UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

CARRERA DE LABORATORIO CLINICOE
HISTOPATOLOGICO

Proyecto de Investigacion previo a la obtencidn del titulo de Licenciada en Ciencias de la
Salud en Laboratorio Clinico e Histopatoldgico

TRABAJO DE TITULACION

Titulo: CARACTERIZACION BACTERIOLOGICA DE FRUTAS EXPENDIDAS EN
SUPERMERCADOS DE RIOBAMBA

Autor: Maria Pamela Cabay Asadobay

Tutora: Mgs. Gisnella Cedefio

Riobamba - Ecuador
2020



REVISION DEL TRIBUNAL

Los miembros del tribunal de graduacion del proyecto de investigacion de titulo:
Caracterizacién bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados de Riobamba,
presentado por Maria Pamela Cabay Asadobay, dirigido por MsC. Gisnella Maria Cedefio Cajas,
una vez escuchada la defensa oral y realizado el informe final del proyecto de investigacién
con fines de graduacion escrito en el cual se ha constado el cumplimiento de las observaciones
realizadas, remite la presente para uso y custodia en la biblioteca de la Facultad de Ciencias de
la Salud de la UNACH. Para constancia de lo expuesto firman:

MsC. Mercedes Balladares

Presidente del Tribunal Firma

MsC. Eliana Martinez

Miembro del Tribunal Firma

14N
Qi

MsC. Félix Falconi

Miembro del Tribunal Firma



DECLARACION EXPRESA DE TUTORIA

Yo, MsC. Gisnella Maria Cedefio Cajas docente de la carrera de Laboratorio Clinico e
Histopatoldgico en calidad de tutora del proyecto de investigacion con el tema
“Caracterizacion bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados de Riobamba”,
propuesto por la Srta. Cabay Asadobay Maria Pamela egresada de la carrera de
Laboratorio Clinico e Histopatoldgico de la Facultad de Ciencias de la Salud, luego de
haber realizado las debidas correcciones, certifico que se encuentra apto para la defensa
publica del proyecto. Es todo cuanto puede certificar en honor a la verdad facultando a la

interesada en hacer uso del presente para los tramites correspondientes.

MsC. Gisnella Maria Cedefio Cajas
Docente de la carrera de Laboratorio
Clinico e Histopatoldgico



AUTORIA DE LA INVESTIGACION

“La responsabilidad del contenido de este proyecto de graduacioén, corresponde
exclusivamente a: Maria Pamela Cabay Asadobay y Gisnella Maria Cedefio Cajas y el

patrimonio intelectual de la misma a la Universidad Nacional de Chimborazo”

Maria Pamela Cabay Asadobay
0604245902



AGRADECIMIENTO

Al concluir el presente trabajo de
investigacion agradezco a la Universidad
Nacional de Chimborazo por ser por muchos
aflos mi segundo hogar donde mis docentes
me guiaron para poder concluir con mi
carrera  universitaria 'y poder ahora,

convertirme en una profesional.

A mi amiga Erika Barrera con quien eh
compartido muchas experiencias dentro del
aula de clase las cuales nos ayudado para

hoy en dia concluir nuestra carrera

A la vez mis mas sinceros agradecimientos a
mi tutora Mgs. Gisnella Cedefio Cajas que
con sus ensefianzas y orientaciones me han
ayudado para la realizacién de mi proyecto,
por la paciencia y el apoyo durante este

trayecto, muchas gracias.

Maria Pamela Cabay Asadobay



DEDICATORIA

El presente trabajo de investigacion se lo
dedico a mis padres que han sido el pilar
fundamental durante estos afios de mi
carrera, que con su esfuerzo y dedicacion me
han ayudado para hoy poder culminar con

mis estudios.

A mis hermanos que de una u otra manera
han estado ahi apoyandome moralmente para
poder salir adelante y que ahora forman parte

de este gran logro.

A mi abuelita Matilde Huebla que ha sido la
persona que me brindo siempre su apoyo de
todas las formas y ha sido mi consejera, mi
guia y un ejemplo a seguir.

Esto es por y para ustedes, de corazon

muchas gracias.

Maria Pamela Cabay Asadobay



INDICE

INTRODUCCION ..ottt 1
(@S | I Y @ 1 USSR 5
ODBJELIVO GENETAL ... et re et et e sae e re e e nre e 5
ODjJEtiVOS BSPECITICOS .. .iviiviitietieieies ettt te e ene e 5
(@ AN o I 0 1 I OSSP 6
ESTADO DEL ARTE ..ot ettt st 6
INFECCION DACLEITANA. ... .. cveeeieeieiee ettt ettt e ene e 6
Identificacion de las bacterias que causan enfermedades............ccccovvvivieienieeiercse s 6
Y T (0] o= Tod (=] oL OSSPSR 6
ENTEIOCOCCACEAL.........eeeieee ettt e bt e b e e sbn e e snreeenneeeans 7
Enterococcus y otros COCOS grampPOSITIVOS........ccveiviriiriinieieieie ettt 7
Bacterias productoras de enfermedades gastroentériCas. ..........cccveveveevesiieiieieesieceeseenens 8
RESISTENCIA MICTODIANG ... eeeeeieeciieieeie ettt reeste et e sneenaeeneenree e 12
TIPOS A8 FESISLENCIA ..vevveuveesiesieesie e eeste et et e s e te e s e et e e esreesteeseeaseesteeseesreesteenaesneesneeneas 13
Mecanismos de resistencia de 1as DacCterias...........covevvviiieiiiiiicce e 13
Calidad de productos alimenticios para su comercializaCion. .............ccoevevvevvereresesiesnennns 15
Calidad del agua para el USO de frULAS ........ccceeveiieiieie e 15
(@7 AN I 0 1 I PR OR PPN 17
METODOLOGIA. ..ottt 17
QIO T (o gAY = o T ot o] PSSR 17
Determinacion de poblacion ¥ MUESLIA ..........cceveiiiiiieieiee e 17
TECNICAS Y PrOCEAIMIBNTOS .. .e.viiiiiiieieiiste ettt 17
Identificacion del area de eStUAIO .........cvvieiiieiecece e 18
TOMA U IMUESTIA ...ttt sttt et e nte e e b et e et e ereenbeenteaneesaeennas 18
Aislamiento de bacterias patdgenas presentes en la MUEStra .........cccooevrereieneneneeenenenns 18
Medicion de la resistencia antibiotica en las bacterias aisladas en los cultivos agricolas... 19
Procesamiento eSTAdISTICO ......cccviviiiieiee e 20
CAPTTULO oottt 21
RESULTADOS Y DISCUSION .......oocvriiieieteseeeeet e eree s st esae s, 21
Caracteristicas de la estacion del MUESIIEO ........ccccvviiiieieeieiee e 21
Distribucion porcentual de 18S DACIErIaS.........cccveieerieiie e 22
Identificacion de las bacterias aisSladas............ccoveveiieiieie i 23
Indicadores de susceptibilidad y resistencia de Enterobacteriaceae.............cccocvevvrvrrunnen. 24

Indicadores de susceptibilidad y resistencia de ENteroCOCCUS. ........cccvevverierieerveriesiesieenne 25



CONCLUSIONES ... . 27
RECOMENDACIONES ... .o 28
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS .. 34



INDICE DE IMAGENES
Imagen NOL: TOmMa de MUESTIA. ......cvinit i e 40
Imagen N° 2: Pre — enriquecimiento de cada una de las muestras obtenidas................. 41

Imagen N° 3: Traspaso de 1ml del enriquecimiento primario con 9ml de agua peptonada

de cada una de las muestras a tubos eStériles. ............coooiiiiiiiiiii 41
Imagen N° 4: Cultivo de 1aS MUESLIas. ..........cooiiriii e 42
Imagen N° 5: Procedimiento de Pruebas Bioquimicas y Fisiologicas........................ 43

Imagen N° 6: Antibiograma de de la familia Enterobacteriaceae y Enterococcaceae y

FESUITATOS. . . . e ettt e e 44



INDICE DE TABLAS
Tabla N°1. Enterobacterias frecuentes con significacion clinica................................ 8
Tabla N°2. Descripcion de ubicacion de cada sector del muestreo..................coevee. 18

Tabla N°3. Datos de temperatura ambiente de cada estacion de muestreo y bacterias
aisladas de cada uno de 1os productos. .........oouiiiiiiiiiii e 21
Tabla N°4. Distribucion porcentual de las bacterias aisladas segun pruebas realizadas....22
Tabla N°5. Bacterias patogenas aisladas de los productos agricolas de los supermercados
de la ciudad de Riobamba........ ..o 23
Tabla N°. Tabla de susceptibilidad y resistencia de Enterobacteriaceae......................24

Tabla N°7. Tabla de susceptibilidad y resistencia de Enterococcaceae....................... 25



INDICE DE FIGURAS

Figura N° 1. Mecanismos de resistencia antimicrobiana



RESUMEN

Hoy en dia la resistencia bacteriana se ha convertido en uno de los problemas de salud a
nivel mundial, surgiendo un gran incremento por la presion selectiva de la utilizaciéon de
antibioticos a gran escala, dejando sin alternativas para el tratamiento de las infecciones
bacterianas. El presente estudio tiene como propdsito, determinar la resistencia
antimicrobiana de bacterias patdgenas aisladas en frutas expendidas en los supermercados
de la ciudad de Riobamba, trabajo de tipo descriptivo, transversal y de campo, el cual
evidencia la existencia de patdgenos causantes de infecciones en el tracto gastrointestinal.
Se realiz6 la recoleccion de frutos expendidos en cinco puntos estratégicos de la ciudad.
Para el aislamiento e identificacion bacteriana se emple6 agar Sangre, McConkey vy
CLED, a la vez se emple6 pruebas bioquimicas y fisioldgicas para clasificar las bacterias
en género y especie. Se midid la susceptibilidad y resistencia antimicrobiana mediante la
técnica de aislamiento de colonias empleando el método de Kirby-Bauer. Los resultados
muestran la presencia de 11 bacterias, las cuales Enterobacteriaceae se encuentra con un
78.38 % presente con Citrobacter amanolaticus, Citrobacter freundii, Citrobacter
diversus, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Morganella morganii,
Enterobacter cloacae, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli, y la familia
Enterococcaceae con un 21.62 % encontrandose Enterococcus sp y Estafilococo
coagulasa negativa. Los resultados obtenidos muestran que la mayoria de las bacterias
mostraron mayor susceptibilidad a los antibidticos. Finalmente se deduce que los productos
agricolas se encuentran contaminados por bacterias patdgenas que ponen en riesgo a la

salud de los seres humanos.

Palabras clave: Productos agricolas, bacterias patdgenas, resistencia antimicrobiana.



