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RESUMEN

Los numerosos casos de intoxicaciones alimentarias, por la ingesta de
productos contaminados por microorganismos patdgenos, son muy frecuentes
en nuestro pais. Los mercados Municipales de Guayaquil presentan una gran
demanda por los productos carnicos, observando condiciones y procedimientos
inadecuados durante su elaboracion, expendio y conservacion, lo que hace que
el producto sea susceptible a la contaminacion microbiana, ejemplo de ello la

proliferacion de Escherichia coli.

Esta investigacion evaluo la higiene de los locales de expendio de carne
molida en los diferentes mercados en estudio, y determiné la presencia del
microorganismo Escherichia coli como indicador contaminacion. Para lo cual se
realizé el andlisis microbiol6gico de 36 muestras de carne molida tomadas en
tres Mercados Municipales, mediante el Método Petrifim®™ 3M, para la
determinacion de coliformes totales y E. coli. Evidenciando la presencia de E.
coli en la totalidad de las muestras, en el 94.4%, con valores fuera de los
limites permitidos establecidos en la Norma INEN 1346:2010, y solo 5.6%

dentro del limite aceptable.

Para eliminar esta fuente de ETAS (Enfermedades de Transmision
Alimentaria) se recomienda que el Municipio de Guayaquil, implemente las
buenas practicas de manejo e higiene, en los mercados, mediante la

capacitacion del personal y el mejoramiento de las instalaciones.

Palabras clave: intoxicaciones alimentarias, Escherichia coli, coliformes,
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ABSTRACT

The numerous cases of food poisoning by eating contaminated by
pathogenic microorganisms products, are very common in our country.
Guayaquil municipal markets have a high demand for meat products, observing
conditions and inadequate procedures during manufacture, sale and
maintenance, which makes the product susceptible to microbial contamination,

example is the proliferation of Escherichia coli.

This research was evaluated the hygiene of premises sale of ground beef
in different markets under study, and determined the presence of Escherichia
coli as an indicator microorganism contamination. For which the microbiological
analysis of 36 samples of ground beef taken at three Municipal Markets, 3M
Petriflm3M by Method for determination of total coliforms and E. coli was
performed. Demonstrating the presence of E. coli in all the samples, 94.4 %,
with values outside the permitted limits in the Standard INEN 1346: 2010, and

only 5.6 % within the acceptable limit.

To eliminate this source of ETAS (Foodborne Diseases) recommends that
the Municipality of Guayaquil, implement good management practices and

hygiene markets through training of staff and improvement of facilities.

Keywords: food poisoning, Escherichia coli, coliforms.



INTRODUCCION

Escherichia coli es un microorganismo que habita normalmente en el
sistema digestivo de animales y seres humanos, aunque por lo general estas
son inofensivas, existen algunas especies patdbgenas que provocan
enfermedades, estas pueden propagarse por medio del agua o por medio de

alimentos contaminados, como leche cruda o productos carnicos mal cocidos.

Estas bacterias habitan en animales sanos, para quienes, aun las
especies mas patégenas para el hombre no representan ningun riesgo. Sin
embargo estos organismos pueden transmitirse por medio de las heces de los
animales, al momento del faenado, producto de una mala manipulacién (heces
a la carne), o por contacto con aguas de riego de cultivos, cuyos productos

contaminados son consumidos por el hombre.

Este microorganismo puede estar presente en muchos alimentos, sin
embargo la forma mas comun de transmision al ser humano se da a traves de
las carnes que pueden contenerlo y no son cocidas adecuadamente. El
producto mas implicado como vehiculo de este microorganismo es la carne
picada o molida, debido a que en este caso la presencia de Escherichia coli

depende de un mayor niumero de factores que favorecen su existencia.

Con este trabajo se evalué la calidad microbiol6gica de la carne molida
expendida en los mercados municipales de la ciudad de Guayaquil, usando
como indicador al microorganismo Escherichia coli. Para el desarrollo de este
proyecto se realizdé una inspeccion general de los lugares de expendio con el
fin de evaluar varios indicadores los cuales, al finalizar el analisis, se
complementaron para formular una conclusion clara de la higiene,

manipulacion y conservaciéon de la carne molida.



CAPITULO |

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La observacion del problema se realiza en tres mercados municipales de
la Ciudad de Guayaquil con un gran volumen de venta, los cuales comprenden
José Mascote, Oeste, y 4 manzanas, todos ellos poseen algo en comun al
momento de la ejecucion de la investigacion de campo, se ha determinado que
existe una higiene deficiente en la elaboracion y expendio respecto a un

producto en particular el cual es la carne molida de res.

A simple vista la carne molida de res no posee el manejo adecuado por
parte del comerciante de carne, asi como la falta de aplicaciéon de métodos que
garanticen un producto inocuo, como son: la refrigeracion del producto, la
limpieza y desinfeccion de equipos, la higiene del personal y el uso de barreras.
Lo que abarca como consecuencia la proliferacibn de microorganismos como

es el caso de Escherichia coli.

Como fundamentacion cientifica de la observacion y la problematica de la
investigacibn se establece que al no mantener una refrigeracion y
manipulacion adecuada del producto céarnico, por parte del personal que la
elabora y la expende sin el uso de barreras como mandil, guantes, mascarilla y
cofia, existe una alta probabilidad que Escherichia coli prolifere en la carne

molida.

La ingesta de dicho producto alterado por la presencia de Escherichia coli
puede producir en el consumidor una gastroenteritis cuya gravedad dependera
del tipo de cepa de E. coli y de factores dependientes del consumidor: edad y
estado inmunologico, puede producir diarrea frecuente (mas de 10
evacuaciones diarias), destruccion de la mucosidad intestinal en casos graves

con hemorragia, debido a la adhesién y produccion de enterotoxinas.



Las manifestaciones clinicas inician con distension abdominal, y
posteriormente diarrea acuosa, mucosa 0 NO mMucosa, en casoS Severos
sanguinolenta, con presencia de vomito y fiebre, en ciertos cuadros clinicos no

se presenta esta sintomatologia.

El verdadero problema empieza cuando una vez ingerido el organismo se
localiza en el tracto digestivo, se adhiere, coloniza y prolifera en la superficie
del intestino delgado proximal, para posteriormente producir la enfermedad
mediante dos mecanismos patogénicos: adhesiébn y produccion de
enterotoxinas. Como consecuencia de una pésima inocuidad alimentaria en el
manejo y venta del producto, puesto que debe de mantenerse la carne y su
producto elaborado, a una temperatura de refrigeracion no mayor a 10°C para

evitar el desarrollo de Escherichia Coli.

La investigacion se centra en determinar por medio de pruebas de
laboratorio y la aplicacién del método Petrifilm la carga bacteriana de E. coli
presente en la carne molida, método validado por la AOAC Internacional, cabe
indicar que, por datos del ministerio de salud existe un aumento de pacientes
con cuadros clinicos de gastroenteritis de origen infecciosa, producto de las
Enfermedades de Transmision Alimentarias (ETAS).



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Como incide el manejo inadecuado de la carne molida en la presencia
de Escherichia coli, comercializada en los Mercados Municipales “José

Mascote”, “Oeste” y “4 manzanas”, de la Ciudad de Guayaquil periodo 20147

1.3. DELIMITACION DEL TEMA

Tema: “Determinacion de Escherichia coli en Carne Molida Comercializada en
los Mercados Municipales: “José Mascote”, “Oeste” y “4 Manzanas” de la
Ciudad de Guayaquil, 2014”.

Campo: Salud Publica.

Area: Inocuidad Alimentaria.

Aspecto: Social.

Problema: Presencia de Escherichia coli en Carne Molida.

Delimitacion Temporal: Junio-Octubre 2014

Delimitacion Espacial: Mercados Municipales “José Mascote”, “Oeste” y “4
Manzanas” de La Ciudad de Guayaquil.

Poblacién: Locales que expenden Carne Molida.



1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo General:

Determinar la presencia de Escherichia coli en muestras de carne molida
comercializada en los Mercados Municipales “José Mascote”, “Oeste” y “4
manzanas” de la Ciudad de Guayaquil

1.4.2. Objetivos Especificos:

1. Evaluar las condiciones de higiene, manipulacion y conservacion, de la
carne molida, en los diferentes locales de expendio en estudio, y su
incidencia en la presencia de E. coli.

2. Cuantificar las Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) de E. coli por

gramo de muestra analizada de los diferentes mercados en estudio.

3. Comparar los resultados obtenidos del andlisis microbiolégico con los
requisitos establecidos para E. coli en la norma INEN 1346: 2010, para

determinar la inocuidad del alimento frente a ese parametro.



1.5. JUSTIFICACION.

Segun la Direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2013, (pag.
126) “En nuestro pais los casos de intoxicaciones alimentarias son notificadas
diariamente. La tasa de letalidad es muy variada dependiendo del agente que
ocasiona la intoxicacion. Para la vigilancia epidemioldgica es fundamental el
monitoreo de la ocurrencia de los casos, de esta manera se podra detectar el
origen de brotes y epidemias, prevenir la propagacion de la enfermedad,

controlar el brote y dar respuesta rapida a los afectados.”

De acuerdo a la cita del reporte del 2013 de la Direccion Nacional de
Epidemiologia, en el Ecuador las intoxicaciones alimentarias son comunes y en
aumento, lo que da como fuente de validacion el propésito de la investigacion
que implicé determinar la presencia de Escherichia coli en carne molida, como
consecuencia de un manejo inadecuado del producto comercializado en los
Mercados Municipales: “José Mascote”, “Oeste” y “4 manzanas” de la Ciudad

de Guayaquil.

La utilidad préactica de la aplicacion del método de recuento de E. coli en
placas Petrifilm 3M, estuvo encaminado a determinar la presencia de E. coli por
medio de un procedimiento de analisis validado por la AOAC (Association of
Official Analytical Chemists), lo que constituye una fuente Gtil para el lector de

esta investigacion, siendo el caso de un procedimiento o problematica similar.

De una gran cantidad de productos céarnicos en el mercado, para esta
investigacién, se selecciond un unico producto en particular: la carne molida, la
eleccion se fundamentd principalmente en la composicion de dicho producto, el
cual presenta un alto contenido de agua, proteinas y grasa, estos nutrientes
constituyen un medio de cultivo completo para muchos microorganismos, la
carne molida es mas susceptible de contaminaciéon bacteriana que la carne

como tal, esto radica principalmente en que durante el proceso de picado o



molido de la carne se liberan liquidos contenidos en ella, medio que facilita el
desplazamiento de bacterias, y la exposicién de una mayor superficie en la que
estas pueden colonizar. De alli la importancia, la cual se demostr6 mediante
analisis microbioldgico de la carne molida, la presencia de Escherichia coli,
como un indicador ideal de lo antes expuesto.

El desarrollo de la investigacion posee como beneficiario directo al
consumidor final, que por medio de la ejecucion de la propuesta establecida en
este trabajo, gozara de un producto inocuo, el cual no represente ningun riesgo
para su salud. Ademas que, con las condiciones de limpieza que el cliente
observe a futuro, se sentird mas seguro del producto que adquiere, cambiando
significativamente la imagen y concepto de los locales de venta como de sus
expendedores. Al realizar este tipo de intervencion social con los vendedores
de productos céarnicos, se busca frenar el deterioro y el incumplimiento de las
normas de calidad que aseguran la inocuidad alimentaria en el sector de los
mercados antes mencionados, contribuyendo a un cambio de conciencia y
ejecutando un aprendizaje significativo en el manejo adecuado de alimentos,
dando asi origen a una cultura de responsabilidad social a los vendedores de

carne frente al consumidor.

1.6. VARIABLES

Variable independiente: Lugares de expendio de productos carnicos.

Variable dependiente: Presencia de E. coli en carne molida.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO.

2.1. ANTECEDENTES

La investigacion realizada por (GARCIA, 2010, pag. 3) en su tesis con el
tema de “Determinacion de Escherichia coli en presas de pollo seleccionadas
(pechugas) que se comercializan en la Ciudad de Guayaquil”, la realizé en la
Ciudad de Guayaquil observando la siguiente problematica “En la Ciudad de
Guayaquil se realizé un muestreo de pechugas de pollo en los expendios con el
fin de determinar la presencia de Escherichia coli. Las pruebas fueron
realizadas en su totalidad en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad

Agraria del Ecuador; se utiliz6 el método de Petrifilm™”

. Cuyos resultados
fueron “De un total de 150 muestras analizadas se detecté que 21 muestras
estaban contaminadas con Escherichia coli, es decir, del 100 % de las
muestras recolectadas solo el 14% de estas fueron positivas a la presencia de
Escherichia coli”, del cual desprende una concentracion de incidencias en.
“...los mercados municipales con el 26%, avicolas con 10%, supermercados
6%. De mayor contaminacion la presentacion al granel con 22,22%, seguido
por la presentacion de fundas plasticas con 13,15% y de 4,08% en los
empaques termo sellados”, validando la importancia de este estudio para el
presente proyecto asi como los resultados que dirigen la mayor incidencia de
“Coliformes” en las Carnes de pollo en Mercados Municipales al igual que esta

investigacion logré demostrar.

La investigacion realizada por (Ramirez, 2009, pag. 175) a embutidos con
el tema de: “Estudio Higiénico Sanitario de los Embutidos tipo “salchichas” que
se expenden en los Mercados Populares de Guayaquil”’ llego a “...evaluar la
calidad microbiolégica de algunos alimentos listos para el consumo vy

potencialmente peligrosos en los establecimientos que preparan y sirven



dichos productos en nuestra ciudad.”, con una técnica de analisis “Petrifiim”,

concluyendo: “....un alto porcentaje de carga microbiana en el grado de
calidad rechazable para Staphylococcus aureus y Coliformes totales. Dichos
recuentos elevados seguramente estuvieron relacionados con la falta de
higiene y procedimientos que aseguran la inocuidad de los alimentos, lo cual

constituy6 un argumento que respaldé el desarrollo de este Proyecto.

2.2. FUNDAMENTACION TEORICA CIENTIFICA.

2.2.1. Escherichia coli, un microorganismo de importancia.

Escherichia coli fue descubierta en el afio 1885, aislada por primera vez
en heces de nifios por el Pediatra de origen Aleman Theodore Von Escherich,
quien denomind al microorganismo como: Bacteruim coli commune. Afios
después Castellani y Chalmers en honor a su descubridor la nombraron:
Escherichia coli, nombre con el que se conoce actualmente a esta bacteria. La
primera cepa patdogena se denomind E. coli enteropatogénica clasica (EPEC
Clasica). Hoy en dia el grupo de serotipos patdgenos causantes de enteritis es

mas amplio. (Faleiro Naves, 2010).

