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RESUMEN

Los mecanismos de resistencia constituyen fendbmenos ubicuos, naturales, preantrépicos
e inevitables (Davies & Davies, 2010; Finley et al., 2013; Guenther, Ewers, & Wieler,
2011; Martinez, Coque, & Baquero, 2014) sin embargo, el uso irracional de sustancias
antibidticas por parte de los seres humanos especialmente desde la segunda mitad del
siglo XX: de forma excesiva o insuficiente, mal indicada o autoprescrita, ha potenciado el
reservorio de genes codificadores de resistencia, lo cual ha permitido que las bacterias
causen patologias infecciosas graves, potencialmente intratables que causan una mayor
carga social y econdmica para el estado. A inicios del 2017, la Organizacién Mundial de
la Salud, por solicitud de sus estados miembros elabor6 una guia para priorizar los
esfuerzos e inversién en investigacion y desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos,
dentro de la prioridad critica se encuentran las enterobacterias resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion y Acinetobacter baumanii resistente a
carbapenémicos (WHO, 2017). Los seres humanos, al igual que otros organismos,
pueden contener en su microbioma, bacterias codificadoras de genes de resistencia
siendo este un potencial reservorio y foco de diseminacion para otros humanos. Es un
hecho indiscutible que la cadena alimenticia cuantitativamente es la mayor colonizacion
humana de bacilos gram negativos fermentadores de lactosa con algun tipo de
resistencia por lo cual se ha pretendido determinar si los alimentos expendidos en la via
publica de la Ciudad de Quito también constituyen focos de colonizacion. Después de
analizar microbiolégicamente 150 muestras de alimentos de expendio ambulante, 34
presentaron contaminacion por bacilos gram negativos resistentes, se encontré una
correlacion estadisticamente significativa entre la venta de alimentos dentro de una
distancia radial no superior a 100 metros desde la entrada peatonal al servicio de
emergencias del hospital mas cercano (p<0,001). Existe una correlacion inversamente

proporcional entre la distancia desde el suelo del alimento al momento de su expendio y



su contaminacion con Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro
extendido (p<0,05). Se concluye que la contaminacién por estas bacterias en los
alimentos vendidos en la via publica son fuentes de diseminacion de bacterias resistentes
a cefalosporinas de amplio espectro y que su punto de venta con respecto a

establecimientos de salud juega un rol determinante en términos de contaminacion.



ABSTRACT

Mechanisms involved in microbiological resistance are ubiquitous, natural, preanthropic,
and unavoidable phenomena (Davies & Davies, 2010; Finley et al., 2013; Guenther et al.,
2011) however, irrational employment of antibiotic susbtances by human beings,
especially since the second half of the XX century which has let to overusage, infrausage,
misusage and selfprescription, has potenciated cuantitavely the reservoirs of
antimicrobial-resistant coding genes which has allowed the emergence of potentially
untreatable infections, increasing socioeconomic burden for the government. Human
beings, as other organisms, can carry in their microbiome resistant coding genes in
bacterial microbiome within their digestive tract, decreasing the possibility of survival if
infection occurs and also creating the possibility of fecal transmission for others. Food
chain is an undisputable source the most number of resistant gram negative bacilli for
human gut colonization, reason for it is been intended to determine whether street food in
Quito is a source of colonization/infection. After microbiologically analyzing 150 street
food samples, 34 were positive for resistant gram negative bacilli growth. Statistically
significant correlation could be obtained between radial distance of vending spots inside
100 meters (328 feet) from the pedestrian entrance of the emergency department of the
nearest hospital (p<0,001). Moreover, there was an inversely proportional correlation
between the location of the product and distance from the soil located at the moment of
the purchase and its contamination with extended spectrum betalactamase producing
Escherichia coli (p<0,05). It can be concluded that street vending foods in Quito constitute
reservoirs of wide spectrum cephalosporins and its location plays an important role in

terms of contamination rate.
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INTRODUCCION

En una gran parte de culturas, se acepta la venta de alimentos de forma ambulante, los
cuales constituyen formas de emprendimiento individual o colectivo, donde se ofrecen
una gran variedad de productos (Cardoso, Companion, & Marras, 2014), constituyendo
un fendmeno sociocultural inherente al estilo de vida actual (Burt, Volel, & Finkel, 2003).
En varios paises en vias de desarrollo, como en el Ecuador, los alimentos vendidos de
forma ambulante podrian representar un importante problema de salud publica, debido a
la regulacion no sistematizada de sus procesos para garantizar su inocuidad (Instituto
Ecuatoriano de Normalizacién INEN, 2013), su potencial producciéon de enfermedades y
transmision de bacterias que puedan presentar resistencia a antimicrobianos (Bayona,
2009; Campos, Gil, Mourdo, Peixe, & Antunes, 2015), lo cual posteriormente representa
un desafio terapéutico en caso de presentar una infeccién por alguno de estos patégenos
(Adler, Katz, & Marchaim, 2016; Djuikoue et al., 2016), pudiendo incrementar el retraso
en administracion de tratamiento adecuado, sufriendo peores desenlaces clinicos que los
pacientes que presentan infeccion por microorganismos sensibles (Jasper, Coyle, Katz, &
Marchaim, 2015; Rupp & Fey, 2003). Los betalactdmicos son moléculas con poder
antibiético que resultan ser muy seguros, usualmente econémicos y eficaces y que han
constituido farmacos de primera linea para varios tipos de infecciones (Adler et al., 2016).
El aumento en la adquisicion de resistencia hacia los betalactdmicos por parte de
enterobacterias es una tendencia preocupante a nivel mundial (Adler et al., 2016; Alanis,
2005; Bajaj, Singh, & Virdi, 2016; Blane et al., 2016; Bradford, 2001; Brolund &
Sandegren, 2016; Jasper et al., 2015; Mulvey & Simor, 2009; Rosenblatt-Farrell, 2009).
Estas bacterias pueden poseer betalactamasas de espectro extendido, enzimas que
usualmente estdn mediadas por plasmidos y que son capaces de hidrolizar
betalactdmicos de amplio espectro como las cefalosporinas de tercera generacion
(Ghafourian, Sadeghifard, Soheili, & Sekawi, 2015; Katuzna, Wiecek, & Gospodarek,
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2014; Nuesch-Inderbinen, Zurfluh, Peterhans, Hachler, & Stephan, 2015; Rodriguez-

Bano, Lopez-Cerero, Navarro, de Alba, & Pascual, 2008).

Una infeccion producida por Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro
extendido se asocia con una mortalidad tres veces mayor que una por una bacteria
sensible (Tekiner & Ozpinar, 2016). Dentro de las B-lactamasas de espectro extendido, el
tipo Cefotaximasa-Minchen (CTX-M) se reconoce como el mecanismo de resistencia
bacteriana ma&s amenazador en los entornos clinico y comunitario, invadiendo
virtualmente por completo a humanos, animales y medio ambiente (Kim et al., 2015;
Tekiner & Ozpinar, 2016). Los tipos CTX-M -15 y CTX-M-14 son los mas prevalentes en
el mundo (Kim et al., 2015; Naseer & Sundsfjord, 2011; Oteo, Pérez-Vazquez, & Campos,

2010).

Recientemente, se ha concentrado el interés sobre esta amenaza microbiol6gica que
desafia a la industria de alimentos listos para consumirse (Reuland et al., 2014). Se ha
identificado a estos alimentos como potenciales vehiculos de enfermedades infecciosas
(Rane, 201l1a), ademas se ha discutido acerca de su seguridad, por su rol como
portadores y reservorios de bacterias patégenas o0 comensales resistentes a
antimicrobianos (Nuesch-Inderbinen et al., 2015; Zurfluh et al., 2015). Los alimentos que
se venden listos para servir, pueden ser susceptibles a tener contaminacion
microbiologica alta, lo cual supone una alta tasa de eventos de contaminacion cruzada

(Kim et al., 2015; ZengRan, GuangYi, & XiangMei, 2014).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

En los siguientes péarrafos se pretende reunir sintéticamente mecanismos relacionados a
la resistencia en la bacteriana y las razones por las cuales, durante las Ultimas décadas,
ciertas bacterias han sido capaces de persistir con sistemas de resistencia bacteriana de
alcance pandémico, en cuya diseminacion incluyen factores multisistémicos, que
involucran absolutamente todas las actividades humanas (Rosenblatt-Farrell, 2009).
Adicionalmente se explica por qué la conducta humana en torno al uso irracional de
sustancias bacteriotoxicas ha determinado la potenciacién de los reservorios ambientales
de bacterias codificadoras de genes de resistencia mediante el empleo inadecuado de
dichas sustancias, cuyo control radicara Unicamente en la capacidad del ser humano de
controlar su uso inapropiado y a comprender que el control de las infecciones no se basa
en la destruccién de las bacterias proximas al ser humano, sino en su capacidad de

aprender a vivir en armonia con las otras formas de vida.

1.1. UN ENFOQUE ANTROPOCENTRICO DE UN FENOMENO
PREANTROPICO

La comprension de la resistencia bacteriana requiere superar fronteras establecidas por
el restringido estudio de la patologia humana y darle una perspectiva genésica, tomando
en cuenta que las bacterias le llevan varios millones de afios de ventaja evolutiva a los
seres humanos y ademas son los seres vivos mas abundantes en la Tierra, existiendo
actualmente un nimero aproximado de 5x10%° en el planeta (Finley et al., 2013; Whitman,
Coleman, & Wiebe, 1998), del cual un numero limitado le causa infeccion al ser humano.

El reservorio original de resistencia es el suelo, vasto repositorio de genes codificadores



de resistencia a antimicrobianos. Los estudios del suelo confirman que la resistencia no
es un fenbmeno antropogénico, mas bien sugieren que la resistencia y la existencia de
sustancias antibiéticas anteceden por eones al pleistoceno y podrian datar de hace mas
800 millones de afios (e incluso podrian ser hasta 2x10° afios) (D’Costa et al., 2011;
Davies & Davies, 2010; Forsberg et al.,, 2012), los genes de resistencia estaban ahi
mucho antes de que al ser humano se le ocurriera emplear moléculas antibiéticas para
tratar dolencias de tipo infeccioso, de hecho, estuvieron ahi antes que existieran

organismos pluricelulares (Cooper, 2000; D’'Costa et al., 2011).

La biosintesis de flavonoides y otras modificaciones evolutivas de las algas verdes hizo
posible que estos organismos sean capaces de sobrevivir a la radiacion ultravioleta solar
y comenzaron a colonizar totalmente la superficie de los bloques continentales terrestres
hace 472 millones de afios (Gondwanna oriental principalmente) (Rubinstein, Gerrienne,
de la Puente, Astini, & Steemans, 2010). Desde el momento en el que estos organismos
fotosintéticos, sin capacidad locomotora, con paredes celulares de celulosa establecen
conexiones con el suelo mediante raices, las bacterias encuentran en sus rizésferas un
nicho ecoldgico adecuado donde establecerdn hasta la actualidad conexiones
simbidticas, obteniendo de las secreciones radiculares productos metabdlicos como agua,
azucares, &cidos organicos, aminoacidos, entre otros nutrientes, a cambio de fijar el
nitrégeno (gracias a su naturaleza diazotrépica) y librar batallas con bacterias y otros
organismos fitopatbgenos como, hongos, nematodos, protozoarios, algas Yy
microartréopodos (Monib, Abd-el-Malek, Hosny, & Fayez, 1979; Nihorimbere, Ongena,
Smargiassi, & Thonart, 2011). Los filos bacterianos simbidticamente emparentados con
las rizésferas son Proteobacteria y Actinobacteria los cuales desarrollaron mecanismos
gue restringen el crecimiento de otros organismos y promueven el crecimiento de las
plantas. Se producen quitinasas y glucanasas capaces de evitar el parasitismo por
hongos fitopatogénicos, también tienen la capacidad de acceder a fuentes de carbono a

partir de azlcares biomolecularmente modificados como el acido 2-cetoglucédnico,
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secuestran las fuentes de hierro, también son capaces de interpretar sefiales de las
plantas mediante la deteccién de incrementos de las concentraciones de acido jasmonico
en la rizésfera (Turner, Ellis, & Devoto, 2002; van Loon, Bakker, & Pieterse, 1998). Las
actinobacterias del género Streptomyces (Guenther et al., 2011) son una fuente grande
de antibiéticos producidos de forma natural (Forsberg et al., 2012; Petkovi¢ et al., 2006).
En el suelo y particularmente en las rizésferas, estas bacterias concentran moléculas
antibioticas (Petkovi¢ et al., 2006) y con fin de evitar su autodestruccién por las
mencionadas moléculas, estas bacterias han disefiado elementos genéticos que les
permiten sintetizar betalactamasas capaces de hidrolizar las sustancias téxicas que
producen y asi evitar concentraciones antibiéticas intracelulares peligrosas (Davies &
Davies, 2010). Otra proteobacteria ambiental, del género Kluyvera, de igual forma
cataboliza metabolitos antibiéticos mediante una betalactamasa, la cual fue transferida a
otras bacterias de forma horizontal, de hecho es la betalactamasa mas comun en el
ambito clinico (Brolund, 2014; Canton, Gonzélez-Alba, & Galan, 2012; Lahlaoui, Ben Haj
Khalifa, & Ben Moussa, 2014; Naseer & Sundsfjord, 2011; Pitout, 2010), se llama
Cefotaximasa-Munchen (CTX-M), por su eficiente capacidad de hidrolizar cefotaxima y
porque su primer aislamiento fue a partir de exudado de otitis media de un nifio de 4
meses en la ciudad de Munich (Minchen en aleman) en 1989 (Bauernfeind, Grimm, &
Schweighart, 1990). Streptomyces, Kluyvera (patdgenas para los seres humanos en
casos de inmunosupresion) (Kapadia, Rolston, & Han, 2007; Sarria, Vidal, &
Kimbrough I, 2001) y otras bacterias ambientales (organismos de la familia Bacillaceae,
del género Pseudomonas y Burkhorderia y del filo Cyanobacteria) a lo largo del tiempo y
gracias a su coexistencia ambiental con otras bacterias, han sido capaces de movilizar
sus elementos genéticos de resistencia a organismos taxondmicamente distantes
causando que otros organismos se beneficien de su fenotipo resistente (Aminov &
Mackie, 2007). La sintesis y destruccion de biomoléculas bacteriotdxicas constituye una

ruta metabdlica adicional que estos organismos pueden utilizar para garantizar su



sobrevida en el ambiente, no todas las bacterias disponen de estos privilegios
metabolicos, debido a que el poseerlos, representa un costo energético de mantenimiento
significativo (Kempf & Zeitouni, 2012), lamentablemente, esta parte favorable de su
metabolismo le resulta nocivo al hombre en caso de infeccion invasiva. El concepto
antropocéntrico e inexacto de que las bacterias resistentes son las responsables de estar
contaminando los ecosistemas y asi causando infecciones humanas debera ser
erradicado mediante la compresién de que las bacterias no son las causantes directas de
la contaminacién, es la existencia de los seres humanos, la que con la creacién de
presion selectiva mediante al uso irracional sustancias industrialmente producidas con
actividad bacteriotdxica facilita y perpetda el incremento numérico de bacterias portadoras
de dichos genes en el ambiente que comparte con otras formas de vida. Para causar la
disminucion de la prevalencia proporcional de bacterias con genes codificadores de
resistencia y asi disminuir la incidencia de infecciones por dichos organismos, se requiere
eliminar la presion selectiva. La ausencia de presion selectiva, hace que los organismos
gue presentan rutas metabdlicas accesorias, sean menos aptos y generacionalmente
serian suprimidos (Butler et al., 2007) hasta volver a presentar poblaciones
numéricamente mas pequefias (normales desde el punto de vista ecolégico) y
manejables (desde el punto de vista epidemiolégico). Siempre existiran reservorios de
bacterias resistentes en el suelo, en la rizésfera. Las bacterias ambientales, fuera de la
rizosfera: colonizando tractos digestivos de animales (Asir et al., 2015; Guenther et al.,
2011; Rocha-Gracia et al., 2015; Tadesse et al., 2012; Zurek & Ghosh, 2014), en aguas
(Amos, Zhang, Hawkey, Gaze, & Wellington, 2014; Solo-Gabriele, Wolfert, Desmarais, &
Palmer, 2000) y otros microambientes, que no se encuentren sujetas a presion selectiva
se adaptaran genéticamente para reducir el costo energético que les supone su privilegio
metabdlico, mediante mutaciones compensatorias capaces de silenciar la expresion de

genes de resistencia, esta evolucidn compensatoria permitira a las bacterias resistentes



persistir silenciosamente en la biosfera (Capita & Alonso-Calleja, 2013), hasta que exista

alguna fuente de estrés que evoque su replicacion.