ABSTRACT

Today bacterial resistance has become one of the worldwide health problems, developing
a large increase because of the selective pressure to use antibiotics in a large scale, leaving
no alternatives for bacterial infections treatments. The purpose of this study is to
determine the antimicrobial resistance of isolated pathogenic bacteria in fruits obtained
at supermarkets in the city of Riobamba. This is a descriptive, cross-sectional and field
work, which shows the existence of pathogens that cause infections in the gastrointestinal
tract. The fruits were taken from five stores located in strategic points of the city. For the
bacterial isolation and identification, Blood, McConkey and CLED agar were used,
while biochemical and physiological tests were used to classify the bacteria in genus and
species. Antimicrobial resistance and susceptibility were measured by the colony
isolation technique using the Kirby-Bauer method. The results show the presence of 11
bacteria, the Enterobacteriaceae is found with a 78.38% present with Citrobacter
amanolaticus, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Enterobacter cloacae, Pseudomona
aeruginosa, Escheria, and Lach Enterococcaceae with 21.62%, Enterococcus sp and
Staphylococcus negative coagulase. The results obtained show that most bacteria showed
greater susceptibility to antibiotics. Finally, it follows that agricultural goods are

contaminated by pathogenic bacteria that put human health at risk.

Key words: Agricultural goods, pathogenic bacteria, antimicrobial resistance.

Translation reviewed by:

g
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INTRODUCCION

Estudios realizados por la Organizacion Mundial de la Salud institucion caracterizada por
tratar temas de mayor relevancia en salud, manifiesta que las frutas son elementos
importantes de una dieta saludable. El minimo consumo de estos alimentos esta asociado a
un mal estado de salud y a un mayor riesgo de adquirir enfermedades que no infecciosas,
causando problemas cronicos. Se considera que en el afio 2017 unos 3,9 millones de
muertes se debieron a un consumo inadecuado de frutas. Adicionar las frutas a la dieta
diaria disminuye el riesgo de adquirir algunas enfermedades, como las cardiopatias y
determinados tipos de cancer. Estos alimentos como parte de una dieta saludable baja en
grasas, azucares y sal, ayudan a prevenir el aumento de peso y evitar el riesgo de obesidad,
un factor de riesgo independiente de las enfermedades no transmisibles. Las frutas son una
fuente rica en vitaminas y minerales, fibra alimentaria y toda una suma de sustancias no
nutrientes beneficiosas, y otros antioxidantes. EI consumo balanceado ayuda a asegurar

una ingesta adecuada de muchos de esos nutrientes esenciales *.

Desde el punto de vista microbioldgico son productos que ha relacion de otros son de
menor riesgo que las carnes y los lacteos. Sin embargo, al ser consumidos sin someterlos
algun tipo de tratamiento, son potencialmente peligrosos en caso de que exista
contaminacion. En los ultimos afios se ha detectado un mayor nimero de enfermedades
transmitidas por alimentos. Los riesgos bioldgicos asociados a los productos agricolas
estan relacionados con malas practicas de produccion, como el empleo de agua de riego
contaminada, el uso de desechos bioldgicos sélidos como fertilizante sin tratamiento o con
tratamiento inapropiado, la disposicion de animales en las areas de cultivo, la proximidad a
zonas de acumulaciéon de productos biodegradables, una inadecuada higiene de las

instalaciones, entre otros *.

Se conoce que las frutas tiene un proceso que deben cumplir, es decir, una vez que el
producto es cosechado, empieza de inmediato el envejecimiento, haciéndolo méas sensible
al deterioro microbiano. Esto depende del producto y las condiciones de almacenamiento.
Un estudio elaborado por EAE (Evaluacion Ambiental Estratégica) Business School
titulado “El consumo de alimentos basicos 2016 indica que Espafia ocupa la segunda
posicion a nivel mundial en cuanto a consumo de frutas y verduras, con un gasto de 454
euros por habitante durante 2015, una cifra que esta representada en un 14% mas que en el
2014 14,



Aungue los propios tipos de microorganismos pueden estar presentes en las frutas, las
caracteristicas intrinsecas del producto afectan a los organismos residentes determinando
cuéles finalmente desarrollaran. Las frutas tienen en general un pH menor al 4,5 aunque
existen excepciones, por ejemplo el melon que se encuentra con pH de 6,7. Por lo tanto las
bacterias crecen mas rapido que los hongos y levaduras en la mayoria de frutas, y
viceversa.

Cabe mencionar que la garantia y seguridad de los alimentos ha sido una de las mayores
probleméticas de la humanidad y los antecedentes de estos hechos se conocen desde
tiempos inmemoriales. La disponibilidad de alimentos de buena calidad es una prioridad
para los consumidores, cuya demanda aumenta a medida que la poblacién adquiere
conciencia sobre la preservacion de la salud al evitar ingerir alimentos contaminados por
bacterias patogenas 8. Es necesario saber que ademas de las bacterias las levaduras aisladas
en frutas forman parte de este problema estas pertenecen a los géneros Candida,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,

Schizosaccharomyces, Sporobolomyces, Trichosporon, Zygosaccharomyces y otros.

Existen factores que estan involucrados en el dafio de los productos, como es la
contaminacion inicial, las propiedades del sustrato, las condiciones ambientales y las
caracteristicas de los microrganismos. En el campo los puntos de contaminacion son
diversos: plantas que se adhieren al cultivo pero que no los parasita nutricionalmente,
parasitos del suelo, ramas u hojas en mal estado, los envases en los que son distribuidos,
las plantas de empaque, el agua potable, las camaras de almacenamiento frio, el transporte

y la venta 2,

Los métodos mas importantes para conservar las frutas son desecacion, congelacion,
fermentacion lactica y colocacion en vinagre o agua saturada de sal, pero a la vez ninguno
mejora la calidad de la materia prima. La seleccion previa ayuda a desechar el material
crudo deteriorado y la limpieza en seco ayuda a retirar restos del producto antes del lavado

con agua clorada 3.

Las frutas y hortalizas frescas son generalmente las mas susceptibles al deterioro después
de su cosecha, lo cual puede deberse a las siguientes razones: cambios fisiologicos como el
envejecimiento, maduracion, dafios ocasionados por golpes o roces, compresion, o
impacto, dafio quimico y descomposicion por microorganismos, los cuales son

considerados causas patoldgicas °.



Segun investigaciones realizadas por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos, se debe
tomar en cuenta que en Ecuador se gasta mensualmente, una suma de 53 millones de
dolares en la compra de frutas. No obstante, los ecuatorianos no alcanzan el consumo
minimo recomendado por la Organizacién Mundial de la Salud, que es de 400 gr diarios en
el pais se llega Gnicamente hasta los 183 gr. En la Encuesta Nacional de Ingresos y Gastos
de los Hogares Urbanos y Rurales, menciona que mas de un millon de familias se

alimentan de banano mensualmente 13,

Estudios realizados en Ecuador en el 2019, se ha encontrado la presencia de mdultiples
bacterias en alimentos que se expenden en lugares de mayor concurrencia como calles y
mercados en las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca. A nivel microbioldgico se ha
encontrado contaminacion en los lugares antes ya mencionados especialmente donde la

gente compra jugos, y frutas.

Al consumir aquellos alimentos que se encuentran en mal estado de salubridad, causan
enfermedades provocadas por las bacterias que se encuentran aisladas en dichas frutas
como la gastroenteritis que es una inflamacién de la mucosa gastrica e intestinal,
habitualmente de causa infecciosa, que va a cursar clinicamente un cuadro critico de
deposiciones liquidas en nimero aumentado. Las bacterias que se detectan en la mayoria
de alimentos expendidos causan gastroenteritis enfermedad antes ya mencionada, diarrea
con sangre y fiebre. A la vez algunas bacterias afectan a mujeres embarazadas y pueden
provocar aborto, ademas problemas en sistemas inmunoldgicos deficientes que pueden
causar meningitis. La presencia de coliformes fecales en las cuales esta asociada
Escherichia coli, transmiten enfermedades mediante agua y desechos contaminados que
son adquiridos por la mala preparacion y manipulacion de alimentos expendidos fuera del

hogar, sin mantener normas de higiene adecuadas °.

Comprender la complejidad del problema de la contaminacién microbiana en las frutas y
tener conciencia de su importancia es el primer paso para lograr una alta calidad en los
productos agricolas. El nivel actual de la tecnologia nos ayuda a eliminar el riesgo en
forma total, por lo que hay que establecer medidas para combatirlo. Asi que es preferible,
efectivo y econdémico prevenir la contaminacion microbiana en las frutas y hortalizas que

eliminarla una vez que tiene lugar *.

En Chimborazo no existe informacion exacta de un alto o bajo consumo de frutas de los

habitantes de esta provincia, por lo cual la siguiente investigacion ayudara para tener en



cuenta que productos se encuentran en buen estado dentro de los supermercados para el

consumo de los mismos.

Tomando en cuenta las informacion adquirida el presente proyecto de investigacion tiene
como objetivo, la identificacion de bacterias patdgenas aisladas en frutos de supermercados
de la ciudad de Riobamba tomando en cuenta su resistencia antimicrobiana, el cual ayudara
a demostrar la presencia de microorganismos resistentes, los cuales causan enfermedades
que afectan a seres humanos especialmente al sector méas vulnerables provocando
infecciones en el tracto gastrointestinal, al no encontrar un estudio previo de interés clinico
sobre el tema a investigar. Mediante la investigacion el aporte cientifico que se lograra sera
de gran aporte para docentes y estudiantes. A la vez esto beneficiara de manera especial a
la comunidad en general para de esta manera consumir alimentos de mejor calidad, sin

riesgos en su salud.

El siguiente proyecto de investigacion estd constituido por 3 capitulos que consta de

estado del arte, metodologia de la investigacion y finalmente de los resultados y discusion.

Dentro del Capitulo I, se da a conocer el estado el arte de la investigacion el cual presenta
la informacion relacionada a la calidad de los productos, infeccion bacteriana,
enfermedades provocadas por patdgenos que se encuentran en las frutas y su resistencia

bacteriana.

En el Capitulo Il se describe la metodologia en donde se encuentra el tipo de investigacion
técnicas, procedimientos, poblacién y la muestra a utilizar durante la investigacion para de

dar cumplimiento a los objetivos planteados.

Para terminar, en el Capitulo 11l se dard a conocer los resultados que se obtuvieron en la
investigacion realizada como la identificacion de las bacterias encontradas, su resistencia y
susceptibilidad a antibioticos, realizando una discusion mediante la informacion

relacionada al tema investigado descrito por varios autores.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Identificar bacterias en frutas expendidas de los diferentes supermercados de la

ciudad de Riobamba, mediante técnicas microbioldgicas.

Objetivos especificos
e Aislar bacterias en frutas expendidas de los principales supermercados de la ciudad
de Riobamba.
e Clasificar a las bacterias encontradas segun genero y especie, en frutas expendidas
de los diferentes supermercados de la ciudad de Riobamba
e Determinar la susceptibilidad y resistencia de las bacterias de importancia clinica

aisladas, mediante el método de difusion Kirby-Bauer.



CAPITULO |

ESTADO DEL ARTE

Infeccion bacteriana
Patogenia

Jawetz et al 16, menciona que la infeccion bacteriana comprende el inicio del proceso
infeccioso y los mecanismos que causan la aparicién de los signos y sintomas de
enfermedades. Las bacterias patdgenas se caracterizan por ser altamente transmisibles, se
adhieren a las células del hospedador, la invasion de las células y tejidos del mismo, su
toxigenicidad y su capacidad para esquivar el sistema inmunitario. Muchas infecciones
producidas por bacterias que suelen considerarse patdgenas de alto riesgo no se presentan o
son asintomaéticas. La afeccion comienza cuando los microorganismos o las reacciones

inmunitarias que se originan por su presencia dafan lo suficiente a la persona.