El primer brote epidémico de E. coli, de gran importancia tuvo lugar en los
Estados Unidos, en 1993, provocado por el consumo de hamburguesas
contaminadas en la cadena de comidas rapidas “Jack in the Box”. Brote que
dejo a 700 personas enfermas y 4 muertos. Este y otro hechos ocurridos dieron

origen a cambios en la legislaciéon alimentaria. (Silvia Mechane, 2003).

La fabricacién centralizada de comida escolar dio lugar a que en Japén en
el afo de 1996 se produjera el brote mas importante registrado alrededor de

10.000 afectados, en el cual el vehiculo fue germen de rabano. Recientemente
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E. coli se encontré implicada en un brote epidemiologico en Alemania con

alrededor de 1.700 contagios y 17 personas muertas. (Cristina Garcia, 2004)

E. coli es responsable de alrededor de 630 millones de casos de diarrea
en el mundo y aproximadamente 775.000 muertes al afo, afectando
principalmente a la poblacion infantil en paises en desarrollo, asi también es el
patbgeno oportunista mas implicado en infecciones urinarias y casos de
septicemias en seres humanos. En algunos paises, como en Estados Unidos,
estudios sefialan una prevalencia de Escherichia coli del 2 al 4 % en carnes

picadas o molidas. (Blanco et al., 2002)

En el caso de cepas patdégenas como E. coli O157:H7, una dosis muy
baja de esta bacteria presente en alimentos de consumo humano es suficiente
para desencadenar una enfermedad, es por ello que se han creado normas
mas estrictas que determinan tolerancia cero para este patdégeno, como lo
indica la Norma Ecuatoriana INEN 1338:2010 Segunda Revision para

Productos Céarnicos.
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2.2.2. Mecanismos de patogenicidad de las bacterias

(Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 454) Casi todos los patdgenos
cuentan con algun medio para fijarse a los tejidos huésped en la puerta de
entrada. En la mayoria de los patégenos esta fijacién, denominada adherencia
(o adhesidn), es un paso necesario para la patogenicidad. (Es obvio que los
microorganismos no patogenos también poseen estructuras de fijacion.) La
fijacion entre el patégeno y el huésped se logra mediante moléculas de
superficie del patégeno denominadas adhesinas o ligandos que se fijan
especificamente a receptores de superficie complementarios en las células de
ciertos tejidos del huésped. Las adhesinas pueden estar ubicadas en el
glucocdlis del microorganismo o0 en otras estructuras de la superficie

microbiana, como por ejemplo: los Pili, las fimbrias y los flagelos.

(Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 455) “Las cepas enteropatdgenas de E. coli
(las responsables de enfermedades gastrointestinales) tienen adhesinas en las
fimbrias que solo se adhieren a tipos especificos de células en ciertas regiones del
intestino delgado. Después de la adhesion Shigella y E. coli inducen endocitosis
como vehiculo para ingresar en las células huésped y luego multiplicarse en su

interior”.

Aungque algunos patdégenos pueden causar dafio en la superficie de los
tejidos, la mayoria de ellos deben perforarlos para causar enfermedad. Aqui
consideraremos varios factores que contribuyen a la capacidad de las bacterias
de invadir al huésped (Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 456) Las paredes
celulares de ciertas bacterias contienen sustancias quimicas que contribuyen a

la virulencia
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2.2.3. Modo en que los patdégenos bacterianos dafian las células huésped

Cuando un microorganismo invade un tejido corporal las primeras células
gue enfrenta son los fagocitos del huésped. Si los fagocitos logran destruir al
invasor no habrd dafio ulterior del huésped pero si el patbgeno supera las
defensas del huésped puede dafar las células de cuatro formas bésicas segun
(Tortora, Funke, & Case, 2007): 1) por usar los nutrientes del huésped, 2) por
causar dafo directo en la cercania inmediata de la invasion, 3) por producir
toxinas, transportadas por la sangre y la linfa, que dafian sitios muy alejados
del sitio original de la invasion y 4) por inducir reacciones de hipersensibilidad.

Una vez que los agentes perniciosos se establecen a las células huésped
pueden causar dafio directo porque utilizan a la célula huésped para obtener
sustentos y generar residuos. (Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 458)Puesto
qgue los patégenos metabolizan y se multiplican en las células, estas por lo
general se rompen. Muchos virus y algunas bacterias intracelulares y protozoos
que crecen en las células huésped son liberados cuando la célula se rompe.
Concluyendo este parrafo para Tortora, después de su liberacion los agentes
perniciosos o bacterias patdogenas que rompen las células se pueden diseminar

a otros tejidos en cantidades aun mayores.

(Tortora, Funke, & Case, 2007) “Algunas bacterias, por ejemplo E. coli,
Shigella, Salmonella y Neisseria gonorrhoeae, pueden inducir a las células
epiteliales a que las incorporen mediante un proceso similar a la fagocitosis.
Estos patdgenos pueden romper las células huésped cuando las atraviesan y
luego pueden ser expulsados de estas células por un proceso inverso a la
fagocitosis que les permite ingresar en otras células huésped. Algunas
bacterias también penetran en las células huésped al excretar enzimas y por su
propia movilidad; esa penetracion puede dafiar por si misma a la célula
huésped. Sin embargo, el mayor dafio causado por las bacterias se debe a sus

toxinas.”
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Las toxinas son sustancias que conllevan a una descompensacion de
organismo y son parte de los desechos de las bacterias. (PASCUAL, 2009) “La
capacidad de producir toxinas de los microorganismos se denomina
toxigenicidad. Las toxinas transportadas por la sangre o la linfa pueden causar
efectos graves y en ocasiones fatales”. (Tortora, Funke, & Case, 2007) Algunas
toxinas producen fiebre, trastornos cardiovasculares, diarrea y shock. Las
toxinas también pueden inhibir la sintesis de proteinas, destruir las células y los

vasos sanguineos y alterar el sistema nervioso al causar espasmos.

De alrededor de 220 toxinas bacterianas conocidas, casi el 40% causan
enfermedades que dafian las membranas de las células eucariontes. El término
toxemia se refiere a la presencia de toxinas en la sangre. Las toxinas son de
dos tipos generales sobre la base de su posicién en relaciéon con la célula

microbiana: exotoxinas y endotoxinas.

(Tortora, Funke, & Case, 2007) Las exotoxinas son producidas en el
interior de algunas bacterias como parte de su crecimiento y metabolismo y son
secretadas por la bacteria en el medio circundante o liberadas después de la
lisis. Las exotoxinas son proteinas y muchas son enzimas que solo catalizan

ciertas reacciones bioquimicas.

Debido a al origen catalizador enzimético de la mayoria de las exotoxinas
hasta las cantidades pequefias son muy perjudiciales porque pueden actuar
una y otra vez. Las bacterias que producen exotoxinas pueden ser Gram
positivas 0 gramnegativos. (Tortora, Funke, & Case, 2007) Los genes de la
mayoria de las exotoxinas (0 quiza de todas) son transportados por plasmidos
bacterianos o fagos. (Romero Cabello, 2007) Dado que las exotoxinas son
solubles en los liquidos corporales, se difunden con facilidad hacia la sangre y

son transportadas rapidamente por todo el organismo.
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(Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 460) Las exotoxinas actuan por
destruccion de partes particulares de las células huésped o por inhibicién de
ciertas funciones metabdlicas. Son muy especificas en sus efectos sobre los
tejidos corporales. Las exotoxinas se encuentran entre las sustancias mas

letales que se conocen.

(Stanier, 2009, pag. 476) Las patologias originadas por bacterias
productoras de exotoxinas a menudo son provocadas por cantidades minimas
de exotoxinas, no por las bacterias mismas. Las exotoxinas son las que
producen los signos y los sintomas especificos de la enfermedad. Para Stanier,
las exotoxinas son especificas de la enfermedad. (Stanier, 2009) Por ejemplo,
el botulismo suele deberse a la ingestion de la exotoxina, no a una infeccion
bacteriana. De modo similar, el envenenamiento alimentario por estafilococos

€S una intoxicacion, no una infeccion.

2.2.4. Endotoxinas

(Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 461) Las endotoxinas difieren de las
exotoxinas de varias maneras. Las endotoxinas forman parte de la porcion
externa de la pared celular de las bacterias gramnegativos. Esta membrana
externa consiste en lipoproteinas, fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS). La
porciéon lipidica de los LPS, denominada lipido A, es la endotoxina. En
consecuencia, las enterotoxinas son lipopolisacaridos, mientras que las

exotoxinas son proteinas.

(Romero Cabello, 2009, pag. 753) Las endotoxinas son liberadas cuando
las bacterias gramnegativas mueren y sus paredes celulares sufren lisis, por lo
que liberan la endotoxina. (Las endotoxinas también se liberan Durante la
multiplicacion bacteriana.) (Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 461)Los
antibioticos utilizados para tratar enfermedades causadas por bacterias

gramnegativas pueden lisar las células bacterianas; esta reaccion libera la
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endotoxina y puede causar un empeoramiento inmediato de los sintomas, pero
por lo general la condicion mejora a medida que la endotoxina es degradada.
Las endotoxinas ejercen sus efectos mediante la estimulacion de los
macrofagos para que liberen citosinas en concentraciones muy altas, que son
toxicas. (Pascual, 2009) En referencia todas las endotoxinas producen los
mismos signos y sintomas, independientemente de la especie de bacteria o
microorganismo, aunque en diferente grado. Entre ellos figuran escalofrios,
fiebre, debilidad, dolores generalizados y, en algunos casos, shock y muerte.
Las endotoxinas también pueden causar abortos espontaneos.

2.2.5. Enterobacteriaceae.

Conocidas con el nombre de enterobacterias o bacterias entéricas (De la
Rosa, Prieto, & Navarro, 2011). Esta familia de bacterias es el grupo mas
representativo por ser el mas amplio y heterogéneo de bacilos gramnegativos
de importancia clinica. Las enterobacterias son microorganismos que se
encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente como agua, suelo y
vegetacion, ademas formando parte de la flora intestinal normal de un gran
namero de animales incluido el ser humano (Murray, Rosenthal, & Pfaler,
2009).

Las enterobacterias habitan de forma saprofita en el intestino de animales
y personas, pero asi mismo pueden comportarse como bacterias
potencialmente patdgenas, cuando las condiciones del huésped como un
sistema inmune deficiente se lo permita, generando infecciones de tipo
oportunista (Granados & Villaverde, 1997). Por ejemplo Escherichia coli, en
cambio las salmonellas y shigellas por lo general son patbégenas para el ser
humano (Brooks, Carroll, Butel, Morse, & Mietzner, 2011).

La familia enterobacteriaceae esta formada por mas de 40 géneros y

cientos de especies y subespecies (Murray et al,2009). Incluye los generos
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Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Salmonella, Shigella y Yersinia,
entre otros. Ademas de los no fermentadores Pseudomonas y Acinetobacter
(Prats, 2012).

2.2.6. Morfologia y caracteristicas generales.

Las enterobacterias presentan un tamafio intermedio entre 0.3 a 1 por 1 a
6 um (Murray et al, 2009). Es posible apreciarlas con el microscopio
convencional, pero las distintas especies no son morfologicamente
diferenciables de esta forma (Prats, 2012). Crecen en la mayoria de medios de
cultivo, formando una variedad de colonias dependiendo de sus propiedades
metabdlicas y de los componentes de los medios, todas fermentan la glucosa,
reducen nitratos a nitritos y son oxidasa negativos (De la Rosa et al, 2011) ,son
aerobios y anaerobios facultativos, pueden ser méviles e inmoviles, pueden
producir distintos fermentos como: gelatinasas, descarboxilasas. Ureasas,
galactoxidasas, desaminasas, etc. Algunos como Proteus son capaces de
producir gas sulfhidrico y otras como E. coli producen indol (Granados &
Villaverde, 1997, pag. 101). Producen toxinas y otros factores de virulencia,
presentan una estructura antigénica compleja (Brooks et al, 2011, pag. 213).
Como el lipopolisacarido de la pared (antigeno O) causante del shock séptico,
la cédpsula de propiedades antifagocitarias (antigeno K) y los flagelos de

estructura proteica (antigeno H) (Prats, 2012, pag. 101).

Debemos considerar dos conceptos del crecimiento bacteriano: por una
parte, el aumento de volumen de la célula bacteriana, desde una division
celular hasta la siguiente (de hecho este aumento en el tamafio es uno de los
factores que propician la nueva division). Este concepto es importante porque
es la suma de todas las actividades metabdlicas de la vida de las bacterias
hasta la nueva generacion, pero este concepto es de poca utilidad en medicina,

solo los fisiblogos bacterianos le encuentran su importancia.
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El crecimiento bacteriano de mayor trascendencia es el que se refiere al
aumento de la poblacion, al numero de bacterias y a la masa total de todo el
conjunto de la poblaciébn. Considerado asi el crecimiento bacteriano,
deberemos definir los dos conceptos con los que podemos medir el crecimiento
bacteriano. Concentracion bacteriana es el numero de células que se
encuentran en un volumen determinado del medio de cultivo; y densidad
bacteriana es la masa total del conjunto de la poblacion, sin que importe el

numero de bacterias.

2.2.7. Escherichia coli.

Escherichia coli es la bacteria mas constantemente encontrada en las
materias fecales del hombre y de muchas especies animales. Su nicho
ecologico natural es el intestino delgado y grueso, forma parte de la flora nativa
intestinal y se encuentra en calidad de sapréfito sin causar dafio. Por el
contrario, muchas cepas de E. coli producen substancias que son Uutiles al
huesped, como son las colicinas, que tienen efecto inhibitorio sobre otras cepas
potencialmente patdgenas, por lo que la colonizacion del intestino es benéfica

para el hospedero.

(Romero Cabello, 2009, pag. 753) Poco después del reconocimiento de E.
coli como un enteropatégeno, se hace aparente que no todas las cepas son
igualmente virulentas. En 1959, se descubre la toxina del célera, y siete afos
mas tarde, Taylor y Bettelheim determinan la produccion de enterotoxina por E.

coli de humanos.

Escherichia coli es la especie predominante de la flora anaerodbica
facultativa del colon humano. Las infecciones producidas por cepas de E. coli
patdogenas pueden estar limitadas a mucosas o0 bien diseminarse. Cuatro
sindromes clinicos pueden resultar de la infeccion por cepas patogénicas:

infeccidon de vias urinarias, sepsis, meningitis y enfermedad diarreica.
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(Romero Cabello, 2009, pag. 753) E. coli es un bacilo gramnegativo. con
una sola cadena espiral de ADN. movil, aerobio y anaerobio facultativo, con
flagelos pétricos. La mayoria forma fimbrias y pilis, muchas cepas producen
una pequefia microcapsula, y muy pocas elaboran macrocépsula, y no forman
esporas. En las pruebas bioquimicas es positiva al indodecarboxilasa de lisina.
fermentacion de manitol y gas a partir de la glucosa: ademas es lactosa
positiva en el 90% de las cepas con citrato negativo. Tienen informacion
genética en los plasmidos, que son responsables por la produccion de toxinas y
la resistencia a los antimicrobianos El genoma de Escherichia coli contiene un

total de 5,000 genes.