1.2. LA REVOLUCION ANTROPOGENICA DEL SIGLO XX

El microbidlogo del suelo Selman Waksman, a quien se le atribuye el descubrimiento de
la estreptomicina en 1943 y ganador del premio nobel por tal motivo, fue el primero en
acufiar el término ‘antibidtico’, el cual se refiere a cualquier molécula organica capaz de
inhibir o suprimir a un microorganismo mediante el establecimiento de interacciones con
blancos especificos. Su descubrimiento, junto con el de la penicilina por Alexander
Fleming en 1928 y el uso que se le ha dado a estas sustancias en ambitos clinicos
supuso un avance significativo para los tiempos modernos, determinando el
establecimiento de una nueva era antrépica: una en la que las infecciones bacterianas ya
no restringen la esperanza de vida. El comienzo de la nueva era se vio acompafado
desde muy temprano por un visible fenbmeno de resistencia en ciertas poblaciones
bacterianas que aquejaban al ser humano. La figura 1 intenta adaptar la informacion de
esta y la seccién anterior en cuanto a la evolucién de las moléculas antibidticas y un
enfoque antropocéntrico de su comercializacion y aparicion de resistencia en ambitos
clinicos (Centers for Disease Control and Prevention, 2017; D’Costa et al., 2011; Davies

& Davies, 2010; Kollef, 2009; Liu et al., 2016; Reardon, 2015).
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Figura 1. Evolucion de las moléculas antibiéticas, la emergencia de resistencia en el ambiente y en el ambito clinico.



La industrializacién de sustancias antibiéticas, después de la segunda guerra mundial,
provocO la masificacion de su consumo en una amplia variedad de propdsitos (no
siempre infeccion bacteriana), liberando en todos los ecosistemas millones de toneladas
métricas de antibiéticos (Doyle, 2015). EI mejoramiento de los procesos de produccion,
ha disminuido el precio final del producto, alentando el uso no prescrito y su uso fuera de
etiqueta (Aminov & Mackie, 2007). Estos fendémenos causan el aumento de la
concentracion de moléculas antibidticas en el ambiente, creando presion selectiva, en la
que se favorece la aceleracion del proceso de seleccion darwiniano en el que, aquellas
bacterias previamente capaces de resistir a dichas moléculas incrementan prevalencia
proporcional (Guenther et al., 2011; Rosenblatt-Farrell, 2009). El uso irracional de
antibiéticos (en dosis subterapéuticas, autorecetados, en periodos no adecuados, etc.)
acelera y potencia el proceso de seleccién bacteriana, que lejos de aliviar las dolencias
para las que fueron prescritos, representan un problema de salud publica grave y libera
en el ambiente moléculas que amplian el reservorio de genes de resistencia (Capita &
Alonso-Calleja, 2013). Esta realidad, aunada a la original visibn humana optimista acerca
del alcance de los mecanismos de resistencia bacterianos, provoca que las generaciones
actuales y las venideras hereden un reservorio genético de resistencia potenciado en
toda la biosfera, cuyo peso se ve y se vera en el incremento de la morbilidad y la
mortalidad de forma desmesurada por infecciones por bacterias multi- 0 panresistentes,
lo que comienza a elevar preocupaciones en torno al inicio de una era antrépica similar a
la preantibotica, en virtud de la pérdida de la capacidad de los antibiéticos existentes de
controlar eficientemente las infecciones bacterianas (Alanis, 2005; Davies & Davies,

2010).



1.3. LOS MECANISMOS

Una amplia serie de mecanismos bioquimicos y fisiolégicos son los responsables de la
resistencia a antimicrobianos (Davies & Davies, 2010; Rupp & Fey, 2003). Para que
existan modificaciones en torno a la sensibilidad a alguna sustancia, las bacterias pueden
recurrir a mutaciones de su genoma, las cuales ocurren con frecuencia relativamente baja
pero constante: alrededor de 1 por cada 107 a 10%° células (Mulvey & Simor, 2009). La
profundizacibn de los mecanismos implicados desde una perspectiva filogenética,
desborda el enfoque de esta revisién bibliogréfica, la Unica conclusiéon que se mencionara
es que si la resistencia bacteriana es bioguimicamente posible, se daran los cambios
genéticos necesarios para ejecutarse (Aminov & Mackie, 2007; Martinez et al., 2014;
Walsh & Duffy, 2013). Funcionalmente, las sustancias bacteriotoxicas interactian con las
bacterias: inhibiendo la sintesis de pared celular, sintesis de proteinas o replicacion de
acidos nucleicos. Para ello, el antibiético debera tener acceso a su blanco de accion y
unirse a él. Independientemente si el organismo presenta resistencia intrinseca o
adquirida, existen numerosos mecanismos mediante los cuales las bacterias hacen frente
a las sustancias que les resultan toéxicas. Los mecanismos determinantes de resistencia
incluyen: inactivacién enzimatica, alteracion molecular del blanco y estructuras proteicas

capaces de evitar el alcance de concentraciones bactericidas.

La inactivacion enzimatica, constituye un mecanismo eficiente de resistencia, se da
cuando una o mas enzimas degradan o modifican a las moléculas bacteriotéxicas,
haciendo que estas sean inertes para las bacterias, es un mecanismo comun en el caso
de bacterias productoras de betalactamasas en cuyo caso hidrolizan el anillo
betalactamico, transformacién que supone la inactividad de los betalactamicos (Capita &

Alonso-Calleja, 2013; Rawat & Nair, 2010).

El tipo de resistencia bacteriana mas frecuente no es innata, se da mediante la admision

horizontal de material genético no cromosoémico en forma de pladsmidos (moléculas de
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acido desoxirribonucléico (ADN) circular extracromosOmico capaz de replicarse
independientemente del cromosoma bacteriano) (Alanis, 2005). Los plasmidos se
transfieren a través de la formacion de estructuras proteicas huecas y tubulares llamadas
pili que establecen uniones transitorias con otras bacterias permitiendo la copia de dicha
region genética a la bacteria receptora, expandiendo el alcance de la resistencia
bacteriana de forma horizontal y también vertical: permitiendo a las siguientes

generaciones bacterianas tener los mismos genes de resistencia.

Las bacterias también pueden adquirir genes de resistencia a través de la transferencia
de transposones e integrones. Los transposones son fragmentos de ADN especializado
capaz de contener varios genes de resistencia. No pueden replicarse por si mismos pero
pueden moverse dentro del genoma, facilitando asi la migraciéon de genes de resistencia.
Los genes de resistencia ubicados a nivel cromosémico pueden diseminarse de forma
horizontal gracias a que usualmente se ubican en transposones. Los integrones
igualmente pueden codificar genes de resistencia, no pueden moverse por si mismos,
pero son capaces de codificar mecanismos para capturar nuevos genes de resistencia y
para escindirlos dentro y desde un integrén, de esta forma incrementar sustancialmente la
capacidad de movilidad horizontal de genes de resistencia (Capita & Alonso-Calleja,
2013; Doyle, 2015; Mulvey & Simor, 2009). La transduccién es otra forma de transmision
de genes de resistencia, mediante el uso de un vector, usualmente un bacteriéfago,
capaz de infectar bacterias. La transformacion es el tercer mecanismo de transferencia de
material genético y se da cuando existe pasaje directo de DNA libre de una bacteria
usualmente dafiada o muerta a una bacteria viable. EI DNA recibido es incorporado al

genoma de la bacteria receptora (Alanis, 2005).
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1.4. LOS ALIMENTOS

La transferencia de material genético de forma horizontal constituye un peligro directo e
indirecto en la industria alimenticia (Capita & Alonso-Calleja, 2013). El peligro directo
consiste en la presencia de bacterias resistentes en los alimentos, colonizando a ciertos
seres humanos y también pudiendo causar enfermedad tras ingerir alimentos
contaminados o incluso después de haber estado en contacto con ellos (Capita & Alonso-
Calleja, 2013). Los seres humanos que lleguen a colonizarse con bacterias portadoras de
resistencia (Rodriguez-Bano et al., 2008), constituirdn un reservorio de resistencia y si no
alcanzan a descolonizarse, potencialmente en el futuro, existiran multiples posibilidades
de desarrollar morbilidades infecciosas graves o persistentes como por ejemplo, en caso
de contaminar su aparato urinario con bacterias fecales (Calbo et al., 2011; Djuikoue et
al., 2016; Hui, 2014) o al desarrollar alguna patologia perforante del aparato digestivo que
le conduzca a bacteremia (Harris et al., 2007; Kollef, Sherman, Ward, & Fraser, 1999;
Rawat & Nair, 2010; Sakellariou et al., 2016; Zeiler & Silvaggio, 2015). El peligro indirecto
para la salud humana seres da a través de la transferencia horizontal de elementos
genéticos moviles desde la flora no patbgena (comensal, probiética) a bacterias
patégenas. La transferencia se puede dar en cualquier punto de la cadena alimenticia: en
el ambiente, en animales destinados a consumo de carne (Carneiro et al., 2010; Tekiner
& Ozpinar, 2016; van den Bogaard & Stobberingh, 2000), en las superficies destinadas al
procesamiento de alimentos (Tschudin-sutter et al., 2016), en la comida (Calbo et al.,
2011; Capita & Alonso-Calleja, 2013; Hara-Kudo & Takatori, 2011; Tham, Walder,
Melander, & Odenholt, 2012), en el cuerpo humano (Djuikoue et al., 2016; Rodriguez-
Bano et al., 2008). Usualmente ambos peligros se dan de forma simultdnea. El riesgo
relativo atribuible a cada eslabon de la cadena alimenticia no se conoce con exactitud
(Capita & Alonso-Calleja, 2013), por lo que determinar focos de insercion de bacterias
resistencia, resultaria importante para establecer lineamientos de prevencion. Cada factor

gue participa en el entorno humano, varia enormemente, debido a los complejos y muy
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diversos habitos que diariamente ubican a las personas en diferentes focos de

diseminacion.

1.5. UN FENOMENO MULSISTEMICO

La complejidad de los procesos que contribuyen a la apariciébn y diseminacion de
resistencia bacteriana a antibiéticos no puede ser suficientemente enfatizada y la falta de
conocimientos basicos entorno a este tema es la razén principal por la cual se ha logrado
muy modestos logros en cuanto al efectivo control y prevencion de su desarrollo (Davies
& Davies, 2010). A pesar de los esfuerzos para la difusion de informacion en torno a esta
probleméatica por parte de la comunidad cientifica (Berglund, 2015; Okeke & Edelman,
2001; Roca et al.,, 2015; Ventola, 2015; von Wintersdorff et al., 2016) y algunas
autoridades de salud (Centers for Disease Control and Prevention, 2017; World Health
Organization, 2001), el avance de la diseminacion global de genes de resistencia a través
de bacterias comensales en el intestino de seres humanos ha sido implacable. Las
diversas formas en las cuales se manifiesta la conducta humana constituye una red
gigante de interacciones que de forma cuantitativamente variable aportan a la
diseminacion de resistencia, la mayor parte de interacciones posibles pretenden ser
compendiadas en la figura 2, informacion tomada y adaptada de algunos autores
(Bauernfeind et al., 1990; Bhoomika, Shakya, Patyal, & Gade, 2016; Capita & Alonso-
Calleja, 2013; Centers for Disease Control and Prevention, 2017; Davies & Davies, 2010;
Ferens & Hovde, 2011; Heuer, Schmitt, & Smalla, 2011; Pullen & Barclay, 2017; Roca et
al., 2015; Rosenblatt-Farrell, 2009; Tadesse et al., 2012; Tham et al., 2012; van den

Bogaard & Stobberingh, 2000; WHO, 2017; Yazdankhah et al., 2006; Zurfluh et al., 2015).
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Figura 2. Las bacterias resistentes patégenas y no patégenas pueden transmitirse desde animales a los seres humanos a través de la

comida por ingestion, contacto directo, diseminacion ambiental o a través de desechos fecales.
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Los humanos y los animales constituyen una superposicion de reservorios de resistencia
antibidtica, la mitad del peso producido de antibidticos se destina a la industria ganadera
y la mitad a la humana, lo cual constituye un factor determinante en cuanto a la seleccion
de resistencia (Finley et al., 2013). Incluso, el uso de antibiéticos usados para el ganado
puede llegar hasta el 70%, en los Estados Unidos, donde este porcentaje (casi 11
millones de kilogramos de antibiéticos al afio) se coloca rutinariamente en la comida y el

agua del ganado sano (Finley et al., 2013; Rosenblatt-Farrell, 2009).

Segun la Organizacibn Mundial de la Salud, en Norteamérica y Europa se emplea
aproximadamente un 50% del total de antibiéticos consumidos cada afio en la el
tratamiento, metafilaxis, profilaxis y como promotor de crecimiento en animales de
consumo humano (Capita & Alonso-Calleja, 2013; van den Bogaard & Stobberingh,
2000), los farmacos utilizados con mayor frecuencia son tetraciclinas, betalactamicos y
sulfamidas (Capita & Alonso-Calleja, 2013; Finley et al.,, 2013; Kools, Moltmann, &
Knacker, 2008). El uso en masa de farmacos antibiéticos como promotores de
crecimiento del ganado, consiste en administrar dosis bajas o subterapéuticas de
antibidticos en animales sanos (ganado vacuno, porcino y aves de corral especialmente)
por periodos extensos para promover la capacidad de dichos animales en convertir el
alimento en masa corporal (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Esta conducta esta
particularmente extendida y favorece la aparicién y seleccion de resistencia bacteriana,
en los animales, en los productos derivados de estos y en todos aquellos lugares a donde
los animales tengan contacto, agua, aire, tierra (Capita & Alonso-Calleja, 2013;

Rosenblatt-Farrell, 2009).