Identificacion de las bacterias que causan enfermedades

La identificacion de bacterias en varias ocasiones resulta facil al saber que ciertos
microorganismos que son causas importantes de enfermedades, se obtienen con el cultivo
de la flora normal como es el caso de Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus.
También existen bacterias de interés clinico que son patogenas como Salmonella typhi que
causa fiebre tifoidea, pero la infeccion permanece oculta o subclinica y el hospedador se
llega a convertir en un portador de la bacteria. A la vez es complicado demostrar que una
especie bacteriana en especifico constituye la causa de determinada enfermedad, pues se

albergan diferentes tipos de bacterias, teniendo que determinar cada una de ellas.

La genética microbiana moderna ampliado nuevas puertas para estudiar a las bacterias
patdgenas y distinguirlas de las no patdgenas. La clonacién molecular ha permitido a los
investigadores aislar y transformar genes especificos de virulencia y estudiarlos con

modelos de infeccion 17.

Enterobacterias

Las Enterobacteriaceae son un grupo amplio y diverso de bacilos gramnegativos cuyo
habitat natural es el intestino del ser humano y de los animales, estas bacterias se cultivan
en el area de laboratorio clinico y junto con los estafilococos y los estreptococos son las
bacterias que mas a menudo producen enfermedades. En lo que respecta a los bacilos

gramnegativos dentro de este grupo se han descrito mas de cincuenta géneros, con un sin
6



numero de especies y subespecies. Se caracteriza porque se encuentran en el suelo, agua y
productos alimenticios. Ademas, forma parte de la flora microbiana normal de muchos
animales incluyendo el ser humano. Estas bacterias causan infecciones a nivel
gastrointestinal y urinario. También septicemias que se producen cuando una bacteria,
parasito o virus ingresa al torrente sanguineo produciendo inflamacién afectando algun

drgano y otras manifestaciones que perjudican al sistema nervioso central *°,

La E. coli y la mayor parte de las otras bacterias entéricas forman colonias circulares,
convexas Y lisas con bordes diferentes, producen hemolisis en agar sangre 8. Las colonias
de Enterobacter son similares pero presentan la caracteristica de ser mucoides. Las
colonias de Klebsiella son grandes y mucoides aquellas al mantener una incubacién por
mucho tiempo sufren cambios y se unen. Las bacterias de Salmonella y Shigella producen

colonias similares a E. coli con la diferencia de que no fermentan lactosa 8.

Tabla N°1. Enterobacterias frecuentes con significacion clinica

Género Especies
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae, oxytoca
Morganella morgani
Salmonella entérica
Enterobacter aerogenes, cloacae
Serratia marcencens
Citrobacter freundii, koseri
Yersinia pestis, enterocolitica, pseudotuberculosis
Proteus mirabilis, vulgaris
Shigella sonnei, flexneri,

Fuente: Murray et al., Microbiologia médica 5ta edicidn, Cap. 31, pag. 323.
Enterococcaceae

Enterococcus y otros cocos grampositivos

Son bacterias patdgenas perjudiciales para el ser humano, dentro de este grupo estan el
género Streptococcus y Enterococcus los cuales causan mayor tipo de enfermedades. El
género Enterococcus presenta caracteristicas morfoldgicas y fenotipicas ya que tienen

reaccion negativa a la catalasa y oxidasa



Los Enterococcus son estreptococos del grupo D, ya que poseen el antigeno de la pared
celular del grupo D, un é&cido teicoico con glicerol que se asocia a la membrana
citoplasmica., se disponen en parejas o en cadenas cortas. El agar adecuado para este tipo
de bacteria es el agar enriquecido con sangre de carnero adecuado para el desarrollo de
estas bacterias, y se pueden observar colonias blanquecinas de gran tamafio tras un periodo
de incubacidon de 24 horas a temperatura de 37°C, las colonias pueden tener un aspecto no

hemolitico, beta hemolitico.

A la vez estas bacterias se aislan en heces de humano y de diferentes animales dentro de
este grupo podemos encontrar Enterococcus spp: las cuales se encuentran en parejas y en
cadenas cortas. Enterococcus gallinarum y Enterococcus casseliflavus se caracterizan por
tener buena recuperacion en el intestino humano. Enterococcus faecalis que se encuentran
en el intestino grueso. Enterococcus faecium que tienen gran similitud con el antes

mencionado pero son aislados en menor frecuencia 24,

Los Enterococcus representa una de las causas principales de infecciones nosocomiales. El
uso razonable del tratamiento antibiotico y la instauracion de medidas apropiadas para el
control de la infeccidn (en casos de aislamiento de los pacientes infectados, uso de batas y
de guantes por parte de cualquier profesional que entre en contacto con el paciente) pueden
reducir el riesgo de colonizacion por estas bacterias, pero es poco probable la eliminacién

completa de las infecciones para una rapida recuperacion 23.

Bacterias productoras de enfermedades gastroentéricas.
Escherichia coli

Son bacterias que producen pruebas con positividad para indol, lisina descarboxilasa y
fermentacion de manitol y produce gas a partir de glucosa. Una cepa de la orina se puede
identificar rapidamente como E. coli por su hemdlisis en agar sangre, su morfologia de
colonia caracteristica con un lustre “iridiscente” en medios diferenciadores como agar
eosina y azul de metileno y una prueba de indol de mancha positiva. Mas de 90% de las
cepas de E. coli tiene positividad para glucuronidasa [ si se utiliza el sustrato 4-
metilumbeliferil-p-glucuronido (MUG). Las cepas de otros lugares anatdmicos ademas de
la orina, con propiedades caracteristicas (pruebas de oxidasa por encima de la negatividad

adicional) a menudo se pueden confirmar como E. coli con una prueba de MUG positiva 2°.

Los rumiantes en general y el ganado vacuno en particular, han sido sefialados como los

principales reservorios de STEC (Escherichia coli productor de toxina Shiga). El escenario
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que conduce a que se presente la enfermedad es una coccion deficiente, la supervivencia
del patogeno y la subsecuente infeccion. Esta bacteria provoca infecciones en el tracto
urinario, neumonia, meningitis neonatal, y a la vez infecciones endovasculares, entre
otras 21. La principal via de transmision son los alimentos contaminados como carne
molida, productos carnicos crudos o insuficientemente cocidos, embutidos fermentados,
leche y jugos no pasteurizados, vegetales frutos que se consumen crudos, etc. Otras formas
de transmision incluyen la contaminacion cruzada durante la preparacion de alimentos, el
contacto directo del hombre con los animales, bafiarse en aguas contaminadas y de persona

a persona por la ruta fecal-oral.
Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos gram
negativos, anaerobios facultativos, no formadores de esporas, generalmente mdviles. Se
caracterizan porque fermentan glucosa, maltosa y manitol, pero no fermentan lactosa ni
sacarosa. Son generalmente catalasa positiva, oxidasa negativa y reducen nitratos a nitritos.
La mayor parte de las bacterias de Salmonella producen H2S. A menudo son patdgenas

para el ser humano o los animales cuando se ingieren.

Son viables en diferentes condiciones ambientales, sobreviven a la refrigeracion vy
congelacion y mueren por calentamiento a una temperatura mayor a los 70 °C. El serotipo
de Salmonella estd determinado por los siguientes tres tipos de antigenos: el antigeno

somatico, el antigeno flagelar y el antigeno de virulencia.

e Los antigenos somaticos son lipopolisacaridos componentes de la pared celular y se
han identificado 60 antigenos diferentes.
e Los antigenos flagelares son proteinas localizadas en el flagelo mavil.

e El antigeno de virulencia es un polisacarido termolabil localizado en la capsula.
Citrobacter

Esta bacteria es frecuente en individuos inmunocompetentes causando infecciones
primarias. Se caracterizan por ser bacilos gramnegativos aerobios, fermentadores de
lactosa®®, presentes en la flora intestinal normal. Se encuentran presentes en el agua,
alimentos, suelo y ocasionalmente en materia fecal. Dentro de este grupo se encuentran C.

% |as

amalonaticus bacterias responsables de infecciones urinarias y septicemias
bacterias C. freundii y C. koseri son aquellos que producen meningitis y absceso cerebral

afectando especialmente en neonatos 2. Mantienen una gran resistencia antimicrobiana



igual que las especies de Enterobacter, provocando que ni la antibioterapia logre combatir

con la resistencia a multiples antibioticos.
Listeria monocytogenes

Es una bacteria oportunista que puede multiplicarse fuera del huésped ain con bajas
exigencias en cuanto a nutrientes es comparada con otras bacterias patdgenas que no
producen esporas las cuales son transmitidas por los alimentos. Presenta la particularidad

de resistir distintas condiciones como de congelacion, secado, acidez y frio.

Esta bacteria se encuentra ampliamente clasificada en el medio ambiente y ha sido aislada
de varios tipos de fuentes como por ejemplo suelos, vegetacion, materia fecal animal y

humana, agua, desperdicios, aguas residuales.

Ademas los alimentos relacionados con enfermedades producidas por la Listeria
monocytogenes han sido en mayor parte productos que se encuentran listos para el
consumo que generalmente se conservan durante largos periodos a temperaturas de
refrigeracion. Algunos ejemplos de alimentos capaces de provocar una enfermedad
transmitida por alimentos son: quesos, helados, vegetales crudos, alimentos carnicos y de
origen marino, tanto crudos como cocidos y, como ya se menciond, alimentos listos para el
consumo. Es comun la presencia de éste microorganismo en lugares de elaboraciéon de
alimentos, en donde puede permanecer en ambientes y superficies himedas. Como se trata
de un microorganismo capaz de desarrollarse a bajas temperaturas puede persistir por
largos periodos de tiempo en alimentos, utensilios y equipos, como por ejemplo heladeras
y camaras de frio a la vez es capaz de sobrevivir en condiciones de congelamiento a -18°C

durante varias semanas, en distintas matrices alimentarias ”.
Pseudomonas

Las especies pertenecientes al género Pseudomonas son microorganismos ubicuos que se
encuentran en la tierra, en productos en estado de descomposicion, en la vegetacion y en el
agua, son patdgenos oportunistas presentes en una gran variedad de ambientes.
Actualmente, se hallan también en el ambiente hospitalario, en ambientes himedos, como
la comida, lavabos, bafios, fregonas, los respiradores y equipos de dialisis, e incluso en

soluciones desinfectantes.

No es comun que forme parte de la flora microbiana normal del ser humano, excepto en los
pacientes hospitalizados y en los pacientes ambulatorios inmunodeprimidos. Las sencillas

necesidades de crecimiento y la versatilidad nutricional de Pseudomonas hacen posible su
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amplia distribucién ambiental. Son capaces de utilizar un gran numero de compuestos
organicos como fuentes de carbono y de nitrogeno, y algunas cepas crecen incluso en agua

destilada al degradar los restos de los nutrientes.

La capacidad para aislar a estos microorganismos de las superficies himedas puede verse

limitada solamente por los esfuerzos para detectar los microorganismos 22.
Aeromonas, Vibrio y Plesiomonas

Son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, con oxidasa positiva, pertenecen a los
géneros ubicados taxonomicamente en las familias Aeromonadaceae, Vibrionaceae y
Enterobacteriaceae, respectivamente. Es reconocido el incremento de las infecciones por
los microorganismos pertenecientes a los géneros antes mencionados, como agentes
etiologicos de procesos infecciosos en Organos y sistemas vitales para el organismo,

comprometiendo en ocasiones la vida del paciente.