Escherichia coli es wun bacilo gramnegativo de la familia
enterobateriaceae, crece muy bien en medios simples, presenta movilidad y
flagelos pétricos (Walker, 2010, pag. 162), esta es muy frecuente y facil de
cultivar que muchos microbidlogos la denominan “la mascota del laboratorio”
(Tortora, Funke, & Case, 2007, pag. 758).

El género Escherichia se encuentra formado por 5 especies las cuales
son: E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii y E. vulneris (MacFaddin,
2003, pag. 678), de las cuales la de importancia clinica es E. coli, por lo que los
demas géneros son poco estudiados (Walker, 2010, pag. 161). Este género
esta formado por bacterias de morfologia bacilar, sus formas jovenes presentan
formas cocobacilares, soportan temperaturas relativamente altas y toleran
bastante bien los agentes del medio ambiente (Granados & Villaverde, 1997,
pag. 112). Escherichia coli forma parte de la microbiota normal de de algunos
animales, en el hombre es el aerobio mas abundante (De la Rosa et al, 2011,
pag. 141), cada gramo de heces humanas pueden contener hasta 10° bacterias
de E. coli (Walker, 2010, pag. 162) por lo que este microorganismo es un ideal
indicador de la contaminacion fecal de agua y alimentos (Tortora, 2007, pag.
323).
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2.2.7.1. Condiciones de Supervivencia de E, coli.

Las cepas de E.coli enterohemorragicas, pueden sobrevivir hasta meses
en el estiércol contaminando las aguas superficiales (bebida y riego), las

verduras y frutas y la superficie de las tierras de cultivo.

Estas bacterias se multiplican a temperaturas entre 6 y 50°C, con una
temperatura 6ptima alrededor de 37°C, también presentan la particularidad de
crecer en presencia de un 6% de CINa, ya que son mas resistentes a estos
compuestos que otras bacterias como la salmonella. (Fundacion Vasca para la
Seguridad Agroalimentaria, 2013)

TABLA 1 Condiciones de Supervivencia de Escherichia coli.

Minimo Optimo Maximo

Temperatura 7-8°C 35-40°C 46°C

pH 4.4 6-7 10
Actividad de

0.95 0.995
Agua
Fuente: www.elika.net
2.2.7.2. Mecanismos de patogenicidad de E. coli.

(Romero Cabello, 2007, pag. 753) Al colonizar tejidos extraintestinales. E.
coli produce procesos inflamatorios pidbgenos similares a otras bacterias y. en
ocasiones, de mayor intensidad por los factores propios de estas bacterias. Se
ha mencionado que es la bacteria que produce mas infecciones en heridas en
los hospitales. Puede infectar las vias respiratorias y las meninges, como
consecuencia de una invasion a circulacion sanguinea. Las septicemias por E.
coli son muy preocupantes por la gravedad de su pronostico. Pueden invadir el
higado, vias respiratorias u otros 6rganos. Cuando hay una perforacion

intestinal, son las responsables de la peritonitis consecutiva a dicha lesion. Las
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infecciones urinarias son producidas por E. coli en més del 70% de los casos,
segun algunas estadisticas, y puede ser el agente etiolégico de la enteritis y la

enterocolitis (diarreas del turista)

(Romero Cabello, 2007, pag. 754) Las enterocolitis producidas por E. coli
se deben a los siguientes mecanismos patogeénicos: 1) E. coli enteropatdgena
(EPEC); 2) E. coli enterotoxi-génica (ETEC): 3) E. coli enteroinvasiva (EIEC); 4)
E. coli enterohemorragica (EHEC); 5) E. coli enteroagregativa (EAggEC o
abreviado EAEC) y: 6) E. coli difusamente adherente (DAEC)

Las cepas de E. coli Sapréfitas carecen de factores de virulencia (De la
Rosa, 2011, pag. 141) y la mayor parte de las infecciones ocasionadas por E.
coli son de tipo oportunista, es uno de los microorganismos patdégenos
hospitalarios mas importantes, ocasionan enfermedades renales, pulmonares y
nerviosas que ponen en peligro la vida (Walker, 2010, pag. 162). Ciertas cepas
de E. coli tienen la capacidad de formar antigenos de tipo “O” y “K7,
otorgandole propiedades antifagocitarias y de resistencia ante sustancias
bactericidas, confiriéndole asi un alto poder invasivo. Otras cepas de E, coli son
capaces de originar toxinas, como por ejemplo endotoxinas que provocan
cuadros febriles y diarreicos, otras presentan un mecanismo de accion parecido
al de shigella, pero con menor severidad. En otros casos la toxina producida
por E. coli es analoga a la de Vibrium cholerae, la que origina pérdida de agua

y electrdlitos (Granados & Villaverde, 1997, pag. 113).

Los productos involucrados en la virulencia de E. coli son adhesinas,
endotoxinas, enterotoxinas, verotoxinas y enzimas como la hemolisina y la
aerobactina (Walker, 2010, pag. 162).

E. coli al encontrarse ampliamente distribuida en el intestino del hombre

se disemina por contaminacién fecal, de manera que los individuos debilitados
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son mas susceptibles a infecciones por esta causa, por ejemplo en
procedimientos realizados a personas hospitalizadas como caterizaciones
ejecutadas con las manos contaminadas (Walker, 2010, pag. 162). E. coli es la
responsable del mayor nimero de infecciones nocosomiales, asi también de

infecciones urinarias (Forbes, Sahm, & Weissfelf, 2009, pag. 323).

2.2.7.3. Inmundgenos de superficie.

(Anna Rovid Spickler, 2010) Como todas las enterobacterias, en E. coli
encontramos antigenos somaticos “O”, antigenos flagelares “H” y antigenos
capsulares “K” que combinados, conforman los diferentes serotipos conocidos
de E. coli. Actualmente se conocen 150 antigenos “O”, 50 antigenos “H” y 90
antigenos “K", los cuales se han dividido en tres grupos, que son “LM, “A” y “B”.
Para ilustrar la forma en que se denominan tenemos los siguentes ejemplos:
Escherichia coli 098:H8, O111:H2.

(Romero Cabello, 2009) Se conocen méas de 50 antigenos flagelares,
alrededor de 100 capsulares y 170 somaticos. Los antigenos “O” constituyen la
parte mas externa de los lipopolisacaridos de la pared celular y consisten en
unidades repetidas de polisacaridos. Cada antigeno “O” define a un serogrupo.
Los antigenos “K” son externos en relacion a los antigenos “O”. Recientemente
se ha reestructurado la designacién de los antigenos “K”. para incluir sélo a los
polisacaridos acidicos. removiendo a los antigenos fimbriales a la
denominacion “F”. Los antigenos “H” se localizan sobre los flagelos y son
desnaturalizados por el alcohol y el calor, se aglutinan con anticuerpos anti-H,
principalmente la IgG.

(Romero Cabello, 2007, pag. 765) En la década de los 1940, Kauffinami
perfecciona un esquema de sero-tipificacion basado en los antigenos

bacterianos: somatico (O), flagelar (H) y capsular (K). Con fundamento en el
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antigeno somatico, se ha podido clasificar a E. coli en serogrupos (de los

cudles aproximadamente se conocen 150 en la actualidad.

2.2.7.4. Manifestaciones Clinicas.

E. coli es la causante de casi el 90% de las infecciones urinarias en
mujeres jovenes, la sintomatologia incluye polaquiuria, disuria, hematuria y
piuria (Brooks et al, 2011, pag. 217) Las infecciones del aparato urinario por E.
coli producen cistitis, pielonefritis o sepsis. La cistitis es la infeccién de la
vegiga urinaria con ausencia de fiebre y de dolor, por otro lado la pielonefritis
es la infeccién del parenquima renal y la pelvis, este suele presentar fiebre y
dolor (Walker, 2010, pag. 165).

Tanto E. coli, como Estreptococcus del grupo B son los causantes del
mayor numero de casos de infecciones del sistema nervioso central en nifios
menores de un mes (meningitis neonatal). Asi mismo E. coli puede atravesar el
tubo digestivo y ocasionar una septisemia, por lo general esto se da en
pacientes con un sistema inmune deficiente o deteriorado como es el caso de
ancianos, cuya mortalidad por esta causa es elevada (Murray, Rosenthal, &
Pfaler, 2009, pag. 307).

La gastroenteritis es una enfermedad muy frecuente en todo el mundo y
E. coli esta emplicada en estos casos, debido a sus propiedades de adhesion a
las células epilteliales tanto del intestino delgado como grueso (Brooks et al,
2011, pag. 217).

Escherichia coli produce diferentes tipos de toxinas, las cuales presentan
cuadros clinicos variables. Una cepa de E. coli con capacidad de formar una
enterotoxina similar a la de shigella desencadenara procesos diarreicos en

especial a nifios y lactantes, por otro lado una cepa de E. coli capaz de formar
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una enterotoxina similar a la de Vibrium cholerae originara procesos diarréicos
en nifios y adultos, como es el caso de la “diarrea del viajero” que ocurre de
forma esporéadica, en cuanto si E. coli produce una enterotoxina citotoxica
analoga a la de S. disenteriae esta provocard procesos diarréicos severos de
tipo hemorragicos (Granados & Villaverde, 1997, pag. 113).

2.2.7.5. Escherichia coli enteropatégena — EPEC

(Romero Cabello, 2009, pag. 754) Tiene distribucion mundial, se relaciona
con brotes de diarrea en guarderias y hospitales infantiles en el verano. En el
intestino se adhiere de manera localizada a las células del epitelio, causando
seflales de transduccién asociadas con los cambios producidos por la
adherencia intima de la bacteria, entre los que se incluyen: disolucién del
glicocélix con aplanamiento y destruccion de las microvellosidades intestinales,

dafio en el borde del cepillo y disminucion de la absorcion.

(Romero Cabello, 2007, pag. 158) Hay dos tipos de cepas de E. coli
enteropatdégenas que causan enfermedad diarréica las EPEC tipicas y las
atipicas. Las cepas tipicas de EPEC no producen toxinas (TL y TS), provocan
lesiones histopatologicas, que poseen el plasmido EAF (factor de adherencia
de E. coli).

Es decir segun (Romero Cabello, 2007), las cepas EPEC atipicas tienen
las caracteristicas anteriores, con la excepcion de que no poseen el plasmido
EAF.Las cepas de EPEC se unen a las células epiteliales del intestino delgado
y producen la lesion histopatolégica citada. Las microvellosidades intestinales
desaparecen, y la bacteria se encuentra en adherencia intima con la membrana

de las células epiteliales, induciendo multiples cambios en el citoesqueleto.
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(Romero Cabello, 2007, pag. 754) La distribucion de esta bacteria es
mundial, y es de particular importancia en los paises con climas tropicales y
subdesarrollados. Se relaciona con brotes de diarrea en guarderias y
hospitales infantiles. En paises en vias de desarrollo, es el principal patégeno
productor de diarrea en los nifios en el verano; de hecho se ha estimado que
causa entre el 30 y el 40% de los casos de diarrea infantil. ElI estado de
portador asintomatico es comun (entre el 17 y el 20%). La transmision es fecal-

oral, por las manos contaminadas, fomites y posiblemente por el aire.

Se desconoce el mecanismo exacto por el cual EPEC coloniza el intestino
delgado, pero se consideran las siguientes etapas segun (Romero Cabello,
2007):

a) Adherencia localizada: se inicia con la interaccién a “distancia" relativa
entre el organismo y la capa de enterocitos. a través de fimbrias, en
grupos denominadas BFP (del inglés, bundle-forming pilus), que se
encuentran codificadas en el plasmido EAF junto con otros genes
reguladores de virulencia. La interaccion de la bacteria con el enterocito
resulta en la promocion por parte del epitelio intestinal de la formacion
de estructuras parecidas a un pedestal en los sitios de adherencia.
EPEC forma microcolonias que focalmente se adhieren herméticamente
a la superficie de la mucosa del intestino delgado y grueso (Romero
Cabello, 2007).

b) Sefal de transduccién: la adherencia de las cepas EPEC a las células
epiteliales induce mdultiples sefiales de transduccién en las células
eucaridticas. Los genes responsables de esta actividad se localizan en
el cromosoma bacteriano, en un locus denominado de “desaparicién de
enterocitos” (LEE). Entre las alteraciones que se presentan estan: el
incremento en los niveles de calcio intracelular de las células epiteliales,
lo que puede inhibir la absorcion de sodio y cloro intestinal. Ademas,
interviene en la acumulacion de actina polimerizada directamente debajo

del sitio de adhesion de la bacteria y se asocia con la presentacion de
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las lesiones AJ/E. También producen disolucion del glicocalix y
aplanamiento de las microvellosidades intestinales. La fosforilacion de
proteinas sobre los residuosde tirosina forma parte de las lesiones A/E.
aunque también se observa miosina de cadena ligera. La activacion de
la proteina cinasa (PKC) conduce a los cambios en la secrecion de agua
y electrélitos. Otras sefales de transduccion incluyen la migracion de
leucocitos polimorfonucleares a través de la monocapa epitelial (Romero
Cabello, 2007).

c) Adherencia intima: el gen cae. en el cromosoma bacteriano, codifica
algunas proteinas de membrana externa (OMP). Entre ellas, la principal
es la adhesina bacteriana llamada intimina. Por medio de esta proteina,
la bacteria se adhiere intimamente con la membrana epitelial que
conduce a la disrupcion del citoesqueleto. y ademas, se ha sugerido que
puede intervenir en la proteccion innumitaria contra la enfermedad. Se
han identificado algunas proteinas extracelulares (Esps) que son
liberadas durante la enfermedad, y se consideran esenciales para las
lesiones A/E y para las sefiales de transduccion. Asimismo, se han
detectado respuestas de anticuerpos ante ellas. Las cepas EPEC
poseen un sistema de secrecidn especializado, necesario para la
translocacion de determinantes criticos de virulencia al medio extemo,
donde se localizan los enterocitos. Otros factores de virulencia se
encuentran bajo estudio, e incluyen otras fimbrias y el EAST1 (factor
enteroadherente termoestable), codificado en el gen astA, que se
relaciona con la secrecion intestinal; entre las cepas de EPEC solo
algunas lo producen. Las etapas anteriores se han observado in vitro,
pero pudieran efectuarse in vivo, aunque se ha considerado que las tres

etapas pudieran presentarse simultaneamente (Romero Cabello, 2007).

“Las cepas enteropatdgenas de E. coli fueron las primeras en asociarse a
la enfermedad diarréica infantil en los paises pobres” (Murray, Rosenthal, &
Pfaler, 2009, pag. 306).
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La EPEC ocasiona epidemias y diarreas en lactantes, en particular en los
gue habitan en areas urbanas o los que se encuentran hospitalizados, casi
nunca producen enfermedades en nifios mayores de un afio y la mayoria de los
pacientes tienen 6 meses de edad o menos, se encuentra relacionada con

brotes de diarréicos en guarderias (Walker, 2010, pag. 163).

