Una ligera coloracién rosa. que aparece tras 10 minutos, debe ser leida como negativa

= Las cantidades indicadas pueden ser ajustadas en funcion de los titulos de las materias primas.
= Ciertas cupulas contienen componentes de origen animal, notablemente peptonas
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Hoja de resultados pruebas Api 20E de la cepa ATCC de Escherihia coli

0157:H7
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Anexo N°9

Procedimiento de técnicas serologicas. gs

-Colocar en placas estériles 15 mL de Agar infusion de ternera, dejar solidificar
y mantener en refrigeracion hasta posteriormente utilizarlas.

-Esterilizar un asa metalica y tomar 4 asadas, colocandola e la placa de Agar
infusion de ternera, a través del método de estrias.

-Incubar las placas a 35 °C durante 16-24 horas

Prueba en tubos para valoracion del Antigeno O
-Esterilizar un asa metélica
-Suspender el crecimiento del aislado de prueba en solucién de NacCl al 0.85%
-Calentar la suspension del organismo en bafio de Maria (hirviendo) durante 30-
60 min.
-Dejar enfriar la suspension.
-Diluir con solucién de NaCl al 0.85 % a una densidad aproximada al patrén N°
3 Macfarland de Sulfato de bario.
-Agregar formalina a la concentracion final de 0.5 % por volumen.
-En una gradilla, preparar una fila de 8 tubos de ensayo para la suspension que
se ha de analizar
-Colocar 0.9 mL de solucion de NaCl al 0.85 % al primer tubo, y 0.5 mL a los

tubos restantes.
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Rehidratacion de Antisuero E coli 0157
-Agregar 3 mL de solucion de NaCl al 0.85 % esteril al vial del antisuero; girar
suavemente para disolver el contenido por completo
-Colocar 0.1 mL de Antisuero ya reconstituido al tubo 1 con una pipeta
serologica de 1 mL mezclar bien. Transferir 0.5 mL del tubo 1 al tubo 2 vy
mezclar bien. De manera similar continuar transfiriendo 0.5 mL hasta el tubo 7 y
descartar 0.5 mL del tubo 7 después de mezclar. El tubo 8 es un tubo de control
y solo contiene solucion NaCl 0.85 %.
-Agregar 0.5 mL de suspension del organismo de prueba a cada uno de los
ocho tubos.
-Agitar la gradilla para mezclar
-Incubar en bafio de Maria a 50+ 2°C durante 18-24 horas

-Efectuar una lectura para determinar la aglutinacion.

Prueba en tubo para la deteccién del Antigeno H
-Preparar un cultivo con motilidad activa y transferir al menos 2-3 pasadas del
cultivo del microorganismo a prueba.
-Inocular un asa llena de cultivo de medio para motilidad en un tubo de caldo de
infusion de ternera
-Incubar de 6-8 horas a 35 °C.
-Inactivar el cultivo con formalina a 0.3% de volumen final de caldo de infusion

de ternera.
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Dilucion del Antisuero H7
-Agregar 0.2 mL de antisuero H7 reconstituido a 49.8 mL de soluciéon de NaCl
al 0.85 %.
-Mezclar bien e incubar en bafio de Maria a 50+ 2°C durante 1 hora.

-Efectuar una lectura para determinar la aglutinacion
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Anexo N° 10
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Anexo N°11

Fotografias

Aislamiento de Cepa ATCC de Escherichia coli O157:H7

MacConkey sorbitol (-) TSA

EMB (+) Fluorocult E coli O157:H7 (+)



Cromocult Coliforme (+)

Identificaciobn de cepa ATCC de Escherichia coli O157:H7 a través de

pruebas bioquimica API 20E

FIGURA N° 8 Identificacion de cepa ATCC de Escherichia coli O157:H7 a
través de pruebas bioquimica API 20E
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