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RESUMEN

A nivel mundial existe un incremento de la morbimortalidad por la ingestion de alimentos
contaminados, por lo que el objetivo de este estudio es identificar bacterias patogenas al
hombre, aisladas de productos organicos expendidos en mercados de la ciudad de Riobamba,
Chimborazo, Ecuador y determinar la susceptibilidad y resistencia antimicrobiana. Trabajo
de tipo descriptivo, transversal y de campo. In situ se compraron los productos, se registraron
los datos de las condiciones fisicas de las muestras e higiénicas de los mercados, mediante
la ficha de observacion. A los productos recolectados se les realizaron las pruebas de
identificacion de género y especie mediante los métodos convencionales y para la medicion
de la susceptibilidad y resistencia se realiz6 la técnica de Kirby Bauer por difusién. La
Familia mas aislada fue la Enterobacteriaceae (79,00%), representada por Citrobacter
diversus, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli,
Salmonella sp, Proteus vulgaris, Morganella morganii y Hafnia alvei; seguida de la
Streptococcaceae (21,00%), como Unico Gram positivo aislado, el género Enterococcus.
Todos los aislamientos en cuanto a la actividad antimicrobiana presentaron buena
sensibilidad y no mostraron mecanismos de resistencia. Se concluye que los productos
orgénicos expendidos en estos mercados se encuentran contaminados con poblaciones
bacterianas, causado esto por alguna falla desde la cosecha hasta el expendio, constituyendo
un riesgo para la salud humana, por el incremento de enteropatdgenos que presentan.
Recomendandose asi promover charlas educativas sobre medidas higiénico-sanitarias para

evitar enfermedades que causan gastos econdmicos tanto personales como a los gobiernos.

Palabras Claves: Productos organicos, Enterococos, Enterobacterias, Antibidtico,

Enteropatogenos.



ABSTRACT

There is a morbidity and mortality increase worldwide, due to the contaminated food
ingestion, so the objective of this study is to identify pathogenic bacteria for man, isolated
from organic products sold in markets in the city of Riobamba, Chimborazo, Ecuador, and
determine the antimicrobial susceptibility and resistance. It is a descriptive, transversal
and field work. The products were purchased On site, the physical conditions of the
samples and hygiene data in the markets were recorded using the observation sheet. Gender
and species identification tests were applied in the collected products, using conventional
methods and the Kirby Bauer diffusion technique to measure susceptibility and resistance.
The most isolated family was Enterobacteriaceae (79.00%), represented by Citrobacter
diversus, Citrobacter amalonaticus, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli,
Salmonella sp, Proteus vulgaris alvei; followed by Streptococcaceae (21.00%), as the only
isolated Gram positive, the genus Enterococcus. All the isolates regarding to antimicrobial
activity showed good sensitivity and did not show resistance mechanisms. It is concluded
that the organic products sold in these markets are contaminated with bacterial population,
this is caused by some failure from harvest to sale chain and becomes a risk to human
health, due to the increase in enteropathogens present. We recommended to promote
educative lecturers on hygienic-sanitary measures to avoid diseases that cause both

personal and government economic expenses.

Key Words: Organic products, Enterococci, Enterobacteriaceae, Antibiotic,

Enteropathogens.

Translation reviewed by:
!

MsC. Edison Damian



INTRODUCCION

La salud es el estado de bienestar fisico y mental, cuando se rompe este estado se producen
las enfermedades, las que pueden ser o no infecciosas, cronicas o agudas. Entre las
infecciosas agudas se encuentran las gastroentéricas, causadas por consumir alimentos o

agua contaminados por bacterias, parasitos, virus o sus toxinas en ocasiones.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la prevencién de las enfermedades de
transmision alimentaria depende del cultivo y manipulacion cuidadosa de los productos
sobre todo los que se consumen crudos, ya que pueden causar mas de 200 enfermedades,

que ocasion diarrea hasta el cancer?.

Se ha estimado que en Asia, Africa y Latinoamérica la probabilidad de que un nifio muera
antes de los 5 afios puede llegar al 50%, aunque esto depende de factores socioeconémicos

y nutricionales?.

Las infecciones gastrointestinales se caracterizan por la colonizacion y multiplicacion de
microorganismos a nivel del tubo digestivo. Estos pueden actuar mediante mecanismos
invasivos, toxigénicos o combinados. Dichas infecciones son una de las primeras causas de
morbimortalidad a nivel mundial, va a afectar a personas de cualquier edad y condicion

social, sobre todo a los lactantes, nifios pequefios y ancianos 2.

La incidencia anual de diarrea aguda infantil en los paises industrializados se estima
actualmente entre 1,3 y 2,3 episodios por nifio, siendo las cifras mas elevadas en nifios que
asisten a colectividades. En EE.UU. méas de 200.000 nifios son hospitalizados cada afio por
diarrea aguda lo que representa unas 900.000 jornadas de hospitalizacion. Es frecuente esta
enfermedad infecciosa del tracto gastrointestinal superada solo por las infecciones del

aparato respiratorio®.

Segun datos estadisticos del Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
de Estados Unidos report6 en el 2013, que, entre los microorganismos mas frecuentes de las
infecciones alimentarias, las hospitalizaciones y las muertes se encontraban, Salmonella,

Campylobacter, Shigella, Escherichia coli (E. coli), Vibrio, Yersinia y Listeria. En México



se detectd que el 92.85% indico la presencia de bacterias coliformes que se encontraba en el

agua de la llave de viviendas, lo cual sefialo una contaminacion fecal >©.

Entre las causas principales de muertes por afio, en América Latinay el Caribe se encuentran
las Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA), debido a la calidad del agua, principalmente
por el uso inadecuado de aguas residuales. Los principales agentes patogenos identificados
en Colombia fueron Staphylococcus aureus, E. coli y Salmonella spp, se observé la

presencia de otras bacterias, como Listeria monocytogenes y Shiguella spp 2.

En el pais de Bolivia en diferentes sitios de venta de comida se estudiaron muestras de
lechugas donde aislaron enterobacterias como Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca,
Citrobacter spp, Salmonella spp y Enterobacter cloacae. Otro estudio, realizado en
Argentina buscaron muestras de contaminacion patdgena en hortalizas procesadas y
expendidas de diferentes puntos de venta, encontrando que el 71,7% eran Coliformes totales,

el 48.8% Coliformes fecales y el 9.5% Escherichia coli ®1°,

En Latinoamérica, se registra la segunda carga mas baja de enfermedades de transmision
alimentaria, sin embargo, 77 millones de personas todavia enferman anualmente al consumir
alimentos contaminados y de éstas mueren alrededor de 9.000 al afio. Ecuador atraveso por
dos brotes de infeccién por Salmonella en los tltimos afios, 28 y 101 casos respectivamente,
reportados por las provincias de Guayas y Manabi 1.

Estadisticas del Ministerio de Salud Publica (MSP) ecuatoriano, reflejan anualmente que un
promedio de 10.000 personas sufre intoxicaciones alimentarias o toxiinfecciones,
considerando como punto principal de origen (90%) el consumo de comidas en comedores,
escuelas, ventas ambulantes e inclusive el propio hogar'2. Mientras que en el Instituto
Nacional de Censos y Estadistica (INCE) se constata un descenso en los porcientos de
enfermedades diarreicas por contaminacion de agua y alimentos en nifios menores de cinco
afios, de un 48,12% en 1995 a un 16.95% en el 2014 3.

La salud se ve afectada en ocasiones por la ingestion de alimentos contaminados, sobre todo
los productos agricolas que se consumen crudos, mal cocidos o sin tratamiento alguno, es

causa de morbilidad de la poblacion total,



Las aguas de los rios en ocasiones son contaminadas por el hombre al verter los desechos en
ellas y estas al ser utilizadas por los agricultores en las siembras y cosechas, traen consigo

la contaminacion de los productos agricolas por diferentes bacterias 1.