A pesar de los adelantos en el control de las enfermedades transmisibles, cada dia son mas
frecuentes las infecciones intestinales, extra intestinales y nosocomiales por las especies de
los géneros descritos, constituyendo una amenaza grave para la salud de la poblacién
mundial, por el amplio espectro de expresiones clinicas que producen (endocarditis,
septicemia, bacteriemia, meningoencefalitis, neumonia, peritonitis e infeccion hepatobiliar,
etc.) 11,

Campylobacter spp.

En la actualidad es la primera causa bacteriana de gastroenteritis en los paises
desarrollados 3*. Es un patogeno alimentario resistente a antibioticos. Considerado como
el primer agente etiologico de diarrea en seres humanos en paises desarrollados, y el
segundo o tercero en paises en vias de desarrollo. Las especies termotolerantes de
Campylobacter son mundialmente reconocidas por generar la campilobacteriosis, una
zoonosis asociada al consumo de alimentos de origen animal. El cuadro clinico generado
por estas especies suele ser auto limitado, y la aplicacion de un tratamiento antibid6tico solo
esta recomendado en casos clinicamente severos, debido al desarrollo de mecanismos de
resistencia antibiética en Campylobacter spp., situacion que ha provocado la incorrecta

utilizacion de estos farmacos en lo que refiere a salud animal y humana.

Segun las normativas en el pais de Chile, a pesar de que las enfermedades transmitidas por
alimentos son consideradas de notificacion obligatoria, la resistencia antibiética de

Campylobacter spp, no es considerada dentro de la normativa. Por otra parte, su
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notificacion hacia laboratorios de referencia es baja y no esta considerado dentro del
Reglamento Sanitario de los Alimentos. Mediante publicaciones cientificas se ha descrito a
Campylobacter spp como un patogeno alimentario y resistente a antibidticos, estimulando
a reconocer al patégeno como un agente de importancia en la industria alimentaria y
clinica 2.

Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus esta considerado como uno de los microorganismos mas
importantes en la practica médica diaria ya que es capaz de provocar una extensa gama de
enfermedades, ya sea por accion directa o mediante la accion de sus toxinas. El tratamiento
de estas infecciones se ha convertido en algo extraordinariamente complejo ya que
actualmente se ha dado la aparicién en la comunidad de cepas de S. aureus, resistentes a la
meticillina, que provocan infecciones en pacientes sin factores de riesgo,

fundamentalmente en nifios y adolescentes 13,

Resistencia microbiana

Segun la revista Scielo, la resistencia antimicrobiana en la actualidad ha implicado un serio
problema de salud y con un gran desafio en sus estudios y para la busqueda de tratamientos
efectivos. En las Ultimas investigaciones realizadas durante los Gltimos 30 afios y que hoy
en dia lo siguen ejecutando en todos los paises, poco a poco se ha ido reconociendo y
estudiando los mecanismos y causas que hacen posible esta resistencia y la creacion de
nuevos productos farmacéuticos y naturales para hacerle frente. EI consumo inadecuado de
estos antibidticos, provocan serias complicaciones para el tratamiento del paciente. La

resistencia bacteriana puede ser natural, intrinseca y adquirida 2°.

Para contribuir al uso racional de los antibi6ticos se necesita disponer de un diagnéstico
rapido que permita determinar el agente etioldgico y su sensibilidad en el momento de

iniciar la atencion al paciente 3°,

Segun Garcia J y Garcia E 3, manifiesta que una bacteria es sensible a un antibiético,
cuando el antibidtico realiza algun tipo de efecto frente a ella dependiendo del halo de
inhibicidn de esta forma se podra sanar la infeccion; por el contrario es resistente cuando
su crecimiento s6lo puede ser inhibido con altas cargas de antibidtico las cuales puedan

sobrepasar el lugar de la infeccion.

Se debe tomar en cuenta la importancia que tiene el estudio diario de los distintos tipos y

mecanismos de resistencia que presentan las bacterias frente a los antimicrobianos
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disponibles, y considerar cada uno de ellos a la hora de implementar alguna clase de
tratamiento antibacteriano, ya que se conoce que las infecciones causadas por bacterias

resistentes se asocian a una mayor probabilidad de morbilidad, mortalidad 32.

Tipos de resistencia

e Natural o intrinseca. Es una propiedad especifica de las bacterias y su aparicion es
anterior al uso de los antibi6ticos, como lo demuestra el aislamiento de bacterias
resistentes a los antimicrobianos. Ademas, los microorganismos que producen
antibioticos son por naturaleza resistentes. En el caso de la resistencia natural todas
las bacterias de la misma especie son resistentes a algunas familias de antibidticos y
eso les permite tener ventajas competitivas con respecto a otras cepas y pueden
sobrevivir en caso que se emplee ese antibidtico.

e Adquirida: Se relaciona a un problema clinico, en el que las bacterias son capaces
de mutar por el cambio en la secuencia de bases de cromosoma por la trasmision de
material genético extracromosémico procedente de otras bacterias, resistiendo a los
efectos del antibidtico, este es detectado mediante pruebas de sensibilidad. Se debe
considerar que cada vez que administra antibioticos, las bacterias sensibles mueren,

pero a la vez gérmenes resistentes pueden crecer y multiplicarse 3°.

Mecanismos de resistencia de las bacterias

Las bacterias al tener una gran capacidad de adaptacion, pueden desarrollar mecanismos de
resistencia frente a ciertos antibidticos, para lograr destruir o cohibir a los
microorganismos, los antibi6ticos deben atravesar la barrera superficial de la bacteria y
después fijarse sobre su diana para lograr eliminarlo determinando una respuesta. Dentro
de los diferentes tipos de resistencia la de mayor importancia es la resistencia adquirida
debida a la modificacién de la carga genética de la bacteria que puede aparecer por
mecanismos de transferencia genética, pero la resistencia transmisible se caracteriza por
estar mediada por plasmidos, transposones o integrones, las cuales pueden ser transmitidas
de una bacteria a otra 33. Al adquirir una bacteria algln tipo de resistencia obstruye que el
antibidtico ejecute su mecanismo de accidon provocando mecanismos de resistencia los

cuales serdn mencionados a continuacion:
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Figura N° 1. Mecanismos de resistencia antimicrobiana.

Fuente: M Claudia, G Rubén, B et al. Revista Scielo: Mecanismos de resistencia antimicrobiana en
patdgenos respiratorios. Chile, pag. 186.

Inactivacion del antibidtico por enzimas: En este punto la bacteria produce enzimas que
inhiben al antibidtico; las mas importantes son las betalactamasas (penicilinas y
cefalosporinas) y muchas bacterias son capaces de producirlas, con el propdsito de
contrarrestar la actividad destructora de las betalactamasas, médicos han desarrollado
inhibidores efectivos como es el caso del acido clavulanico. Existen enzimas modificantes
de aminoglucoésidos y aungue no es éste su principal mecanismo de resistencia, también los
antibicdticos como el cloranfenicol, las tetraciclinas y los macrolidos corren el riesgo de ser

inactivados por enzimas

Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibi6tico al punto diana: En
este caso las bacterias provocan mutaciones en las porinas de la pared que imposibilitan la

entrada de ciertos antibidticos (betalactdmicos) o a la vez cambian sus sistemas de
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transporte imposibilitando que este cumpla y pierda su funcionalidad. A la vez pueden
provocar el brote del antibidtico por un método de expulsion activa, impidiendo que se

retna una cantidad suficiente para que actue eficazmente.

Alteracion por parte de la bacteria de su punto diana impidiendo o dificultando la
accion del antibiotico. Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel del ADN girasa
en la que se refiere a una resistencia de quinolonas, del ARNr 23S resistencia a macrolidos,
de las enzimas proteinas fijadoras de penicilina necesarias para la formacion de la pared
celular. Se debe tomar en cuenta que una sola bacteria puede desarrollar varios
mecanismos de resistencia frente algunos o muchos antibioticos y del mismo modo un
antibidtico puede ser inactivado por distintos mecanismos de diversas especies bacterianas
segun sea el caso, lo cual complica el estudio de las resistencias de las bacterias con

respecto a los antibidticos 3°.

Calidad de productos alimenticios para su comercializacion.

La evaluacion de la calidad esta directamente relacionada con un estricto cumplimiento de
normas establecidas en leyes correspondientes. Es decir, un producto sera de buena calidad
cuando se acoja al reglamento vigente, cubra los requisitos establecidos como la cadena
agroalimentaria, representada por el sector primario, la transformacion del producto, la
distribucion y finalmente, el consumo, reuniendo e incorporando las exigencias de los
consumidores. En cuanto a las caracteristicas solicitadas por los consumidores, las mismas
pueden agruparse con el producto y las correspondientes a la transaccion comercial. La
inocuidad microbioldgica y el valor nutricional pertenecen al conjunto de caracteristicas
englobadas en la primera categoria y que pueden relacionarse con las propiedades

implicitas del producto.

Sin embargo, la reduccién, la pérdida en la calidad, y la contaminacién por
microorganismos patdgenos en frutas puede ocurrir durante la cosecha, la recoleccion, el
almacenamiento y el transporte, en los puntos de venta, y en el mismo empleo final. Esto

podria evitarse implementando sistemas de control eficientes que permitan prevenirlas °.

Calidad del agua para el uso de frutas

El agua puede transmitir diversos microorganismos en los que se pueden incluir algunos
patdgenos como: Escherichia coli, especies de Salmonella, Vibrio cholerae, especies de
Shigella, al igual que: Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis

y algunos tipos de virus. Existen evidencias que demuestran que el uso de agua de riego en
15



los sembrios al encontrarse contaminada puede incrementar la frecuencia de

microorganismos patdgenos detectados en productos cosechados.
Pat6genos que pueden crecer a baja temperatura:

e Listeria monocytogenes.
e Aeromonas hydrophila.
e Yersinia enterocolitica.

e Bacillus cereus.
Pat6genos que pueden crecer en atmosferas modificadas:

e Listeria monocytogenes.
e Escherichia coli

e Aeromonas hydrophila.
e Clostridium botulinum.
e Salmonella.

e Campylobacter >
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CAPITULO II
METODOLOGIA
Tipo de investigacion:

e Enfoque cuantitativo: se determind la presencia de microorganismos patogenos
aislados y se realiz6 la medicion de los halos de inhibicion de cada una de las
bacterias encontradas en frutas de los diferentes supermercados de la ciudad de
Riobamba.

e Cohorte transversal: el proyecto se ejecutd en un lugar delimitado (frutos de
supermercados de la ciudad de Riobamba) en un tiempo especifico, durante el
periodo octubre 2019- marzo 2020.

e Descriptiva: se recolectd datos de estudio, en el que se describio la resistencia y
susceptibilidad antibacteriana de las bacterias encontradas en las frutas de los
supermercados.

e De campo: se recolectd muestras de diferentes supermercados de Riobamba, se
aislo e identifico las bacterias de interés clinico y su resistencia antimicrobiana de
las diferentes frutas.

e No experimental: no se manipuld las variables, debido a que no se alter6 las

condiciones existentes.