Las cepas EPEC se adhieren al borde velloso de las células del epitelio
intestinal, causando una lesion celular especifica llamada lesion de borrado o
lesién de adhesion-borrado AE (attaching-effacing), esta destruccion celular da

lugar a cuadros diarréicos (Willey, Sherwood, & Woolverton, 2009, pag. 986).

Las bacterias EPEC se adhieren con fuerza a las membranas
enterociticas, mediante pili tipo 1V y forman microcolonias diferenciadas. Las
bacterias hacen que los niveles de calcio dentro de las células blanco se eleven
provocando la desaparicion de los microvellos. Posteriormente una segunda
adhesina llamada intimina favorece su fuerte adhesion, lo cual conduce a la
produccion de actina filamentosa debajo de cada bacteria adherida, esto
produce cierto grado de penetracion celular, como consecuencia se origina
diarrea copiosa, liquida no sanguinolenta y con presencia de moco (Walker,
2010, pag. 163).

Sintomatologia.

Segun (Romero Cabello, 2007) Clinicamente se caracteriza por diarrea
aguda, acuosa con moco, fiebre de baja intensidad y vomito, principalmente en
recién nacidos y lactantes, aunque un porcentaje variable de casos presenta un
sindrome prolongado de enteritis 0 cuadros severos de diarrea. Generalmente
la enfermedad es autolimitada. En ocasiones se observan polimorfonucleares

en las heces.
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Diagndstico.

(Romero Cabello, 2007) y (Tortora, Funke, & Case, 2007) “El diagndstico
se hace mediante el cultivo a partir de las heces y la serotipificacion de las
cepas aisladas. En el estudio de moco fecal a veces se encuentran leucocitos
polimorfonucleares, aunque con la prueba de lactoferrina son mas
frecuentemente positivos. Actualmente se reconocen trece serogrupos “O” y 56
serogrupos “H”. Los estudios fenotipicos se han utilizado para detectar 1) las
lesiones A/E: mediante cultivos sobre lineas HEp-2 6 Hela, por métodos de
fluorescencia o microscopia electronica; 2) la falta de expresion de las toxinas
TL y/lo TS y; 3) la presencia del plasmido EAF a través de adherencia en
cultivos HEp-2 y Hela, o por técnicas de ELISA. Los ensayos genotipicos
incluyen las pruebas diagnosticas de ADN. que codifican los factores de
virulencia en plasmidos (EAF) o en el cromosoma (gen cae). Se han preparado
sondas utilizadas en métodos no radiactivos o en PCK, y han mostrado valor

en la identificacion de los diferentes grupos diarreagénicos”

El tratamiento.

(Romero Cabello, 2007) Consiste en la correccion de la deshidratacion y
en formas severas de uso antimicrobianos, como aminoglucésidos,
gentamicina, colimicina, neomicina, trimetoprim-sulfametoxazol y subsalicilato

de bismuto

2.2.7.6. Escherichia coli Enteroagregativa — EAgQgEC

La adherencia agregativa (AA) de EAggEC se muestra como una fuerte
aglutinacion entre las bacterias y la caracteristica que sobresale es la
observacion microscopica de estas bacterias en forma de “ladrillos apilados”.
EAQQEC se definen como bacterias no productoras de enterotoxinas, estas
incluyen cepas patégenas y no patdgenas. Las cepas de EAggEC se adhieren

a la mucosa intestinal y conducen a la secrecién de moco, quedando atrapadas
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las bacterias en la pelicula mucosa, es probable que este mecanismo ayude a
la colonizaciébn de las bacterias y a la mala absorcion. Estas bacterias
presentan efectos citotoxicos sobre las células de la mucosa intestinal,
provocan diarrea acuosa y mucoide, en una tercera parte de los pacientes esta
es sanguinolenta, la diarrea es escasa, acompafada de una leve fiebre, rara

vez con vomito (Romero Cabello, 2007).

2.2.7.7. Escherichia coli de Adherencia Difusa — ADEC

Segun (Romero Cabello, 2007) “Estas cepas de E. coli fueron
consideradas como una categoria independiente de E. coli enteropatogénica
diferente a las EAgQEC, por lo que las denominaron difusamente adherentes
(DAEC).”

En la actualidad no esta demostrada completamente la asociacion
estadisticamente hablando de esta cepa con algun tipo de enfermedad, se la
ha aislado en nifios de entre uno y cinco afios, mas no en nifos menores a esta
edad. Se desconocen la predileccion de la proliferacion por la edad y los
mecanismos de transmision. En francia se ha reportado en pacientes
hospitalizados, por lo que se considera que puede ser un patdgeno importante

en paises desarrollados. (Romero Cabello, 2007).

2.2.7.8. Escherichia coli enterotoxigénica — ETEC

Las enfermedades causadas por este tipo de bacteria ocurren
principalmente en paises en desarrollo, se estiman unos 650 millones de casos
al afo y 80.000 casos en viajeros procedentes de EE.UU. La diarrea se
produce después de un periodo de incubacion de 1 a 2 dias y persiste entre 3 y
5 dias, los sintomas son similares a los del colera estos son: diarrea liquida con
dolores coélicos abdominales, las nauseas y vOmitos son poco frecuentes
(Murray, Rosenthal, & Pfatier, 2009, pag. 305).
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Las cepas de E. coli enterotoxigénica producen dos tipos de enterotoxinas
distintas las cuales son las responsables de la diarrea estas son: la
enterotoxina termoestable (ET) y la enterotoxina termolabil (LT) (Willey,
Sherwood, & Woolverton, 2009, pag. 986).

(Walker, 2010, pag. 163) “Los microorganismos ETEC colonizan el
intestino delgado proximal donde se adhieren a la mucosa mediante pili y
liberan ET o LT. La ET o LT ocasiona hipersecrecion de liquidos y electrolitos y

ello conduce a la diarrea acuosa”.

(Romero Cabello, 2007, pag. 756) "Causa comun de diarrea en paises en
vias de desarrollo y diarrea de leve a moderada-severa en lactantes. Produce
un sindrome similar al célera en adultos, y origina la diarrea del viajero y brotes
de diarrea en cuneros. Ademas, provoca dafio mediante su adhesion y
produccion de enterotoxinas termolabiles (TL) y/o termoestables (TS). LaTL
estimula la adenilciclasa, que activa la proteina quinasa, dependiente de
AMPC. Esto da como resultado la salida de liquidos y electrélitos dentro de la
luz intestinal, por incremento de la permeabilidad que invierte el flujo de
liguidos hacia este sitio. Mientras, la ET actla sobre la guanilato ciclasa
(guanilciclasa GC-C), alterando la absorcién de cloro y sodio, que se acumula

en la luz intestinal”

(Romero Cabello, 2007, p4g. 756) En latinoamerica, la mayor incidencia
es en los meses de abril a julio. Se transmite normalmente a través de agua y
alimentos, y es mas comun en el verano. Se necesita de un inéculo grande
para lograr la infeccién y el principal reservorio es el humano. Este organismo
es el causante de cerca del 20 al 40% de los casos de diarrea del viajero, y

recientemente se ha descrito como causa de ileitis.
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(Direcciéon Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, 2013) En areas
endémicas, varia entre el 10 y el 30% como agente etiologico de la diarrea
infantil. La incidencia de la enfermedad es mas alta en nifios menores de dos
afos de edad, declinando rapidamente alrededor de los cuatro afos, para

permanecer después en un porcentaje bajo.

(Romero Cabello, 2007, pag. 460) Una vez que el organismo se
encuentra en el tracto digestivo, se adhiere, coloniza y prolifera en la superficie
del intestino delgado proximal, para posteriormente producir enfermedad
mediante dos mecanismos patogénicos: adhesion y produccion de
enterotoxinas. (Stanier, 2009, pag. 455) Las cepas de ETEC primero deben
adherirse a los receptores especificos situados en el enterocito. Esta
adherencia esta mediada por fimbrias de superficie (pilis), que le permiten a la
bacteria vencer los mecanismos de defensa (peristalsis). (Tortora, Funke, &
Case, 2007, pag. 752)Las fimbrias de las cepas ETEC le confieren la
especificidad de especie. La morfologia de las fimbrias es muy variable, aun en
un misma bacteria, y de las cepas de humanos se han descrito multiples
antigenos, denominados de colonizacion de las fimbrias (CFAsS), 0 mas
recientemente, como antigenos de superficie de E. coli (Cs). Con base en la
morfologia de las fimbrias, se han clasificado en tres tipos: 1) rigidas, 2)

flexibles en grupos y 3) fibrilares delgadas flexibles.

(Romero Cabello, 2007, pag. 460) Los CFAs son organelos filamentosos
localizados en la superficie y codificados por plasmidos. los cuales codifican a
su vez las toxinas TL y/oTS. Se han descrito tres principales CFAs o Cs
asociados con las morfologias descritas de las fimbrias en las cepas de ETEC:
CFA/I, CFA/lIl y CFA/IV. CFA/I posee un solo antigeno fimbrial (mientras que el
resto poseen antigenos complejos) y es el prototipo de las fimbrias rigidas.
CFA/ll y CFA/IV son relacionados con las fimbrias fibrilares. Recientemente se
ha reportado un Cs denominado longus, que estad asociado con las fimbrias

flexibles en grupos. Se considera que el 75% de las cepas ETEC en todo el
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mundo expresan CFAs |, Il y IV, mientras que otros CFAs diferentes no se

relacionan con las fimbrias.

(Stanier, 2009) Cuando E. coli ha colonizado el intestino, se une a las
membranas celulares intestinales y elabora una o ambas enterotoxinas: TL
y/oTS. La toxina TL es una proteina de peso molecular elevado de 86-kDa,

oligomérica.

2.2.7.9. Escherichia coli enteroinvasiva — EIEC

Esta cepa ocasiona una enfermedad parecida a la de la Shigelosis, al
igual que la Shigellas la EIEC no fermenta la lactosa o la fermentan en una
etapa tardia y son inméviles (Brooks, Carroll, Butel, Morse, & Mietzner, 2011,
pag. 218).

(Rodriguez, 2012, pag. 469) “Las cepas EIEC se asocian mas con brotes
que con casos aislados, en los cuales la transmision puede ser de persona a
persona, por ingestion de alimentos y agua contaminada, convirtiéndose en un

patdgeno importante en niios mayores de seis meses.”

Las cepas patdégenas asociadas a este grupo, se limitan a serotipos “O”:
0124, 0143, 0164. Las cepas presentan una gran similitud con las
caracteristicas fenotipicas y patégenas de Shigella. La forma disentérica de
esta enfermedad es poco frecuente, esta presenta fiebre, espasmos
abdominales y presencia de sangre y leucocitos en heces (Murray, Rosenthal,
& Pfaler, 2009, pag. 307).

EIEC invaden el epitelio del colon, el primer paso es la adhesién de la

bacteria a las vellosidades de la mucosa lo que requiere de mucinasa y
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adhesinas, para luego penetrar por endocitosis a la célula, posteriormente
multiplicarse y diseminarse células adyacentes sanas. Los sintomas
caracteristicos son diarrea liquida, con sangre y moco. (Rodriguez, 2012, pag.
469).

(Romero Cabello, 2007, pag. 759) Tiene la capacidad de colonizar el
epitelio de la mucosa, producir necrosis focal con desprendimiento de mucosa
y lesiones sangrantes que se manifiestan por materias fecales de color oscuro.
Este grupo de cepas de E. coli produce la enfermedad gastrointestinal por su
capacidad de invadir las células del epitelio intestinal, donde posteriormente se

multiplican y causan dafio.

(Rodriguez, 2012, pag. 750) Las cepas EIEC son bioquimicamente muy
similares a Shigella, comunmente no fermentan la lactosa, son lisina
descarboxilasa negativas e inmadviles. Su capacidad patogénica depende de la
presencia de un gran plasmido codificado para la produccion de varias
proteinas de la membrana externa, envueltas en la tarea de invasividad. Estos
microorganismos también parecen producir un segundo factor de virulencia que
comparte con Shigella, una toxina parecida a la de Shiga. Se transmite de
persona a persona. Afecta mas a escolares, adolescentes y adultos, raramente

a lactantes, y su distribuciéon es mundial.

(Romero Cabello, 2007) EIEC tiene predileccion por la mucosa coldnica.
Una vez que penetra las células epiteliales, parece que se multiplica localmente
en forma intracelular. Para Romero, lo anterior condiciona la lisis de las
vacuolas endociticas, con movimiento direccional bacteriano a traves del
citoplasma y extension a las células epiteliales adyacentes. En las infecciones
muy agudas, se presenta una potente respuesta inflamatoria de la lamina
propia, con la variacion subsecuente de la construccion epitelial, consiguiente

lisis celular y formacion de ulceras microscopicas.
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(Romero Cabello, 2007, pag. 761) La infeccion natural por EIEC produce
una enfermedad diarreica leve a moderadamente severa, con una minoria de
casos que cursan con un sindrome disenteriforme, acompafiado de fiebre de
38 a 39.5 °C, malestar general y abdominal, tenesmo y dolor tipo célico,
mialgias, y en ocasiones cefalea, que puede persistir por dos o tres dias. Suele
presentarse con datos de toxemia. (Pascual, 2009) y (Romero Cabello, 2007)
concuerdan en que el vomito puede estar presente, y la deshidratacién suele
ser moderada. Las evacuaciones inicialmente son acuosas, y posteriormente
progresan a una diarrea con moco Yy sangre, e incluso puede haber pus.
(Cabello, 2009) En los casos leves, la sintomatologia se autolimita en dos o
tres dias, aun sin tratamiento antimicrobiano. Pero en la mayoria de los casos
la diarrea cesa a la semana de haberse iniciado, y en un nimero menor, puede

persistir por mas de dos semanas.

(Romero Cabello, 2009, pag. 760) Clinicamente, los datos claves para el
diagndstico son el sindrome febril y disenteriforme. El estudio del moco fecal
muestra gran cantidad de leucocitos fecales de tipo polimorfonuclear. La Unica
forma de obtener el diagnostico especifico es mediante el cultivo de heces,
pero la diferenciacion con Shigella u otras especies patogénicas de E. coli es
dificil. Inicialmente se determina el perfil bioquimico de E. coli, y después la
prueba clasica se realiza sometiendo a los organismos aislados a pruebas de
invasividad o prueba de Sereny (que consiste en la inoculaciéon de bacterias en
la conjuntiva de cobayos o conejos, con la resultante queratoconjuntivitis), que

correlaciona con la invasividad.