En los paises de América, como en el Ecuador, la contaminacion del agua de los rios se da
por diferentes tipos de vertidos, como son las aguas de fabricas, aguas fecales y aguas
blancas; donde la primera tiene una alta carga de contaminacion debido a la actividad
industrial, la segunda es ocasiona por las aguas residuales domésticas y, por dltimo, las aguas
crudas que no cuentan con un proceso previo a la potabilizacion. Las cuales son fuente de

suministro para el riego y cosecha de diferentes cultivos agricolas a nivel nacional 2,

Otro factor importante es la manipulacion de los productos agricolas desde el campo hasta
la comercializacion en los mercados, pues sino se tienen en cuenta las normas necesarias en
la manipulacién, provocaria su contaminacion y afectaria la salud de los humanos. Estos
productos que son vendidos en mercados de acceso rapido y facil al publico, se convierten
en portadores de enfermedades y si no se tiene un conocimiento de la procedencia de los

mismos, el hombre esta vulnerable a muchas enfermedades.

Estudios realizados en Ecuador por Ortega y Vélez, en la ciudad de Cuenca, revelaron que
en las lechugas existen niveles no aceptables de Coliformes totales y E. coli, mientras que,
en productos organicos con el berro que son vendidos en los diferente en los mercados en
ciudad de Quito, Cabascando demostré que las muestras analizadas éxito la presencia

paréasitos y alto grado de contaminacion bacteriana sobrepaso el 1000.000 UFC/g > 16,

Segun la investigacion realizada por Puyol y Razo al determinar la calidad del agua del
sistema de riego Chi-Pungales en el canton Guano se identificé presencia de Coliformes
tanto fecales como totales, determinando que la principal fuente de contaminacién son las
descargas de aguas residuales de tipo domiciliarias. Mur y Marcillo también en Chimborazo
estudiaron las aguas de regadio del rio Chibunga y del rio Chambo, Orozco y Molina,
logrando aislar bacterias de interés clinico causantes de infecciones importantes y de dificil

tratamiento médico en muchas ocasiones por la resistencia a antibiéticos de uso comdn "
18,19



Mediante los estudios realizados en la provincia de Chimborazo, que los productos agricolas
cosechados con agua de riego de los rios, presentan contaminacion con bacterias causantes
de infecciones gastrointestinales, nos damos a la tarea de investigar en los productos

organicos expendidos en los mercados de Riobamba, si existe o0 no, ésta problematica.

Todas las personas estamos propensas alguna vez a contraer una infeccion, sino se llevan a
cabo todas las medidas higiénico-sanitarias necesarias desde la cosecha hasta el consumidor
que debe cocinar o lavar bien los productos agricolas antes de ser ingeridos, por lo que la
principal utilidad de realizar esta investigacion es dar a conocer a la sociedad y educar sobre
cuales son las bacterias patdgenas en los alimentos organicos que pueden causar infecciones

intestinales.

Segun la revista del “Desarrollar las capacidades productivas y del entorno para lograr la
soberania alimentaria y el Buen Vivir rural” nos indica que la contaminacién bacteriana
presentes en vegetales, frutas y verduras, obliga a alertar a las autoridades y a la poblacion
involucrada para evitar infecciones gastrointestinales que pueden llegar hacer de gran ayuda
para evitar una morbimortalidad, sobre todo en nifios, y asi se cumplir con el objetivo 6 del
Plan Nacional de Desarrollo 2017-2021%.

En base a las investigaciones de bibliografias revisadas se encasillo en puntos relevantes
como la contaminacion de los productos organicos expendidos en los mercados de la cuidad
de Riobamba y las bacterias causantes de gastroenteritis transmitidas por el agua y alimentos
ya que es importante alertar a la autoridad y a las personas que las consumen. En la
metodologia se realiz6 una investigacion descriptiva porque realizamos resistencia
antimicrobiana en bacterias patogenas, el aislamiento e identificacion presentes en la
muestra, en el capitulo de resultados y discusion se escogieron dichos productos para

observar si existe la contaminacion de los vegetales y frutas analizados.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
= Aislar las bacterias causantes de infecciones intestinales en productos organicos expendidos
en los mercados de Riobamba.

OBJETIVO ESPECIFICOS

= Analizar productos organicos recolectados de los mercados de Riobamba mediante pruebas
bacterioldgicas.

= Determinar la resistencia y susceptibilidad de los microorganismos aislados a través del

método por difusion de Kirby Bauer.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

Desde los albores de la historia la insalubridad de los alimentos ha representado un problema
de salud para el ser humano. La existencia de enfermedades de transmisién alimentaria
(ETA) sigue siendo un problema de salud significativo tanto en los paises desarrollados
como en los paises en desarrollo a pesar de que los gobiernos de los diferentes paises se

esfuerzan por aumentar la calidad de los alimentos.

Cada afio mueren 1,8 millones de personas como consecuencia de enfermedades diarreicas
y como causa puede atribuirse en la mayoria de los casos a la ingesta de agua o alimentos
contaminados, por lo que una preparacion adecuada de los alimentos puede prevenir la

mayoria de las ETA?,

La OMS lleva a cabo desde hace tiempo la necesidad de concienciar a los manipuladores de
alimentos sobre sus responsabilidades respecto a la inocuidad de éstos y a pesar de haber
propuesto desde inicio de la década del 2000 las reglas de oro para la inocuidad de los
alimentos, éstas se mantienen vigentes como son: mantener la limpieza, separar los
alimentos crudos de los cocinados y cocinarlos completamente, mantenerlos a temperaturas

seguras y utilizar agua y materias primas que sean completamente aptas?.

Las enfermedades diarreicas son la segunda mayor causa de muerte de nifios menores de
cinco afios, alrededor de unos 525 000 nifios cada afio segun reporta la OMS. Los nifios
malnutridos o inmunodeprimidos son los que presentan mayor riesgo de enfermedades

diarreicas potencialmente mortales?.

La diarrea se define como la deposicidn, tres 0 mas veces al dia (o0 con una frecuencia mayor
que la normal para la persona) de heces sueltas o liquidas. Las deposiciones frecuentes de
heces formes de consistencia solida y de heces de consistencia suelta y “pastosa’ por bebés
amamantados no son considerados como diarrea. Este es el sintoma mas frecuente y puede
estar ocasionada por microorganismos bacterianos, viricos y parasitos, que generalmente se
transmite por alimentos o agua de consumo contaminado, o bien de una persona a otra como

resultado de una higiene deficiente?.



LLa OMS define 3 tipos clinicos de enfermedades diarreicas como??:
la diarrea acuosa aguda, que dura varias horas o dias y comprende el célera
la diarrea con sangre aguda, también llamada diarrea disentérica o disenteria

la diarrea persistente, que dura 14 dias 0 mas

La contaminacion de los alimentos puede ser: fisicos, quimicos, bioldgicos, toxinas naturales
y parasitos que se encuentran alojados en ellos. Los microorganismos peligrosos pueden
llegar a los alimentos, desde que son producidos en el campo hasta que son servidos. Cuando
estos agentes patdgenos sobreviven y se multiplican pueden causar enfermedades. La
contaminacion es dificil de detectar, ya que generalmente no se altera el sabor, el color o el
aspecto de la comida?3,

Las Enfermedades Gastroentéricas se trasmiten por via fecal-oral al ingerir agua o alimentos
contaminados asociadas al manejo inadecuado de produccion de los productos, también a
la utilizacidn de fertilizantes utilizadas en el desarrollo de las plantas, la ocupacion de agua
de riego contaminada, de las malas préacticas higiénicas en el hogar como no lavarse las
manos adecuadamente, higiene inadecuada de la manipulacidn de los alimentos, contacto de
los utensilios o recipientes con artrépodos o roedores como por ejemplo moscas, cucarachas,

ratas, que posan sobre el alimento o tienen contacto con el mismo?* %,

La Gastroenteritis Infecciosa es la inflamacién de la mucosa intestinal que son provocados
por microorganismos 0 sus toxinas (enterotoxinas, citotoxinas), las cuales pueden existir
presencia de diarreas. Segin Murray se clasifican segin su duracién en agudas (menos de
14 dias), persistentes (entre 14-30 dias) y en crénicas (mas de 30 dias) y segin el mecanismo

de produccion en inflamatorias y no inflamatorias (llustracion 1),

Inflamatoria Mo inflamatoria

Diarrea Frecuenie y poco voluminosa Voluminosa

Azpecto de las heces Mucosanguinolentas Acunsas

Dolor abdominal Hipogastrio/difuso/FiI® Mesogastrio/difuso

Fiehre Frecuente Poco frecuente

Sensacion de urgencia Si Mo

Tenesmo o doldor rectal Freowente (si existe proctitis) Mo

Localizadon Preferentemente colon Preferentemente |. delgado

ILUSTRACION 2: SINGULARIDAD CLINICAS DE LA DIARREA

Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicion 2017.