Determinacion de poblacién y muestra

Poblacion: estad representada por frutos, que como factor comdn se expenden en 5
supermercados de la ciudad de Riobamba los cuales fueron pera, manzana, durazno, y

banano.

Muestra: se emple6 un muestreo por conveniencia debido a que la mayoria de
supermercados no cuentan con el mismo ejemplar de frutas. Por consiguiente se recolect6
2 productos agricolas de cada ejemplar de los distintos supermercados. Teniendo un total

de 40 muestras para el analisis microbiologico.

Técnicas y procedimientos:

e Técnicas: Observacion
e Instrumentos: Guia de observacion, camara fotografica, protocolo de evaluacion

de CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute).
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Procedimientos

Identificacion del area de estudio

En el presente estudio se utilizd6 muestras de frutos comercializados en los supermercados
de la ciudad Riobamba ubicados por el centro de la ciudad y por las afueras de la misma.
Se realiz6 un recorrido para la identificacién de puntos geogréficos estratégicos para
realizar el muestreo, donde se tomaran en cuenta los supermercados con mayor acogida por
la ciudadania en general siendo: Supermercado 1, Supermercado 2, Supermercado 3,

Supermercado 4, Supermercado 5.

Toma de muestra

Antes de la recoleccion de los cultivos agricolas, se identificd cinco lugares de muestreo,
en este caso se tomod en cuenta la temperatura ambiente de cada lugar. Se recolect6 en
bolsas estériles, se le asignd a cada uno una codificacion para su identificacion y se
conservo en refrigeracion hasta trasladarlo al laboratorio. Se obtuvo dos ejemplares de los
cuatro productos agricolas obtenidos en cada uno de los supermercados. Cada uno de los
productos obtenidos fue transportado al Laboratorio de Microbiologia, Facultad de
Ciencias de la Salud, en la Universidad Nacional de Chimborazo, lugar donde se llevo a

cabo analisis.

Tabla N°2. Descripcion de ubicacion de cada sector del muestreo.

Puntos  Estacion de muestreo Ubicacion

Punto 1 Supermercado 1 Chimborazo-Riobamba
Punto 2 Supermercado 2 Chimborazo-Riobamba
Punto 3 Supermercado 3 Chimborazo-Riobamba
Punto 4 Supermercado 3 Chimborazo-Riobamba
Punto 5 Supermercado 4 Chimborazo-Riobamba

Aislamiento de bacterias patogenas presentes en la muestra

Una vez que las muestras de productos agricolas fueron trasladadas al laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud, se realizé el analisis microbioldgico
tomando precauciones para evitar posibles contaminaciones, se desinfectd el area de
trabajo a utilizar con alcohol al 70% e hipoclorito de sodio al 5% y se utilizd todas las
prendas de proteccion.

La muestra fue tomada del centro de la fruta (25 g) y triturado, posteriormente se realiz6 el

pre-enriquecimiento en 225 ml en agua peptonada e se incubd por 24 horas a 37°C.
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Posteriormente se tomdé 1ml de cultivo, se inocul6 en 9 mL de agua peptonada e incub6 por
24 horas a 37°C. De esta forma se observara las colonias y se escogera las sospechosas
(Anexo N° 1).

Elaboracién de medios de cultivo.

Se seleccionaron los agares adecuados para realizar el estudio como: MacConkey
Acumedia®©, Sangre Himedia©, Cistina Electrolito Deficiente (CLED) DifcoTM,
Tiosulfato Citrato Bilis Sacarosa (TCBS) DifcoTM y Miller Hinton DifcoTM; que serdn

preparados segun las indicaciones del fabricante.

Todos los medios fueron autoclavados a 15 psi a 121 °C durante 30 minutos, se dejo
enfriar y se coloco en cajas monopetry Greiner© estériles, con un volumen aproximado de
15 mL sobre una superficie horizontal y en tubos anteriormente esterilizados un volumen
de 5 mL respectivamente, al estar solidificado el medio de cultivo se lo almacené en

fundas estériles para evitar la posible contaminacion a una temperatura de 2 a 8°C.
Técnica de aislamiento de colonias

La técnica empleada para la siembra fue por agotamiento en el agar MacConkey
Himedia©, Sangre Himedia®©, se incubo en posicion invertida durante 24 horas a 37°C en
microaerofilia y aerobiosis. El aislamiento de las colonias se realizo a través de resiembra,

donde se obtuvo colonias puras, utilizando la técnica antes mencionada.
Pruebas bioguimicas para la identificacion de bacterias patdgenas

Para la identificacion de las bacterias patdgenas aisladas de frutos, se utilizaron diferentes
pruebas entre ellas deteccién de enzimas (coagulasa, y catalasa), y bioguimicas como
Kliger, Ureasa, Citrato, Malonato, MIO (Motilidad — Indol — Ornitina), LIA (Lysine — Iron

— Agar), ademas de Bilis esculina. (Anexo N° 2).

Medicién de la resistencia antibiética en las bacterias aisladas en los cultivos agricolas

Una vez identificadas las bacterias patdgenas se evaluo la resistencia y sensibilidad a
diferentes antibidticos mediante el método de difusion Kirby-Bauer. Se debe realizar
mediante la obtencién de un cultivo puro para poder comenzar el estudio de la sensibilidad
antibidtica. Para aquello se utiliza la técnica de aislamiento en placas en el cual se
encuentra el medio adecuado para la cepa.

Se utilizaron los siguientes antibidticos en discos: Gentamicina (CN), kanamicina (K),
acido nalidixico (NA), oxacilina (OX), penicilina (P), sulfa trimetropin (SXT),

vancomicina (VA), tetracilina (TE), amoxacilina (AX), azitromicina (AZM), ceftriaxone
19



(CRO), ciprofloxaxina (CIP), colistina (CT), imipenem (IMP), ceftazidime (CAZ),
aztreonam (ATM), amoxicilina/acido, clavulanico (AMC), cefoxitin (FOX), cefotaxima
(CTX). Para la técnica se preparé una dilucion en NaCl 0,89% de cada colonia aislada para
asi poder confrontarlo a 0,5 de turbidez con el patrén McFarland. Se sumergio con la
ayuda de un hisopo completamente estéril en la solucidn antes preparada y se sembré en
Mueller Hinton tratando de cubrir por completo la caja petri de forma uniforme en un
intervalo de angulo de 60° a 70°. A continuacion se colocaron los discos de antibidticos
con una pinza estéril a 15 mm del borde y 20 mm de equidistancia. Se incubd las placas 24
horas a 37°C y finalmente se procedié a la lectura de resultados tomando en cuenta las

reglas establecidas por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio “CLSI”.

Procesamiento estadistico

Se empled una estadistica descriptiva con los resultados obtenidos mediante la aplicacion

de hojas de calculo que pertenece al sistema operativo Microsoft Office 2013.
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron puntos estratégicos tomando en cuenta la ubicacion de cada uno de los

supermercados para la recoleccion de cada uno de los productos agricolas dentro de la

ciudad de Riobamba. Los puntos fueron: Supermercado 1, Supermercado 2, Supermercado

3, Supermercado 4, Supermercado 5.

Caracteristicas de la estacién del muestreo

En la tabla 3. Se describen los datos de la temperatura de cada estacién de muestreo en el

cual su punto de referencia se encuentra a una temperatura de 12 ° C de todos los lugares

de muestreo.

Tabla N°3. Datos de temperatura ambiente de cada estacion de muestreo y bacterias

aisladas de cada uno de los productos

Estacién de Producto
muestreo agricola

Pera

Banano
Supermercado 1  Manzana

Durazno

Pera
Banano

Supermercado 2 Manzana
Durazno

Pera

Supermercado 3 Banano

Manzana

Durazno

Bacteria aislada

Enterococcus sp
Enteroccocus sp
Citrobacter amalonaticus
Citrobacter freundii

Klebsiella pneumoniae
Citrobacter amalonaticus
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter diversus
Enterobacter aerogenes
Morganella morganii

Citrobacter amalonaticus

Estafilococo coagulasa
negativo

Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae

Pseudomona aeruginosa

N° cepas
bacterianas

PR, P P P DN DN DNDDN

[EEN

Temperatur
a Ambiente

(°C)

12°

12°

12°
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Pera Enterobacter cloacae 1
Citrobacter freundii 1
Banano Klebsiella pneumoniae 1 12°
Enterococcus sp 1
Supermercado 4 Manzana  Escherichia coli 2
Durazno Klebsiella pneumoniae 1
Enterococcus sp 1
Pera Enterobacter cloacae 1 12°
Citrobacter diversus 1
Supermercado 5 Banano Enterococcus sp 1
Citrobacter freundii 1
Durazno Enterobacter cloacae 1

Elaborado por: Cabay Pamela

Segun estudios los factores ambientales que influyen en el crecimiento bacteriano son los
fisicos y quimicos, aquellos que pueden modificar la velocidad de crecimiento de las
bacterias. Madigan M et al 3, menciona que las bacterias patdgenas necesitan una
temperatura 6ptima para su crecimiento que corresponde a un rango de 37°C, sin embargo
existen bacterias que tiene alta probabilidad de desarrollarse en temperatura que oscilan los
5°C a 65 °C.

SegUn Murray et al 37 mientras ha ido pasando el tiempo se han descubierto nuevas cepas
que resultan patdgenas, trayendo consigo enfermedades, nuevos microorganismos que
producen nuevas enfermedades resistentes de varios antibidticos, mediante estudios estos

se encuentran presentes alimentos de consumo humano, seres humanos y animales.
Distribucion porcentual de las bacterias

En la Tabla 4. Se evidencia la distribucién porcentual de las bacterias segun las pruebas
realizadas, observandose en bacterias Gram negativas 8 (21.62 %) y Gram positivas 29

(78,38 %) respectivamente.

Tabla N°4. Distribucion porcentual de las bacterias aisladas segun pruebas realizadas

Bacterias Frecuencia (n)  Porcentaje (%)
Gram negativas 29 78,38 %
Gram positivas 8 21,62 %
Total 37 100 %

Elaborado por: Cabay Pamela.
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Segun Rios S et al 3 menciona que en su mayoria las bacterias de interés clinico son
Enterobacterias, provenientes del tracto gastrointestinal de animales y humanos, cuya
capacidad de sobrevivencia y reproduccion en el agua es restringida dado el estrés
fisiologico que presenta el medio acuoso. Los criterios microbiolégicos que incluyen E.
coli son de utilidad en casos en que se desea determinar contaminacion fecal. Confirmando

mediante nuestra investigacion que las bacterias encontradas son Enterobacterias

Identificacion de las bacterias aisladas

En la tabla 5 se evidencian las diferentes bacterias aisladas en los productos agricolas de
los supermercados de la ciudad de Riobamba, de un total de 11 tipos de bacterias aisladas,
utilizando pruebas fisioldgicas y bioquimicas para gramnegativos y grampositivos. (Anexo
N° 3)

Tabla N°5. Bacterias patdgenas aisladas de los productos agricolas de los supermercados

de la ciudad de Riobamba.

Familia Especie Frecuencia
()
Enterobacteriaceae Citrobacter amanolaticus
Citrobacter freundii
Citrobacter diversus
Klebsiella pneumoniae
Enterobacter aerogenes

4
4
3
4
1 29
Morganella morganii 1
8
2
2
7
1

Enterobacter cloacae
Pseudomona aeruginosa
Escherichia coli

Enterococcus sp

Enterococcaceae Estafilococo  coagulasa
negativa

TOTAL 37

Elaborado por: Cabay Pamela.