Las concentraciones subletales de antibidtico afiadido al alimento animal propicia el
ambiente necesario para el desarrollo de resistencia en la flora bacteriana del ganado,
que posteriormente, a través de su estiércol se diseminara por el suelo y el agua,

contaminando aguas destinadas para riego para cultivos o acuacultura y también fuentes
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de agua para en consumo humano (Doyle, 2015; Heuer et al., 2011; Kudva, Blanch, &
Hovde, 1998). Los excrementos del ganado se han asociado a la presencia de
numerosos patégenos como Samonella sp., Escherichia coli enterohemorragica,
Campylobacter sp., Yersinia sp., Brucella sp., entre otros. Estos microorganismos pueden
contaminar la comida cuando se utilizan como abono, o cuando el estiércol contamina el
agua de riego o el agua destinada para el consumo humano o incluso con el contacto
directo con la comida, durante el lavado (Heuer et al., 2011), por ejemplo, los vegetales
de hoja comestible crudos son de gran preocupacién (Bhutani et al., 2015; Doyle, 2015;
Kim et al., 2015; Randall et al., 2017; Reuland et al., 2014; van Hoek et al., 2015; Wright
et al., 2013). La solucion para evitar la contaminacion de los alimentos con bacterias
resistentes provenientes del estiércol debe ser mediante la eliminacién de los reservorios
(Capita & Alonso-Calleja, 2013), tomando en cuenta que el periodo de supervivencia de
Escherichia coli puede ser incluso de hasta 630 dias en el estiércol (Kudva et al., 1998).
El manejo del estiércol varia considerablemente dependiendo de la regién, pero
generalmente, se utilizan en Latinoamérica como fuente de nutrientes y compuestos
nitrogenados para las plantas, esto supone un problema debido a la diseminacion de
microorganismos en la superficie del suelo y en el agua. El depdsito y posterior
proliferacién de bacterias en las aguas superficiales determinara la diseminacion de las
bacterias en aves (Bonnedahl et al., 2014; Ferens & Hovde, 2011; Guenther et al., 2011;
Sjolund et al., 2008; Winker et al., 2007), peces (Ferens & Hovde, 2011; Sgrum, 2006) e
insectos (Okeke & Edelman, 2001; Rosenblatt-Farrell, 2009; Zurek & Ghosh, 2014). Una
gran variedad de artropodos son capaces de transportar bacterias multirresistentes
(Zurek & Ghosh, 2014). Por ejemplo moscas, cucarachas, las cuales también pueden
estar en contacto con desechos y posteriormente transportar estas bacterias a alimentos
y otras superficies que afecten a humanos (Doyle, 2015; Finley et al., 2013; Graham,
Price, Evans, Graczyk, & Silbergeld, 2009; Zurek & Ghosh, 2014). Se han encontrado

nichos ecolégicos portadores de resistencia bacteriana en lugares remotos, un estudio
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(Sjoélund et al., 2008) realizado en la fauna del artico, demostré que las aves migratorias,
son capaces de diseminar bacterias portadoras de genes de resistencia. Las aves
durante el verano boreal vuelan miles de kildmetros hacia el norte, atravesando hasta 6
continentes (América del Norte/Caribe, América del sur, Asia, Africa, Oceania, Antartida)
(Winker et al., 2007), por lo cual esta podria ser la respuesta por la cual se han
encontrado poblaciones humanas con un nulo consumo de antibidticos en pueblos
remotos de Senegal (Ruppé et al., 2009), Islas septentrionales de Alaska (Bonnedahl et
al., 2014), indigenas de Bolivia (Pallecchi et al., 2007), del pacifico central (Ardiles-
Villegas, Gonzélez-Acufia, Waldenstrom, Olsen, & Hernandez, 2011) portadoras de

Escherichia coli con el genes CTX-M (usualmente CTX-M-15).

La acuacultura, al igual que muchos otros sectores de la produccion de alimentos, no
esta exenta de presentar bacterias resistentes, segun estimaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud, cada tonelada de agua en uso para productos de acuacultura,
pueden ir de 2 gramos (Noruega) a 700 gramos (Vietnam) de antibioticos varios (Capita &
Alonso-Calleja, 2013). No se han desarrollado todavia farmacos antibiéticos especificos
para afecciones bacterianas de seres acuaticos, por tanto las sustancias utilizadas son
las que se usan normalmente para el uso humano o para animales terrestres: como
oxitetraciclina, trimetoprimsulfadiazina, flumequina y florfenicol. El significado que esta
conducta tiene para los productos alimenticios provenientes de acuacultura son: la
seleccién y diseminacion de bacterias multiresistentes, transmision de genes de
resistencia a los nichos ecoldgicos en contacto con el agua y la presencia de residuos
antimicrobianos en los productos de acuacultura. Estas bacterias que portan genes de
resistencia, pueden causar enfermedades en humanos, si se consumen los productos de
acuacultura mal cocidos, si se ingiere agua o si existe cualquier forma de contacto con
estas aguas (como el contacto recreacional). Afortunadamente los patdgenos en los
peces son incapaces de proliferar satisfactoriamente en mamiferos por no presentar

tolerancia a las temperaturas de estos. Sin embargo la capacidad que tienen las bacterias
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del agua de acuacultura de transferir genes de resistencia de forma horizontal en
plasmidos a bacterias patdgenas para el ser humano (incluyendo Escherichia coli y
Citrobacter freundii) ha sido documentada (Sgrum, 2006). Segun un reporte del 2008, en
Europa, casi el 60% de los casos de residuos de productos veterinarios en comida
provienen de crustaceos (55% involucrando a cloranfenicol y nitrofurantoina) y pescado

(4% verde malaquita) (European Commission, 2008).

En cuanto a los vegetales, en los Estados Unidos se ha utilizado por varias décadas
estreptomicina y oxitetraciclina como tratamiento preventivo del fuego bacteriano, una
fitopatolégica infecciosa causada por Erwinia amylovora y por Pseudomonas syringae,
afecta esencialmente a las plantas de la familia rosacea (que incluye plantas como peras,
manzanas y duraznos) causando dafios muy graves en el cultivo, pudiendo afectar a
plantaciones enteras. En Latinoamérica se ha extendido el uso de gentamicina con el
mismo fin, en ambos casos el medio ambiente se expone a sustancias antibiéticas de

forma masiva, pudiendo contribuir a la diseminacidn de genes de resistencia.

Consecuencia del uso a gran escala de antibidticos con fines no necesariamente
terapéuticos, estos son liberados al medio ambiente usualmente sin sufrir cambios
metabdlicos (por ejemplo el 75% de la tetraciclina administrada al ganado porcino, se
excreta de forma inalterada al medioambiente), arrojando al ecosistema sustancias
activas, las cuales promueven el crecimiento de bacterias patdégenas portadoras de
genes de resistencia. Estas moléculas antibiéticas liberadas en el medio ambiente son
capaces de crear la oportunidad necesaria para que exista seleccion de resistencia en las
poblaciones bacterianas expuestas (Finley et al., 2013; Rosenblatt-Farrell, 2009). De
forma inevitable estas bacterias encontraran la forma de llegar a la cadena alimenticia y

alcanzar la dieta de alguno de los consumidores humanos.

En la ciudad, los desechos provenientes de la industria farmacéutica, las aguas

residuales, especialmente las de origen hospitalario (donde se consume una vasta
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cantidad de sustancias antibidticas) favorecen el desarrollo de resistencia en las
poblaciones bacterianas contenidas en las plantas de tratamiento de agua, estas
bacterias se liberan en algin momento al medio ambiente (Doyle, 2015). A nivel
residencial, entre el 50% y el 98% de las personas (Bound et al.,, 2017; Seehusen &
Edwards, 2006) desconoce que es una practica extremadamente peligrosa para el
medioambiente y por extension para la salud humana el desecho de medicamentos
caducados o sobrantes a través de los retretes. Se ha estimado que aproximadamente
dos tercios de todos antibiéticos que consumen los humanos se excretan inalterados
(Kimmerer, al-Ahmad, & Mersch-Sundermann, 2000). En estudios de farmacocinética se
ha demostrado que en seres humanos, antibiéticos como amoxicilina pueden ser
excretados de forma inalterada hasta en un 80% por via renal (Rosenblatt-Farrell, 2009).
Las aguas de drenaje podrian enviar al suelo bacterias con genes codificadores de
resistencia, lo cual puede suceder desde entornos urbanos (Amos et al., 2014; Bound et
al., 2017; Seehusen & Edwards, 2006) o sitios remotos, como por ejemplo en estaciones
cientificas en la Antartida (Hernandez et al., 2012). Existe evidencia de que existen vias
de diseminacion adicionales, Niels Hgiby y colaboradores, demostraron la capacidad de
excrecion de ceftriaxona y ceftazidima a través de glandulas apécrinas (en axilas) y
ecrinas (en antebrazos), indicando que existen concentraciones elevadas de aquellos
farmacos en forma no metabolizada, relacionados con un incremento en la resistencia en
sus floras bacterianas cutaneas (bacterias gram positivas: Staphylococcus epidermidis,
Piopionibacterium acnes, Corynebacterium sp.). (Hgiby, Pers, Johansen, Hansen, & The

Copenhagen Study Group on Antibiotics in Sweat, 2000).

1.6. SUSTANCIAS DE USO COTIDIANO

Existe evidencia que detergentes, solventes, desinfectantes, entre otros, son capaces de

inducir la expresion de resistencia antibidtica mdaltiple mediante operones. Existen
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operones capaces de regular la expresién de un gran numero de genes, incluyendo los
codificantes para al menos una bomba de eflujo de amplia especificidad (como la bomba
arcAB) la cual se expresa con fuerza bajo condiciones estresores del medio ambiente.
Esto sugiere el directo vinculo existente éntrelos estresantes ambientales, como los
encontrados en comidas, ambiente y la expresion de bombas de eflujo y el desarrollo de
resistencia bacteriana (Rosenblatt-Farrell, 2009). El suplemento de bacteriostaticos en
concentraciones subletales en ciertos alimentos, contribuyen a la seleccion de
organismos resistentes (Rosenblatt-Farrell, 2009). Se continla investigando el impacto de
los desinfectantes y productos antibacteriales como los jabones que contienen biocidas
en la resistencia bacteriana. Ya se ha confirmado dicho impacto: el mal uso de
clorhexidina, triclosan y otros biocidas se correlaciona con la presencia de clones
bacterianos resistentes (Pullen & Barclay, 2017; Yazdankhah et al., 2006). El uso
descuidado de compuestos clorados, como hipoclorito de sodio, puede condicionar la
seleccibn de Pseudomonas aeruginosa multidrogoresistente en ambientes
intrahospitalarios y domésticos (Mazzola, Martins, & Penna, 2006; Norwood & Gilmour,
2000). La cloracion suboptima del agua, favorece la seleccion de mencionados

organismos (Shrivastava et al., 2004).

1.7.  COLONIZACION INTESTINAL EN EL SER HUMANO POR BACILOS
GRAM NEGATIVOS RESISTENTES

Existen mudltiples posibilidades en las cuales, un grupo de bacilos gram negativos
fermentadores de lactosa (coliformes) resistentes lleguen al intestino del ser humano para
causar infeccion y/o colonizarlo. Existen factores que disminuyen el tamafio del in6culo
necesario para llevar acabo tales efectos. La virulencia de las bacterias ingeridas resulta
ser decisiva al momento de hablar de dosis infecciosa (Bajaj et al., 2016), en caso de

presentar varios factores de virulencia, se requerirdn muy pocos organismos para causar
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infeccion y colonizacion cronica. La cepa Nissle 1917 de Escherichia coli, en seres
humanos inmunocompetentes, presenta una dosis infecciosa minima superior a 108
organismos (Maltby, Leatham-Jensen, Gibson, Cohen, & Conway, 2013). Sin embargo si
se tratara de una cepa shigatoxigénica de Escherichia coli, con el serotipo O157:H7, se
requeririan menos de 10 organismos para causar la infeccion/colonizacion (Hara-Kudo &
Takatori, 2011). La competencia de la inmunidad innata en los seres humanos también
constituye un factor limitante en términos de tamafio del inéculo. Esta inmunidad puede
verse comprometida por diversas patologias y también por intervenciones médicas
(iatrogenia) y automedicacion. El uso de antibiéticos especialmente por tiempos
prolongados (aparte de causar presion selectiva sobre la microbiota intestinal vy
seleccionando clones resistentes) disminuye considerablemente la dosis de colonizacion
necesaria debido a la existencia de otras bacterias residentes en el intestino ajenas a las
poblaciones bacterianas comensales inocuas que existen en los individuos que no estan
expuestos créonicamente a farmacos antibidticos. Es por esto que los individuos que
toman agentes antibiéticos estdn en mayor riesgo de desarrollar infecciones con sus
propios patogenos intestinales resistentes al farmaco que estén utilizando (Capita &
Alonso-Calleja, 2013). Existe evidencia de que el compromiso de otro mecanismo
inmunitario innato: la modificacién del bajo potencial de hidrégeno de la luz estomacal,
aumenta el riesgo de infeccion intestinal bacteriana (Bavishi & DuPont, 2011; Hassing,

Verbon, de Visser, Hofman, & Stricker, 2016).

En cuanto a los factores de riesgo para adquirir de forma intestinal organismos
multirresistentes, independientemente de la carga bacteriana consumida por via oral y del
compromiso inmunoldégico del individuo afectado, se encuentran: hospitalizacion reciente
(Harris et al., 2007), personas que requieren servicios de salud con frecuencia (Asir et al.,
2015; Ben-Ami et al.,, 2009) o estar en contacto con sitios de atencion de salud no
hospitalario (asilos de ancianos) (Blane et al., 2016). Enfermedades croénicas (diabetes,
alcoholismo, etc.), uso de drogas intravenosas, ciertos deportes (particularmente de
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contacto como lucha, o involucrando objetos de cuero, como el voleibol), viajes a India
(Tangdén, Cars, Melhus, & Léwdin, 2010). Contacto estrecho con mascotas (Rocha-
Gracia et al., 2015). Portar cuerpos extrafios (Antony, Parikh, Soto, Cameron, & Mody,
2016; Ena, Arjona, Martinez-Peinado, del mar Lépez-Perezagua, & Amador, 2006; Hui,
2014; Lee, Lee, & Lee, 2010; Martinez-Pastor, Vilchez, Pitart, Sierra, & Soriano, 2010;
Modi, Modi, Siddiqui, & Andreoni, 2011, Tham, Odenholt, Walder, Andersson, &
Melander, 2013). El contacto sexual genital-oral, oral-anal también constituye también un
factor de colonizacion de bacilos gram negativos multiresistentes (Mook et al., 2016).
Otros factores sexuales podrian asociarse a la transmision de enterobacterias
productoras de BLEE, como la adhesion a costumbres entorno a la coprolagnia,
urolagnia, coprofilia, fisting y clismafilia (este uUltimo en caso de uso compartido de
juguetes sexuales por via anal) (Mook et al., 2016; Reinheimer et al., 2017). Los riesgos
intrahospitalarios y comunitarios suelen solaparse, por lo que una herramienta Util basada
en prediccién de origen de infeccion basadas en factores de riesgo no existe (Adler et al.,

2016; Kollef et al., 1999; Mulvey & Simor, 2009; Platteel et al., 2015).