El cuerpo humano es habitado por especies bacterianas diferentes; unas mantienen una
relacion parasitaria temporal y otras de manera permanente. Existen microorganismos que
se encuentran en el aire, agua y en los alimentos, aunque muchas de las bacterias son por lo
general avirulentas y otras son capaces de causar enfermedades potencialmente mortales. La
enfermedad puede deberse a los efectos toxicos de sus toxinas o bien a la invasion de sitios

estériles del cuerpo humano?.

BACTERIAS CAUSANTES DE GASTROENTERITIS TRANSMITIDAS POR EL AGUA Y ALIMENTOS
Las bacterias son microorganismos procariotas, unicelulares, no tienen una membrana
nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni contienen un reticulo endoplasmico. La pared
celular que rodea a las bacterias es compleja y tienen dos formas basicas: una pared celular
Gram (+) con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared celular Gram (-) con una
delgada capa de peptidoglucano, asi como una membrana externa. Tanto las grampositivas

como las gramnegativas son productoras de Gastroenteritis?’.

Entre las bacterias Gram positivas tenemos:

LISTERIA MONOCYTOGENES. Es un bacilo Gram positivo, patdgeno facultativo,
intracelular no formador de esporas. Psicotrépicay crece a temperaturas entre 1y 45 °C. Un
ambiente ideal para este patogeno son los alimentos refrigerados. Es el agente causal de la
Listeriosis la cual se manifiesta de forma invasiva y puede provocar mortinatos, abortos,
partos prematuros y en los recién nacidos e inmunodeprimidos puede conducir a septicemia,
meningitis y encefalitis. En la forma no invasiva se producen sintomas como fiebre, dolor

de cabeza y diarrea®.

ESTAFILOCOCCUS AUREUS. Es un coco Gram positivo agrupado en racimo, anaerobio
facultativo. Presenta capsula y capa de polisacarido extracelular que aumenta su virulencia
y patogenicidad. Posee la enzima coagulasa que tiene factor de agregacion y la catalasa.
Produce infecciones supurativas y no supurativas como la infeccion urinaria, septicemia y
otras. La toxina termoestable que elabora es capaz de producir cuadros clinicos de
intoxicacion alimentaria estafilococica caracterizada por la aparicion de vomitos

importantes, diarrea, dolor abdominal y nauseas. Se ha descrito la presencia de sudoracion



y cefalea, pero no de fiebre. La diarrea es acuosa y no sanguinolenta, y puede producirse

deshidratacion como consecuencia de la importante pérdida de liquidos?”.

ENTEROCOCCUS SPP. Son cocos Gram positivos se encuentran en parejas y cadenas
cortas. Son anaerobio facultativo, que coloniza el aparato digestivo de los humanos y los
animales. En el medio ambiente son capases de sobrevivir durante largos periodos de tiempo.
La mayoria de las infecciones son desarrolladas por la microflora bacteriana del paciente;
algunas son de transmision horizontal de paciente a paciente en ambiente hospitalarios.
Pueden adquirir infecciones del aparato urinario, infecciones de heridas (especialmente
intraabdominales y generalmente polimicrobianas), bacteriemia y endocarditis. Los
pacientes que tienen mayor riesgo de contraer una infeccion son los inmunodeprimidos y los
que permanecen hospitalizados durante periodos de tiempo prolongados y reciben
antibioticos de amplio espectro (fundamentalmente cefalosporinas, a las que los enterococos

son resistentes de forma natural)?.

Entre las bacterias Gram negativas causantes de Gastroenteritis encontramos:

SALMONELLA SPP. Son bacilo Gram negativo, no esporulado y movil, agente de la
Salmonelosis, la enfermedad mas frecuente que produce por esta bacteria es la fiebre
tifoidea, pero generalmente es menos severa, sus sintomas principales es fiebre y diarrea

acuosa con sangre. Su un periodo de incubacion es entre 8-48 horas?’.

SALMONELLA TYPHI. Es el bacilo que causa la fiebre tifoidea, ya que es una enfermedad
sistémica grave que dar lugar a hemorragias o perforaciones intestinales. Sus manifiesta
clinicas con fiebre, tos, nauseas, dolor de cabeza, vomitos y diarrea. Este agente se transmite
por agua y alimentos contaminados y también por contacto directo con personas infectadas.

Su periodo de incubacion es de 7-28 dias .

VIBRIO CHOLERAE. Es un bacilo Bram negativo, corto, a veces microscopicamente son
curvados o en forma de coma, Puede producir sintomas clinicos como diarrea acuosa,
vomitos y puede llegar a una deshidratacion. Su periodo de incubacion es de 9-72 horas, es

un agente etiologico del colera, ya que se pueden transmite habitualmente a traves del agua



y alimentos contaminados, los cosas mas frecuentemente se dan por el consumo de los

derivados del mar como ejemplo los mariscos?’.

SHIGELLA DYSENTERIAE. Su periodo de incubacién es de 1-7 dias, puede causar una
disenteria bacilar (diarrea sangrienta), los sintomas principales se dan con fiebres altas,
retortijones, pujos intensos e incluso convulsiones. Esta enfermedad es causa principal de

morbimortalidad sobre todo en nifios?’.

CAMPYLOBACTER. Estan presentes y distribuidas en la naturaleza, su reservorio natural
son los animales tanto domeésticos como de vida silvestre, tales como ganado vacuno, cerdos,
ovejas, aves de corral, cabras, perros, gatos y roedores, entre otros. Se ha clasificado en
géneros C. jejuni y C. coli. que son identificados como patégenos mas frecuentes en el
humano, es un Gram negativos microscépicamente se puede observar en forma de coma, S,
o0 de ala de gaviota, son mdviles contienen un solo flagelo polar. Las aves de consumo son
los principales reservorios y fuente de infecciones en las personas. Pueden producir sintomas
como heces diarreicas algunas veces con sangre, dolores abdominales, fiebre, dolor de
cabeza. Su periodo de incubacion es de 2-5 dias?’. e

PLESIOMONAS SHIGELLOIDE. Son bacilos gramnegativos con flagelos polares,
anaerobio facultativo con la particularidad de ser productor de citocromooxidasa. Se
encuentran en aguas dulces de regiones tropicales y subtropicales debido a que su
crecimiento es a temperaturas inferiores a 8°C. Los sintomas que se pueden presentar en las
personas son fiebre, escalofrios, dolor abdominal, nauseas y vomitos, relacionadas con la
ingesta de agua y mariscos contaminados, ya que su periodo de incubacion se puede dar

entre 20 y 24 horas %'

AEROMONAS SPP. Son bacilos Gram negativos anaerobios facultativos y no esporulados.
Las principales fuentes de contaminacion son el agua, los vegetales, alimentos de origen
animal y de procedencia del mar, puede desarrollar una gastroenteritis en seres humanos.
Sus sintomas clinicos se presentan con heces acuosas no sanguinolentas, nauseas, voémitos,
dolor de cabeza y colitis. Ademas, se pueden presentar otras manifestaciones clinicas como

infeccion de heridas, septicemia, abscesos en el higado e infeccion respiratoria®’.
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YERSINIA ENTEROCOLITICA. El periodo de incubacion esta entre 1-11 dias, este
microorganismo puede ser de transmision alimentaria, sus principales sintomas clinicos
incluyen dolor abdominal, fiebre, vémitos, diarrea con moco y sangre; dicha enfermedad
infecciosa denominada Yersiniosis que puede darse desde una gastroenteritis hasta una

septicemia grave?’.