Segun Castejon O et al #, en su caso clinico mencionan que Morganella morganii es un
bacilo que se lo puede encontrar con frecuencia en suelo, agua y drenajes y forma parte de
la flora normal de un pequefio porcentaje de humanos, mamiferos y reptiles. Los factores
de riesgo asociados a esta infeccion destacan la edad avanzada, los antecedentes de
hospitalizacion y el uso reciente de antibiéticos. Kasper et al “°, establece que las bacterias
del género Enterobacter y Citrobacter son microorganismos generalmente encontrados en
agua, suelos, vegetacion y flora normal de animales, causantes principales de infecciones

gastrointestinales.
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Indicadores de susceptibilidad y resistencia de Enterobacteriaceae

En la tabla 6 se indica el patron de susceptibilidad y resistencia a los antimicrobianos, en
Enterobacteriaceae: Citrobacter amanolaticus, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Morganella morganii, Enterobacter

cloacae, Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli. (Anexo N° 4)
Tabla N°. Tabla de susceptibilidad y resistencia de Enterobacteriaceae.

MUESTRA
Citrobacter amanolaticus (cepal)
Citrobacter amanolaticus (cepa2)
Citrobacter amanolaticus (cepa3)

K

Citrobacter amanolaticus (cepa4)
Citrobacter freundii (cepa 1)

Citrobacter freundii (cepa 2)
Citrobacter freundii (cepa 3)
Citrobacter freundii (cepad)
Citrobacter diversus (cepa 1)
Citrobacter diversus (cepa 2)
Citrobacter diversus (cepa 3)
Klebsiella pneumoniae (cepa 1)
Klebsiella pneumoniae (cepa 2)
Klebsiella pneumoniae (cepa 3)
Klebsiella pneumoniae (cepa 4)
Enterobacter aerogenes
Morganella morganii
Enterobacter cloacae (cepa 1)
Enterobacter cloacae (cepa 2)
Enterobacter cloacae (cepa 3)
Enterobacter cloacae (cepa 4)
Enterobacter cloacae (cepa 5)
Enterobacter cloacae (cepa 6)
Enterobacter cloacae (cepa 7)
Enterobacter cloacae (cepa 8)
Pseudomona aeruginosa (cepa 1)
Pseudomona aeruginosa (cepa 2)
Escherichia coli (cepa 1)
Escherichia coli (cepa 2)

N I I IR I IR I IR I I I IR IR IR s IR A IR IR O I N
I I I I I I I I IR I IR I IR I AR AR I I I I M I IR I I
[ I I I I I I I I IR I AR I I IR AR IR IR I IR IR M IR I RS
N O W ! ;m!m ;MmO O;mnHNonnoonoonooonon ;o onon ;o oo SET
N ;M !mIO;mW!WO;m ;M O;mnNmm;mnmonm3ITHnononononon o on onCrRO
w0V wWIOVD— =TT OLOHO®®NONIT®NmnmIDIOnN D n — gAMC

IR IR IR IR IR IR IR IR IR IR IR IR IR R IR IR IR IR IR IR IR IR IR IR R IR AR I R
I IR IR IR I I e R IR IR IR IR I IR IR IR I IR IR IR I IR I I I IR I D
I I A A AR A I A IR I IR IR I AR A A I Ml 2 I IR I A N R R I O D
(I I I I I I I A I A AR I IR A I IR IR I AR IR I AR IR IR P s I M A DR
I I I I I I I I I I AR I IR A I I I I A T I I A I 2 I IR I I I R

Elaborado por: Cabay Pamela
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Mediante los resultados obtenidos muestra que la cepa 5 de Enterobacter cloacae mantiene
una resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion (ceftriaxona, ceftazidima), la
incidencia de que hidrolicen a las cefalosporinas de cuarta generacion y los
carbapenémicos es muy poca *), mientras que las demas Enterobacterias se muestran
sensibles en un 90% a los antibidticos sin evidenciar ningdn tipo de mecanismo como son:
Citrobacter amanolaticus (cepa3), Citrobacter freundii (cepa 1), Citrobacter freundii
(cepa 2), Citrobacter diversus (cepa 2), Klebsiella pneumoniae (cepa 1), Klebsiella
pneumoniae (cepa 2), Enterobacter aerogenes,, Morganella morganii, Enterobacter
cloacae (cepa 1) Enterobacter cloacae (cepa 7), Enterobacter cloacae (cepa 8),

Pseudomona aeruginosa (cepa 1), Pseudomona aeruginosa (cepa 2).

Las cepas de Escherichia coli resistentes a antimicrobianos pueden constituir un reservorio

de genes transferibles a otras poblaciones bacterianas potencialmente patogenas®.

El estudio evidencié resistencia de la bacteria aislada de Escherichia coli (cepa 1) a

Tetraciclina, Trimetropin Sulfametoxazol y Amoxicilina mas Acido Clavulanico

Indicadores de susceptibilidad y resistencia de Enterococcus.

En la tabla 7. Se indica el patron de resistencia y sensibilidad a antibioticos del género

Enterococcus.
Tabla N°7. Tabla de susceptibilidad y resistencia de Enterococcaceae.

MUESTRA

Enterococcus sp (cepa 1)
Enterococcus sp (cepa 2)
Enterococcus sp (cepa 3)
Enterococcus sp (cepa 4)
Enterococcus sp (cepa 5)
Enterococcus sp (cepa 6)
Enterococcus sp (cepa 7)
Estafilococo coagulasa (-)(cepal)

»w mwIoWunmw n nn TE
nw mmnn n n onCIP
- n »mw nnw nun nu on VA

»w mmnn non P
nw un —-—unumw n non E

Elaborado por: Cabay Pamela

El aumento de la resistencia a los antimicrobianos que se emplean con mas frecuencia en
los tratamientos de estas infecciones depende de la deteccion temprana y eficaz de los

mecanismos implicados para orientar y modificar las estrategias durante el tratamiento “2.
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Las cepas aisladas presentan una alta sensibilidad sin embargo la prevalencia de

infecciones por microorganismos gramnegativos es elevada.
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CONCLUSIONES

1. Mediante los frutos analizados los cuales son expendidos en los distintos
supermercados de la ciudad de Riobamba, se identifico un total de 11 tipos de
bacterias patdgenas para el ser humano de diferente género y especie, la mayoria
aisladas de manera reiterada, las cuales provocan enfermedades gastrointestinales,
procedente de los distintos productos analizados.

2. A través de la utilizacion de pruebas fisiologicas y bioquimicas se clasificaron las
bacterias encontradas las cuales ayudaron a identificarlas y determinar bacterias
grampositivas como Enterococcus con un 21.62 % Yy gramnegativas como
Enterobacteriaceae con un 78.38 %, tomando en cuenta cada una de las
caracteristicas que presenta cada bateria

3. Tomando en cuenta la susceptibilidad de los diferentes microorganismos analizados
mediante el método de difusion Kirby — Bauer se determind la resistencia
antimicrobiana de las bacterias, obteniendo que la mayoria de las cepas aisladas de
la familia Enterobacteriaceae y Enterococcus se mostraron susceptibles a los
antibioticos utilizados en un 90 % y solo en un 10% se evidencio algun tipo de
resistencia a antibioticos. Los siguientes resultados muestran la existencia de
bacterias patdgenas resistentes a diferentes tipos de antibioticos en los frutos
expendidos en los supermercados de la ciudad de Riobamba, considerandolo asi

contaminados.
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RECOMENDACIONES

1. Se recomienda manejar todos los protocolos de seguridad dentro del area de
laboratorio, a la vez conocer sobre los fundamentos de cada uno de los reactivos a
utilizar para conocer la funcion de los mismos.

2. Se sugiere utilizar medidas de control del agua que ayuden a reducir el riesgo de
contagio de bacterias con los productos agricolas para reducir por completo la
existencia de bacterias de interés clinico que perjudican a la salud de los seres
humanos adquiriendo enfermedades.

3. Continuar con la investigacion de bacterias en productos de consumo humano para
identificar la presencia de los mismos y ser clasificados en género y especie segln
sea el caso mediante la utilizacion de equipos automatizados para de esta manera

tratarlos, erradicando bacterias multiresistentes a antibiéticos.

28



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

Who.int. Aumentar el consumo de frutas y verduras para reducir el riesgo de
enfermedades no transmisibles. [Internet].eLENA; 2019 [actualizado 5 abril de
2019; citado 27 de octubre de 2019]. Disponible en:
https://www.who.int/elena/titles/fruit_vegetables_ncds/es/.

I, Palazon. Patologia vegetal. Madrid. s.n., 2000, Vol. 2.

Downes FP, Ito K. Compendium of Methods for the Microbiological Examination
of Foods.Washington: APHA; 2001

Puig P Y, Leyva C V, Rodriguez S A y etal, Calidad microbiologica de las
hortalizas y factores asociados a la contaminacion en areas de cultivo en La
Habana. Revista Habanera de Ciencias Médicas [Internet]. 2014; Disponible en:
https://www.redalyc.org/articulo.0a?id=180431104013

Tandfonline.com. Inocuidad microbiolégica de frutas frescas y minimamente
procesadas [Internet]. México, CyTA; 1999 [actualizado 02 de octubre de 2019;
citado 29 de octubre de 2019]. Disponible en:
https://www.tandfonline.com/doi/pdf/10.1080/11358129909487594.
Ruralcat.gencat.cat. Aspectos microbioldgicos relacionados con el procesado de
frutas y hortalizas [Internet].Lleida. 2015 [actualizado 17 de Noviembre de 2015;
citado 29 de octubre de 2019]. Disponible en:
https://ruralcat.gencat.cat/c/document_library/get_file?uuid=32c63b0f-75d7-420b-
b7da-53667e33fe04&groupld=20181.

Anmat.gov.ar. Andlisis microbioldégico de los alimentos [Internet].2011
[actualizado Diciembre de 2011; citado 29 de octubre de 2019]. Disponible en:
http://www.anmat.gov.ar/renaloa/docs/Analisis_microbiologico_de_los_alimentos_
Vol _l.pdf

Lépez A. Manual para la preparacion y venta de frutas y hortalizas. Argentina:
INTAE.E.A; 2003

Infoagro.com. Deterioro de las frutas y hortalizas frescas en el periodo de
poscosecha [Internet]. Honduras [Citado 14 de diciembre 2019]. Disponible en:
https://www.infoagro.com/frutas/deterioro_poscosecha_frutas_hortalizas.htm
Redaccionmedica.ec. Detectan bacterias en el 80% de muestras de alimentos que se
expenden en las calles [Internet]. Ecuador, 2019 [actualizado 18 julio de 2019;
citado 29 de octubre de 2019]. Disponible en:

29


https://www.who.int/elena/titles/fruit_vegetables_ncds/es/
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=180431104013
https://www.tandfonline.com/doi/pdf/10.1080/11358129909487594
https://ruralcat.gencat.cat/c/document_library/get_file?uuid=32c63b0f-75d7-420b-b7da-53667e33fe04&groupId=20181
https://ruralcat.gencat.cat/c/document_library/get_file?uuid=32c63b0f-75d7-420b-b7da-53667e33fe04&groupId=20181
http://www.anmat.gov.ar/renaloa/docs/Analisis_microbiologico_de_los_alimentos_Vol_I.pdf
http://www.anmat.gov.ar/renaloa/docs/Analisis_microbiologico_de_los_alimentos_Vol_I.pdf
https://www.infoagro.com/frutas/deterioro_poscosecha_frutas_hortalizas.htm

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

https://www.redaccionmedica.ec/secciones/salud-publica/detectan-bacterias-en-el-
80--de-muestras-de-alimentos-que-se-expenden-en-las-calles--94471

Cabrera R L, Castro E G, Ramirez A M, Llop H A, Llanes C R, Castafieda E N y
et al. Especies pertenecientes a los generos Aeromonas, Vibrio y
Plesiomonas. [Internet]. 2007 Jun [actualizado 07 marzo 2007; citado 02
diciembre de 2019]; 24(3): 204-208. Disponible en:
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-
10182007000300005&Ing=es.