(Romero Cabello, 2007, pag. 761) El periodo de incubacién es de
aproximadamente cuatro dias (uno a ocho dias). La enfermedad se caracteriza
por un sindrome con notable diarrea acuosa, inicialmcnte sin sangre, dolor
abdominal y fiebre de corta duracion. Se ha reportado vomito en la mitad de los
pacientes. En los dos dias siguientes, la diarrea es sanguinolenta, copiosa, se
incrementa el dolor abdominal tipo colico y comunmente es afebril. EI promedio

de duracion de la enfermedad es de diez dias, con resolucién sin secuelas
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aparentes, pero puede progresar al SUH. que comprende un grupo de
alteraciones: anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopcnia y falla renal
aguda, que pueden ocurrir simultaneamente. Tipicamente cursa con un cuadro
prodromico de diarrea con las caracteristicas antes mencionadas, seguido de
alteraciones hematoldgicas y renales. Afecta predominantemente a nifios
después del periodo neonatal, y se ha estimado que esta presente en alrededor
del 10% de los nifios menores de diez afios (y tal vez en muchos mayores), sin

predominio de clases sociales.

En el estudio del moco fecal, los polimorfonucleares se encuentran
presentes en menos del 50% de los pacientes. En la rectosigmoidoscopia se
observa una combinacién de eritema v edema con una mucosa friable. En el
enema baritado se observan “espasmos” del colon ascendente y transverso, lo
que traduce el edema de la submucosa. Debido a que estos organismos son
rapidamente eliminados del tubo digestivo, la oportunidad de detectarlos

disminuye

2.2.7.10. Escherichia coli enterohemorragica — EHEC.

“El ganado es la principal fuente de EHEC, la diarrea por EHEC se debe a
la ingestion de carne molida mal cocida que contiene niveles inaceptablemente
altos de heces de bovino” (Walker, 2010, pag. 763).

EHEC son las cepas que causan con mayor frecuencia enfermedades en
los paises desarrollados, se estima que estas son las responsables de
aproximadamente 73.000 casos de infecciones y 60 muertes al afio en los
EE.UU. (Murray, Rosenthal, & Pfatier, 2009, pag. 306)

(Romero Cabello, 2007, pag. 762) Dentro del grupo de EHEC se
encuentran los serotipos 0157:H7 6 H-, 026:H11, O111:H-, O145:H-, O45:H2,
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0128:H-, O4:H-, 0O103:H2, los cuales son los responsables de casos de

enteritis, siendo O157:H7 el causante de cuadros clinicos mas graves

Riley, en 1982, relacion6 a EHEC con brotes que presentaban dolor
abdominal, diarrea liquida sanguinolenta, con fiebre lenta o ausente, cuadro
clinico que se denomind “colitis hemorragica” (CH), Cuyo contagio se le
atribuyé al consumo de carne cruda o mal cocida. En todos los casos la
bacteria aislada fue E. coli del serotipo O157:H7. Posteriormente, Karmali en
1983 la asocié con casos aislados de Sindrome Urémico Hemolitico (SUH),
que originaba dafio renal agudo, trombocitopenia y anemia hemolitica
microangiopatica, acompafiada de diarrea con sangre, encontrandose en las
heces E. coli productora de una citotoxina con actividad en las células vero,
llamada Verotoxina (VT), por lo que aquellas cepas capaces de producirla se
las denomin6é E. coli verotoxigénicas (VTEC). Ademas dicha toxina se
neutralizé con la antitoxina obtenida a partir de Shigella disenteriae tipo 1, por
lo cual se la denomin6 también (shiga-like toxin) o toxina semejante a shiga
(SLT) o “shigatoxin” (STX), y aquellas cepas capaces de producirla se las

reconoce con el nombre de STEC. (Rodriguez, 2012).

La enfermedad provocada por EHEC presenta desde una leve diarrea no
complicada a una colitis hemorragica con dolor abdominal intenso y diarrea con
sangre, estos sintomas aparecen en los pacientes después de 3 a 4 dias de
incubacion, el vomito se manifiesta en el 50% de los pacientes, con ausencia
de fiebre alta. Los sintomas desaparecen totalmente de 4 a 10 dias en la
mayoria de casos no tratados. Pero suelen aparecer complicaciones como
trastornos renales (SUH) en el 5 y el 10% de niflos menores de 10 afos, de
estos pacientes un 3 a 5% pueden fallecer por esta causa (Murray, Rosenthal,
& Pfater, 2009).

Las EHEC después de haber atravesado el estdbmago colonizan las

regiones terminales del intestino donde permanecen en la superficie de la
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mucosa sin invadir de forma sistémica. Los microorganismos se multiplican
localmente, las bacterias adheridas en cualquier lugar del colon provocan una
lesion local en la membrana de las células epiteliales superficiales, provocan la
denominada lesion de “adherencia y borramiento” del ribete en cepillo, ademas
EHEC producen citotoxinas SLT que originan la inflamacion de la mucosa
colonica, lo que da como resultado exudados purulentos y hemorragias focales.
Se cree que las manifestaciones clinicas como SUH o PPT, son producidas por
la absorcion sistémica de las SLT, presuntamente en combinacién con una

endotoxina (Schaechter, Medoff, Eisenstein, & Guerra, 1994).

2.2.7.11. Otras categorias de Escherichia coli asociadas con diarrea.

Ya determinado que existen grupos de Escherichia coli que presentan la
capacidad enteropatdgena, cada uno de estos grupos causan enteritis por
diferentes mecanismos (Prats, 2012, pag. 184). Se encuentran alrededor de
170 tipos serolégicos diferentes de antigenos “O” , las cepas de E. coli méviles
presentan diferentes tipos de antigenos “H” (proteina flagelar) y algunas cepas
tienen una polisacéarido capsular (antigeno “K”), estas caracteristicas son clave
para la subclasificacion de las cepas de E. coli (Schaechter, Medoff, Eisenstein,
& Guerra, 1994).

“Actualmente se reconocen seis categorias o cepas de E. coli capaces de
producir diarreas: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteropatégena (EPEC), E.
coli enteroagregativa (EAggEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC)” (Willey,
Sherwood, & Woolverton, 2009, pag. 986).

Entre las probables nuevas categorias se encuentran las cepas de E. coli
asociadas con la separacion celular (CDEC) sobre células HEp-2. El fenotipo
esta relacionado estrechamente con la hemolisina de E. coli y secreta el factor

citotoxico necrosante (CNF), pero su contribucion en la produccion de diarrea
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es aun indeterminada. Se han aislado las cepas productoras de CNF, sobre
todo de animales, y las escasas cepas de humanos han provenido de sitios
cxtraintestinales. Otra de las cepas en estudio es la CDT, pues son cepas que
producen una toxina citoletal extensora. identificada también en
Campylobacter, Shigella y Haemophilus ducreyi. Por ahora, no se ha
demostrado significativamente que las cepas CDT se encuentren mas entre
enfermos que en sanos, pero cuando son positivas en nifios con diarrea, tienen
las propiedades de virulencia de otras categorias de E. coli productoras de
diarrea, como la capacidad de inducir lesiones A/E.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Coliformes.- bacterias que forman parte de la flora normal del intestino

y de otros érganos del ser humano y de otras especies animales.

Enterobacterias.- Familia de bacterias Gram negativas, que contiene
mas de 30 géneros y 100 especies.

Enterotoxinas.- productos del metabolismo de ciertas cepas de

bacterias, que poseen un grado toxico para el organismo humanao.

Escherichia coli.- bacteria que habita normalmente en el intestino de

personas y animales.

Intoxicaciones alimentarias.- Son las manifestaciones clinicas de
toxicidad consecuente a la exposicion a sustancias toxicas transmitidas
por alimentos tanto sélidos como liquidos, la intoxicacion ocurre tras la
ingestion de alimentos contaminados con sustancias organicas e
inorganicas, tales como: venenos, toxinas, agentes biologicos

patégenos, metales pesados, etc.

Serotipo.- tipo de microorganismo infeccioso clasificado segun
los antigenos que presentan en su superficie celular. Los serotipos
permiten diferenciar organismos a nivel de subespecie, algo de gran

importancia en epidemiologia.


http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de lainvestigacion

Locales de expendio de carne molida ubicados en los Mercados

Municipales de la Ciudad de Guayaquil:

e Mercado José Mascote, ubicado en las calles José Mascote y Alcedo,

con un total de 36 locales.

e Mercado Oeste, ubicado en las calles Lizardo Garcia y 10 de agosto,

con un total de 6 locales.

e Mercado 4 Manzanas, ubicado en las calles Huancavilca y Juan Pio

Montufar, con un total de 24 locales

3.2. Periodo de la investigacién

La investigacion tuvo una duracion de 4 meses, comprendido entre el mes

de junio hasta octubre del afio 2014.

3.3. Recursos empleados:
3.3.1. Talento Humano.

e Investigador

e Tutor
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3.3.2. Recursos Fisicos.

e Mercados Municipales de Guayaquil: “José Mascote”, “Oeste” y “4

Manzanas”.

e Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias

Quimicas de La Universidad de Guayaquil.

3.4. Universo.

Locales donde, son expendidas las muestras objeto de estudio.

3.5. Muestra

La muestra la Constituyé la carne molida que se comercializa en los
Lugares de Estudio. Teniendo asi los Mercados; “José Mascote” con 18
muestras, “4 manzanas” con 12 muestras y “Oeste” con 6 Muestras. Para el
andlisis se realiz6 un muestreo de tipo no aleatorio de conveniencia con un

total de 36 muestras.

3.6. Tipo de investigacion

La investigacién fue de Campo, Descriptiva (Prospectiva)

3.7. Disefo deinvestigacién

La investigacién fue de tipo no experimental.

Se elaboré una ficha de recoleccion de datos, para la observacion de campo.
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3.8. Metodologia.

El presente trabajo determind la presencia de Escherichia coli en
muestras de carne molida que se expenden en los Mercados Municipales:
“‘José Mascote”, “Oeste” y “4 Manzanas” de la Ciudad de Guayaquil. Ademas
se hizo uso de Fichas técnicas para registrar las condiciones higiénicas del
local, de los equipos y del personal, asi como las condiciones de conservacion

de las muestras. La metodologia que se empleo fue Petrifilm™,

Las Placas Petriflm™ 3M para el Recuento de Coliformes y E. coli.
(Placa Petrifilm EC) contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente
gelificante soluble en agua fria, un indicador de actividad de la glucuronidasa
BCIG y un indicador de Tetrazolio, que facilita la enumeracion de las colonias.
El film superior atrapa el gas que es producido por la fermentacién de la lactosa

por los coliformes y E. coli.

La mayoria de las E. coli (cerca del 97%) produce beta-glucuronidasa, la
que a su vez produce una precipitacion azul asociada con la colonia. La
pelicula superior atrapa el gas producido por E. coli y coliformes fermentadores
de lactosa.

Aproximadamente el 95% de E.coli producen gas a partir de la lactosa,
representado por colonias entre azules y rojo-azules asociadas con el gas
atrapado en la Placa Petrifilm EC (dentro del diametro aproximado de una

colonia).

La AOAC Internacional y el Manual de Analisis Bacteriolégico de la FDA
de los Estados Unidos definen los coliformes como colonias de bastoncillos
gram-negativos que producen acido y gas de la lactosa durante la fermentacion
metabdlica.
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Las colonias coliformes que crecen en la Placa Petrifilm EC, producen un
acido que causa el oscurecimiento del gel por el indicador de pH. El gas
atrapado alrededor de las colonias rojas de coliformes confirma su presencia.
En la guia de interpretacion de las placas Petrifilm™, emitida por el fabricante
3M, se detallan los procedimientos de analisis. Los mismos que han sido

aplicados, para garantizar la efectividad de los resultados.

El procedimiento para la toma de muestras, transporte, preparacion,

siembra, incubacion y lectura, fue el siguiente:

3.8.1. Toma de Muestras

Las muestras se recolectaron en horario comprendido entre las 7:00am y
8:00am, las mismas se encontraban en bandejas exhibitorias o en algunos
casos la carne era molida bajo pedido, estas muestras fueron obtenidas tal
como son expendidas por el comerciante al consumidor en sus empaques
plasticos (fundas plasticas) aproximadamente 200g. Conjuntamente se
registraron en la ficha de recoleccion de datos (ver Anexos 1, 2, 3), las
observaciones referentes a: higiene y uso de barreras del personal,

conservacion del producto, condiciones y limpieza del local, entre otros.

3.8.2. Transporte y conservacion de las Muestras

Las muestras recolectadas respectivamente rotuladas fueron
almacenadas en una caja de aislamiento de temperatura, que contenia
unidades de enfriamiento para evitar su alteracion, luego eran transportadas en

el menor tiempo posible al laboratorio para su andlisis.
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3.8.3. Preparacion del material y medios de Cultivo

Se preparé el medio de dilucién en este caso Agua de Peptona Buferada
para lo cual se peso 25.5g del medio en un beaker de 1000ml de capacidad, se
afadio un litro de agua destilada, se homogenizé, luego se distribuyd esta
solucién en fiolas de 200ml de capacidad, la cantidad de 90 ml con ayuda de
una probeta de 100ml de capacidad, y en tubos de dimensiones 150 x 20 mm,
se colocé 9ml de dicha solucion mediante el uso de una pipeta serologica de
10ml, todo este material, debidamente rotulado y con sus respectivos tapones
fueron llevados al autoclave para su esterilizacion a 121°C por 15 minutos.

3.8.4. Preparacion de la Muestra

Se procedid a la homogenizacién de la muestra utilizando una espétula
estéril, posteriormente en una bolsa plastica estéril se pesé 10g de la misma. A
continuacion se afadié el medio diluyente agua de peptona buferada (método
ISO 6887) previamente esterilizada en volumen de 90ml para obtener la
primera dilucion de la muestra que corresponde a 1 en 10 (1x10%), se
homogeniz6é la muestra contenida en la bolsa plastica junto con el medio
diluyente aplicando masajes extrusores por 5 minutos, a partir de esta dilucién
se efectuaron diluciones consecutivas, para lo cual se tomé 1ml de la dilucion 1
en 10, usando una pipeta automéatica de 1000ul (1ml) y se deposité en un tubo
de ensayo que contenia 9ml de agua de peptona estéril, se homogenizé con
ayuda del vortex, y asi obtuvimos nuestra segunda dilucién 1 en 100 (1x102),
de la misma forma se realizaron dos diluciones més, respectivamente 1 en
1.000 (1x10%) y 1 en 10.000 (1x10%).

3.8.5. Inoculacién de la Muestra

Se colocaron las Placas Petrifilm 3M, debidamente rotuladas, en una
superficie plana previamente desinfectada con alcohol 70% y cerca del
mechero encendido, luego con ayuda de una pipeta automatica con puntas

estériles, se tomo 1ml de cada dilucion y de forma perpendicular a la placa, con
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la pelicula superior levantada se depositd en el centro de la pelicula inferior, se
bajé cuidadosamente la pelicula sin dejarla caer, para evitar la formacion de
burbujas, posteriormente se coloco el dispersor 3M sobre el inoculo, con la
parte lisa hacia abajo, y se aplicé presion sobre él, para distribuir el inoculo en
toda la placa, se tomé en cuenta que; no se debe deslizar ni girar el dispersor.
Luego se dej6 solidificar el gel por lo menos 1 minuto antes, de ser llevadas a

la incubadora.