ESCHERICHIA COLI. Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, usualmente son
moviles por sus flagelos peritricos, Su habitat es el intestino de los animales y del hombre,
es un indicador de contaminacién fecal debido a que se encuentra abundantemente en heces.
Generalmente las cepas de E. coli son factores de virulencia especificos y rasgos fenotipicos
dentro de esta especie se encuentran bacterias patdgenas causantes de enfermedades
gastrointestinales. Dentro de las E. coli patdgenos se incluyen: E. coli enteropatogénico, E.
coli enterotoxigénico, E. coli enteroinvasivo, E. coli enterohemorrdgico, E. coli

enteroadherente y E. coli enteroagregativo (llustracion 2)?%'.

CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS DE ESCHERICHIA COLI CAUSANTES DE DIARREA

Grupo  Sintemas clinicos E pidemiotogia Serogrupos y serolipes mas comunes Factores de patogenicidad
ETEC  Diarrea aguda acuosa Nifios menares de dos afos O8:H9, STylLT
y diarrea del viajero O15HN, O20:H-, 025:H-027:HT,078:H12, CFA
0148:H28, 0159:H20
EHEC  SUH, CH, diarrea sin Nifios y adultos que la adquieren  O157HT O26:H11, O103H2Z, O113H2A1 5TX
sangre, dolor abdominal, por comer carne cruda o mal 0119,0128, 0145 AJE
fiebre, vomito cocida Intimina
p0157
EIEC  Diarrea con maco y sangre Nifios menores de seis meses 028:H, 0112ac:H-, O144:H-, O152:H-, Invasividad
o diarrea acuosa, también se 164:H-0167:H- Plasmido de
presenta cuadro disentérico 140MDa
EPEC  Diarrea aguda, dolor abdominal, — Mifos menores de seis meses 085, 086, 0142, O111:H- 0127, AE, BFP
vomito, fiebre baja hasta dos anos Plasmido EAF
de 50-70MDa
EAEC  Diarrea liquida, verde con moco,  Recién nacidos y nifios menores  O44H18 Fimbria AAF] y Il
sin sangre, diarrea persistente de dos anos EASTI
hasta 20 dias Proteinas Pet y Pic
OMP
Plasmido de G0 MDa
Citotoxina
DAEC  Diarrea acuosa sin sangre Nifos de 1a b afios O126:H27 Fimbria F1845
OMP
LT= toxina termoldbil EAF =factor de adherencia de EPEC
5T=toxina termo estable OMP = proteina de membrana externa
CFA=factor de colonizacidn antigénico 5T =toxina shiga
BFP= pili con forma rizada EAST =taxing 5T de cepas enteroagregativas

llustracion 3: Caracteristicas de los grupos de Escherichia coli causantes de gastroenteritis.

Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicion 2017.
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RESISTENCIA ANTIMICROBIANA.

La resistencia antimicrobiana constituye un arma muy importante contra las enfermedades

infecciosas, ya que son métodos de curacion rapido, en algunas circunstancias el médico ha

de poner en préactica su experiencia clinica para la seleccién inicial del tratamiento empirico

y asi poder tratar al paciente; ya que las bacterias han demostrado una gran capacidad para

desarrollar resistencia ante los antibi6ticos®.

Mecanismos de accion de los antimicrobianos.

Los antibioticos actian sobre todas las bacterias a través de diferentes mecanismos como

son: la inhibicion de la sintesis de la pared celular, funcion de la membrana celular, sintesis

de proteinas e inhibiendo la sintesis de acidos nucleicos?.

Sintesis de lo pored celular
B-loctamicos “ i N
Vancomicino '.Rnplnc_oc.en de ADMN

i \ J Quinclonas
N f Meotronidaz=aol

Ciclosarina "- J Tlofociming

Efnconamida

Bocitracina

Polimixino

Antimetobolitos” bos ~
! - - A
Sulfornamidas J (Cr;c(or??;r?iccﬂ =
s;g.ps,onc_ Sintesis de profeinas Macrélidos
[riretopsim - e~ [ribosoma 30S) Clindamicina
Acido poraamincsalicilico AT hoesSsiclos = e

! ine=zolid
TJetrocclinas L =zolida

Quinupristinog
dalfopristina

lustracion 3: Mecanismos de accion antibidtica
Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicidon 2017. Pagina 204.

Mecanismos de resistencia bacteriana a los antimicrobianos.

_— Sintesis de ARN
Rifompécinag
Rifabutinag

Sintasis de proteinas

Las bacterias son como los seres vivos ya que tienen la capacidad de desarrollar diferentes

mecanismos de defensa ante los antimicrobianos, lo que ha provocado un problema con el

cursar de los afios por que las bacterias han creado un mecanismo de resistencia de las

mismas a los antibiéticos %°.
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Las causas de mutaciones cromosomales e intercambio de material genético de otras
bacterias o fagos pueden presentar resistencia a los antibidticos y esto se realiza a través de

mecanismos como de la transduccion, transformacion, conjugacion y la recombinacion.

Transduccion: Se da cuando existe una transferencia de ADN cromosémico o plasmidico,
mientras que la cubierta del fago estara rodeada por ADN bacteriano, lo que se utiliza para
transferir genes de una bacteria a otras?®.

Transformacion: Tiene la captacion directa de fragmentos de ADN desnudo del donador
por la célula receptora que los incorpora a su genoma, este proceso demanda proteinas
especificas producidas por la célula receptora para la captacion de ADN, tales secuencias de
captacion son especificas y restringen el intercambio genético a una sola especie, el ADN
que no se incorpora se elimina para ser utilizado como fuente de nutrientes para el
crecimiento bacteriano?,

Conjugacion: Es el proceso que se da entre dos bacterias, se da la transferencia
unidireccional de ADN desde una célula donante 0 macho a una célula receptora o hembra,
este proceso debe estar en contacto para la transferencia a través del llamado pilus sexual 2.
Recombinacion: En este proceso se realiza la incorporacion del ADN extracromosdmico en
el cromosoma se produce mediante un proceso de recombinacién. Existen dos tipos: la
primera es la recombinacion homdloga que tiene lugar entre secuencias de ADN
relacionados, en la cual se sustituye una secuencia por otra, mientras que la segunda
recombinacion no homologa se lleva a cabo entre secuencias distintas de ADN (llustracion
4)%,

Transduccion

Csluta Lisis celular E1 ADN entra en la Fago transductor  Lisis celular: Infeccicn de la
donante Eberacion de cénula receptora  que contiene ADN Fberacion célula recepiora
fragmentos ¥ se integra en gendmico de la de fagos por el fago: ADN
e ADN su ADN célula donante de ia celuta
donante se
integra en el ADN
de la receptora

Conjugacion Transposicién

ADN gendmico ADN genomico Transposon con
repeticiones
invertidas

nnnnnnn

ADN Pitus gen A gen B° gen B” gen C
plasmidico sexual — I I 1 T —

Sitio
receptor

El plasmido libre se
desptaza de la céluia
donante a la receptora
a través de un ADN gen:
pilus sexual (F) se integra en el ADN de
la cSiula receptora

i
Srmico, el cual

ILUSTRACION 4: MECANISMOS DE TRANSFERENCIA GENETICA DE LAS BACTERIAS

Fuente: Murray et al.: Microbiologia médica. 8va edicion 2017. Pagina 42.
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El incremento de la propagacion de bacterias multirresistentes se da por la aparicion de cepas
que evaden el efecto bacteriostatico y bactericida de los antibidticos, que constituye un
problema para la salud publica. Afectando al tratamiento de los pacientes tanto ambulatorio
como hospitalario con enfermedades producidas por bacterias oportunistas o comensales,
generalmente son sensibles a los antibioticos actuales, por lo tanto, limita las posibilidades
de utilizar antibioticos y aumentando asi la tasa de morbilidad y mortalidad por

enfermedades infecciosas?®2°.