1.8. EL EXPENDIO AMBULANTE: UN PEQUENO ARCO EN TODO EL CICLO

La transmision de bacterias portadoras de resistencia antibittica a través de alimentos es
cuantitativamente la mas importante, especialmente donde los estandares de higiene en
alimentos no se aplica consistentemente durante el proceso de elaboracién (Capita &
Alonso-Calleja, 2013; van den Bogaard & Stobberingh, 2000; ZengRan et al., 2014).
Existen numerosos reportes relacionando el consumo de alimentos en seres humanos y
enfermedad causada por bacterias patégenas portadoras de genes de resistencia, sin

embargo solo un nimero muy restringido de reportes han confirmado dicha relacion.

Los alimentos vendidos en la calle juegan un papel importante en las zonas urbanas del

mundo contemporaneo (Cardoso et al., 2014; Food and Agriculture Organization of the
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United Nations, 2011), particularmente en Suramérica en donde representa una forma de
emprendimiento relativamente rentable y asegura el acceso a alimentos de forma rapida
y econOmica para personas de la clase trabajadora con ingresos medios y bajos
(Cardoso et al., 2014). Constituyen elementos ubicuos en las calles de las capitales de
América. Los vendedores son culturalmente variables, sin embargo suelen compartir
rasgos sociales como el pertenecer a grupos econdmicos vulnerables, minorias étnicas,
migrantes interregionales, personas de edad avanzada, personas quienes son
particularmente afectados por politicas y practicas urbanas que condicionan un limitado
acceso a empleo estable, usualmente sufren marginalizacion, discriminacion (Rane,
2011a). Por lo cual deben encontrar formas de supervivencia basadas en
microemprendimientos, como son la venta de alimentos en la via publica (Cardoso et al.,
2014). Este tipo de emprendimiento es especialmente atractivo porque requiere poca o
ninguna instruccién, inversion inicial baja, gastos generales minimos, no requiere el pago
de renta, su rapida capacidad de instalacién y movilizacion les permite explorar mejores
sitios de captacién de clientes y realizar transacciones con pérdida capital minima, no
suelen requerir empleados legalmente remunerados y estan exentos del pago de la
mayoria de impuestos para la poblacion econémicamente activa (Cardoso et al., 2014).
La venta ambulante de alimentos tiene también un impacto positivo para las economias
locales y para el ecosistema, debido a que se adaptan a las costumbres culinarias locales
lo cual favorece la utilizacion y consumo de alimentos locales, fomentando la
biodiversidad y jugando un rol importante alcanzando soberania, seguridad alimentaria y

una cadena alimenticia urbana sustentable (Proietti, Frazzoli, & Mantovani, 2014).

Se ha probado sin embargo que las malas practicas de manipulacién de alimentos, la
higiene deficiente, la inexistente infraestructura sanitaria, ausencia de sitios adecuados
para la disposicion de basura y la desprovision de agua potable son los factores que mas

afectan a este tipo de emprendimientos (Rane, 2011b; ZengRan et al., 2014).
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Como se ha repasado en los péarrafos anteriores, existen numerosas causas por las
cuales un alimento pueda contaminarse con bacterias resistentes, las cuales pueden
interrelacionarse, por ejemplo, las bacterias de este tipo presentes en la carne, pueden
haberse originado en el &mbito veterinario o en granjas donde se administra farmacos
antibidticos a través del alimento o para el tratamiento de infecciones (Bhoomika et al.,
2016). Los vegetales pueden contaminarse a través de la contaminacion del agua de
riego o durante el lavado de vegetales y frutas con agua contaminada (Bartram & Pedley,
1996; Doyle, 2015). El personal que manipula el alimento puede favorecer la
contaminacién cruzada si no existen las medidas necesarias para evitar el contacto de
carne con vegetales (ZengRan et al., 2014). O podria contaminar los alimentos de forma

directa si este personal es portador de dichas bacterias (Doyle, 2015).

Existen testimonios de personas que aseguran nunca haber desarrollado un episodio
gastrointestinal agudo después de haber ingerido un alimento preparado y/o expendido
en la calle (JAcome, 2017). Sin embargo esto no causa sorpresa, debido a que se
requieren los factores mencionados de forma previa para la instauracion de un episodio
infeccioso gastrointestinal agudo por bacterias vivas en los alimentos, concretamente: los
factores de virulencia de las bacterias, la carga bacteriana del alimento, la inmunidad del
hospedador y la entropia a la cual se sujetan todos los acontecimientos. Las infecciones
e intoxicaciones suelen ser producto de la convergencia de estos factores. El problema
realmente se vincula a la presencia de bacterias contaminando alimentos, las cuales
pueden portar genes de resistencia, que posiblemente no causen un problema de
presentacion aguda. Un individuo que ingiera este tipo de bacterias, reuniendo los
factores mencionados, se convertira en portador de estas y su intestino, constituird un

reservorio de resistencia bacteriana con un potencial de diseminacion masivo.

En la Union Europea se han realizado consensos (Capita & Alonso-Calleja, 2013) para

asegurar la higiene de los productos alimenticios, incluyendo el correcto control de la
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temperatura, evitando al maximo que los alimentos se mantengan en la zona de peligro
gue se encuentra entre 5°C y 63°C, es decir cocinando y preparando los alimentos fuera
de esta zona y manteniendo los alimentos crudos bajo temperaturas a las cuales los
microorganismos no sean capaces de reproducirse. Evitar la contaminacion cruzada entre
los alimentos crudos y los alimentos listos para comer por contacto directo o indirecto.
Disefio de sitios de preparacion de alimentos con una estructura secuencial acorde a los
diferentes momentos de preparacion evitando el contacto del producto final con los
residuos y con los alimentos crudos y manteniéndolos siempre a mas de 20 centimetros
del suelo. Mantener limpieza personal estricta de aquellas personas que preparan los
alimentos, asegurando su acceso a agua potable, evitando ademéas malos habitos como
fumar en presencia de los comensales y consumidores, usando siempre delantales y
cobertores de cabeza durante la preparacion y expendio de los alimentos. Estar siempre
atento a cambios en habitos intestinales, acudiendo a servicios de salud en caso de
manifestacion de evento diarreico agudo. Control de plagas (Capita & Alonso-Calleja,

2013).

1.9. LA CARGA SOCIOECONOMICA DE LAS INFECCIONES HUMANAS
POR BACTERIAS RESISTENTES

El tratamiento para las infecciones causadas por bacterias resistentes usualmente es
fallido y el tratamiento efectivo suele ser demorado, se asocia a un pronéstico mas
sombrio y a un costo superior comparado con infecciones por bacterias sensibles (Capita
& Alonso-Calleja, 2013; Doyle, 2015). Las infecciones por patégenos resistentes provoca
una carga economica al sistema de salud y a la sociedad, exacerba o prolonga el periodo
de enfermedad y por ende el periodo de estadia intrahospitalaria (Capita & Alonso-
Calleja, 2013; Pitout, 2010). Dentro de las consecuencias econdmicas asociadas a la

resistencia bacteriana, existe una mayor utilizacion de herramientas diagnésticas de
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laboratorio y de imagen (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Al menos dos veces mas
probabilidades de ser hospitalizado y mas tiempo de estadia comparado con bacterias no
resistentes. Utilizacibn de recursos terapéuticos farmacologicos adicionales y/o
alternativos ante el fracaso de los farmacos de primera linea, los cuales tienen un costo
mas elevado, se acompafian de un aumento en la aparicion de efectos secundarios
asociados a dichos farmacos, mayor ausentismo laboral, aumento en gastos hospitalarios
destinados a la prevenciébn de transmision (aislamiento), ademas el fracaso del
tratamiento multiplica el riesgo de complicaciones, afectando extensamente a pacientes
cuya inmunidad se encuentra comprometida, como los pacientes que padecen cancer,
pacientes con desnutricion infantii y pacientes portadores del virus de la
inmunodeficiencia humana con algun grado de inmunocompromiso, en quienes el
prevenir y tratar este tipo de infecciones de forma oportuna y agresiva es esencial para su
sobrevida. De igual forma, la resistencia a antibiéticos en portadores, pone en peligro
procedimientos médicos como transplantes de O6rganos, proétesis, donde el uso de
antibidticos de forma empirica es crucial para la seguridad del paciente y para evitarle
complicaciones (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Incluso si los pacientes lograran
sobrevivir a infecciones graves causadas por organismos portadores de resistencia,
requeriran terapias antibioticas y de soporte que demandaran un mayor costo y un mayor
periodo de estadia en el hospital (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Se ha estimado que las
infecciones por bacterias multidrogoresistentes resultan en mas de 2,5 millones de dias
extras de estadia en el hospital y causan 25100 muertes cada afio en la Unién Europea,
Islandia y Noruega (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Las infecciones causadas por
bacterias resistentes se asocian a calidad de vida disminuida, con infecciones
bacterianas metastasicas, aumento de tasa de recurrencia, tender a la cronicidad,
infecciones oportunistas futuras con organismos resistentes (Buehlmann, Bruderer, Frei,
& Widmer, 2011; Capita & Alonso-Calleja, 2013; DeBusscher, Zhang, Buxton, Foxman, &

Barbosa-Cesnik, 2009).
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Es usualmente dificil predecir cuando un paciente es portador de bacterias resistentes a
antibioticos, la ausencia de pruebas diagndésticas, confiables, rapidas y accesibles
complica la posibilidad de acertar el régimen antibiético empirico cuando se esta ante
estos casos (Capita & Alonso-Calleja, 2013). Es urgente la necesidad de encontrar una
herramienta que relna caracteristicas de sostenibilidad y eficiencia suficientes para evitar
gue se retrase la administracion de la terapia antibiética efectiva y sin que se exponga a
los pacientes a moléculas antibiéticas de amplio espectro sin necesidad. Un estudio en
una unidad de cuidados intensivos demostré que existe una mortalidad significativamente
alta en pacientes que han recibido una terapia antibiética empirica no acertada (42%)
comparado con pacientes que recibieron la terapia antibiotica adecuada (17%) (Kollef et
al., 1999). De igual forma el retraso en la administracion de terapia antibiética adecuada,
podria provocar la exposicion del paciente con su entorno de forma mas prolongada
aumentando su periodo de infectividad hacia la poblacion en general, aumentando en
riesgo de transmision de estas bacterias resistentes (Capita & Alonso-Calleja, 2013;

Sakellariou et al., 2016).

1.10. JUSTIFICACION

La falta de conocimientos basicos en torno a los mecanismos de seleccién y diseminacion
de bacterias portadoras de genes de resistencia es una de las razones principales por las
cuales se desestima y subestima este tépico, evitando que existan logros significativos la
adecuada prevencion y control de la propagacion de bacterias portadoras de regiones

genéticas accesorias capaces de evocar fenotipos resistentes.

Aunque Escherichia coli presente en los alimentos no siempre resulta ser patdgena en
humanos, los pacientes hospitalizados, pueden experimentar problemas no solo con
enfermedades directamente transmitidas por estos alimentos sino por portar

microorganismos que presentan patrones de multidrogoresistencia (Kim et al., 2015). Los
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portadores de Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido no
provienen del entorno intrahospitalario, sino adquieren su condicién de portadores en la
comunidad (Adler et al., 2016; Ben-Ami et al., 2009; Blanco et al., 2016; DeBusscher et
al., 2009; Hawkey & Jones, 2009; Jasper et al., 2015; Oteo et al., 2010; Tian, Chen, Chu,
& Wang, 2008), motivo por el cual es de importancia epidemiolégica determinar su origen,
el cual segun algunos autores (Egea, LoOpez-Cerero, Navarro, Rodriguez-Bafio, &
Pascual, 2011; Kim et al., 2015; Niiesch-Inderbinen et al., 2015; Tekiner & Ozpinar, 2016;

Tschudin-sutter et al., 2016), podrian ser los alimentos frescos.

28



CAPITULO I

2. METODOLOGIA

2.1.PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Los alimentos vendidos de forma ambulante en sectores aledafios a los cinco
hospitales de tercer nivel y los cinco centros de educacion superior sujetos de
estudio en la ciudad de Quito presentan contaminacién con Escherichia coli productora

de betalactamasa de espectro extendido?

2.2.0BJETIVOS

2.2.1. Objetivo general

Determinar si existen alimentos de venta ambulante en la ciudad de Quito que
constituyan reservorios de Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro
extendido. Y determinar si representan fuentes significativas de colonizacion para la

poblacion consumidora.

2.2.2. Objetivos especificos

- Determinar si las caracteristicas intrinseca y los factores externos a los alimentos se
asocian a la contaminacion con Escherichia coli productora de betalactamasas de
espectro extendido.

- Cuantificar la carga bacteriana mediante el Método de ceros de Poisson en las
muestras positivas.

- Caracterizar el perfil de resistencia que tengan las bacterias que se encuentren en el

estudio.
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- Determinar la existencia de factores externos e intrinsecos del alimento y la

presencia de Escherichia coli productora de BLEE.

2.3.TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO

Para determinar la presencia de E. coli BLEE en alimentos vendidos de forma ambulante

se realiz6é un estudio de tipo transversal.

2.4. PRUEBA PILOTO

Una semana previa al inicio de la adquisicion de las muestras oficiales, se realiz6 una
prueba piloto a 400 metros de radio del punto 0°11’50,1” de latitud sur y 78°30'7,4” de
longitud oeste. Se compraron 10 muestras de alimentos de expendio ambulante, segln
las estipulaciones del anexo 1, se realizé el analisis microbiolégico segun las directrices
de la figura 5 y como resultado se logré determinar el adecuado rendimiento de los
medios de cultivo, las instalaciones del laboratorio especialmente en cuanto a la
conservacion de la temperatura de incubacion y a la sincronizacién y sistematizacion del
anexo 1 y figura 5. Ademas se determind la existencia de 1 muestra positiva para
Escherichia coli, confirmada por espectrometria de masas MALDI-ToF. La existencia de 1
muestra positiva, indica una prevalencia preliminar de 10%. La muestra encontrada
positiva producia betalactamasa de espectro extendido, adicionalmente mostraba una
concentracion inhibitoria minima superior a 16 para gentamicina (VITEK 2). El alimento
contaminado se trataba de ensalada de lechuga, tomate, perejil, zanahoria y aderezo no
identificado, expendido a 0°11°50,2” de latitud sur y 78°30°7,4” de longitud oeste, la cual
mediante la técnica de Ceros de Poisson presentaba un namero mas probable de

unidades formadoras de colonia de 1,12 por gramo de alimento, dependiendo de los
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factores de virulencia y el estado inmune de los comensales, este alimento podria ser

causa de colonizacion.

2.5.0BTENCION DE MUESTRAS

2.5.1. Marco Muestral

Los vendedores ambulantes forman parte del “Gran Grupo 9”, denominado “ocupaciones
elementales” dentro la clasificacion Internacional Uniforme de Ocupaciones (Organizacion
Internacional del Trabajo, 2008). Las personas que se dedican a este tipo de trabajos
constituyen el 10,6% y 14,6% (INEC, 2010) de la poblacién econémicamente activa en
las administraciones zonales Manuela Sdenz y Eugenio Espejo respectivamente, donde
se desarrolla esta investigacion. En la Administracion Zonal Eugenio Espejo la poblacion
econdmicamente activa esta constituida por 223.480 personas, lo que significa que
23.689 personas se dedican a “ocupaciones elementales”. En Manuela Saenz, la
poblacion econémicamente activa esta representada por 109.311 personas, lo que
corresponde a 15.959 personas que se dedican a “ocupaciones elementales”. Esto
significa que en ambas administraciones zonales existen 39.648 personas que se
dedican a “ocupaciones elementales”, que estan principalmente representados por

vendedores ambulantes, quienes son objeto de este estudio.