3.8.6. Incubacién

Las placas ya inoculadas fueron incubadas cara arriba, en pilos de no
mas de 20 placas. La temperatura y el tiempo de incubacion fueron elegidos
segun el tipo de producto en este caso se tratdé de un producto carnico, para el
cual se empled el Método Oficial AOAC 998.08 para carnes, aves y mariscos
(Ver Anexo 5). El cual especifica incubar las placas por 24h + 1h, a una
temperatura de 35°C + 1°C. Para evitar la pérdida de humedad de las placas se

coloco un recipiente con agua dentro de la incubadora.

Con el fin de asegurar la validez de los resultados se llevé un control,
mediante un registro diario de la temperatura de la incubadora, para

mantenerla dentro del criterio de aceptacion. (Ver Anexo 8).

3.8.7. Lecturay Reporte de Resultados

Transcurrido el tiempo de incubacion se procedié a la lectura de las
placas que presentaron entre 10 y 150 colonias de coliformes, para facilitar el
contaje se uso el contador de colonias, se aplico como referencia el Método
Oficial AOAC 998.08 el cual establece que para la determinacion de E. coli se
deben considerar como tal aquellas colonias que presenten una coloracion azul
o rojo azulado con presencia de gas, el cual se evidencia por la aparicion de

burbujas atrapadas entre las dos peliculas.
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En aquellas placas que presentaban un crecimiento muy numeroso para
contar (MNPC), con mas de 150 colonias se realizd un recuento estimado, para
el cual se contaron las colonias dentro de los uno o mas de los cuadros
representativos, estos valores fueron promediados y multiplicados por 20,
segun las especificaciones del método.

Para el reporte de resultados como Unidades Formadoras de Colonia por
gramo de muestra (UFC/g) se multiplicé el nimero de colonias de E. coli
encontrado en cada placa por el factor de dilucién de la respectiva dilucidon

inoculada en dicha placa. Para esto nos ayudamos de la siguiente formula:

NEc = XEc xFD = UFC/g

NEc: Numero de Unidades Formadoras de Colonia de E. coli por gramo de
muestra.

> Ec: Suma total de colonias de E. coli contadas en la placa Petrifilm.

FD: Factor de Dilucion (tenemos: para diluciones 1/10 inoculadas el factor es

10, para 1/100 el factor es 100, asi sucesivamente).

3.8.8. Aplicacién de una cepa ATCC

Para agilitar el contaje de las colonias y apreciar la efectividad del método
de analisis, se empled la cepa E. coli ATCC (American Type Culture Collection)
25922, la misma que consta en el certificado de analisis de este método (Ver
Anexo 6), esta cepa fue inoculada en el Petrifilm, siguiendo los mismos
procedimientos para el andlisis, luego del periodo de incubacion, se pudo
apreciar perfectamente las colonias con su respectiva coloracion y presencia
de gas, sin ningun tipo de interferencia, orientandonos de esta forma a la

correcta interpretacion de los resultados del analisis microbiolégico.



TABLA 2 Ficha de inspeccion Sanitaria.

MERCADO:

FECHA:

NC: No Cumple

C: Cumple

LOCAL 1 2

10

11

12

13

14

Limpieza del local

Limpieza del equipo

Uso de mandil limpio

Uso de cofia

Manos y uiias limpias

Refrigeracion

Ausencia de plagas

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

46



a7

CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
Los resultados que se obtuvieron con la aplicacion del instrumento fueron
organizados y analizados. Luego se procedié a obtener resultados en términos

de medidas descriptivas como porcentajes, para lo cual se siguieron los

siguientes pasos:

1. Se determin6é cada item y porcentaje de opinion de la Ficha de

Inspeccién Sanitaria.

2. Se agruparon las propuestas de acuerdo con las dimensiones del

estudio.

3. El procesamiento se analizé estadisticamente

4. Se analizaron en términos descriptivos los datos obtenidos.

5. Se interpretaron los resultados, para dar respuestas a los objetivos

de la investigacion.



TABLA 3 Frecuencia de Muestreo

Locales
Mercado
muestreados
José Mascote 18
4 Manzanas 12
Oeste 6
TOTAL 36

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

M José Mascote
B 4 Manzanas

H Oeste

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.
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Para la investigacion fueron muestreados 36 locales en total, de los

cuales: 18 pertenecian al Mercado “José Mascote”, representando el mayor

namero de las muestras, 12 pertenecian al Mercado “4 Manzanas’,

representando el 33%, 6 pertenecian al Mercado

“Oeste”, representando el

menor namero de las muestras analizadas por poseer una menor cantidad de

locales de expendio de carne molida.17%.



4.1. Andlisis de las Fichas Técnicas.

TABLA 4 Limpieza del local de expendio

Mercados/Frecuencia Locales

Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Cumple 1 4 1
No cumple 17 2 11
TOTAL 18 6 12
Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

94,4% 91,7%
66,7%
33,3%
5,6% I 8,3%
— e
JOSE MASCOTE 4 MANZANAS
B Cumple m No Cumple

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.
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Se examind la limpieza de las instalaciones de los locales de venta de

carne, para esto se considerd la higiene de superficies como mesones,

paredes, pisos y otras estructuras propias del local, en el mercado “Oeste” se

aprecia considerablemente el cumplimiento de dicha limpieza en comparacion
con los otros mercados.



TABLA 5 Limpieza del Equipo (Molino de Carne).

Mercados/Frecuencia Locales
Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Cumple 2 2 1
No cumple 16 4 11
TOTAL 18 6 12

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

88,9%

66,7%

33,3%

11,1%

JOSE MASCOTE OESTE

B Cumple B No Cumple

91,7%

8,3%

4 MANZANAS

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

Se observo el cumplimiento de la limpieza de los equipos usados para
picar o moler la carne, no cumplian aquellos locales cuyos equipos que
presentaban restos de carne o de algun otro tipo de suciedad, se puede

apreciar que tanto en el Mercado “José Mascote” y “4 Manzanas” el

incumplimiento es mayor en comparacion con el Mercado “Oeste”.




TABLA 6 Uso de Mandil limpio.

Mercados/Frecuencia Locales
Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Cumple 8 4 4
No cumple 10 2 8
TOTAL 18 6 12

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

66,7% 66,7%

55,6%

44,4%
I 33,3% 33,3%

JOSE MASCOTE OESTE 4 MANZANAS

H Cumple ® No Cumple

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

Se observo que el personal que labora en la venta de carne cumpla con el
uso de un mandil pulcro y bien presentado, en aquel personal que no cumplia

se podia apreciar el uso de un mandil con manchas de sangre, o en su defecto
en mal estado.
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TABLA 7 Uso de cofia o gorro.

Mercados/Frecuencia Locales
Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Cumple 4 1 3
No cumple 14 5 9
TOTAL 18 6 12

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

83,3%

77,8% 75,0%

22,2% 25,0%

16,7%

JOSE MASCOTE OESTE 4 MANZANAS

H Cumple ® No Cumple

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

Segun las Fichas de Técnicas, también se observé que el personal
cumpla con el uso de una cofia o gorro, indispensable para evitar la caida del
cabello en los productos, se puede apreciar que en los tres mercados la

frecuencia del incumplimiento es relativamente alta.
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TABLA 8 Limpieza de manos y uiias del personal.

Mercados/Frecuencia Locales
Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Cumple 11 4 8
No cumple 7 2 4
TOTAL 18 6 12

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

66,7% 66,7%

61,1%
33,3%

I ]

JOSE MASCOTE OESTE 4 MANZANAS

33,3%

H Cumple ® No Cumple

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

Se observé las manos y ufias del personal que labora en los locales el
expendio de carne, con el fin de evaluar de manera visual la higiene, segun los
resultados de las fichas, se encontré que la mayoria del personal tanto en los

tres Mercados presenta sus manos y ufias limpias.



TABLA 9 Conservacion del producto (Refrigeracion).

Mercados/Frecuencia Locales

Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Cumple 2 5 3

No Cumple 16 1 9
TOTAL 18 6 12

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

11,1%

JOSE MASCOTE

88,9%
83,3%

OESTE

H Cumple B No Cumple

75,0%

25,0%

4 MANZANAS

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

Se determiné la conservacidon del producto ya elaborado (carne molida),
considerando como método eficaz la refrigeracion del mismo, tanto en el
Mercado “José Mascote” y “4 Manzanas” se observé durante el muestreo que
la carne molida durante su expendio era exhibida en bandejas al aire libre,

mientras que en el Mercado “Oeste” en su mayor parte el producto era exhibido

en vitrinas refrigeradas.
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TABLA 10 Ausencia de plagas.

Mercados/Frecuencia Locales
Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Cumple 15 6 10
No Cumple 3 0 2
TOTAL 18 6 12

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

100,0%
83,3% 83,3%
16,7% 16,7%
T -
JOSE MASCOTE OESTE 4 MANZANAS
H Cumple = No Cumple

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

Durante el muestreo se observd la presencia de plagas en los locales de
expendio de carne, como consecuencia de la falta de control, se determiné la
existencia de moscas, cucarachas y otros insectos capaces de contaminar los
productos. Tanto en el Mercado “4 Manzanas” y “José Mascote” se evidencio
la presencia de moscas en los locales de venta de carne, en porcentajes
relativamente bajos, mientras que en el Mercado “Oeste” no se encontré ningin

tipo de plaga.



4.2. Analisis de los resultados del Estudio Microbioldgico.

TABLA 11 Estudio Microbiol6gico; Mercado José Mascote.

CONTAJE E. coli
MUESTRA (UFClg) CRITERIO
ECJIMO1 1,2 x10* R
ECJIMO2 1,6 x10* R
ECJMO3 9,0 x10° R
ECJIM04 1,4 x10* R
ECJMO5 1,4 x10* R
ECJMO06 1,32 x10° R
ECIMO07 1,8 x10* R
ECJMO8 6,3 x10* R
ECJIMO09 8,0 x10* R
ECJIM10 1,6 x10* R
ECIM11 4,7 x10* R
ECIM12 6,2 x10* R
ECIM13 6,3 x10* R
ECIM14 2,8 x10" R
ECIM15 4,2 x10* R
ECIM16 3,0 x10° R
ECIM17 9,0 x10* R
ECIM18 1,1 x10* R
S:Cigsti)élir’frmitido para E. coli, Segiin Norma INEN 1346: 2010 Primera
<1 x 10? UFC/g Aceptacion (A) >1 x 10° UFC/g Rechazo (R).

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.



TABLA 12 Estudio Microbiologico; Mercado “Oeste”

MUESTRA CONTAJE E. coli | CRITERIO
(UFC/g)
ECO01 9.0 x10° A
ECO02 4.5 x10° R
ECO03 2,2 x10* R
ECO04 3,7 x10° R
ECOO05 6.7 x 10° R
ECO06 1.0 x10* R
Rango Permitido para E. coli, Segiin Norma INEN 1346: 2010 Primera
Revision:
<1x 10° UFC/g Aceptacion (A) >1 x 10° UFC/g Rechazo (R).

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

TABLA 13 Estudio Microbioldégico; Mercado “4 Manzanas”.

MUESTRA CONTAJE E. coli | CRITERIO
(UFCI/g)

EC4MO01 5,2 x10* R
EC4MO02 6.0 x10" A
EC4MO03 1.13 x10° R
EC4M04 2,0 x10° R
EC4MO05 2,4 x10* R
EC4MO06 9,0 x10° R
EC4MO07 3,9 x10* R
EC4MO08 4,8 x10* R
EC4MO09 4,2 x10* R
EC4M10 2,5 x10* R
EC4M11 1.9 x10* R
EC4M12 1,5 x10* R

szlcigs?éz?rmitido para E. coli, Segiin Norma INEN 1346: 2010 Primera

<1 x 10? UFC/g Aceptacion (A) >1 x 10? UFC/g Rechazo (R).

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.
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GRAFICO 1 Comparativa de los contajes de E. coli entre las muestras de los diferentes mercados.
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Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.
Los contajes se hallan comprendidos entre: el recuento mas bajo en el mercado “4 Manzanas”; con un contaje de 6.0 x 10*

UFC/g, y el recuento mas alto encontrado en el mercado “José Mascote”, con un contaje de 1.32 x 10° UFC/g.
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TABLA 14 Frecuencia de las muestras de los diferentes mercados segun
criterio de aceptacion o rechazo conforme los requisitos microbiolégicos
establecidos en la norma INEN 1346:2010 para E. coli.

Mercados/Frecuencia Locales
Criterio José Mascote Oeste 4 Manzanas
Aceptacién < 1 x 10° 0 1 1
Rechazo > 1 x 10° 18 5 11
TOTAL 18 6 12
Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.
100,0%
91,7%
66,7%
33,3%
8,3%
-
JOSE MASCOTE OESTE 4 MANZANAS
M Aceptacion H Rechazo

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.

Segun los resultados obtenidos en el analisis Microbiolégico en el que se

investigd la presencia de Escherichia coli en Carne Molida en las diferentes

muestras de los distintos Mercados, y a su vez dichos recuentos comparados

con los limites permitidos para E. coli por la Norma INEN 1346: 2010. Se puede

apreciar que en los tres Mercados el porcentaje de los recuentos por encima de

los niveles aceptables es alto, con una menor incidencia en el Mercado

“Oeste”.



5.1.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se logro determinar la presencia de E. coli en las muestras de carne
molida que se expenden en los Mercados Municipales. Encontramos
que el 100% de las muestras del mercado “José Mascote”, el 83.4% de
las muestras del mercado “Oeste” y el 91.7% de las muestras del
mercado “4 Manzanas”, se encuentran fuera del limite permitido para E.

coli.

Al observar las condiciones de higiene, manipulacién y conservacion de
las muestras, podemos apreciar que en los tres mercados estas no se
cumplen o se cumplen de manera parcial, con muchas deficiencias. Lo
qgue conlleva a tener altos recuentos microbianos, los cuales al
compararlos frente a la Norma INEN 1346:2010 para carne molida, nos

indica la no inocuidad de estos alimentos.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo con los datos obtenidos por la observacién y el analisis, se
recomienda implementar charlas de BPM (Buenas Practicas de Manejo
e Higiene) al personal que labora en los Mercados Municipales, como
manipuladores de los productos alimenticios, para asi preservar la
inocuidad de los alimentos y evitar asi el desarrollo de una fuente de
ETAS (Enfermedades de Transmision Alimentaria) causantes de

perjuicios en los consumidores.