La resistencia bacteriana en cuanto a su origen puede ser natural o adquirida:

Resistencia natural:

La resistencia natural de algunas cepas son el mecanismo permanente determinado por su
genética y sin ninguna relacion a la administracion y dosificacion de antibioticos. Esta puede
producirse por singularidad de la pared bacteriana que impiden entrar el antibiotico a su
blanco, por ejemplo, las micoplasmas no contienen una pared celular tipica y son resistentes
a las penicilinas. También el organismo puede alterar el antibiético pasandolo a una forma
inactiva por la produccion de enzimas que hidrolizan o modifican la molécula. Ejemplo el
Proteus mirabilis presenta una resistencia innata a las tetraciclinas debido a que cuenta con
un proceso natural de expulsion del antibidtico, ya que existe la presencia de un
lipopolisacarido que tiene la funcidn de reducir la afinidad de los antibi6ticos a su sitio
blanco. Mientras que la Klebsiella pneumoniae posee una resistencia a las penicilinas debido

a su fabricacion natural de beta lactamasas?’.

Resistencia adquirida:

La resistencia adquirida tiene una caracteristica oportuna, que identifica la especie de
microorganismo, siendo sensible a un antibiotico, esta condicion cambia a bacteria resistente
debido a una modificacion genética por una mutacién o la adquisicion de genes de
resistencia, a través de plasmidos, transposones e integrones?’.

Entre los mecanismos béasicos de resistencia se puede identificar la inactivacion del
antibidtico por destruccion o modificacion de la estructura quimica, se puede dar la

alteracion del sitio blanco del antibiotico y la alteracion en las barreras de permeabilidad?”
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DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA EN LOS ESTUDIOS MICROBIOLOGICOS

En la actualidad existen diferentes métodos para la determinacion de sensibilidad y
resistencia en los estudios microbiolégicos. La medicion de la actividad antimicrobiana nos
permite conocer la actividad de los microorganismos frente a los diferentes antibioticos. Esta
actividad se mide in vitro para poder determinar: la potencia de una droga antimicrobiana
frente a un microorganismo dado, con su concentracion en los liquidos del cuerpo o en los
tejidos, y la sensibilidad de los microorganismos dado a concentraciones conocidas del

medicamento?®.

Los métodos maés utilizados son: diluciony difusion. Ambos métodos tratan de combatir con
un microorganismo de una muestra de concentracion conocida del medicamento para
valorar el comportamiento del crecimiento del microorganismo en un tiempo y a una
temperatura dada y asi realizar una comparacion con un patron estandar conocido, que

actuara como referencia®® %,

Existen otros tipos de métodos los cuales son: cuantitativos y cualitativos. Existen varios
procederes para la determinacion cuantitativa de la sensibilidad a los antimicrobianos, entre
estos se encuentran: macrodilucion en caldo, dilucion enagar y los métodos automatizados.
El método cualitativo mas utilizado en la mayoria de los laboratorios de microbiologia es el

método por difusion Bauer-Kirby*°.
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CAPITULO II

METODOLOGIA

TIPO DE INVESTIGACION:

Descriptiva: Se recolecto la informacion de manera conjunta sobre las variables de estudio,
y se investigd la resistencia antimicrobiana de las bacterias patgenas presentes en los
productos organicos.

De campo: Se recogio las muestras de productos organicos de los diferentes mercados de la
ciudad de Riobamba.

No experimental: No se manipularon las variables, es decir que no se alteran las condiciones
existentes.

Corte Transversal: La presente investigacion se realizd con los productos organicos
expendios en los mercados de Riobamba, durante el periodo de diciembre 2019 a enero 2020,
con un bloque de resultados.

Enfoque Cualitativo: Se elaboré la descripcion de las variables de estudio con categorias
de analisis, buscando asi diagnosticar la resistencia antimicrobiana en las bacterias patdgenas

aisladas en los productos organicos de los mercados de la ciudad de Riobamba.

POBLACION Y MUESTRA

Poblacién: Estuvo conformada por los productos agricolas expendidos en los mercados de
Riobamba: La Condamine, San Alfonso, Santa Rosa y La esperanza.
Muestra: Constituida por los 54 productos organicos estudiados, de los cuales se obtuvieron

las bacterias patogenas descritas en la investigacion.

TECNICAS Y PROCEDIMIENTO

Técnica: Observacion
Instrumentos: Se aplic6 una ficha de observacion (Anexo 1), donde registramos los datos

de las condiciones fisicas de las muestras e higiénicas de los mercados.
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PROCEDIMIENTO
IDENTIFICACION DEL AREA DE ESTUDIO Y OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para el presente trabajo de investigacion se realizo un recorrido por los diferentes mercados
de la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo, escogiendo La Esperanza, San
Alfonso, Santa Rosa y La Condamine por ser los lugares donde se comercializa en gran
cantidad, productos organicos al publico y se realiz6 la compra respectiva de los mismos
para ser estudiados.

En cada mercado se recolectaron 6 muestras seleccionados de los productos y de cada uno
de estos se tomaron ejemplares utilizando bolsas estériles herméticas asignadas con sus
respectivos codigos (Anexo 2), siendo transportadas con el sistema triple embalaje que
consta de bolsas estériles, separadores de muestras y una caja transportadora, hasta el
Laboratorio de investigacion de la carrera Laboratorio Clinico e Histopatoldgico, Facultad
de Ciencias de la Salud, de la Universidad Nacional de Chimborazo, siguiendo el protocolo

respectivo de trabajo para el anélisis microbioldgico.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LAS BACTERIAS PRESENTES EN LAS MUESTRAS

Previa desinfeccion de las mesas de trabajo con agua, detergente y alcohol al 70% y el uso
de barreras de proteccion (mandil, gorro, mascarilla y guantes) se procedio al analisis
microbiologico de las muestras para evitar posible contaminacién bajo el mechero de

Bunsen.

Se utilizé pinzas y bisturi estériles para tomar 25g del centro del producto organico para
luego poner en un frasco estéril la muestray luego colocar 225 ml de Agua Peptonada como
un método pre-enriquecimiento (Anexo 3). Luego de 24 horas de incubacion a 37°C con una
jeringa estéril se tomd6 1 ml del cultivo y traspasos a los 9 ml de Agua Peptonada que se
encontraban en un tubo estéril nuevamente, incubando de igual forma (Anexo 4),
transcurrido el tiempo a partir de esta dilucion se realizaron cultivos, homogenizando bien
la muestra se cogio 0.1ml con el asa de siembra calibrada, sembrando en placas de Agar
Sangre (AS), CLED y Agar MacConkey (MC) previamente preparadas segun la casa
comercial Himedia®y rotuladas (Anexo 5), luego se estrio la muestra mediante técnica por
agotamiento y en posicion invertida se incub6 a 37°C durante 24 horas, aplicando de esta

forma las normas microbioldgicas establecidas®!.
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Transcurrido el tiempo de incubacion se realizé lectura de las placas, identificando asi las
caracteristicas principales de cada una de las colonias existentes y se realiz6 la tincién de
Gram siguiendo el protocolo de Hans Christian Gram, para visualizar la morfologia y que
nos permitid diferenciar las bacterias Gram positivas de las Gram negativas. Para la

realizacion de la tincion de Gram se siguieron las pautas de Koneman3!:

e Se agreg6 0,05 ml de solucién fisiologica estéril sobre una placa porta objetos tomando
colonias bacterianas puras para la realizacion del frotis.

e Luego se dejo secar a temperatura ambiente.

e Para luego fijé la muestra al portaobjetos lo pasamos tres o cuatro veces a través de la
Ilama del mechero Bunsen para que el material no se lave durante la tincion.

e Después se cubri6 la placa con cristal violeta por 1 minuto.

e Muy cuidadosamente con agua destilada se lavé sin que cayera directamente sobre el
frotis hasta que reboso todo el colorante.

e Seescurrid y se agregd la solucion yodada de Gram (Lugol) como mordiente durante 1
minuto.

e Nuevamente se realizd el lavd de igual forma que la anterior para luego colocar la
decoloracién con alcohol cetona durante 30 segundos.

e Lo lavamos nuevamente para eliminar el producto y finalmente se agrego el colorante
de contraste la safranina y se dejamos actuar durante 1 minuto.

e Enjaguamos de nuevo la placa, lo escurrid y se lo dejamos secar a temperatura ambiente

e Para posteriormente identificar los microorganismos con la ayuda del microscopio
colocamos en lente de aumento 100x y aceite de inmersion para visualizar las bacterias:
las grampositivas se tifien de azul oscuro y las gramnegativas aparecen de color rosa o

rojosL.
Luego de realizar la observacion e identificacion si las bacterias grampositiva y
gramnegativa se realizaron pruebas fisioldgicas como bioquimicas para poder reconocer a la

clasificacion del género y especie seguin los medios y reactivos presentes en el laboratorio®.