Mardones G P, Lopez J M. IMPLICANCIAS DE Campylobacter spp. COMO
PATOGENO ALIMENTARIO. [Internet]. 2017 [actualizado 16 mayo 2016; citado
02 diciembre de 2019] Disponible en:
https://scielo.conicyt.cl/pdf/chjaasc/v33n1/0719-3890-chjaasc-02005. pdf

Alvarez Lam |, Ponce B J. Staphylococcus aureus, evolucion de un viejo patogeno.
Rev Cubana Pediatr [Internet]. 2012 Dic [citado 2019 Dic 15] Disponible en:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-
75312012000400007&Ing=es.

Murgich V, Espafa es el segundo pais del mundo con mayor consumo de frutas y
verduras, Merca 2.0 [Internet]. 2017 [actualizado 07 Junio 2016; citado 02
diciembre de 2019] Disponible en: https://www.merca20.com/espana-segundo-
pais-del-mundo-mayor-consumo-frutas-verduras/.

EXTRA.ec [Internet]. El top 5 de frutas que mas se consumen en Ecuador
[actualizado 15 Septiembre 2017; citado 8 enero de 2020] Disponible en:
https://www.extra.ec/buena-vida/salud-alimentacion-inec-frutas-estadisticas-
LF1700951.

Brooks GF, Carroll KC, Butel JS, Morse SA, Mietzner TA. Patogenia de la
infeccion bacteriana En: Jawetz, Melnick y Adelberg. Microbiologia Médica. 25a
edicion. Argentina McGraw-hill 2010. p 145-146.

Brooks GF, Carroll KC, Butel JS, Morse SA, Mietzner TA. Identificacion de las
bacterias que causan enfermedades En: Jawetz, Melnick y Adelberg. Microbiologia
Médica. 25a edicion. Argentina McGraw-hill 2010. P 146

Brooks GF, Carroll KC, Butel JS, Morse SA, Mietzner TA. Bacilos gramnegativos
entéricos (Enterobacteriaceae) En: Jawetz, Melnick y Adelberg. Microbiologia
Médica. 25a edicion. Argentina McGraw-hill 2010. P 213

30


https://www.redaccionmedica.ec/secciones/salud-publica/detectan-bacterias-en-el-80--de-muestras-de-alimentos-que-se-expenden-en-las-calles--94471
https://www.redaccionmedica.ec/secciones/salud-publica/detectan-bacterias-en-el-80--de-muestras-de-alimentos-que-se-expenden-en-las-calles--94471
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182007000300005&lng=es
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182007000300005&lng=es
https://scielo.conicyt.cl/pdf/chjaasc/v33n1/0719-3890-chjaasc-02005.pdf
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-75312012000400007&lng=es
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-75312012000400007&lng=es
https://www.merca20.com/author/valeria-murgich/
https://www.merca20.com/espana-segundo-pais-del-mundo-mayor-consumo-frutas-verduras/
https://www.merca20.com/espana-segundo-pais-del-mundo-mayor-consumo-frutas-verduras/
https://www.extra.ec/buena-vida/salud-alimentacion-inec-frutas-estadisticas-LF1700951
https://www.extra.ec/buena-vida/salud-alimentacion-inec-frutas-estadisticas-LF1700951

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Ryan KJ, Ray GC. Enterobacterias. En: Sherris Microbiologia médica. 5a Edicion.
México, D.F.: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2011. p. 463-80.

Brooks GF, Carroll KC, Butel JS, Morse SA, Mietzner TA. Escherichia En:
Jawetz, Melnick y Adelberg. Microbiologia Médica. 25a edicion. Argentina
McGraw-hill 2010. P 214

Kasper D, Hauser S, Jameson J, Fauci A, Longo D, Loscalzo J. Enfermedades
causadas por bacilos entéricos gramnegativo. En: Harrison - Principios de Medicina
Interna. 19a Edicién. México, D.F.: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2015. p. 1025-
35.

Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Pseudomonas. En: Microbiologia médica.
8va. edicion. Barcelona: Elsevier; 2017. p. 357.

Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Enterobactericae. En: Microbiologia
médica. 8va. edicion. Barcelona: Elsevier; 2017. p. 259-262.

Kasper D, Hauser S, Jameson J, Fauci A, Longo D, Loscalzo J. Infecciones
causadas por bacterias grampositivas. En: Harrison - Principios de Medicina
Interna. 19a Edicion. México, D.F.: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2015. p. 971
Tortora G, Funke BR, Case CL. Procariontes: Dominios: Bacteria y Archaea. En:
Introduccion a la microbiologia. 12va edicion. Buenos Aires: Médica
Panamericana; 2017. p. 313-30.

Ryan KJ, Ray GC. Enterobacterias. En: Sherris Microbiologia médica. 5a Edicion.
México, D.F.: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2011. p. 463-80.

Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Enterobacteriaceae. En: Microbiologia
médica. 8va. edicion. Barcelona: Elsevier; 2017. p. 252—-64.

Kasper D, Hauser S, Jameson J, Fauci A, Longo D, Loscalzo J. Enfermedades
causadas por bacilos entéricos gramnegativo. En: Harrison - Principios de Medicina
Interna. 19a Edicion. México, D.F.: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2015. p. 1025-
35.

Rocha C, Reynolds ND, et al. Resistencia emergente a los antibidticos: una
amenaza global y un problema critico en el cuidado de la salud. Rev Peru Med Exp
Sal Pub [Internet]. 2015 Mar Consultado: 2017 Mar 20; 32(1): 139-145. Disponible
en: http://www.scielosp.org/scielo.php?script=sci_arttex t&pid=S1726-
46342015000100020&Ing=en

Trujillo Y, Fernandez J, Gonzalez A, et al. Microbial resistance of isolated germs

in patients of the intermediate and intensive care units. University ClinicoSurgical
31



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Hospital Comandante Faustino Pérez. Revista Scielo. [Internet]. 2012 [actualizado
27  Agosto 2012; citado 02 Marzo de 2020] Disponible en:
http://scielo.sld.cu/pdf/rme/v34n5/tema0l.pdf

Garcia Rodriguez JA, Garcia Sanchez E. Resistencias bacterianas y antibioterapia.
En: Eficacia in vivo Eficacia in vitro. Madrid-Barcelona: ed Doyma, S.A., 1997;
39-50.

Drobnic L. Principios generales del tratamiento antibiotico, En: Tratamiento
Antimicrobiano, Madrid: Emisa, 1997; 639-650.

Martinez Freijo P. Integrones: nueva causa de resistencia a antibioticos. Rev Esp
Quimioterapia 1997; 10: 191-194.

Gomez-Garcés JL, Alos JL. Enteropatogenos bacterianos y antimicrobianos: de
ayer a hoy. Rev Esp Quimioterapia 1996; 9: 171-176.

Fernandez F, Hernandéz J, et al. Resistencia Bacteriana.Revista Cubana Med.
[Internet]. 2002 [actualizado 30 Octubre 2012; citado 12 Marzo de 2020]
Disponible en: http://scielo.sld.cu/pdf/mil/v32n1/mil07103.pdf

Martinez-Beltran J, Canton R. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos en
gram positivos. 1994; 194 Monografico 4: 803-813.

Murray PR, Rosenthal KS, Pfaller MA. Pseudomonas. En: Microbiologia médica.
8va. edicion. Barcelona: Elsevier; 2017. p. 1.

Madigan MT, Brock TD, Martinko JM, Bender KS, Buckley DH (Daniel H, Stahl
DA, et al. Brock. Biologia de los microorganismos [Internet]. 14va edicion.
Pearson; 2015 [citado 21 de agosto de 2019]. p. 1132. Disponible en:
http://www.ingebook.com/ib/NPcd/IB_BooksVis?cod_primaria=1000187&codigo
_libro=5850

Rios S, Agudelo R, Gutiérrez L. Patogenos e indicadores microbioldgicos de
calidad del agua para consumo humano. Rev. Fac. Nac. Salud Publica [Internet].
2015 [actualizado 15 de febrero de 2017; citado 9 de mayo de 2019]; 35 (2): 236-
47. Disponible en: http://www.scielo.org.co/pdf/rfnsp/v35n2/0120-386X-rfnsp-35-
02-00236.pdf

Kasper D, Hauser S, Jameson J, Fauci A, Longo D, Loscalzo J. Enfermedades
causadas por bacilos entéricos gramnegativo. En: Harrison - Principios de Medicina
Interna. 19a Edicion. México, D.F.: McGraw-Hill Companies, Inc.; 2015. p. 1025-
35.

32


http://scielo.sld.cu/pdf/rme/v34n5/tema01.pdf
http://scielo.sld.cu/pdf/mil/v32n1/mil07103.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/rfnsp/v35n2/0120-386X-rfnsp-35-02-00236.pdf
http://www.scielo.org.co/pdf/rfnsp/v35n2/0120-386X-rfnsp-35-02-00236.pdf

41.

Castejon O, Lagos T. Infeccion por Morganella morganii en paciente
postransplantado de rifion: reporte de caso y revision de literatura. Caso Clinico
[Internet]. 2017 [citado 10 Marzo de 2020]. Disponible en:
http://www.bvs.hn/RMH/pdf/2017/pdf/\/0l85-3-4-2017-12.pdf

42. Ardanuy C, Cercenado E et al .Deteccidon fenotipica de mecanismos de resistencia.

43.

en gramnegativos En: Procedimientos de Microbiologia Clinica. Recomendaciones
de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica.
2da. edicién. Médica Panamericana; [Internet]. 2011 [citado 7 de marzo de 2020]
Disponible en:
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiol
ogia/seimc-procedimientomicrobiologia39.pdf

Monterroso M, Salvatierra G, et al. Deteccién fenotipica de mecanismos de
resistencia antimicrobiana de Escherichia coli aisladas de infecciones entéricas de
porcinos provenientes de granjas de produccion tecnificada. [Internet].2018
[actualizado 10 de octubre de 2018 ; citado 11 de marzo 2020] Disponible en:
http://www.scielo.org.pe/pdf/rivep/v30n1/a45v30nl.pdf

33


http://www.bvs.hn/RMH/pdf/2017/pdf/Vol85-3-4-2017-12.pdf
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia39.pdf
https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc-procedimientomicrobiologia39.pdf
http://www.scielo.org.pe/pdf/rivep/v30n1/a45v30n1.pdf

ANEXOS



Anexo N° 1. Protocolo a seguir para trabajar con productos agricolas recolectados en los

diferentes supermercados de la ciudad de Riobamba.