2.5.2. Restricciones muestrales

Nivel de Confianza: 95% Error: 5%

Férmula:

No?Z?
[(N —1DE?] + (6%Z?)

n=

n =150
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Donde:
o0 = 0,11 Representa la heterogeneidad del universo, basado en

estudios similares (Kim et al., 2015; Nuesch-Inderbinen et al.,
2015; Tekiner & Ozpinar, 2016; Tschudin-sutter et al., 2016).
Esta heterogeneidad se compatibiliza con la prevalencia
preliminar de 10% obtenida en la prueba piloto.
Z=1,96 Este puntaje Z corresponde a un nivel de confianza de 95%.
E =0,05 Se aceptara este margen de error.

N =39.648 Universo.

2.5.3. Sitios de muestreo

Del 28 de noviembre del 2016 al 24 de enero del 2017, se compraron 150 alimentos
vendidos de forma ambulante en las administraciones zonales Manuela Sdenz y Eugenio
Espejo, sitios donde se ha configurado un distrito multipropésito, concentrando
instituciones con fines académicos, judiciales, financieros, ludicos, culturales, sanitarios lo
que obligadamente requiere la presencia de seres humanos, quienes diariamente se
desplazan hasta este sitio desde sus hogares para desempefar sus actividades
cotidianas y que usualmente requieren consumir alimentos en su tiempo libre. Por tanto,
se ha restringido la coleccion de alimentos ambulantes a aquellas &reas con alto flujo y
recambio de peatones. Se han eligieron sitios aledafios a cinco hospitales de tercer nivel
que presentan el mayor nimero de camas y a cinco centros de educacién superior con el
mayor numero de matriculados, los cuales se encuentran en el area de estudio y en
Cuyos casos constituyen lugares estratégicos para la ubicacién de ventas ambulantes. Se

ha delimitado un &rea no superior a dos manzanas alrededor de dichos establecimientos
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(Hospital de Especialidades Eugenio Espejo, Hospital Ginecobstétrico Isidro Ayora,
Hospital de las Fuerzas Armadas N°1, Hospital Carlos Andrade Marin y Hospital
Especializado Baca Ortiz, Pontificia Universidad Catélica del Ecuador, la sede de
Ciencias de la Salud de la Universidad Central del Ecuador, la sede principal de la
Universidad Central del Ecuador, Universidad de las Américas, Universidad Politécnica

Salesiana, Escuela Politécnica Nacional (Tabla 1).

Tabla 1. Instituciones de las Administraciones Zonales Manuela Saenz y Eugenio Espejo.

HGOIA 249*

. . . , HBO 213*
Hospitales de tercer nivel en las Administraciones zonales HEE 405
Manuela Saenz y Eugenio Espejo (camas). HCAM 588+

HFAN°1 2361
EPN 6637**
**
Instituciones educativas de tercer nivel en las Administraciones SBCLZE ;i%g**
zonales Manuela Saenz y Eugenio Espejo (matriculados). UPS 56000**
UCE 34623**

*. (Ministerio de Salud Publica, 2015); t: (Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social - Hospital
Carlos Andrade Marin., 2014); }: (INEC, 2012); **: (Consejo de Educacion Superior, 2013)
**: (Ministerio Coordinador de Conocimiento y Talento Humano, 2012); **: (SNIESE, 2015)

ADMINISTRACION ZONAL NORTE |
(EUGENIO ESPEJO)

ADMINISTRACION ZONAL CENTRO =
(MANUELA SAENZ) ey 488 4

Figura 3. Mapa de las zonas a estudiarse.
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En la figura 3, se indica un mapa mostrando al norte la Administracion Zonal
Eugenio Espejo y al sur la Administracion Zonal Manuela Saenz (se omite la
Administracion Zonal Especial Turistica La Mariscal, por no formar parte de los
sitios de muestreo), se indican con colores las instituciones de educacion superior
y los hospitales de tercer nivel incluidos en el estudio, sefialando ademas las dos
manzanas a la redonda propuestas para la recoleccibn de muestras, se han
establecido 4 areas en funcidén de la proximidad existente entre las instituciones.
Cada area presenta una superficie diferente, por tanto, para otorgar
homogeneidad a cada area se han designado puntos de eje para la recoleccion
en cada una (Lucan et al., 2013, 2014). Se han asignado 10 puntos de eje por
cada kilometro cuadrado de superficie y se ha colocado cada punto en la

convergencia de ejes viales principales.

Tabla 2. Asignacion de puntos eje.

Hospitales Universidades Area Puntos Eje
Area1 Carlos ,,Andrade U. Central del 1.13 km2 11
Marin Ecuador
) Héfsgsig'?zlfaggs U. Central del
Area 2 g be Ecuador (Ciencias 0.46 km? 5
H. Ginecobstétrico 0
. Médicas)
Isidro Ayora
Pontificia
Universidad
Catolica del
; H. de las Fuerzas Ecuador )
Area 3 Armadas N°1 U. Politécnica 1.10 km 11
Salesiana
Escuela Politécnica
Nacional
Area 4 H. Pediatrico Baca U. de las Américas  0.43 km? 4

Ortiz
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Existen areas de recoleccion de muestras convergentes entre las areas 2y 3y entre las
areas 3y 4, denominadas subéareas A y B respectivamente. No se encontraron muestras

en el subarea A, pero en el sub area B, se encontraron 3.

Mapas de las zonas a estudiarse se obtuvieron gracias al servidor de georreferenciacion

Google Maps, perteneciente a Alphabet Inc.

[/

=% o~ / 4 ,,,v‘ e . A

Figura 5. Fotografia durante la obtencién de muestras dentro del perimetro establecido.
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2.5.4. Toma de muestras

Mediante al empleo de sugerencias de Sean Lucan y colaboradores (Lucan et al., 2013,
2014) se recolectaron las muestras de alimentos dentro de horarios de oficina en dias
habiles sin precipitaciones atmosféricas, por dentro del perimetro seleccionado y

siguiendo las instrucciones de acopio de muestras que se encuentra en el Anexo 1.

2.5.5. Transporte de muestras
Las muestras fueron transportadas en un periodo no superior a 16 horas desde la primera
compra hasta su llegada al laboratorio en un envase portatil de volumen suficiente, con

capacidad de impedir la emisién o el ingreso de ondas infrarrojas.

2.6.ANALISIS DE LABORATORIO

Una vez en el laboratorio, se dispusieron 9 tubos de vidrio pyrex de 12 mililitros de
capacidad con campanas de Durham invertidas, con 9 mililitros de caldo verde brillante
bilis al 2 %, suplementado con 5 microgramaos por mililitro de cefotaxima. Se rotula a cada
tubo con el numero de la muestra asignado, una letra (A-1) a cada uno de los tubos. En el
tubo A, By C (grupo 1) se coloca 1 mililitro o 1 gramo de alimento, para posteriormente

insertarlo en un mezclador de vortice por 7 segundos.
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HOMOGENIZACION MANUAL
DE LA MUESTRA

'

MEDICION DE 3 GRAMOS O

1gr o mlL a cada una
3 MILILITROS DE MUESTRA

Tubos con campana de Durham con Y ‘
9 mililitros de caldo verde brillante - bilis 2%

con 5 pafml de cefotaxima

A B C
EXTRACCION 1 MILILITRO
DELOSTUBOSA ByC _  Mezclador de vértice | | |
¥ TRANSFERIRLOS A ™ 7 sequNdos
LOS TUBOS D.E y F.
+ * + Mezclador de vortice por 7 segundos

e

INCUBACION A 44 5 - 455 °C
POR 48 HORAS

D E F G H | |

DETERMINACION
DEL NMP DE UFC { GRAMO
MEDIANTE LA TECNICA

OE CEROS DE POISSOM.

1t ot

Mezclador de vortice por 7 segundos

>0,301 UFC/IGRAMO

% MEDIO DE CULTIVO SOLIDO CROMOGENICO
SELECTIVO PARA ENTEROBACTERIAS
PRODUCTORAS DE BLEE TRANSFERIR 10uL

INCUBACION A 35 - 37°C —=
POR 24 HORAS

SELECCION ALEATORIA DE 5 COLONIAS —==PURIFICACION USANDO EL MISMO

MEDIO DE CULTIVO SOLIDO (*).

SELECCIONAR-=—ACOPIO DE CEPAS EN GLICERCL 20%
ALEATORIAMENTE 1 CEPA

+ CALDO TRIPTOMA DE SOYA
E CADA MUESTRA POSITIVA _ .
(AL CULMINAR LAS 150 MUESTRAS) CXTRACCIDN DE ADN MEDIANTE TERMOLISIS
IDENTIFICACION: MALDI-ToF MS

LMACENAMIENTO A -20°C

SUSCEPTIBILIDAD: VITEK 2 PARA ANALISIS POSTERIOR

Figura 6. Andlisis microbiologico de las muestras.
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De los tubos del grupo 1, se toma 1 mililitro y se dispone en los tubos D, E y F (grupo 2),
se realiza el mismo mezclado en vértice y finalmente en los Ultimos tres tubos (G, Hy I)
se coloca un mililitro los tubos del grupo 2. De esta forma se tienen 9 tubos con 3
concentraciones, los del grupo 1, con una concentracién 10%, los del 2: 102, y los del 3:
103, El caldo verde brillante-bilis 2%, inhibira el crecimiento de bacterias gram positivas,
la cefotaxima seleccionara y permitird el crecimiento de Unicamente los organismos
capaces de producir enzimas que inactiven cefalosporinas de amplio espectro
(particularmente cefotaximasas). Los tubos se colocaran en una estufa a una temperatura
de 44,5 °C y 45,5°C, por 48 horas, permitiendo Unicamente el crecimiento de aquellos
organismos que después de haber sobrevivido al medio de cultivo y a la cefotaxima, sean
ademas capaces de tolerar estas temperaturas. Por lo tanto, estas restricciones
permitirdn la supervivencia y proliferacion Unicamente de aquellos bacilos gram
negativos, fermentadores de lactosa, con resistencia a cefotaxima y que no pierdan la
capacidad de sintetizar proteinas a estas temperaturas, segun la bibliografia revisada, en
un 80% de los casos esta seleccion permitira Gnicamente el crecimiento de Escherichia
coli BLEE, considerada un coliforme fecal y un indicador fiable de la contaminacién fecal
reciente, en otros de los casos, podrian crecer otro tipo de coliformes, que también se
relacionan a contaminacion fecal reciente y que mediante modificaciones genémicas han
sido capaces de sobrevivir a las temperaturas altas a las que puede exponerse
Escherichia coli sin morir, pudiendo ser algunas especies de Citrobacter, Enterobacter,
Klebsiella, etc. En caso de proliferar estas bacterias, significaria que han logrado reunir el
material genético necesario para evitar la muerte a esas temperaturas (Marti et al., 2016;
Mercer et al., 2015). Al cabo de las 48 horas establecidas por la técnica de nimero mas
probable, se determina qué tubos se encuentran positivos, la positividad de un tubo sera
evaluada mediante la existencia de gas en las campanas de Durham y el incremento de
la turbidez del caldo. En funcién del ndmero de tubos positivos por cada dilucién se

ingresaran los datos en el programa Most Probable Number Calculator, el cual arrojaré el
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nimero mas probable de unidades formadoras de colonia por gramo de alimento.
Posterior a esto: del tubo con mayor produccién de gas, se transferiran 10 microlitros de
caldo cultivado a una placa de Petri con CHROMagar ESBL, un medio de cultivo solido
capaz de seleccionar y diferenciar enterobacterias productoras de betalactamasa de
espectro extendido. Al cabo de 24 horas y a 35-37°C se determinard y evaluara el
crecimiento bacteriano en colonias en el medio de cultivo mencionado. Segun el
fabricante, las colonias rosadas pequefias, corresponde a Escherichia coli, las colonias
violetas 0 azules corresponderan a algun otro género de bacterias como Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, entre otros. Las colonias blancas podrian ser especies de
Acinetobacter y las colonias incoloras podrian pertenecer a Pseudomonas. Exceptuando
en caso de Escherichia coli, el resto de colonias, deberdn someterse a pruebas
adicionales para confirmar su especie. Posterior al crecimiento en el subcultivo, se
transferiran colonias puras al mismo medio de cultivo sélido para aislar y purificar. Se
tomaran 5 colonias por cada muestra positiva y se incubaran por 24 horas a 37°C. Al
cabo de este tiempo, se obtendra DNA de cada una de las sepas seleccionadas mediante
el método de termdlisis y ademas se aislaran las cepas para mantenerlas en congelacion
suspendidas en una solucién 1:1 de caldo tripticasa de soya y glicerol. Una vez
procesadas las 150 muestras, se tomara al azar una de las cepas congeladas y se
confirmara su especie mediante MALDI ToF. De la cepa seleccionada para confirmacion
de especie, se realizara el perfil de resistencia bacteriana mediante el sistema Vitek 2 con
la tarjeta AST-N272. Adicionalmente se determinar4 mediante la técnica de Kirby Bauer

la sensibilidad a la cepa ante ampicilina y a trimetoprim sulfametoxazol.
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2.7.MEDIOS DE CULTIVO Y TECNICAS DE LABORATORIO UTILIZADAS
2.7.1. Caldo verde brillante bilis 2% con cefotaxima 5 pg/ml

Este medio de cultivo estd recomendado para el recuento de coliformes totales y fecales,
por la técnica del nimero mas probable en tubos con campanas de Durham. En el medio
de cultivo, la peptona aporta los nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo
bacteriano, la bilis y el verde brillante son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo
de bacterias Gram positivas y Gram negativas a excepcion de coliformes, y la lactosa es
el hidrato de carbono fermentable. Es una propiedad del grupo coliforme, la fermentacion
de la lactosa con produccion de acido y gas (Britania Lab, 2014). Se afiadié cefotaxima 5
Mg/ml para seleccionar aquellos organismos capaces de hidrolizar este betalactamico de

amplio espectro.

2.7.2. Técnica del nimero mas probable con ceros de Poisson

La técnica de Ceros de Poisson para determinar el nimero mas probable de colonias de
coliformes en un alimento, es un método Util e infrautilizado para estimar la concentracion
de organismos viables en una muestra determinada mediante la dilucién seriada de las
muestras en un caldo nutritivo con lactosa y campanas de Durham invertidas para la
determinacion de produccion de gas a partir de la fermentacién de la lactosa. Es
especialmente Util para detectar concentraciones bajas en alimentos de estas bacterias.
El método asume que las bacterias se encuentran aleatoriamente contaminando un
alimento. Se realiza un numero establecido de diluciones de las muestras para
determinar la minima concentracion a la cual se puedan encontrar unidades formadoras
de colonia. Es una estrategia eficiente para estimar densidades de poblaciéon que se
emplea cuando una evaluacién cuantitativa de elementos individuales no es factible

(Blodgett, 2010).
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2.7.3. CHROMagar™ ESBL

CHROMagar™ ESBL es un medio de cultivo sélido cromogénico que permite la deteccion
de bacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido, esthd compuesto de 15
gramos por litro de agar, 17 de peptona y 1 gramo de mezcla cromogénica, la cual es
metabolizada por algunas enterobacterias por enzimas diferentes, dandole un color
caracteristico a la colonia (CHROMagar, 2016). Ademas esta suplementado con una
antibiético de amplio espectro (seguramente cefpodoxima) que presenta una gran
capacidad de seleccidn de bacterias productoras de BLEE inhibiendo la mayor cantidad
de bacterias naturalmente productoras de AmpC, caracteristica importante ya que la
resistencia intrinseca AmpC tiene menos relevancia epidemioldgica (Bush, 2010;
CHROMagar, 2016; Gazin, Paasch, Goossens, Malhotra-Kumar, & MOSAR WP2 and

SATURN WP1 Study Teams, 2012; Poulou et al., 2014).