Segun los resultados microbiolégicos, se sugiere continuar con esta
investigacion, ampliando el estudio mediante la aplicacion métodos y
técnicas de analisis que permitan identificar el serotipo de aquellas
cepas de E. coli patégenas productoras de enterotoxinas, causantes de

enfermedades graves.
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CAPITULO VI:

LA PROPUESTA

TITULO:;

Capacitacion en Buenas Practicas de Manejo e Higiene de alimentos,
dirigida a los expendedores de productos carnicos de los mercados

Municipales “José Mascote”, “Oeste” y “4 Manzanas” de la ciudad de Guayaquil

RESPONSABLES

Alumnos de 4to y 5to Nivel de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad de Guayaquil, como requisito previo para cumplir con las horas de;

“Vinculaciéon con la Comunidad”.

6.1. INTRODUCCION:

La falta de higiene de los alimentos ha representado un gran problema
para la salud desde hace mucho tiempo atras, por lo que no se trata de un
tema nuevo, a pesar de que los gobiernos de todos los paises del mundo tratan
de corregir al maximo esta deficiencia, el problema sigue siendo considerable,

en paises en vias de desarrollo.

Segun la OMS se ha calculado que cada afio 1.8 millones de personas
mueren como consecuencia de enfermedades diarreicas, cuya causa puede
atribuirse al consumo de agua o alimentos contaminados. Ademas menciona
que mas de 200 enfermedades conocidas son transmitidas a través de los

alimentos.
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6.2. JUSTIFICACION:

Las personas que consumen alimentos mal higienizados, son
susceptibles a adquirir enfermedades por la presencia de microorganismos en
los alimentos, tal es el caso de los consumidores de productos carnicos que los
adquieren en los Mercados estudiados, en los cuales se ha evidenciado
mediante resultados obtenidos de la observacion de campo y el analisis
microbiolégico, la falta de control en el proceso de elaboracidn, conservacion y
expendio de los productos. Razon por la cual se hace necesario impartir
charlas sobre higiene y manejo de los alimentos, dirigida a los expendedores
de productos carnicos de los establecimientos anteriormente mencionados.
Con el propdésito de capacitar al personal y disminuir en gran parte el problema

anteriormente expuesto.

6.3. OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Capacitar a los expendedores de productos céarnicos de los Mercados

estudiados, sobre Buenas Préacticas de Manejo e Higiene de los alimentos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Informar al personal acerca de los riesgos que implica el mal manejo de

los alimentos.

e Elaborar material de difusion del tema como: tripticos, guias, banners,

etc. De distribucion gratuita.

e Fomentar los buenos habitos de manejo e higiene de los alimentos.
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6.4. METAS:

e Capacitacion de todo el personal que labora en el expendio de productos

carnicos.

e Reduccion de mala higiene de los locales de expendio de productos

carnicos.

e Correccion de procedimientos inadecuados en la manipulacion de las

carnes.

6.5. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES:

Actividades Semanas Horas
112(3[4|5]|6

Estudio Diagnéstico 30
Disefio de la Propuesta 30
Desarrollo del proyecto 30
Charla de Capacitacién 10
Difusion del Tema 20
Evaluacion de desempefio 10
Finalizacion y entrega del proyecto. 30

TOTAL 6 160

6.6. EVALUACION Y AUTOEVALUACION

Se realizaran preguntas con la participacion directa del publico, de notar

alguna duda o vacio se realiza una retroalimentacion del tema.
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6.7. BENEFICIARIOS:

BENEFICIARIOS DIRECTOS:

Los consumidores o clientes, que adquieren productos carnicos inocuos,
con la presente intervencion, se espera promover la venta de un producto

seguro y de mejor calidad.

BENEFICIARIOS INDIRECTOS:

e Los expendedores de productos carnicos, pues adquieren conocimientos
acerca una buena manipulacion e higiene, de esta forma vender un

producto mas seguro, ademas el cambio en la imagen del local de venta.

e Los estudiantes, ya que cumplen con el requisito: “Vinculacion con la

Comunidad”.
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7.2. ANEXOS

ANEXO 1 Ficha Técnica de inspecciéon; Mercado “José Mascote”

MERCADO: José Mascote FECHA: 08 de julio del 2014 NC: No Cumple C: Cumple
Local 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Limpieza del local NC | NC | NC | NC | NC C C NC NC | NC NC NC NC NC NC NC NC NC
Limpieza del equipo C NC | NC | NC | NC | NC | NC | NC NC C C NC NC NC NC NC NC NC

Uso de mandil limpio C NC NC NC C C C C NC C C C NC NC C C NC NC

Uso de cofia C NC NC NC NC NC NC S NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC

Manos y uiias limpias C C C NC NC C C NC NC NC C C C C C C C C

Refrigeracion C NC NC NC NC NC NC NC NC NC C C NC NC NC NC NC NC

Ausencia de plagas C C C C C C C C C NC NC NC C C C C C C

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.




ANEXO 2 Ficha Técnica de inspeccion; Mercado “4 Manzanas”
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MERCADO: 4 Manzanas FECHA: 14 de julio del 2014 NC: No Cumple C: Cumple
Local 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Limpieza del local NC NC NC NC NC C C NC NC NC NC NC
Limpieza del equipo C NC NC NC NC NC NC NC NC NC C C
Uso de mandil limpio C NC NC NC C C NC NC NC NC NC C
Uso de cofia C NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC
Manos y uiias limpias C C C NC NC C C C NC NC C C
Refrigeracion C NC NC NC NC NC NC NC NC NC NC C
Ausencia de plagas C C C C NC NC C C C C C C

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.




ANEXO 3 Ficha Técnica de inspeccién; Mercado “Oeste”

MERCADO: Oeste FECHA: 28 de julio del 2014 NC: No Cumple C: Cumple
Local 1 2 3 4 5 6
Limpieza del local NC NC C C C C
Limpieza del equipo C NC NC C C C
Uso de mandil limpio C C C NC NC C
Uso de cofia C NC NC NC NC NC
Manos y uiias limpias C C NC NC C C
Refrigeracion C C C C C NC
Ausencia de plagas C C C C C C

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.
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ANEXO 4 Norma INEN 1346:2010.

Republic of Ecuador

2% EDICT OF GOVERNMENT &4

In order to promote public education and public safety, equal justice for all,
a better informed citizenry, the rule of law, world trade and world peace,
this legal document is hereby made available on 2 noncommercial basis, 25 it
1s the right of all humans to know and speak the laws that govern them.

NTE INEN 1346 (2010) (Spanish): Carme y
productos cirmicos. Carme molida. Requisitos
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Fuente: Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, INEN

CONTINUA...

71



INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA

NTE INEN 1 346:2010
Primera revision

CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS.

REQUISITOS.

Primera Edicion

MEAT AND MEAT PRODUCTS. GROUND MEAT. REQUIREMENTS.

First Edition

CARNE

MOLIDA.

DESCRIPTORES: Came y productos camicos, carne molida, requisitos.
AL 03.02-411

CDU: 837.5

Cily: 3111

ICS: 67.120.10
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Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, INEN - Casilla 17-01-399% - Baquerizo Moreno E8-29 y Almagro - Guito-Ecuador — Prohibida la reproduccion

COU 8375 m cnuain
ICS: 67.120.10

AL 03.02-411
Norma Técnica CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS. ’:'25:‘5:0
“Obligatoria ‘ AR OA Primera rlevisidn
Obligatoria | REQUISITOS. 501009
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece los requisitos que debe cumplir la carne molida.

2. ALCANCE
2.1 Esta norma se aplica a la carne molida de animales de abasto destinades a consumo humano en
puntos de comercializacion.
3. DEFINICIONES

3.1 Para efectos de esta norma se aplican las definiciones contempladas en la NTE INEN 2 346 y
la que a continuacion se delalla:

31.1 Came molida. Es la carne apta para el consumo humano, dividida finamente por
procedimientos mecanicos y sin adilivo alguno
4. CLASIFICACION

4.1 De acuerdo con el contenido de grasa la carne molida se clasifica en tres tipo.
411 Tipo |,
4.1.2 Tipo .
4.1.3 Tipo ill

5. DISPOSICIONES ESPECIFICAS

5.1 La carne molida debe presentar el color, olor y sabor caracleristicos del producto, y debe
eslar exenta de cualquier color, olor, sabor y consistencia anormal.

5.2 El producto no debe presentar alteraciones causadas por microorganismos ¢ cualguier agente
biglogico, fisico o quimico y debe estar exento de materias extrafas.

5.3 Todo el equipo que se ponga en contacto con las materias primas y el producto, debe estar
limpio y sanitizado.

6. REQUISITOS
6.1 Requisitos especificos
6.1.1 Lacarne que se utilice para carne molida debe cumplir con la NTE INEN 2 346,
6.1.2 El proceso de elaboracion debe efectuarse aplicando Buenas Précticas de Manufactura
(BPM) y cumplir con lo dispuesio en el Reglamenio de Buenas Practicas de Manufactura para

Alimentos Procesados.,

6.1.3 La carne molida debe estar exenla de sustancias conservantes, colorantes, y cualquier otro
aditivo.

(Continua)

DESCRIPTORES: Carna y productos caricos, came malida, requisitos.

-1- 2010-146
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6.1.4 El producto no debe contener residuos de plaguicidas o sus metabolitos y Residuos de
medicamentos veterinarios en cantidades superiores a los limites méaximos establecidos por el Codex
Alimentarius (CAC/MRL 1-2001 y CAC/MRL 02-2005).

6.1.5 La carne molida, debe conservarse a nivel de expendio en refrigeracion (0'C a 4C) o en
congelacion a -18 C.

6.1.6 La carne molida debe cumplir con los requisitos indicados en la tabla 1.

TABLA 1. Requisitos de la carne molida

REQUISITOS UNIDAD MIN MAX METODO DE
ENSAYOQ |
Grasa total NTE INEN 778
TIPO I % - 15
TIPO Il % >15 30
TIPO I % >30 40

6.1.7 La carne molida debe cumplir con los requisitos microbiolégicos establecidos en la tabla 2.

TABLA 2. Requisitos microbioldgicos para la carne molida

n c m M Método de ensayo

Aerobios mesdfilos ufc/g 5 3 1,0x10° 1,0x 10" NTE INEN 1 529-5

Escherichia coli ufclg 5 2 1,0x10° 1,0x10° NTE INEN 1 529-8

Staphilococus aureus ulclg 5 1 1,0x10° 5,0 x 107 NTE INEN 1 529-14

Clostridium sulfito reductores ulc/g 5 1 3,0x 10 1,0x10% NTE INEN 1 529-18

Salmonella/ 25g 5 AUSENCIA - NTE INEN 1 529-15
7. INSPECCION

7.1 Muestreo

7.1.1 El muestreo a nivel de expendio se realiza de acuerdo con la NTE INEN 776 e NTE INEN-ISO
2859-1.

7.1.2 La toma de muestras para el analisis microbiolégico debe realizarse de acuerdo a la NTE INEN
1529-2.

7.2 Aceptacion o rechazo. Se acepta el producto si cumple con los parametros establecidos en esta
norma, caso contrario se rechaza.
8. ROTULADO

8.1 Cuando la carne molida se expenda empacada, debe cumplir con los requisitos establecidos en el
RTE INEN 022.

8.1.1  No debe tener leyendas de significado ambiguo, ni descripcion de caracteristicas del producto
que no puedan ser comprobadas.

8.2 Se debe indicar claramente la manera de conservar el producto
8.3 En la etiqueta junto al nombre del producto se debe indicar el tipo al que corresponde.

(Continua)
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ANEXO 5 Método Oficial AOAC 998.08

G OFFICIAL MeTHCDS OF ANALYSIS (2000)
of

MicrosioLoGicAL METHODS
Chapter 17, p., 39

out performing sero[ogical_ testing. It_" al'l 5 isolates are

- ented, report as less than (reciprocal of dilution factor) E. coli

jsrergorml. . :

) Slide agglutination test—Perform test on nonpigmented iso-

4 follows: ) ) ,

) Mark off 2 areas on clean glass microscope slide using wax

Jmﬂjl];;eposiv. drop of sterile saline into each area on slide.

Emulsify material from TSA culture in both drops of saline,

enough material to make uniform turbid emulsion.

Add one drop O157 antiserum to one of culture drops.

Rock slide back and forth for ca 1 min, watching for aggluti-

ionto occur. Agglutination should only be recorded as positive if

control drop remains smoothly emulsified.

‘Record agglutination result and discard any isolates that do not Te-

- ot in slide agglutination test with 0157 antiserum. If all

= gorpigmented isolates are also not reactive to O157 antiserum, report

- jeless than (reciprocal of dilution factor) £. eofi O1 57:H7/g ormL.

(v) H7 tube agglutination test.—Perform on nonpigmented

57 positive isolates as follows (always include known positive

with each series of tube agglutination tests to confirm correct

ctioning of reagents): .

Inactivate 1.0mL TSTB culture by adding 20 uL 37% formal-

{fyde (commercial full-strength solution). If 20 pL pipet is not
able, prepare 1:5 dilution of 37% formaldehyde in saline and

4 fsfer 0.1 mL diluted formaldehyde into TSTB culture.

(ﬁ] Dilute H7 antiserum in saline according to manufacturer’s di-

ns. Transfer 0.5 mL diluted H7 antiserum into sterile

x100 mm glass culture tube,

Add 0.5 mL inactivated TSTB culture from (/) to the diluted
(2). Shake tube gently to mix.

{9) Add 0.5 mL saline o remaining 0.5 mL inactivated TSTB

altre (/) as a negative control. Shake tube gently to mix.

{5} Incubate both tubes 60-90 min in water bath at 50 = 1°C.

{f) Carefully remove the tubes from water bath and, without
g tubes or disturbing contents, examine for evidence ofagglu-

3§20 in e containing H7 antiserum, but not in negative control

be If sgglutination is present, record as positive result. If result js

Bitive, proceed to (c).

it} Motility test —Perform only if H7 agglutination test, (b), is

e Proceed as follows: .

Inoculate tube of motility agar by stabbing in center of tube.
18-24 h at 35°C,

Examine for evidence of motility. Motile cultures will grow in

¢ pattem away from area of the stab, both within agar and

9 surface, Nonmotile cultures will grow only in immediate
of the stab,

Stbculture motile cultures into fresh TSTB medium. Incu-

24h at 35°C, and repeat H7 agglutination procedure, (b).

"oculate nonmotile cuitures into fresh motility agar. Incu-

EXamine as in (/) and (2).

¢isstil! nonmotile after 3 attempts to induce motility, re-

motile” for H7 result. If culture is motile but H7 aggluu-

J‘:‘ is stil] negative after 3 attempts, record as negative

Pretation of Resuits

Ales that are unpigmented on TSA and give positive reac-
0157 and H7 antisera are confirmed as £. coliO157:H7.