PROYECTO DE INVESTIGACION: <“Caracterizacion bacteriolégica de frutas
expendidas en supermercados del canton Riobamba, durante el periodo octubre 2019-
marzo 2020~

Toma de muestra de los productos agricolas en los diferentes supermercados de la ciudad
de Riobamba.
Recolectar en bolsas estériles los productos agricolas.

Alimento: Tomar del centro del
producto 259 (triturar)

: P Tomar 1ml de cultivo e inocular en
Pre-enriquecimiento 225 ml en Agua :
peptonada e incubar por 24 h a 37°C :> Sml de agua peptonada e incubar

por 24 horas a 37°C

U

Observacion de las colonias y escoger
las sospechosas, realizar coloracién de
Gram (tincion, morfologia y

4 {

Gram positivas Gram negativas

N /4

Identificacion por pruebas
fisiologicas y bioquimicas

J

Género y especie

4

Antibiograma por
Kirby Bauer

Fuente: Cordovéz M.
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Anexo N° 2: Resultados de las pruebas quimicas a gramnegativas y fisioldgicas de

grampositivas.
LUGAR N° < ° - .
o © e E < -_ c
ME L S g # £ § £ £ E § =2 <
s = > @]
2.15 Manzana + + +(-1+) S + + - + + Morado Morado
— 2.1.6  Manzana + + + (- - - + - + + s: Morado
=] morado
g ) §
] .
o amarillo
g 2.1.7  Durazno + + + (- AS: - + + o + - Morado Morado
; 1+) MC: +
o
=]
[%2]
A + + ++ + - (+ + + + + Morado Cufia: morada
218 Durazno ( ) por Fondo: SH2
completo
221 Manzana + + + (- - + + + + + S: Morado
I+ morado
) F:
transpare
nte
+ + + (- - + + + + - S: Cufia: morada
222 Manzana / ¢ morado Fondo: SH2(++)
*) F:
morado
claro
2. + + + (- - + + + + (- - S: Cufia: morada
223 Banano / ( / ( morado Fondo: SH2
N ) ) F: amar
TOJ transp
3 2.2.4  Banano + + +( - + + + - - s: Morado
& I+ morado
IS ) F: amar
& transp
Q 226 Pera + - - - Curia: Curia: - - - Morado Morado completo
a - rosada azul transpare crecimiento
Fondo: Fondo: nte reseco
amarill verde
a
2.2.7 | Durazno + + (- + (- - - + + + - Morado Cufta: morada
I+ I+ Fondo: morado
) ) claro
2.2.8 Durazno + + +H(++ - + - + + + S: Morado
) morado
amal:illo
transpare
nte
2.3.1 Pera + + - - - + - + + S: Cufia: morada
morado Fondo: morado
F: claro
atranspar
ente
2.3.2 Pera - + - - + o - - - S: Morado
morado
F: amar
transp
2.3.3  Banano + + + - + + - + - Morado Morado
234 Banano + + + - + + + + - Morado Morado claro
claro
™
o 235 Manzana + + + (- - + + + (- + - S: S: morado
% I+ I+ morado F: + claro
S ) ) .
.
I morado
E claro
8 2.3.6 Manzana ar + + (- = + + + + - & S: morado
3 morado F: + claro
(%) 1+) =
morado
claro
2.3.7  Durazno + + - - + + + + - s: Morado
morado SH2
F:
morado
claro
2.3.8 Durazno + + + - - + + + + - S: Cufia: oscura
I+ morado F: + claro
) [E4
morado
claro
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241

243

245

2.4.6

Supermercado 4

247

248

252
253

254

Supermercado 5

257

2538

Elaborado por: Cabay Pamela.
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CAT: Catalasa; BE: Bilis esculina.

Durazno

Banano

Pera

Pera

Manzana

Manzana

Banano

Pera

Pera

Durazno

Durazno

Enterococcus sp (cepa 1)
Enterococcus sp (cepa 2)
Enterococcus sp (cepa 3)
Enterococcus sp (cepa 4)
Enterococcus sp (cepa 5)
Enterococcus sp (cepa 6)

Enterococcus sp (cepa 7)

+++

+ (-
1+)

+++

++

+(-
I+)

+ (-
1+)

+ (-
+)
+++

+++

Microorganismos

+ (-
1+)

-(tenue
rosado)

GRAM POSITIVAS

Estafilococo coagulasa (-)(cepal)

Elaborado por: Cabay Pamela.
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CAT

+
+

+
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+

+
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morado
F: transp

claro

S:
morado
amarillo

F:
morado
Morado

S:
morado
F: + claro
S:
morado
F: transp
S:
morado
F: transp

Morado

S:
morado
F:un
poco +
claro

S:
morado
F: transp
Morado

Morado

Morado

Cufia: morado
F: un poco claro

Cufia: morado
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Cufia: morado
F: claro
Morado
Morado

Morado
SH2 +++

Cufia: morado
F: amarillo

Morado
Morado

Cufia: morado
F: amarillo
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Anexo N° 3. Muestras analizadas, con 37 cepas aisladas y 12 tipos de bacterias patdgenas

identificadas.

LUGAR N° MUESTRA
MERCADOS

211
2.1.2
2.1.3
Supermercado 1 214
2.15
2.1.6
2.1.7
2.1.8
221
222
223
Supermercado 2 224
225
2.2.6
2.2.7
2.2.8
23.1
2.3.2
233
Supermercado 3 234
235
2.3.6
2.3.7
238
24.1
2.4.2
243
Supermercado 4 244
245
2.4.6
247
2.4.8
251
252
253
Supermercado 5 25.4
2.5.7
2538

Elaborado por: Cabay Pamela.

MUESTRA

Pera
Pera
Banano
Banano
Manzana
Manzana
Durazno
Durazno
Manzana
Manzana
Banano
Banano
Pera
Pera
Durazno
Durazno
Pera
Pera
Banano
Banano
Manzana
Manzana
Durazno
Durazno
Durazno
Durazno
Banano
Banano
Pera
Pera
Manzana
Manzana
Banano
Banano
Pera
Pera
Durazno
Durazno

GENERO Y ESPECIE

Enterococcus sp
Enterococcus sp
Enterococcus sp
Enterococcus sp
Citrobacter amanolaticus
Citrobacter amanolaticus
Citrobacter freundii
Citrobacter freundii
Citrobacter diversus
Citrobacter diversus
Citrobacter amanolaticus
Klebsiella pneumoniae
NCB

Klebsiella pneumoniae
Enterobacter aerogenes
Morganella morganii
Citrobacter amanolaticus
Estafilococo coagulasa (-)
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Pseudomona aeruginosa
Pseudomona aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Enterococcus sp
Klebsiella pneumoniae
Enterococcus sp
Enterobacter cloacae
Citrobacter freundii
Escherichia coli
Escherichia coli
Enterococcus sp
Citrobacter freundii
Citrobacter diversus
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
Enterobacter cloacae
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Anexo N° 4. Resultados del antibiograma realizado en Enterococcaceae y Enterobacteriaceae.

Enterococcaceae

MUESTRA

Enterococcus sp (cepa 1)
Enterococcus sp (cepa 2)
Enterococcus sp (cepa 3)
Enterococcus sp (cepa 4)
Enterococcus sp (cepa 5)
Enterococcus sp (cepa 6)
Enterococcus sp (cepa 7)
Estafilococo coagulasa (-)(cepal)

»w umwIomununw nu n oun TE

Elaborado por: Cabay Pamela.

n unm n nn n n on CIP

- »mw nm n n n VA

w n mw nn o Oon P

n unm—-—unun n nun E
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MUESTRA

Citrobacter amanolaticus (cepal)
Citrobacter amanolaticus (cepa2)
Citrobacter amanolaticus (cepa3)

Citrobacter amanolaticus (cepa4)

Citrobacter freundii (cepa 1)
Citrobacter freundii (cepa 2)
Citrobacter freundii (cepa 3)
Citrobacter freundii (cepa4)
Citrobacter diversus (cepa 1)
Citrobacter diversus (cepa 2)
Citrobacter diversus (cepa 3)
Klebsiella pneumoniae (cepa 1)
Klebsiella pneumoniae (cepa 2)
Klebsiella pneumoniae (cepa 3)
Klebsiella pneumoniae (cepa 4)
Enterobacter aerogenes
Morganella morganii
Enterobacter cloacae (cepa 1)
Enterobacter cloacae (cepa 2)
Enterobacter cloacae (cepa 3)
Enterobacter cloacae (cepa 4)
Enterobacter cloacae (cepa 5)
Enterobacter cloacae (cepa 6)
Enterobacter cloacae (cepa 7)
Enterobacter cloacae (cepa 8)

Pseudomona aeruginosa (cepa 1)
Pseudomona aeruginosa (cepa 2)

Escherichia coli (cepa 1)
Escherichia coli (cepa 2)

Elaborado por: Cabay Pamela.

Enterobacteriaceae
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Anexo N° 5. Evidencias fotograficas.

A B

Imagen N°1: Toma de muestra. A) Supermaxi, B) Mi Comisariato, C) Tia, D) Aki E)

Dicosavi

Fuente: Cabay P. Caracterizacion bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados
del cantén Riobamba, 2020. UNACH
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Imagen N° 2: Pre — enriquecimiento de cada una de las muestras obtenidas

Fuente: Cabay P. Caracterizacion bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados

del cantén Riobamba, 2020. UNACH

Imagen N° 3: Traspaso de 1ml del enriquecimiento primario con 9ml de agua peptonada
de cada una de las muestras a tubos estériles.
Fuente: Cabay P. Caracterizacion bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados

del canton Riobamba, 2020. UNACH
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. B

Imagen N° 4: Cultivo de las muestras. A) Siembra de las muestras en cada uno de los
agares Sangre, MacConkey B) Crecimiento bacteriano, C) Muestra con crecimiento en
agar Sangre

Fuente: Cabay P. Caracterizacion bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados
del cantén Riobamba, 2020. UNACH
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Imagen N° 5: Procedimiento de Pruebas Bioquimicas y Fisiol6gicas A) Preparacion de
baterias quimicas: Kliger, Urea, Citrato, Malato, MIA, LIA B) Siembra de las bacterias C)

Bilis-esculina positiva.

Fuente: Cabay P. Caracterizacion bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados
del cantén Riobamba, 2020. UNACH
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Imagen N° 6: Antibiograma de de la familia Enterobacteriaceae y Enterococcaceae y
resultados A) Dilucion de la bacteria en suero fisioldgico B) Siembra e Incubacion en

agar Mueller Hinton C) Resultado del antibiograma

Fuente: Cabay P. Caracterizacion bacterioldgica de frutas expendidas en supermercados
del cantén Riobamba, 2020. UNACH
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Anexo N° 8: Aprobacion del Titulo del Proyecto de Investigacion.

DE CIENCIAS DE LA SALUD

Rio‘bamba, 22 de noviembre de 2019
Oficio No. 1213-RD-FCS-2019
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CABAY ASADOBAY MAR{A PAMELA
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