2.7.4. Identificacion de especie bacteriana por MALDI-TOF MS.

La espectrometria de masas por tiempo de migracion (tiempo de vuelo) con
desorcién/ionizacién laser asistida por una matriz (MALDI-TOF MS, por su sigla en
inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometer), diseflada en 1987 por el ingeniero japonés Koichi Tanaka (quien en el afio
2002 fue galardonado con el Premio Nobel de Quimica por el desarrollo de métodos de
identificacion y andlisis estructural de macromoléculas) (The Nobel Foundation, 2002), se
utiliza en microbiologia para la identificacion confiable de especies bacterianas en poco
tiempo (6 minutos por bacteria) y con un costo aproximadamente 5 veces mas bajo que la

identificacion convencional (Mufioz Bellido & Gonzélez Buitrago, 2015).
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2.7.5. Prueba de sensibilidad a antimicrobianos por Vitek 2

Vitek 2 ® (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia) es un sistema automatizado utilizado para
identificar microorganismos y determinar su susceptibilidad antimicrobiana. Es capaz de
indicar confiablemente el fenotipo bacteriano en cuanto a sensibilidad brindando ademas
la concentracion inhibitoria minima requerida para cada muestra. Provee seguridad al
operador por tratarse de un sistema cerrado. Disminuye la produccion de basura en el
laboratorio. Permite la trazabilidad extendida y correcta de las muestras. Se utilizaron las
tarjetas AST-N272, las cuales determinan la susceptibilidad a ampicilina/sulbactam,
piperacilina/tazobactam, cefoxitina, ceftazidima, cefotaxima, cefepima, doripenem,
ertapenem, imipenem, meropenem, amikacina, gentamicina, ciprofloxacina, tigeciclina,
colistina (bioMérieux, 2016; Broeren, Maas, Retera, & Arents, 2013). De forma adicional,
mediante la técnica de Kirby-Bauer se determind la susceptibilidad a ampicilina y a

trimetoprim sulfametoxazol (CLSL, 2014).

K K~

R L4

I"pl | :(& Figura 7. Controles de calidad. A.
i El tubo de la izquierda (inoculado
con E. coli ATCC 25422) muestra la
ausencia de turbidez del caldo y
ausencia de gas en la campana de
Durham, mientras que el tubo de la
derecha (B) (inoculado con E. coli
BLEE) muestra incremento de la

turbidez y produccion significativa

de gas.
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2.8. CONTROL DE CALIDAD

Se realizaron 3 controles de calidad a cada lote de caldo verde brillante bilis 2%
suplementado con cefotaxima 5 pg/ml y a cada lote del medio de cultivo sélido
CHROMagar ESBL el primero con Escherichia coli ATCC ® 25922™ el segundo con una

cepa de Escherichia coli productora de BLEE y una tercera prueba sin inocular.

2.9. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos se tabularon en una hoja de Excel. Para el andlisis estadistico se
importaron los datos al paquete estadistico para ciencias sociales SPSS version 22. La
ubicacion de la adquisicion de alimentos se ingres6 como un sistema de coordenadas
decimales en un archivo de valores separados por coma (CSV) de Microsoft Excel y
posteriormente importado y analizados en la herramienta de analisis geoestadistico
ArcGIS. La significancia estadistica se identific6 con un nivel de confianza del 95% (P

<0,05). EI ADN extraido sera sujeto de analisis posterior.
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Figura 8. Fotografias durante la adquisicion de muestras. A. Se observa la distancia
entre el suelo y el alimento a expenderse. B y C. Se observa la manipulacion del

producto.
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS

De las muestras obtenidas, se encontraron 22 bebidas, 46 alimentos constituidos
principalmente por frutas en estado solido, 39 salsas y aderezos, 31 alimentos
constituidos principalmente por vegetales y hortalizas, y 12 alimentos constituidos
principalmente por productos de origen animal. Los precios de los alimentos oscilaban
entre 0,1y 1,5 délares de Estados Unidos de Norteamérica. Cincuenta y cuatro alimentos
costaban menos de 0,5 USD, 38 costaban entre 0,5 y 0,99 USD y 58 costaron mas de 1
USD. En promedio cada alimento cost6 0,59 USD y se invirtié un total de 89,05 USD en

la compra de todos los alimentos.
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Figura 9. Medio de cultivo sélido cromogénico selectivo para enterobacterias productoras

de BLEE (CHROMagar ESBL) con crecimiento de colonias de Escherichia coli.
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Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido

Se encontraron 20 alimentos contaminados con Escherichia coli productora de
betalactamasa de espectro extendido, lo cual representa el 13,3% de los alimentos
adquiridos. Estos alimentos, en promedio presentaron 1,81 unidades formadoras de

colonia por gramo. Los alimentos se encontraban afectados de forma heterogénea.

Existieron dos alimentos con cargas bacterianas extremadamente altas: Aji y Ensalada
de lechuga (Latuca sativa), con >110 unidades formadoras de colonia por gramo, ambos
adquiridos en el punto 0°12’52.1” de latitud sur y 78°29'58.8” de longitud oeste (ubicado a
49 metros de la entrada al Hospital de Especialidades Eugenio Espejo). La existencia de
Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido en alimentos
diferentes, pero en el mismo sitio de expendio sugiere que la fuente de contaminacion es
fecal-humana. En el punto 0°12°'7.2” sury 78°30°3.1” oeste (a 31 metros de la entrada de
la Facultad de Ciencias Administrativas de la Universidad Central del Ecuador) se
encontr6 una muestra de salsa picante con una carga bacteriana elevada de 14,9
UFC/gramo, estos alimentos podrian causar colonizacion intestinal en comensales tras la

ingestién de una porcién pequefia.

El producto proporcionalmente mas afectado pertenecia al grupo de los alimentos
compuestos principalmente por vegetales: cevichochos, que se refiere a una mezcla con
presencia constante frutos del género Lupinus, con maiz tostado en un caldo de
viscosidad variable constituido por extracto de tomate (Solanum lycopersicum) con
rodajas de cebolla (Allium cepa), agua (Pujol, 2012) (pudiéndose encontrar en ocasiones
extracto de limén (Citrus limén), hojuelas de platano verde (Musa paradisiaca) fritas,
cuero de cerdo cocinado, cilantro (Coriandrum sativum) etc.), el cual presentaba una
contaminacién por esta bacteria en un 46,6%. El segundo producto proporcionalmente
mas afectado pertenecia al grupo de salsas y aderezos: correspondiente a las salsas

picantes cuya fuente de 8-metil-N-vanillil-6-nonenamida era visiblemente frutos de plantas
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del género Capsicum y una mezcla variable de ingredientes no identificados, que

presentaban una contaminacién del 18,8%.

No se encontré Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido en
ninguno de los veintidés productos bebibles expendidos (que mayoritariamente incluian
extracto de citricos y elixires frios con Aloe vera o chia (Salvia hispanica)) excepto en un
producto hecho a base de liquido extraido de Furcraea andina, llamado chaguamishqui o
dulce de cabuya (Rapido, 2016). De los doce alimentos de origen animal que se
analizaron, se encontré Escherichia coli BLEE en tres: dos correspondientes a librillo
crudo de vacuno y una de queso. Los alimentos de origen animal presentaron un 25% de

contaminacién por esta bacteria.

Todas las muestras de Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro
extendido presentaron resistencia absoluta a cefotaxima, requiriendo concentraciones
inhibitorias minimas superiores a 64. Tan solo existi6 un alimento contaminado con
Escherichia coli sensible a trimetoprim sulfametoxazol, proveniente de cevichochos en un
lugar proximo al hospital pediatrico Baca Ortiz. De las 20 cepas de Escherichia coli
analizadas, el 50% presentd sensibilidad a ampicilina + sulbactam. Todas presentaron
concentraciones inhibitorias minimas bajas y suficientes para piperacilina-tazobactam.
Existi6 una muestra con sensibilidad intermedia a cefoxitina. Cuatro con concentraciones
inhibitorias minimas para ceftazidima superiores a 16. Existi6 una cepa con un MIC >64
para cefepima. Todas las colonias aisladas presentaron concentraciones inhibitorias
minimas a cefotaxima superiores a 64 y a pesar de que existieron cepas sensibles in vitro
a otras cefalosporinas, una infeccion humana causada por estas bacterias no podria ser
manejada con estos farmacos. La efectividad de las otras cefalosporinas estaria
amenazada por resistencia cruzada, ninguna deberia ser usada (CLSL, 2014; Leclercq et
al., 2013; Pitout, 2010). Ninguna cepa de Escherichia coli presentd resistencia a

carbapenémicos. Unicamente 2 cepas no presentaron resistencia asociada a
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gentamicina. Unicamente existieron 2 cepas sensibles a ciprofloxacino. Todas las cepas
presentaban sensibilidad a tigeciclina y colistina. Las cepas consideradas
multirresistentes presentaban resistencia a mas de tres familias de antimicrobianos, en
virtud de eso, de las veinte muestras contaminadas, 17 presentaban un patron
multidrogorresistente. ElI fenotipo de  corresistencia mas comun fue

trimetoprimsulfametoxazol/betalactamicos de amplio espectro/aminoglucésidos (Tabla 3).

El 35% de las muestras positivas para E. coli productora de betalactamasa de espectro
extendido, se encontraron en el area 2. El area 3 y 4 (Eugenio Espejo y Carlos Andrade
Marin) presentaron 5 muestras positivas cada uno (25% respectivamente) y el area 1,
presentd 3 muestras positivas (Tabla 5). No se encontré asociacion entre el precio del
producto y la presencia de E. coli BLEE o su carga bacteriana, en promedio, los

alimentos afectados con E. coli BLEE costaron 0,61 USD, su costo vari6 de 0,1 a 1 USD.

49



Tabla 3. Perfil de resistencia de Escherichia coli.

Kirby Vitek 2
PRODUCTO Bauer mm MIC
@ c Betalactamicos -
TIPO DE % 8 4 - Carbapenémicos
NUMERO DE ALIMENTO Y o = Y > ) T 8 0 g %
MUESTRA SITIO DE <15 £ 3§ 2 2 X 2/83 B = F|z 9|2z
ADQUISICION N Py = = Pyl = z T |@

6 A -HBO 1,14 16

9 C - UPS 1,12

27 A -HBO 0,357

28 C-HBO 1,12 16

30 C-HBO 0,736 16

40 A—-UCE 14,9

42 A-UCE 0,357

43 C-HFA 0,357

49 A —-EPN 0,305

63 A-UCE 0,357

73 C—-HIA 2,37

82 A —HIA >110

83 E — HIA >110 16

84 Q- HEE 1,99 16

89 C-HBO 0,736

99 A —-HBO 1,24

103 B — HCAM 0,357

110 C-HBO 0,305

113 L — HCAM 4,24 16

148 L -HEE 0,602

A: AJI. B: CHAGUARMISHQUI. C: CEVICHOCHO. E: ENSALADA DE VEGETALES. Q: QUESO. L: LIBRILLO
ROUG: RESISTENTE / ROSA: RESISTENTE INTERPRETATIVO / AMARILLO: INTERMEDIO / VERDE: SENSIBLE / VIOEETA: MULTIRRESISTENTE

VNILSITO0D
o SYITIANVL #



Se ha establecido mediante el coeficiente de correlacion de Pearson una asociacion con
significancia estadistica (sig. 0,032) entre una distancia del alimento expendido menos a
20 centimetros desde el suelo y su contaminacién con Escherichia coli productora de

betalactamasa de espectro extendido (Tabla 4).

Tabla 4. Correlacién Distancia del Suelo-Contaminacién por Escherichia coli BLEE.

Distancia 20
centimetros
Muestra superior al
Positiva suelo
Correlacion de Pearson 1 -,175"
Muestra Positiva Sig. (bilateral) ,032
N 150 150
Distancia 20 centimetros Correlacién. de P_earson 5175 1
superior al suelo Sig. (bilateral) ,032
N 150 150

*, La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (2 colas).

Otros bacilos gram negativos encontrados

Los alimentos contaminados con bacterias diferentes a E. coli BLEE que lograron
sobrevivir a las restricciones microbianas impuestas fueron nueve alimentos
contaminados con Klebsiella pneumoniae productora de betalactamasa de espectro
extendido, tres alimentos contaminados con Acinetobacter baumanii y dos contaminados
con Enterobacter cloacae. Es decir, de las 150 muestras adquiridas, 34 presentaban
algun tipo de contaminacion en total. Trece correspondieron a salsa picante, ocho
correspondieron a cevichochos, cinco a frutas, cuatro a ensaladas de vegetales, tres
alimentos de origen animal y una bebida (chaguarmishqui). Se analizaron 46 muestras de
fruta solida, de las cuales ninguna se encontraba contaminada con E. coli BLEE, sin
embargo, existieron dos muestras de ensalada de frutas consistentes principalmente en
al menos 250 gramos de pifia (Ananas comosus), papaya (Carica papaya) y sandia
(Citrullus lanatus), severamente contaminadas con >110 y 29,2 unidades formadoras de

colonias por gramo de Enterobacter cloacae respectivamente. Esta bacteria, al igual que
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Citrobacter freundii, Morganella morganii y Providencia spp. presentan AMP-C, una
betalactamasa codificada cromosémicamente, la cual le confiere resistencia intrinseca a
las aminopenicilinas y cefalosporinas de primera y segunda generacién, por lo cual no
existe sorpresa al momento de encontrar resistencia frente a estos farmacos, sin
embargo llama la atencion que las concentraciones inhibitorias minimas para ceftazidima
y cefotaxima eran superiores a 64, lo cual puede sugerir que son casos de
hiperproduccién de AMP-C. Dentro del grupo de las frutas sélidas, se aislé una muestra
que contenia los mismos ingredientes principales de las contaminadas con Enterobacter
cloacae, contaminada con >110 unidades formadoras de colonias por gramo de
Klebsiella pneumoniae BLEE. En aquellos casos, las muestras provinieron de un sitio no
mas lejano que 10 metros de la entrada principal del Hospital Eugenio Espejo y Carlos
Andrade Marin. Se encontraron 3 muestras contaminadas con Acinetobacter baumanii
ubicadas en torno al punto 0°12’8.6” de latitud sur y 78°29'9,9” de longitud oeste, que se
encuentra en el area 4, correspondiente a la acera norte del Hospital Especializado Baca
Ortiz (Tabla 7). Las probabilidades de que se trate de contaminacion cruzada durante el
transporte o adquisicion de muestras o durante su procesamiento son nulas, debido a
gue las muestras pertenecen a alimentos diferentes, comprados en dias diferentes y

procesados en lotes de medios de cultivo preparados en dias diferentes.

Tabla 5. Contaminacion de muestras por area.