Se aprecio crecimiento de colonias grampositivas aisladas en agar Sangre, para luego
observar si existia la presencia o no de hemolisis (a, B, 0 y), ademas realizamos la prueba de
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catalasa, bilis esculina. Mientras que para las gramnegativas que crecieron de igual forma en
agar AS, CLED y MC se realizo la inoculacion en agar Kligler para observar si existia

fermentacion o no de la lactosa, glucosa y si existe la produccion de gas SH2 (Anexo 6)3.

En la identificacion también se utilizé el agar Urea para observar si el microorganismo era
productor de ureasa, el agar Citrato como fuente de energia, caldo Malonato como fuente de
carbono y nitrégeno, agar MIO (motilidad indol ornitina) para observar la motilidad
bacteriana, la produccion de indol y la actividad enzimatica ornitina descarboxilasa, el agar

Lisina Hierro (LIA) para la desaminacion o descarboxilacion de la lisina®.

En el caso de las bacterias no fermentadoras de la lactosa ni la glucosa (BNF) se les realizo la
prueba de la oxidasa para ver si producian esta enzima. En las que eran oxidasas positivas se
observo la presencia de hemdlisis en agar sangre, crecimiento a temperaturas de 37°C y a

42°C, més la produccion de pigmento®.

DETERMINACION DE SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
DE BACTERIAS DE INTERES CLINICO.

Luego de identificar el género de las bacterias aisladas y llegar a la especie segun los
reactivos existentes se procedio a realizar el antibiograma (ATB) mediante el método por

difusion de Kirby Bauer para medir la actividad antimicrobiana®.

Utilizamos el medio de cultivo del Agar Miiller Hinton Difco™ (MH) deshidratado,
primero comenzamos pesando, diluy6 y autoclavd segun la casa comercial, se dejé enfriar
entre 45-50°C para luego colocar en placas Petri a una altura de 4 mm vy dejar solidificar.
Posteriormente de la cepa en estudio (cultivo puro) se repico de la superficie del Agar
Nutriente de 3-5 colonias para transferir a un tubo de cultivo con NaCl al 0.9% logrando una
turbidez similar al tubo 0,5 del patron de McFarland que corresponde aproximadamente a
1,5 x 108 CFU/ ml (Anexo 7)%.

Para sembrar en las placas Petri se procedio a introducir un hisopo estéril en el tubo de
cultivo, se rotd para embeberlo bien del indculo, luego para eliminar el sobrante se apreto el
hisopocontra las paredes del tubo con movimientos rotatorios; para luego sembrar en la placa
de Ag MH estriando en 3 direcciones de manera que quede uniformemente distribuido en un
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angulo de 60°. Se dejé reposar por 15 minutos para luego colocar los discos de ATB con
pinza estéril a 15mm del borde y 20 mm de equidistancia. Presionar discos con muy cuidado
e incubar a 35°C por 18-24h. Pasado este tiempo se realizd la lectura midiendo con regla

milimétrica los halos de inhibicion (Anexo 7).

Los resultados se interpretaron de acuerdo a las tablas publicadas por la guia internacional
Clinical & Laboratory Standards Institute CLSI (Documento M100) y se clasifico como
sensible, intermedio o resistente y conservamos las bacterias en agar nutriente para

posteriores investigaciones (Anexo 8)%.

PROCEDIMIENTO ESTADISTICO
Con los resultados obtenidos y mediante la aplicacion de hojas de calculo pertenecientes al

sistema operativo Microsoft Office 2013, se empled la estadistica descriptiva.

CONSIDERACIONES ETICAS
No existio conflictos bioéticos porque las muestras no son de origen bioldgico, por lo que

respetamos las normas éticas de la investigacion cientifica
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante décadas las bacterias han sido estudiadas en diferentes tipos de muestras, tanto
clinicas como no clinicas. Pero en los Gltimos afios se ha incrementado su estudio a partir de
alimentos, pues éstos pueden estar contaminados con dichos organismos o sus toxinas y a la

vez son capaces de producir enfermedades gastrointestinales en el ser humano.

Tabla 1: Crecimiento bacteriano en productos agricolas expendidos en mercados de la

ciudad de Riobamba.

Mercados Muestras Crecimiento
Estudiadas bacteriano
San Alfonso 18 18
La Esperanza 12 11
Santa Rosa 12 9
La Condamine 12 9
TOTAL 54 47

Fuente: Allauca C. Estudio de bacterias causantes de infecciones intestinales en productos
organicos en los mercados de Riobamba,2020. UNACH

Con el antecedente de investigaciones realizadas en productos agricolas cultivados con aguas
de rios, en Chimborazo, entonces se escogieron para este estudio productos organicos
expendidos en mercados de Riobamba para observar si existia contaminacion o no,

obteniendo crecimiento bacteriano en todos los mercados (Tabla 1).

Segun el Manual de Bergey®? para clasificar las bacterias en Gram positivas 0 Gram

negativas hay que realizar la coloracién de Gram, (Tabla 2).

Tabla 2: Bacterianos segun la coloracion de Gram.

Coloracién Gram Frecuencia (n) Porcentaje (%)

Gram negativas 37
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79,00

Gram positivas 10 21,00

Total 47 100%

Fuente: Allauca C. Estudio de bacterias causantes de infecciones intestinales en productos

organicos en los mercados de Riobamba,2020. UNACH

La Tabla 2 confirma que las bacterias gramnegativas son aisladas con frecuencia en aguas y
alimentos contaminados y que generalmente provienen del intestino del hombre como de
animales®®, mientras que las bacterias grampositivas se observan en menor medida,
especificamente el microorganismo del Enterococcus es un indicador de contaminacién

fecal cuando se encuentra presente, segun lo planteado por Bergey®.

Lo planteado por Landeta en su estudio, puede explicar esta probleméatica (79% de
aislamientos gramnegativos), donde refiere que los mercados se encuentran afectados por
distintos problemas de salubridad debido a la poca importancia que se le da al disefio y
construccion de los espacios destinados a la venta de los productos, falta de campafias de
capacitacion dirigidas a las personas que se dedican a la comercializacion de productos
alimenticios, transportacion y conservacion de los mismos, sin contar con las debidas

precauciones de higiene tanto del personal que labora como del &rea de expendio®.

Los mercados de la ciudad de Riobamba que son mas visitados y donde existe gran cantidad

de expendio de productos organicos se visualizan en la Tabla 3 y 4.

Tabla 3: Aislamiento bacteriano segun el producto organico muestreado y los mercados de

la ciudad de Riobamba

°RODUCTO BACTERIA MERCADO
Zanahoria Enterococcus sp San Alfonso, La Esperanza
Enterobacter cloacae San Alfonso, Santa Rosa
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Citrobacter diversus

Citrobacter amalonaticus

Escherichia coli

San Alfonso, Santa Rosa, Condamine, San
Alfonso
San Alfonso, La Esperanza

La Esperanza

Manzana  Enterococcus sp San Alfonso, La Esperanza, La Condamine
Citrobacter diversus San Alfonso, Santa Rosa
Morganella morganii San Alfonso
Klebsiella pneumoniae La Condamine
Tomate Enterococcus sp La Esperanza, La Condamine,
de Proteus vulgaris Santa Rosa
arbol Citrobacter diversus,
Enterobacter aerogenes,  San Alfonso
Citrobacter freundii
Rabano Enterococcus sp Santa Rosa, La Condamine,
Enterobacter cloacae San Alfonso, La Esperanza
Citrobacter diversus San Alfonso, La Condamine
Citrobacter amalonaticus Santa Rosa
Escherichia coli La Esperanza
Ocas Enterococcus sp La Condamine
Enterobacter cloacae San Alfonso, La Esperanza, Santa Rosa
Citrobacter diversus La Condamine
Morganella morganii,  San Alfonso
Hafnia alvei
Escherichia coli La Esperanza
Acelga Enterobacter cloacae Santa Rosa

Citrobacter diversus

Klebsiella oxytoca,
Escherichia coli

Proteus vulgaris

La Esperanza, La Condamine

San Alfonso

San Alfonso, La Esperanza

Salmonella sp

Santa Rosa

Fuente: Allauca C. Estudio de bacterias causantes de infecciones intestinales en productos

organicos en los mercados de Riobamba,2020. UNACH

23



Las Enfermedades Gastroentéricas o las Enfermedades de Transmision Alimentaria (ETA)
son infecciones causadas por alimentos y aguas contaminados por bacterias patdgenas o sus
toxinas, localizadas a nivel del intestino, tanto del hombre como de los animales,
predominando las enterobacterias. Estas pueden causar desde una sintomatologia leve hasta

la muerte y son clasificadas en diferentes familias %(Tabla 4).