Determine proportion of the original 5 isolates that meet these cri-
teria (e.g., 3/5), and multiply this fraction by presumptive score, E,
to obtain confirmed score. Convert confirmed score to most proba-
ble number (MPN) index as follows:

MPN = 1600 x log, [160041600 — <))

where x = number of £. coli 0157:H7 Ppositive squares.

Multiply MPN by reciprocal of dilution factor, round to 2 signifi-
cant figures, and report as E. coli O1 57:H7/g ormL.

(2) Isolates that are unpigmented on TSA, give positive reaction to
0157 antiserum, and are nonmotile are confirmed as E. coli O157:NM.
Determine proportion of the original 5 isolates that meet these criteria
and multiply this fraction by presumptive score, E, to obtain the con-
firmed score. Convert confirmed score to MPN index as follows:

MPN = 1600 x log, [1600/(1600 — x)]

where x = number of £. coli O157:NM positive squares.
Multiply MPN by reciprocal of dilution factor, round to 2 signifi-
cant figures, and report as £. coli O157:NM/g or mL.

Reference: J. 4OAC Int. 81, 403(1998).

17.4.01D
AOAC Official Method 998.08
Confirmed Escherichia coli Counts
in Poultry, Meats, and Seafood
Dry Rehydratable Film Method
Petrifilm™ E. colilColiform Count Plate
First Action 1998
(Applicable to determination of confirmed Escherichia coli in poul-
try, meats, and seafood in 24 h.)
See Table 998.08 for the results of the interlaboratory study sup-

porting the acceptance of the method.
A. Principle

Undiluted or diluted 1.0 mL test portions are added to platesof’ dry
medium and cold-water-soluble gel. Pressure, when applied to plas-
tic spreader placed on overlay film, spreads suspension evenly over
ca20cm’ growtharea. Gelling agent is allowed to solidify and plates
are incubated and counted. The Petrifilm £ coli/Coliform (EC)
Count Plate is a ready-made culture medium system that contains
modified violet red bile (VRB), nutrients, a cold-water-soluble gel-
ling agent, a tetrazolium indicator that facilitates colony
enumeration, and the glucuronidase indicator,
5»bromo-4—chIor0-3-indolyLD—D—g]ucuronide. Glucuronidase, which
is produced by most E coli, reacts with the indicator dye to form a
blue precipitate around the colony. Thus, glucuronidase-positive E,
coli appear as blue colonies with gas. Non-E. coli coliforms that are
glucuronidase-negative appear as red colonies with gas.

B. Apparatus and Reagents

(a) Petrifilm EC Plates—Plates contain VRB nutrients con-
forming to American Public Health Association standards as given
in Compendium of Methods for the Microbiological Examination o
Foods, 3rd Ed., 1992, American Public Health Association, Wash-
ington, DC 20001-3710, USA, cold-water-soluble gelling agent,
2,3,5,-triphenyltetrazolium chlorine indicator (for coliforms), and

2000 AQAC INTERNATIONAL

Fuente: AOAC Ofificial Methods of Analysis

CONTINUA...
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MICROBIOLOGICAL METHODS AOAC OFFICIAL METHODS OF Ay,
Chapter 17, p. 40 vs“(%;,

Table 998.08 Interlaboratory study results of Petrifilm™ EC Plate and MPN for detectlon of E. coli in foods

Petrifilm E. coliColiform Count Plate Most probable number
_evel n® Mean® s, RSD,% r sg RSDgp % R n® Mean s, RSD,% r Ss_ RSDR 9 ;
Fish
Low 11 232 023 9.91 0.65 0.42 18.10 1.18 11 242 027 1116 076 058 23.97 4
Medium 11 295 0.14° 4.75 0.39 0.32 10.88 0.90 11 341 037 1190 104 051 16.45 1y
High 11 377 0.42° 348 031 027 716 076 8 371 027 728 082 032 844 O‘QQ
Turkey
Low 11 206 024 11865 0.67 038 1845 1.06 11 232 037 1585 1.04 038 16.38 0
Medium 10 255 0.10° 3.92 028 0.22 863 0.62 11 273 039 1429 110 045 1§48 P
High 10 345 00%° 2.86 025 0.19 6.03 0.54 11 336 034 1012 096 035 10.42 0%
Beef

Low 11 2.08 0.14° 6.73 0.39 026 12.50 0.73 11 247 046 2120 130 049 22.58 13
Medium 11 274 0.5° 547 0.42 025 9.12 0.71 11 276 061 22.10 1.72 0.61 22.10 11
Hign 11 345 032 9.28 0.80 0.40 11.59 1.13 10 361 032 8.86 0.80 0.¢1 11.36 1148
2 No. of laboratories with complete data.
> Log E. coli count/g.
¢ significantly greater repeatability (p < 0.01).
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glucuronide (for E. coli) as an in- 1 min to permit gel to ‘*_Olidify- Inc'\;bafe_}{la‘ﬁ f“i 1hat35°Chnie
dicator of glucuronidase activity. This allows presence of coliforms cubator, place plates in horizonial position. cear side up, Instig

) 4 MMi not exceeding 20 units. Count plates promptly after incubation pe.
and E. coli to be read on the same plate. (Avaliahl_e ﬁ°"} 3 {Mmm_ riod. If impossible to count at once after required incubation, sz
biology Products, 3M Center Bldg, 275-3W-03, St Paui, plates at below —15°C o longer than 1 week. This should beavaidsl
MN 55144-1000, USA.) as routine practice.

(b) Plastic spreader—Provided with Petrifilm plates; has a re- Petrifilm EC Plates can be counted on a standard colony coucter
sessed side and a smooth flat side, designed to spread test portion other magnified light source. Do not count colonies on the foam dz
cvenly over plate growth area. _ because they are removed from the selective influence of theme

(c) Pipets.—Calibrated for bacteriological use, or plate loop con- Do not count artifact bubbles that may be present. Most E. coii e
tinuous pipetting syringe to deliver 1.0 mL (with 0.1 mL graduation). nies appear as blue colonies associated with gas bubbles within arz
Automatic pipets may be used. Pipets must accurately deliver re- colony diameter. All other coliforms appear as red colonies that b 3
quired volume. Do not use <10% of their total volume. For example, one or more gas bubbles associated (within one colony diameter)’
10 deliver | mL, do notuse pipet>10 mL; to deliver 0.1 mL, donot use them. Plates with 10150 colonies are to be selected. 1fno platzhas®
pipet>1 mL. least 10 blue colonies with gas, the exact count on the least dilute s

(d) Colony counter—Standard apparatus, Quebec model pre- pension s recorded. Ifall plates have counts >1350, the estimated 0!
ferred, (Fisher Laboratory Products, 200 Park Lo, Pittsburgh, is determined by counting the number of colonies in one of morerT
PA 15275, USA, No. 07-908-7), or one providing equivalent magni- resentative squares, determining the average number per squat. 2
fication and visibility. then multiplying the average number by 20 (circular growthares

(e) Dilution water—See 940.36A(a) (see 17.1.02). 20 cm?). If the plates are too crowded to estimate counts, the coustis
C. Test Suspension ; reported as 10O NUMErous to count.

Prepare food suspensions as described in Method 966.23B (see Reference: J. AOAC Int. 82, 73(1999).
17.2.01). Weigh 50 g test portion in sterile blender jar. Add 450 mL
diiuent and blend 2 min in a high-speed blender jar at 10 000 to
12 000 rpm. If entire test sample contains <50 g, weigh a portion of

the test sample and add sterile diluent to makea 1 + 10 dilution. Pre- 17.4.02
pare all decimal dilutions with 90 mL sterile diluent plus 10 mL pre- AOAC Official Method 982.36
ious dilution unless otherwise specified. Shake all dilutions Invasiveness of Mammalian Cells
vigorously 25x in 30 em arc for 7 5. by Escherichia coli

1 Microbiological Method
D. Analysis

) First Action 1982
Place dry Petrifilm EC Plate on flatsurface. Lift top film and inoc- Final Action 1987

uiate | mL test suspension onto center of film base. Carefully place
top film down onto inoculum. Distribute suspension over 20 em?
growth area with downward pressure on center of plastic spreader Invasiveness is detected by intracellular growth Dﬂ_”t"r‘
device (flat side down). Leave plate undisturbed for a minimum of HeLa cells on slides. To minimize extracellular bacteriai ™

A. Principle

© 2000 AQAC INTERNATIONAL

Fuente: AOAC Ofificial Methods of Analysis



ANEXO 6 Certificado de Analisis del Petrifilm 3M.

Product Manufacturing Certificate Certificate of Analysis
Product: 6404 or 6414 or 6444 3M™ Petrifilm™ E. coli/Coliform Count Plates
Batch:  2015-07 KD

Stock Number: 70-2005-7213-2 or 70-2005-9014-2 or 70-2007-7073-6

_Organism Tested Minimum growth Result
Escherichia coli ATCC 51813 2 -3.0%, blue with gas Passes
Enterobacter amnigenus ATCC 51816 2 -3.0*, red with gas Passes
Enterococcus faecalis ATCC 14506 None allowed No growth

*Expressed as the number of standard deviations away from the average count on standard agar media

ISO 11133-2 Performance Testing

Organism Tested Criteria Result

Escherichia coli ATCC 25922 PR**>0.5 . Passes

Enterococcus faecalis ATCC 29212 Total Inhibition Passes

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Atypical of Coliform Passes
Colonies

**Productivity Ratio

This material complies with the 3M specifications for this product construction, and
applicable criteria for routine quality control and microbiological performance of ISO
11133. 3M Brookings is certified to ISO 9001 through an independent agency and is an
FDA registered drug and device site.

Created by Authorized Quality Personnel:
Holly Hawkinson
01/29/14

MANUFACTURE DATE: JAN 2014 EXPIRATION DATE: JUL 2015

3M Health Care

PO Box 5227

Brookings, SD 57006-5227
1-800-328-1671

Version 6
08/16/2011
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ANEXO 7 Carta de Entrega de Cepas Bacterianas Control.

sw Ministeno
de Salud Publica

Instituto Nacional de Investigacion en
S Piblica - INSPI

Laiu
LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA

MEMORANDUM No 211

Para:

Quimicas-Universidad de Guayaquil

Q.F. César Mufioz Iturralde/Decano de Facultad de Ciencias

De: Dra. Yolanda Narvdez San Martin/Lider del Subproceso de Bacteriologia

Fecha: 16/Julio/2014
Asunto: Entrega de cepas

Por medio de la presente se hace la entrega de cepas solicitadas por Usted,

lo cual se detalla a continuacion:

e Escherichia coli ATCC 25922

Sin otro particular, me suscribo de usted

r
Atentamenté/ \\\ /;i/ /:},/’ //

Dra. Yolanda Narvaez'S,M.
Lider del Subproceso de Bacteriologia

Telf

CONM.: 283096 - 2288097 - 2281200 - 2

Av. Julian Coronel 90S entre Esmeraldas y José Mascote

2287428 - 2280405 - 228 88207
www.inspi.gob.ec
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ANEXO 8 Registro diario de Temperatura de Incubacion.

CONTROL DIARIO DE TEMPERATURA
Criterio de aceptacion de temperatura 35°C + 1°C (seguln
el método AOAC 991.08)
MES DE JULIO - 2014
FECHA HORA TEMPERATURA (°C)
07-07-14 14:30 35
08-07-14 14:20 34
09-07-14 14:25 36
10-07-14 14:50 35
11-07-14 14:30 35
14-07-14 15:00 35
15-07-14 14:30 35
16-07-14 14:30 35
17-07-14 15:00 35
21-07-14 16:00 37
22-07-14 14:30 36
28-07-14 14:30 34
29-07-14 14:30 34
30-07-14 14:30 35
31-07-14 15:00 35
MES DE AGOSTO -2014
04-08-14 15:30 35
05-08-14 15:00 36
06-08-14 14:30 36
07-08-14 15:30 35
08-08-14 14:00 35
07-08-14 14:00 36
08-08-14 14:30 34
10-08-14 15:00 34
11-08-14 15:00 33
12-08-14 15:00 34
13-08-14 14:30 35
14-08-14 15:00 35
15-08-14 14:30 35
16-08-14 14:30 35
20-08-14 14:30 36
21-08-14 15:00 37
23-08-14 15:00 36
25-08-14 15:00 36
26-08-14 16:00 35
27-08-14 14:30 35
29-08-14 14:30 34
Equipo: Incubadora Térmica
Ubicacion: Laboratorio Microbiologia Il, Facultad de
Ciencias Quimicas. UG.

Elaborado por: Egresado Luis Vicente Jara.
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FOTOGRAFIAS

FOTOGRAFIA 1 Medio de dilucion usado; Agua de peptona tamponada.

FOTOGRAFIA 2 Balanza Analitica, pesado de la porcion de muestra para

el anélisis.




FOTOGRAFIA 3 Inoculacion en la placa Petrifilm.

FOTOGRAFIA 4 Dilucién de la muestra con agua de peptona en fundas

estériles.
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FOTOGRAFIA 5 Incubadora Microbioldgica.

FOTOGRAFIA 6 Resultados, Placas 1 a la 4.

n?&‘f!& ;ﬂ =
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FOTOGRAFIA 7 Resultados, Placas 5 a la 10.

FOTOGRAFIA 8 Resultados, Placas 11 a la 13.
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FOTOGRAFIA 9 Resultados, Placas 14 a la 26.

FOTOGRAFIA 10 Resultados, Placas 27 ala 36
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FOTOGRAFIA 11 Colonias de E. coli, contaje = 28 UFC.

FOTOGRAFIA 12 Cepa E.coli ATCC Inoculada en placa Petrifilm.
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FOTOGRAFIA 13 Placa vista bajo la luz del contador de colonias.

FOTOGRAFIA 14 Transporte de muestras, caja aislante de temperatura

con sus unidades de enfriamiento.




FOTOGRAFIA 15 Laboratorio de Microbiologia Facultad de Ciencias

Quimicas.

FOTOGRAFIA 16 Mercado Municipal “José Mascote”.

MERCADG |
JOSE MASCOTE

akcaLela
ABE JAIME NEBOT SALMI
ABRUMSYRACIG eee et
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FOTOGRAFIA 17 Instalaciones del Mercado Municipal “José Mascote”.

FOTOGRAFIA 18 Producto Exhibido al aire libre, Mercado “José Mascote”
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FOTOGRAFIA 19 Mercado Municipal “Oeste”.

FOTOGRAFIA 20 Producto exhibido en refrigeracién, local del Mercado

“Oeste”




FOTOGRAFIA 21 Proceso de molido de la carne, Mercado “Oeste”.
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FOTOGRAFIA 23 Instalaciones del Mercado Municipal “4 Manzanas”.
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4

FOTOGRAFIA 24 Productos carnicos exhibidos al aire libre, Mercado “4

Manzanas”.

\ '\\laz\;
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FOTOGRAFIA 25 Maquina para el molido de la carne, Mercado “4

Manzanas”.
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