Ndmero de
muestras Contaminacion
Muestras contaminadas proporcional E K C A
Area 1 PUCE-HFA 38 4 10,52% 31 0 0
Area 2 UDLA HBO 38 13 34,21% 7 3 0 3
Area3 UCEMED HEE 38 7 18,42% 5 1 1 0
Area 4 UCE HCAM 36 10 27, 7% 5 4 1 0
Total 150 34

E: Escherichia coli BLEE. - K: Klebsiella pneumoniae BLEE.
C: Enterobacter cloacae. - A: Acinetobacter baumanii
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Tabla 6. Contaminacion de muestras por tipo de alimento.

Con Porcentaje

crecimiento contaminacion
Muestras bacteriano bacterias E K C A
Bebidas 22 1 4,5% 1 0 0 0
Frutas 46 5 10,8% 0 1 2 2
Salsas 39 13 33,3% 8 4 0 1
Vegetales 31 12 38% 8 4 0 0
O. animal 12 3 25% 3 0 0 0
Total 150 34 22% (Total) 20 9 2 3

E: Escherichia coli BLEE. - K: Klebsiella pneumoniae BLEE.
C: Enterobacter cloacae. - A: Acinetobacter baumanii

Figura 10. Mapa que indica la totalidad de las muestras adquiridas (celeste: negativo -
azul: positivo).
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Tabla 7. Patrén de susceptibilidad antimicrobiana de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Acinetobacter baumanii.

Betalactamicos **
;_U| - Carbapenémicos %
= > n T T 0 o 9 =
ey < % F § % X% X 2 8 ¥ = & £ 8 2 2 38 z
Gramo N ] — = ) =~ z o =3
66 A —-HEE 1,23
87 C-HBO 0,305
107 E - HCAM 1,24
Klebsiella 111 A —HFA 0,736
. 114 A —-HCAM 2,11
pneumoniae
118 F - HCAM 110
120 E - HCAM 2,05
126 A —-HBO 1,14
144 E - HBO 1,14
E cloacae 67 F - HEE 14,9
109 F - HCAM 110
115 F-HBO 14,9
A. baumanii 123 A —-HBO 2,11
142 F-HBO 1,14

A: AJi. B: CHAGUARMISHQUI. C: CEVICHOCHO. E: ENSALADA DE VEGETALES. Q: QUESO. L: LIBRILLO
ROUG: RESISTENTE / ROSA: RESISTENTE INTERPRETATIVO / AMARILLO: INTERMEDIO / VERDE: SENSIBLE / VIGBETA: MULTIRRESISTENTE
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Punto caliente 3;
HCAM +

Punto caliente 2
HEEE/HIA

Punto Calienté 1:

d

A\ Punto Caliente 4:
Av. Bilbao y Mena Caamarfio

Figura 11. Puntos calientes (se consideran puntos calientes a aquellas zonas donde
existan tres muestras positivas en un trayecto no mayor a 100 metros).

Tabla 8. Pruebas de X?2.

Valor Gl Sig. asintética (2  Significacion Significacion
caras) exacta (2 caras) exacta (1 cara)
Chi-cuadrado de Pearson 17,4772 1 ,000
Correccién de continuidad® 15,603 1 ,000
Razoén de verosimilitud 15,722 1 ,000
Prueba exacta de Fisher? ,000 ,000
Asociacion lineal por lineal 17,360 1 ,000
Prueba de McNemar ,000¢
N de casos validos 150

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 7,93.

b. Sélo se ha calculado para una tabla 2x2

c. Distribucién binomial utilizada.
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Tabla 9. Correlacién distancia radial desde el hospital vs muestras positivas.

Muestra Positiva  Distancia en Metros

Correlacion de Pearson 1 -0,341**
Muestra Positiva Sig. (bilateral) 0,000
N 150 150
Correlacion de Pearson -0,341** 1
Distancia en Metros Sig. (bilateral) 0,000
N 150 150

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).

De las 34 muestras positivas para crecimiento de algun bacilo gram negativo, 17, es decir
el 50% de muestras positivas se encontraron en un radio no superior a 100 metros desde
la entrada peatonal al servicio de emergencias del hospital mas cercano. La correlacién

presenta significancia estadistica, con un valor de p menor a 0,001.

No se encontraron asociaciones estadisticamente significativas entre la presencia de
Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido y su exposicion

relativa con el medio ambiente, con la forma de manipular o instrumentar los alimentos.

El tipo de alimento fue determinante para la presencia de Escherichia coli productora de
BLEE, las probabilidades de que se tratara de un alimento contaminado incrementaban
cuando se trataba de cevichocho o de aji. Existié una relacion proporcional entre mayor
precio de alimento y su proteccidn con el medio ambiente estableciendo barreras fisicas,
sin embargo de igual forma esto no tuvo relacién con la existencia o no de bacterias en

los productos expendidos.

Tabla 10. Muestra positiva vs distancia en metros tabulacion cruzada.

Distancia en Metros

Mas de 100 Menos de 100 Total
metros metros
. Positivo 17 17 34
Muestra Positiva .
Negativo 98 18 116
Total 115 35 150
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Figura 12. Esta figura representa el solapamiento de los puntos w, que corresponden al sitio alejado O
metros del ingreso peatonal al area de emergencias del hospital mas cercano a los puntos (k/o) de
expendio del alimento.

Linea 8100: corresponde a 100 metros de distancia radial desde el punto w.
Puntos k: Positivos OPuntos o: Negativos
OAcinetobacter baumanii
.Enterobacter cloacae
O Escherichia coli
O Klebsiella pneumoniae
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CAPITULO IV

4. DISCUSION

La transmision de bacterias portadoras de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion a través de alimentos vendidos en la via publica es indisputable. Cada vez
existen menos recursos farmacoldgicos para combatir el aumento de la proliferacién de
bacterias multirresistentes y panresistentes, por lo que el evitar la transmision de
bacterias resistentes ayuda a frenar la diseminacion de genes de resistencia por via
horizontal a mas bacterias en mas seres humanos. Cualquier fuente de resistencia debe
ser controlada de forma estricta tan pronto como se conozca su procedencia para
preservar la salud publica y evitar la diseminacion de genes de resistencia a mas cepas o
especies bacterianas. Prevenir y controlar la emergencia, seleccién y diseminacion de
resistencia debe ser una prioridad para las autoridades de salud y en la industria

alimenticia.

La presencia de enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido en
estudios en otros lugares del mundo arrojan resultados heterogéneos, yendo desde el 0%
en alimentos provenientes de la costa Mediterranea (Tham et al., 2012), hasta niveles
altos como en un estudio realizado en Zurich (Zurfluh et al., 2015) donde se evalué
microbiol6gicamente 169 muestras de vegetales que ingresaron a Suiza durante el
verano del 2014, provenientes de India, Tailandia, Vietham y Republica Dominicana y se
encontré que un 25,4% de las muestras presentaron alguna enterobacteria productora de
betalactamasa de espectro extendido. Existe evidencia de que el transcurrir de los afios
eleva la prevalencia de estas bacterias en los alimentos y en el &mbito clinico (Tadesse et
al.,, 2012), y que esto se correlaciona con la exposicion humana a antibioticos de forma

innecesaria y exagerada (Butler et al., 2007).

Los alimentos mayormente contaminados en el presente estudio involucran alimentos con

gran cantidad de ingredientes de origen vegetal (cevichochos y salsas picantes) por lo
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cual es de gran importancia determinar si el origen de los alimentos también juega un rol

importante.

En el presente estudio se encuentra que los productos con ingredientes vegetales se
encuentra contaminado en un 38,7% (12/31), en Ecuador, los vegetales se cultivan de
forma local y existe evidencia de que existen niveles inaceptables de enterobacterias
productoras de betalactamasa de espectro extendido en aguas de riego (Nuesch-
Inderbinen et al., 2015), donde se utilizan antibioticos como promotores de crecimiento en
el ganado y que ademas existe un nulo control del excremento de estos animales, lo cual
expone al suelo de cultivo a una cantidad masiva de bacterias potencialmente peligrosas.
Esto supone un reto para la industria alimentaria local, debido a que algunas bacterias no
necesariamente se encuentran contaminando la superficie de los vegetales cultivados,
sino que ademas son capaces de invadir el tejido vegetal, haciendo imposible el alimento
sea servido de forma segura de forma cruda, a pesar de estar lavada (Bhutani et al.,

2015; Solomon, Yaron, & Matthews, 2002; Wright et al., 2013).

La carne de aves y los vegetales suelen identificarse como fuentes de enterobacterias
portadoras de genes de resistencia (Bhutani et al., 2015; van Hoek et al., 2015), un
estudio en los Paises Bajos, demostr6é que los vegetales en efecto lo son (Reuland et al.,
2014), encontrando en 119 muestras, un 6% de prevalencia. En cinco regiones del Reino
Unido, se adquirieron 797 alimentos de origen animal y vegetal. Una proporcion baja de
carne roja estuvo contaminada con Escherichia coli productora de betalactamasa de
espectroextendido (res 1,9% y cerdo 2,5%), sin embargo la carne de pollo tuvo una
contaminacién del 65,4%, sorprendentemente ninguna fruta o vegetal se encontré

contaminado (Randall et al., 2017).

Se habia establecido una relaciébn entre los viajes al subcontinente hindd vy la
colonizacion de los viajeros con enterobacterias productoras de betalactamasa de

espectro extendido (Tangdén et al., 2010), los individuos que realizaron dichos viajes,
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posiblemente adquirieron las bacterias a través de la cadena alimenticia, se realizd un
estudio en Hyderabad (Rasheed, Thajuddin, Ahamed, Teklemariam, & Jamil, 2014) el
cual incluyé 150 muestras de varios alimentos, encontrando una presencia del 4% de
Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido. En este estudio, los
alimentos de origen animal estudiados se encuentran contaminados en un 25% por
Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido, mas que en un
estudio realizado en Turquia analizando Unicamente alimentos de origen animal, donde
se encontré un 17,6% de contaminacién (Tekiner & Ozpinar, 2016). Un estudio mas
reciente en Chhattisgarh (Bhoomika et al., 2016), utilizando 330 muestras, reveld la
contaminacién de alimentos de origen animal por Escherichia coli productora de
betalactamasa de espectro extendido en el 57,87%. En Corea del Sur, donde se realizan
controles de calidad estrictos en los alimentos de venta ambulante, se analizaron 189
productos vegetales listos para comer, encontrando 10,1% de contaminacién por
Escherichia coli productora de betalactamasa de espectro extendido y/o Klebsiella
pneumoniae productora de betalactamasa de espectro extendido (Kim et al., 2015), el
94,7% de los alimentos contaminados estaban compuestos principalmente por brotes de
vegetales crudos, al igual que en el presente estudio, lograron determinar un fenotipo
corresistente con otros antibiticos no betalactdmicos: trimetoprim sulfametoxazol,
ciprofloxacino y gentamicina. En Tunez, se analizaron 79 muestas de alimentos obtenidos
de forma local, de los cuales el 12,6% se encontraba contaminado con Escherichia coli
productora de betalactamasa (Slama et al.,, 2010). En Sevilla, se analizaron 140
alimentos listos para comer, Unicamente se encontré Escherichia coli productora de
betalactamasa de espectro extendido en 1 muestra de ensalada de vegetales (Egea et

al., 2011).

En el presente estudio se indica que un 68% de los productos vendidos se encontraban a
mas de 20 centimetros del suelo y el 32% por debajo de esta distancia, se logra
comprobar que la distancia desde el suelo es un factor de riesgo para que un alimento se
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encuentre contaminado con bacilos gram negativos resistentes. En un estudio realizado
en la ciudad de Shijiazhuang, se logré determinar que Unicamente el 6% de los
vendedores ambulantes habia recibido informacion formal entorno al manejo adecuado
de alimentos, lamentablemente en China, no existen estandares a escala nacional, lo que
si ocurre en el Ecuador, donde el instituto Ecuatoriano de Normalizacion (Instituto
Ecuatoriano de Normalizacion INEN, 2013) en cuanto al manejo de alimentos son claras
en cuanto al almacenamiento y manejo de alimentos de consumo humano, sin embargo,
los controles para los vendedores ambulantes no son suficientemente estrictos, haciendo
gue los alimentos que venden sean fuentes de genes de resistencia para la comunidad.
En este mismo estudio en Shijiazhuang, el 90% de los vendedores ambulantes manipula
alimentos con las manos desnudas, en el presente estudio se encontrd que el 42% de los
vendedores ambulantes lo hace, sin embargo esto no estuvo relacionado con
contaminacion bacteriana. Unicamente el 20% de los vendedores ambulantes en el
presente estudio utiliz6 un mandil de color claro, como indica la norma INEN, esto
tampoco tuvo una correlacién con la contaminacion en los alimentos. El 48% de los
vendedores ambulantes en el presente estudio estableci6 una barrera fisica entre los
productos a expenderse y el medio ambiente, en China el 21% lo hizo, pero tampoco
hubo relacién entre esto y la contaminacion (ZengRan et al., 2014). La utilizacion de
guantes durante la manipulaciéon y expendio de alimentos no constituye un factor de
proteccion (Tschudin-sutter et al., 2016) si estos son utilizados por periodos extendidos y
si se utilizan las manos enguantadas para otros menesteres como procesamiento de
carnes crudas e inmediata manipulacién de vegetales listos para comer, o para efectuar
transacciones crematisticas (que incluyan billetes viejos especialmente), es mis
resultados no existié relacion significativa entre el no uso de guantes y contaminacioén por

bacilos gram negativos resistentes.
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CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES
La ausencia de correlacién entre las practicas de manipulacién / uso de barreras de
proteccion fisica por parte de los vendedores y la presencia de bacterias resistentes a
cefalosporinas de amplio espectro hace que el enfoque de la contaminacion fecal-
humana se desvie hacia los factores intrinsecos del alimento y a otro tipo de factores
externos. Se ha establecido una correlacion significativa entre la distancia del alimento
con respecto al suelo y con respecto a su ubicacion de expendido. La naturaleza
multicausal y multidimensional de la contaminaciébn por estas bacterias, exige la
busqueda de todos los posibles focos de contaminacion, se sabe que los reservorios de
bacterias multirresistentes pueden encontrarse desde su produccién como materia prima,
hasta poco antes de su consumo. La caracterizacion molecular de plasmidos obtenidos
de muestras clinicas de infecciones bacterianas con estos fenotipos, contrastada con la
caracterizacion de plasmidos obtenidos de las muestras de este estudio, podria acentuar
la responsabilidad de la cadena alimenticia y la colonizacién intestinal por estas bacterias

como se ha hecho en otros estudios (Leverstein-van Hall et al., 2011).

LIMITACIONES

Varias limitaciones se pueden identificar en este estudio. No se realizd ninguna entrevista
directa con el vendedor de los alimentos de expendio ambulante. La informacién que se
pudo haber obtenido pudo haber aclarado existencia de servicios basicos, escolaridad,
hébitos, forma de preparacion, origen de los ingredientes, entre otros datos de interés
gue pudieron haber establecido una correlacion entre la contaminaciéon y los
mencionados factores. No se establecidé la existencia de disposicion adecuada de
desechos en la lista de chequeo. La homogenizacion de los alimentos fue de forma

manual, usualmente se utilizan bolsas Stomacher® para este propdsito. Durante la fase
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analitica del estudio, el apego a los objetivos especificos hizo que existieran restricciones
microbiologicas estrictas para la seleccién de bacilos gram negativos fermentadores de
lactosa resistentes a cefalosporinas de amplio espectro, perdiendo la capacidad de
identificacion de enterobacterias no resistentes pero patégenas como Escherichia coli
shigatoxigénica no resistente. Esto, aunado a la ausencia de una fase de
preenriquecimiento de las muestras, limito la seleccion de organismos con requerimientos

nutricionales adicionales, como Salmonella.