Tabla 4: Distribucidon de las bacterias patégenas aisladas en productos organicos segun los
mercados de Riobamba.

Mercados Bacterias aisladas
muestreados
n o —
3 2l |, o a T |8
g c | L s = 8 ) g [%2] :E § 8 .S Z‘,
ElS|2l8E|lgl8| TS |88 |2 | &
3 Slg23|g8l=|8|2|5|e|8 |8 |§
S 5|5 |s|&|8|c|8|E|2 |E|E|g 8B |8
. . . . . . . .| @ . : [ — o
Y ¥ oo o |wwwln |a |[= |T (W | LW a
San Alfonso 1(4|1/1|11(3|1 11212 18 |38,29
La Esperanza 1|1 2|3 1 3 | 11 (23,43
La Condamine 1 4 4 9 |19,14
Santa Rosa 211 3 11 1 9 (19,14
Total 1 (112311841 3 |21 10 47 | 100

Fuente: Allauca C. Estudio de bacterias causantes de infecciones intestinales en productos
organicos en los mercados de Riobamba,2020. UNACH

En el mercado San Alfonso, existio en el total de muestras estudiadas crecimiento bacteriano,
para un 38,29%, seguido de La Esperanza (23,43%), Condamine y Santa Rosa con 19,14%
(Tabla 5). En los datos recogidos en la ficha de observacion, en este mercado San Alfonso

era donde mas productos organicos se encontraban en el piso.
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Tabla 5: Clasificacion segun la familia de las bacterias patogenas aisladas de productos

organicos en los mercados de Riobamba.

Familia Género y especie Frecuencia Porcentaje (%)
Enterobacteriaceae  Klebsiella pneumoniae 1 79,00

Klebsiella oxytoca 1

Citrobacter diversus 11

Citrobacter amalonaticus 3

Enterobacter aerogenes 1

Enterobacter cloacae 8

Citrobacter freundii 1

Escherichia coli 4

Salmonella sp 1

Proteus vulgaris 3

Morganella morganii 2

Hafnia alvei 1
Streptococcaceae Enterococcus sp 10 21,00

TOTAL 47 100

Fuente: Allauca C. Estudio de bacterias causantes de infecciones intestinales en productos
organicos en los mercados de Riobamba,2020. UNACH

La familia del Enterobacteriaceae fue la mas aislada con el (79,00%), seguida de la
Streptococcaceae con el (21,00%), siendo similar a lo descrito en la bibliografia consultada.
El presente estudio coincidi6 con el de Rodriguez y colaboradores, en Bolivia, los cuales
aislaron especies de enterobacterias en muestras de lechugas, como el Citrobacter ssp,

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae 3.

En Chimborazo, en el rio Chibunga, Mur y Marcillo aislaron enterobacterias; también

obtuvieron similares patégenos perjudiciales al hombre Molina y Orozco en el rio Chambo®®
19

Aunque existié aislamiento de una sola cepa de Salmonella sp en acelga (producto que
generalmente se consume crudo), hay que darle importancia por ser un patogeno bastante

virulento, capaz de producir cuadros diarreicos agudos que en ocasiones pueden llegar a la
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deshidratacién sobre todo en nifios pequefios y ancianos. Por lo que se impone educar a las
personas para que los vegetales sean bien lavados, desinfectados o cocidos. Similar hallazgo

en Bogota lo tuvo Bayona, pero en frutas ®.

En la microbiologia sanitaria el hallazgo de microorganismos del género Enterococcus es
indicador de contaminacion fecal y un dato interesante en este estudio fue que se aislo esta
bacteria en 5 productos de los 6 estudiados: zanahoria, manzana, tomate de &rbol, rabano y
ocas, pero ademas se encontraron en todos los mercados estudiados (10 cepas para un 21%),

lo cual significa que puede ser que los productos provengan de un mismo proveedor.

A diferencia de esta investigacion, Pérez y colaboradores, en el Peru encontraron Listeria
monocytogenes en zanahorias estudiadas®. Sin embargo, Lopez en Chimborazo encontrd
Enterococcus sp en zanahoria, papa, rabano, culantro, mashua, ocas y habas, coincidiendo

con algunos productos de este estudio®*.

Este microorganismo grampositivo no provoca enfermedad gastroentérica como tal, sino es
capaz por via endogena de producir infecciones del aparato urinario, de heridas, endocarditis,
bacteriemia, entre otras enfermedades, ya que coloniza el intestino del hombre como
consecuencia de ingestion de alimentos contaminados; se debe indicar que existen pocos
antibidticos para ser tratadas estas infecciones por la resistencia intrinseca que tiene el

enterococo®® %',

Existen factores de riesgo relacionados con este patégeno, como es la inmunodepresion, el
uso de catéter, el uso inadecuado de antibiéticos de amplio espectro, las enfermedades
debilitantes, las infecciones por producidas por el Clostridium difficile, las hospitalizaciones
prolongadas, las hemodialisis, las dialisis peritoneal y trasplantes renales, que desde el
intestino es capaz de invadir y producir infecciones o diseminarse como patdgeno

nosocomial?® %7,

El Documento M100 de las CLSI 2020%, sirvio para categorizar como sensible,
intermedia y resistente a cada cepa bacteriana aislada en esta investigacion, frente a los
antibioticos (ATB) usados para medir la susceptibilidad y resistencia antimicrobiana,

mediante el método de Kirby Bauer por difusion Tabla 6, 7y 8.
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Tabla 6: Patron de susceptibilidad y resistencia del género Enterococcus aislado de
productos organicos de los mercados de Riobamba.

BACTERIA PRODUCTO CEPA TE CIP VA P E
Zanahoria 1 R S R R R
2 S S S S R
Manzana 3 R S S S S
4 S S S S S
Enterococcus spp. 5 S S S S S
Ocas 6 S I S R S
Réabano 7 S I S S I
8 S S S S S
Tomate de Arbol 9 S I R S S
10 S S S S S

TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacino; V: vancomicina; AX: amoxicilina; P:

penicilina

Fuente: Allauca C. Estudio de bacterias causantes de infecciones intestinales en productos

organicos en los mercados de Riobamba,2020. UNACH

A pesar que este patdgeno es aislado de productos organicos, tiene gran relevancia, pues
desde el punto de vista microbiol6gico y epidemioldgico es esencial su identificacion exacta
y eficaz, debido fundamentalmente a que estos organismos emergieron como una de las
causas principales de infecciones intrahospitalarias, por su facil diseminacion en este
ambiente, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos, neonatos, cardiopatas o con dafio

renal.

De forma general las cepas aisladas del género Enterococcus presentaron buena sensibilidad
a excepcion de una obtenida a partir de la zanahoria que presenté multirresistencia y ésta es

a la vez uno de los dos aislados (20%) que son Enterococos Vancomicina Resistente (EVR).

Aunque este porciento se considera bajo, es importante destacar este comportamiento por

ser un antibidtico para uso en infecciones graves por este patdgeno, ya que presenta
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resistencia a la mayoria de los antimicrobianos, lo que traduce que una persona que presente

una infeccion por este microrganismo no va a tener muchas opciones de tratamiento.

Lopez en su estudio en productos agricolas en Ecuador, también aislo Enterococcus con
buena sensibilidad y el 100% para la vancomicina; a diferencia nuestra, Dardaque y
colaboradores en Brasil encontraron en vegetales un alto por ciento de resistencia a la

vancomicina (48,31%) 3.