FORTALEZAS

El laboratorio donde se ejecutd el andlisis microbioldégico de las muestras se encuentra
certificado bajo la norma ISO 9001:2008 y presenta controles de calidad interno y
externo. La técnica utilizada para el analisis microbiolégico involucra una cantidad grande
de recursos de restriccion para favorecer y seleccionar el crecimiento exclusivo de bacilos
gram negativos productores de betalactamasa de espectro extendido, particularmente
cefotaximasa-Mlinchen, que tiene relevancia clinica y epidemiolégica. Las técnicas de
analisis microbiol6gico en alimentos que presenten bacterias portadoras de resistencia
antimicrobiana difieren ampliamente de estudio a estudio y son generalmente cualitativas,
una fortaleza importante de este estudio es la cuantificacion de la carga bacteriana
mediante la técnica de Ceros de Poisson, la cual nos permite identificar los alimentos
potencialmente mas peligrosos. La fase preanalitica del estudio tuvo una prueba piloto,
gue evidencio la adecuada capacidad instalada del laboratorio donde se ejecutaron las
pruebas ulteriores y ademéas permiti6 aproximarse a una prevalencia preliminar de los

resultados finales.
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5.2.RECOMENDACIONES

El uso de medicamentos en el &mbito humano y veterinario debe ser controlado de forma
estricta. El uso de sustancias antimicrobianas en caso de enfermedades virales, la mala
dosificacion, el uso de dosis subterapéuticas, la automedicacion con antibiéticos y el
expendio libre de estos farmacos debe ser prohibida y penada por las autoridades para
restringir la exposicion del medio ambiente y a los seres humanos de sustancias que
aceleran la pandemizacién de genes de resistencia en organismos patégenos y no

patdgenos para el ser humano.

Prevenir el aparecimiento de bacterias multidrogoresistentes y proteger los alimentos de
contaminarse con estos organismos, resulta ser un problema complejo. El uso excesivo o
innecesario de medicamentos ocurre con cierta frecuencia en el ambito clinico
ambulatorio, donde se administran antibidéticos en infecciones virales o cuando se
administran antibiéticos en infecciones bacterianas desconociendo su perfil de
sensibilidad, algunos pacientes presentan poca adherencia al tratamiento y lo
descontindan por efectos secundarios o al sentir mejoria. En varios paises, incluyendo el
Ecuador, la poblacién busca alivio a condiciones de etiologia no necesariamente
bacteriana en sustancias antibidticas, las cuales se venden de forma libre, sin necesidad
de presentar prescripcion médica, lo cual debe ser modificado: limitando la venta de
dichas sustancias de forma libre, educando a los profesionales de la salud en cuanto a
conocimientos basicos de la diseminacion de resistencia bacteriana, realizacion de
diagnésticos y tratamientos adecuados para enfermedades infecciosas, educando a la
poblacion sobre la adecuada disposicion de residuos de sustancias antibidticas y
desalentando el uso no indicado de estas, eliminando la equivocada y arraigada idea de

que cualquier convalecencia mejorara tras la administracion de tales sustancias.
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Se debe incrementar la identificacion y caracterizacion de bacterias causantes de
enfermedades en seres humanos y analizar de igual manera los alimentos de consumo

masivo.

Consensuar el aprendizaje y aplicacion de normas de higiene en vendedores ambulantes,
minimizando la probabilidad de transportar genes de resistencia en las bacterias
existentes en los alimentos que expenden, por ejemplo aislar los alimentos de los
contaminantes aéreos, establecer una distancia mayor de 15 metros desde el punto de
acopio de basura y desperdicios mas cercano. Los alimentos a expenderse deben ser
cubiertos. Contar con un punto de salida de agua potable el cual no presente ni un solo
coliforme fecal por litro (Proietti et al., 2014). Vigilar de forma extensa y cuidadosa la
producciébn y expendio de salsas picantes y cevichochos, detectar casos de
contaminacion y suspender puntos de expendio de alimentos contaminados hasta
superar fases de mejoramiento de la produccién. Determinar cual o cuales son los
factores mas importantes para que los aderezos picantes y cevichochos presenten

bacterias portadoras de resistencia a cefalosporinas de tercera generacion.

El uso de biocidas debe ser restringido hasta conocer su eficacia y la concentraciéon
selectiva minima, que es la concentracibn mas baja a la cual un biocida es capaz de
seleccionar o inducir la aparicion o expresién de algin mecanismo de resistencia a

antibiéticos en un determinado grupo bacteriano por un tiempo de exposicion especifico.

Encontrar estrategias viables durante el expendio de alimentos que puedan disminuir o
restringir el crecimiento bacteriano, como la cocciéon o la disminucion del potencial de

hidrogeno promedio.

La resistencia bacteriana no es un tema aislado ni nuevo, constituye un fenémeno natural
que sea ha acelerado en las Ultimas décadas por el consumo amplio, escasamente
controlado e irracional de moléculas con capacidad bactericida o bacteriostética, el

determinar fuentes de transmision de bacterias portadoras de genes de resistencia
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determina el inicio del control de esta transmision de caracteristicas pandémicas. La
presencia de bacterias resistentes a cefalosporinas de tercera generacion en ciertos
alimentos expendidos de forma ambulante podria ser el inicio de controles mas estrictos
en cuanto a la produccion y manipulacién de dichos alimentos. Dado que la resistencia
bacteriana no es un fenémeno erradicable, el deber que tienen los seres humanos afines
a las areas de salud es ubicar los focos de transmision, encontrar estrategias de
prevencién primaria (disminuyendo y racionalizando la prescripcion de antibiéticos).
Encontrar herramientas accesibles y sensibles para determinar facilmente los pacientes
portadores y agudamente enfermos con estos patégenos, para administrar prontamente
los medicamentos antibibticos Utiles, maximizando asi la sobrevida (para prevencién
secundaria). Realizar e implementar leyes que penen el expendio libre de moléculas
antibidticas sin prescripcibn médica, realizar protocolos asimilables de atencién y
tratamiento de enfermedades infecciosas determinando clara y categéricamente cuando
es necesario el uso de antibidticos. La tasa de apariciébn de bacterias portadoras de
genes de resistencia es mas rapido que su tasa de desaparicion natural. Esta
demostrado que la reduccién del uso de antibiéticos a nivel individual esta asociado a una
disminucién local de antibioticoresistencia, por lo que los médicos estan llamados a
realizar diagnésticos certeros y nunca dar sustancias antibiéticas en caso de no ser
visiblemente necesario y también un llamado a las autoridades para prohibir el expendio
libre de farmacos antibiéticos con lo cual la morbilidad, mortalidad y la carga econdmica

que las consecuencias de esto determina bajaran considerablemente.

Hacer lo posible por determinar la cantidad de resistencia a antibidticos que es capaz de
atravesar la cadena alimenticia y causar la existencia de sujetos portadores sanos. Esto
supone una tarea compleja debido a que usualmente existe un retraso significativo entre
la exposicion a la comida y manifestaciones infecciosas, o incluso podrian nunca existir.
El sefialar retrospectivamente el vinculo causal de transmision de resistencia bacteriana a
través de alimentos es una tarea infructifera desde el punto de vista clinico. Por lo que la
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prevenciéon mediante el establecimiento de focos de diseminacién actual, es una tarea

gue debe ser profundizada y difundida, uno de ellos es la comida de venta ambulante.

Los andlisis posteriores que serian de interés epidemiolégico constituyen el analisis de
especimenes conformados por hisopado rectal, orina y sangre en la poblacion
criticamente enferma con bacterias multirresistentes en los hospitales cercanos a los
lugares donde se realizé este analisis en busca de plasmidos que sean compatibles con
lo hallado en los alimentos y de esa forma establecer una relacion causal entre el
consumo o contacto con dichos productos presentes en la cadena alimenticia. De igual
forma, encontrar la proporcion de seres humanos colonizados con Escherichia coli
productora de BLEE mediante hisopado rectal y sus habitos alimenticios, tratando de
establecer igualmente la relacion que existe entre la presencia de bacterias
multirresistentes en alimentos, su consumo y la existencia de portadores asintomaticos

de las bacterias.

Las autoridades de salud podrian enfocar esfuerzos en torno a la propuesta de que un
objetivo de salud publica sea la disminucién de seres humanos portadores intestinales de
bacterias resistentes, asi como lo es tener cifras tensionales arteriales aceptables, niveles

de colesterol sérico bajos (Capita & Alonso-Calleja, 2013).
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Anexo 1. Para la adquisicién de muestras.

Parte A: Requerimientos minimos

Dinero en efectivo de baja denominacion.

Vehiculo.

Hojas de chequeo en blanco (Anexo 2).

Esferos de color negro, verde, rojo, azul y un lapiz.

Marcador indeleble.

Teléfono movil con capacidad de determinar coordenadas de posicionamiento
global mediante trilateracion.

Reloj y camara (puede ser la del teléfono mavil).

Fundas de doble cierre hermético de polietileno transparente, de 17,7 por 19,5 cm.
Cooler.

Contenedores de agua congelada para la preservacion de alimentos a
temperaturas inferiores a 8 °C.

Toallitas desechables con etanol 70%, propan-1-ol 70 % o isopropanol 80 %.
Pirébmetro de infrarrojos.

Bitacora (Cuaderno a cuadros de 100 hojas).

Parte B

Las muestras podran ser recolectadas Uunicamente dias sin lluvia (u algun otro tipo

de precipitacion) de lunes a viernes entre las 8h00 y las 17h00.

Sefalar un punto de eje.

Colocarse una marca de cinta adhesiva a 20 centimetros en el pantaléon en la

pierna derecha.

Acercarse al punto de eje escogido, comenzando por el mas cercano al su limite

sureste del area.

En dicha interseccién, observar en direccién sur, oeste, norte y este rastreando de

forma visual ventas ambulantes.

Iniciar comprando aquellos puntos ubicados hacia el sur, luego oeste, luego norte y
luego este. Hasta saturar la compra del dia o hasta superar el tiempo de compra

permitido.

Al identificar un punto de compra, verificar que el producto cumpla los
requerimientos minimos de inclusion:

La venta debe darse en la via publica exclusivamente.

Se excluirén aquellos establecimientos que funcionen en propiedad privada.

No haber sido producidos de forma industrial (Helados, caramelos, etc.)

El alimento en cuestidon no debe encontrarse en contacto con fuego.

Una vez identificado el alimento, fotografiar el puesto de alimentos, evitando
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capturar el rostro identificable del vendedor o censurandolo, respetando el articulo
12 de la Declaracién Universal de los Derechos Humanos (United Nations, 1948) y
haciendo uso de las recomendaciones de acercamiento a los vendedores provistas
por Lucan y colaboradores (Lucan et al., 2013, 2014). Observar cuidadosamente la
indumentaria del vendedor, comparar la distancia de los productos con el suelo
tomando en cuenta la marca de la pierna derecha, determinar la latitud y longitud
con el teléfono mdavil. Preguntar el costo de una porcién de alimento y adquirirlo.
Inmediatamente, acudir al vehiculo y transferir la totalidad del alimento a una de las
fundas de polietileno limpia, llenar la hoja de chequeo en funcién de lo observado y
de la informacion provista en la fotografia, ingresar las coordenadas de la compra
del alimento utilizando trilateracién provista por el sistema de posicionamiento
global del teléfono moévil. Rotular la funda de polietiieno con la muestra
correspondiente al nuimero de asignacion empleando el marcador indeleble.
Después de cada compra, limpiar cuidadosamente las manos con las toallitas
desechables. Insertar la muestra en el cooler, a partir de la primera compra, se
tienen 3,5 horas para acopiar el resto de alimentos de la compra y un maximo de
16 horas para llegar al laboratorio. Asignar de forma aproximada un numero
equitativo de muestras para cada punto de eje, tomando en cuenta el maximo de
muestras a recolectar por dia. En caso de no encontrar muestras cercanas a un
punto de eje, buscar en el punto inmediatamente mas cercano en dispersion radial

y en direccion noroeste.

Una vez llegado al laboratorio, determinar la temperatura superficial del alimento

mas expuesto a la tapa del cooler y anotarlo en la bitacora.

Proceder a realizar el andlisis microbiolégico, segun el figura 3.
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Anexo 2. Hoja de chequeo y e informacién de cada muestra.

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE MEDICINA

TRABAJO DE TITULACION

Caracterizacion fenotipica de Escherichia coli productora de B-lactamasa de espectro

extendido en alimentos expendidos de forma ambulante en sectores aledafios a cinco

hospitales de tercer nivel y cinco centros de educacion superior en la ciudad de Quito.
Objetivo General:

Determinar si los alimentos vendidos de forma ambulante en los exteriores de las
instituciones sefaladas presentan contaminacion con Escherichia coli productora de B-
lactamasa de espectro extendido.

Orientaciones:

El investigador observard de manera objetiva los siguientes indicadores que permitan
obtenerinformacién sobre la preparacion y expendio de los diferentes alimentos expendidos
de forma ambulante en los puntos determinados de recopilacién. De acuerdo a lo observado,
asigne el codigo correspondiente o llene el recuadro, segun corresponda.

Codigo , Dilucion Tuboa  TuboB  Tuboy  Suma
Recol. (Fechay hora) £ 10?
Sitio de recoleccién  0°____min ’s g 107
78 min____ "W 103
Categoria
de alimento
Especificacion del
alimento
Precio usD , Dilucién Tuboa  TuboB  Tuboy  Suma
Almacenamiento Si1 £ 10!
a >20 cm del suelo No 2 § 10?
Proteccidn del aire Sil 103
ambiente No 2
Manipulacién Manos Sil
No 2 Muestras positivas:
GUGAGS Ni: ; Sembrar en CHROMAgar ESBL N/j\l ;
Utensilios Sil
No 2
Medidas de Mandil Sil
proteccion claro No 2
fisica Red o Sil
gorro No 2
*: Se asignard un cddigo a cada muestra en Aislamiento de 5 colonias Si1
funcién de la proximidad que tenga el sitio de N(A ’
recoleccidn con cada Institucion, el cddigo estara EXTRACCION DE DNAL]
conformado por tres letras y tres nimeros. Se AISLAMIENTO DE CEPASL]

HIA: Hospital Ginecobstétrico Isidro Ayora.
HBO: Hospital Pediatrico Baca Ortiz.
HEE: Hospital de Especialidades Eugenio Espejo.

indican las tres letras de cada institucion mas
adelante y los tres niUmeros se asignaran en

orden ascendente iniciando por el 000. HCA: Hospital Carlos Andrade Marin.

**: Si el alimento se encuentra aislado del HFA: Hospital de las Fuerzas Armadas N° 1.
contacto de agentes fisicos que impone el EPN: Escuela Politécnica Nacional.
medioambiente, se considera como alimento VDL Ontversiiasl de fos Ametieas:

PUC: Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador.
UPS: Universidad Politécnica Salesiana.
UCE: Universidad Central del Ecuador.

protegido.

Responsable: Francisco Yanez S.
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