La familia de los Enterococcus es susceptible a la penicilina, también a la ampicilina,
amoxicilina, ampicilina-sulbactam, amoxicilina-clavulanato y piperacilina-tazobactam para
los Enterococcus que no producen B-lactamasa. Sin embargo, a la inversa no se puede
suponer que los susceptibles a la ampicilina sean susceptibles a la penicilina, segun las
CLSI*.

Tabla 7: Patron de susceptibilidad y resistencia de la familia Enterobacteriaceae aislada de

productos organicos de los mercados de Riobamba.

BACTERIA CEPAS GN K TE CIP AN SXT CRO CAZ IPM ATM AZM AMC

Citrobacter 1 S S S S S I S S S S S R
diversus

Citrobacter 10 S I S | S S S S S S S S
diversus

Citrobacter 3 S S R S S R S S S S S S
amalonaticus

Citrobacter 1 S I S S S S S S S S S S
freundii

Enterobacter 1 S S S S S S S S S S S R
aerogenes

Enterobacter 6 S S R S S R S S S S S S
cloacae

Enterobacter 2 S S S S S S S I S S S S
cloacae

Escherichia 2 S S S S S S S S S S S S
coli

Escherichia 2 S S S S S S S S S S S S
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coli

Salmonella 4 S S S S R R S S S S S
sp

Proteus 3 S S S S S S S S S S S
vulgaris

Morganella 2 S S R R S R S S S S S
morganii

Hafnia alvei 1 S S S S S S I S S S S
Klebsiella 1 I S

oxytoca

Klebsiella 1 S S S | S S S S S S R
pneumoniae

GE: gentamicina; K: kanamicina; TE: tetraciclina; CIP: ciprofloxacino; AN: &cido
nalidixico; SXT: Sulphamethoxazole/ Trimethoprim CRO: ceftriaxone; CAZ: ceftazidime;

IPM: imipenem; ATM: aztreonam; AZM: azitromicina; AMC: amoxicilina/ clavulanico

Fuente: Allauca C. Estudio de bacterias causantes de infecciones intestinales en productos

organicos en los mercados de Riobamba,2020. UNACH

La familia Enterobacteriace frente a los antimicrobianos (12) probados, se comportd con
buena sensibilidad, solamente la Morganella morganii presento resistencia a 3 antibiéticos:

tetraciclina, ciprofloxacina y sulfaprim.

La Salmonella sp es resistente al acido nalidixico y al sulfaprim, dos medicamentos de uso
clinico frecuente en la comunidad y con buena respuesta frente a una salmonelosis, 1o que
significa que si no se lavan bien los alimentos y en especifico la acelga que es el producto
en estudio puede acarrear un cuadro diarreico que no responderia eficazmente a la primera

linea de tratamiento.

El Citrobacter amalonaticus y el Enterobacter cloacae fueron resistentes a la tetraciclina y
al sulfaprim también, pero con buena sensibilidad para el resto de los antimicrobianos, a
diferencia de Lopez que encontrd resistencia de estos gérmenes, pero a la ampicilina y

amoxicilinal®.
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El género Klebsiella representado por K. oxytoca y K. pneumoniae, presenta buena
sensibilidad a la mayoria de los ATB, excepto para la azitromicina y amoxicilina con
clavulanico y ademas la K. oxytoca a la kanamicina, correspondiendo estos resultados con
la misma resistencia encontrada en la investigacion realizada por Lopez**. Al contrario,
Marcillo-Mur y Orozco-Molina en Chimborazo, reportaron un 100% de sensibilidad frente

a los antimicrobianos para este género'® 1,

Otras enterobacterias como C. freundii, E. cloacae, P. vulgaris, E. coli y C. diversus
presentaron buena sensibilidad frente a los antibidticos probados y ninguna cepa presento

mecanismos de resistencia mediante el método Kirby Bauer.
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CONCLUSIONES

De las 54 muestras de productos organicos recolectadas de diferentes mercados de la ciudad
de Riobamba, se aislaron 47 cepas bacterianas, a través de métodos microbiologicos, de ellas
10 grampositivas y 37 gramnegativas, perteneciendo a las familias Estreptococcaceae
(21,00%) y Enterobacteriaceae (79,00%).

La familia de Enterobacteriaceae estuvo representada por los generos Klebsiella (K.
pneumoniae y K. oxytoca), Citrobacter (C. diversus, C. amalonaticus y C. freundii),
Enterobacter (E. aerogenes y E. cloacae), Proteus (P. vulgaris), Salmonella (Salmonella
sp), Escherichia coli, Morganella morganii y Hafnia alvei. Mientras que la familia
Streptococcaceae solo por el género Enterococcus, patdgeno responsable de las infecciones
extraintestinales que van desde una inflamacidn hasta una septicemia y muerte, sobre todo

en personas inmunodeprimidos.

Los resultados obtenidos presentaron buena sensibilidad de forma general y no mostraron
un mecanismo de resistencia mediante el método Kirby Bauer, lo que no evitara, que en un
momento dado estas bacterias adquieran multirresistencia por el uso y abuso de antibiéticos,

tanto en el ambito hospitalario como en la comunidad.

El mercado que marcé mayor aislamiento de bacterias de importancia clinica fue el San
Alfonso seguido de La Esperanza, con 38,29% y 23,43% respectivamente; La Condamine y
el Santa Rosa con un 19,14%; es decir hubo crecimiento bacteriano en casi todos los

productos analizados.
Se concluye que los productos organicos expendidos en mercados de la ciudad de Riobamba

se encuentran contaminados con poblaciones bacterianas que puede ser causada por alguna

falla desde la cosecha, recogida, transportacion, conservacién y expendio.
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RECOMENDACIONES

Dar a conocer la informacion de la investigacion realizada a las autoridades competentes
como al Municipio, Salud Publica, Medio Ambiente y otros de la provincia de Chimborazo
para que tomen medidas adecuadas y asi poder disminuir la contaminacion de los productos

organicos.

Promover charlas educativas sobre medidas higiénico-sanitarias como el correcto lavado de
las manos, de los productos agricolas y su coccion, para poder evitar asi enfermedades,

brotes o epidemias que puedan causar gastos economicos personales y a los gobiernos.

Indicar a la poblacion para que no se automedique con antibidticos, evitando asi que

aparezcan cepas multirresistentes,
Se recomienda realizar estudios posteriores de medicion antimicrobiana, para buscar

mecanismos de resistencia en las bacterias patdgenas aisladas en productos organicos

expendidos en mercados de la ciudad de Riobamba.
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ANEXOS



ANEXO 1.
FICHA DE OBSERVACION DE LA TOMA DE MUESTRA.

PROYECTO DE INVESTIGACION: Estudio de bacterias causantes de infecciones

intestinales en productos organicos en los mercados de Riobamba

N° de muestra:

Nombre del estudiante:

Fecha:
Muestra de producto organico (Nombre):

Muestra tomada en (lugar):

Observacion:
Presencia de animales en los mercados:

Otra fuente que se considere contaminacion: Cual:

Realizado por:

Celia Viviana Allauca Carrillo

Estudiante

Supervisado por:

Dra. Maria del Carmen Cordovéz
Tutora



ANEXO 2. Recoleccion de las muestras

ANEXO 3: Obtencidn de muestras representativas del producto y pre-enrequecimiento en

225ml de Agua Peptonada.




ANEXO 4: Enriquecimiento en 9ml de Agua Peptonada.




ANEXO 5: Siembra de las muestrasen AS, MCy CLED




ANEXO 6: Identificacion de género y especie




ANEXO 7: Método por difusion de Kirby Bauer para medir la actividad antimicrobiana.

Comparar con el patron
de McFariand (0.5)
TURBIDEZ

Haswmiguatria
turbidez de ambos
~ tubos

Ajustar ia densdad agregando: Solucién salina




ANEXO 8: Guia internacional. CLSI 2019 (Documento M100)

29th Edition

Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing

This document includes updated tables for the Clinical and

Laboratory Standaeds Institute antimicrobual susceptibility testing

A (L9 supphement for globa) application




