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RESUMEN

Los vegetales son ampliamente recomendados por su alto contenido de vitaminas,
minerales, fibra y energia. Uno de los principales riesgos de infeccidn por su consumo,
es la contaminacion por microorganismos con potencial patdégeno. Escherichia coli es
una bacteria que advierte sobre contaminacion en alimentos producto de una mala
manipulacion o un riego inadecuado en los cultivos vegetales especialmente en hortalizas.
Ademas de ser un microorganismo comensal que forma parte de la microbiota del ser
humano y esta presente en animales de sangre caliente, se lo reconoce como patégeno
oportunista que puede provocar infecciones intra y extra intestinales. Uno de las patotipos
con potencial patogénico es Escherichia coli verotoxigénica, que posee flexibilidad
genética que le permite estar en constante evolucidn desarrollando diferentes mecanismos
de virulencia. Dentro de este grupo de cepas se encuentra la O157:H7, la cual puede
generar complicaciones gastrointestinales y poner en riesgo la salud humana. En la region
no existen estudios que identifiquen la presencia de la cepa de Escherichia coli O157:H7
en vegetales. Por tal motivo el objetivo de esta investigacion es determinar la ocurrencia
de E. coli verotoxigénica en vegetales comercializados en Ibarra. Se realizé un muestreo
probabilistico por triplicado en los principales mercados de Ibarra durante 3 semanas
consecutivas, en el cual se tomd muestras de 6 diferentes vegetales de habitual consumo
sin coccidén. Se aislaron colonias con morfologia tipica de Escherichia coli utilizando
medio MacConkey; la confirmacion de especie se realiz6 mediante MALDI-TOF. Se
realizo la identificacidn de cepas verotoxigénicas mediante deteccién molecular por PCR.
Se estudid la relacion clonal de las cepas aisladas mediante BOX-PCR. Se analizaron un
total de 64 muestras vegetales y se obtuvo 180 aislados de los cuales y 29 aislados fueron
confirmados como Escherichia coli. En la identificacion del serotipo verotoxigénico, 8
aislados presentaron el gen fliC_F y ninguno presento el gen rfbE_R, confirmando la
ausencia de E. coli verotoxigénica en las muestras estudiadas. Se propuso, ademas, un
protocolo de vigilancia epidemioldgica. Los datos aqui presentados sirven de base para
futuras investigaciones, realizando estudios mas exhaustivos con el fin de determinar la

prevalencia de diferentes patotipos de E. coli en vegetales comercializados en Ibarra.

PALABRAS CLAVES: Escherichia coli, vegetales, cepa verotoxigenica, Ibarra
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ABSTRACT

Escherichia coli is used as a microorganism in modern biotechnology that produce
therapeutic proteins due to its high rate of growth and easy-to-use. Besides, this bacterium
is a marker for pollution in food as a result of wrong manipulation or inadequate watering
in harvests, especially in vegetable. Vegetables are widely recommended because of their
high content of vitamins, minerals, fiber and energy. One of the leading infection risks
for consuming raw vegetables is the contamination with pathogen microorganisms, since
there are Escherichia coli strains considered as opportunist pathogens. When this
pathogen is consumed, they are part of the bowel and they belong to the human and animal
microbiota, whose will turn into reservoirs and disseminators. Pollution generated in
harvests has brought new strains. Escherichia coli is in constant evolution, horizontal
gene transfer has caused the development of different virulence mechanisms, thanks to
its genetic flexibility. Verotoxigenic O157:H7 E. coli is an important strain for research
because of its virulence traits, it can cause gastrointestinal illness and get in risk human
life. In this region of the country, there are no research identifying the presence of
verotoxigenic Escherichia coli in vegetables. Thus, this investigation is to determine the
ocurrence of verotoxigenic E. coli in vegetables commercialized in Ibarra city. Six raw
common-use vegetable samples were taken from the main markets in Ibarra city. E. coli
strains were isolated from vegetable products using MacConkey medium. Identification
was made for verotoxigenic E. coli and Shiga-like toxin, through molecular methods.
Clonal relation was studied for the isolated strains. Finally, the strains were used for

didactic or research purposes.

Keywords: Escherichia coli, Vegetables, Veratoxigenic strain, Ibarra.
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CAPITULO |

Introduccion

Escherichia coli es un miembro importante de la microbiota intestinal que cumple con
el rol de suprimir el crecimiento de otras bacterias patégenas; sin embargo, en la
actualidad es considerada como una de las principales bacterias de mayor preocupacion
alimentaria y se le cataloga como un agente epidemioldgico (Ledn, 2005). Escherichia
coli abarca diversos grupos de patogenos alimentarios emergentes que han sido
implicados en numerosos brotes a nivel mundial, que pueden extenderse entre regiones,
causando principalmente infecciones gastrointestinales que estan acompafiadas de fiebre,
vomito y, en casos mas severos, el sindrome urémico hemolitico (Mattar, Visbal, et al.,
2001).

Las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen un problema grave para la
salud publica a nivel mundial ya que son una de las causas importantes en la reduccion
del crecimiento econémico (Mufioz, 2017). La Organizacion Mundial de la Salud estima
que 420 mil personas mueren al afio por ingerir alimentos contaminados como carne,
agua, verduras, frutas, productos lacteos; las enfermedades diarreicas ocupan mas de la
mitad de las cifras provocando 550 millones de personas afectadas, de las cuales 230 mil
mueren cada afio. (OMS, 2015).

Las enfermedades diarreicas causadas por agentes patdgenos son unas de las
principales causas de morbilidad y mortalidad especialmente en nifios menores de 5 afios
que han ingerido alimentos contaminados (Villalobos, 2008). Actualmente los brotes
causados por Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) se relaciona con el consumo

de frutas, hortalizas y carnes (Solomon et al., 2002).

La presencia de bacterias patogenas en el ambiente hace que los alimentos que se
producen y procesan puedan sufrir contaminacion cruzada y ocasionar infecciones
gastrointestinales. (Boyce et al., 2000). Por otro lado, la posibilidad de contaminacién por
microorganismos en hortalizas es elevada, ya que en la superficie donde crecen puede

existir fuentes de dispersion como agua de riego contaminado y abono organico no



tratado, que puede facilitar la adhesion y colonizacion de microorganismos (Torres-
Aguilar et al., 2015).

Segln una investigacion presentada en la Reunién Anual de la Sociedad de
Microbiologia, se detall6 que Escherichia coli hemorragica interactia directamente con
las células de las plantas mediante la internalizacion (capacidad de las bacterias para
penetrar los tejidos internos), usa los flagelos que le permite adherirse y penetrar las
paredes celulares de la planta para colonizarla completamente e interactuar directamente
con las moléculas de lipidos que se encuentran en las membranas, esto transcurre en un
lapso de 10 dias (Wright et al., 2017).

La OMS estima que el 10% de la poblacién mundial ingiere alimentos contaminados
con aguas residuales y que el 4% de las muertes en todo el mundo estan relacionadas con
la calidad del agua y se lo considera un portador de un gran nimero de agentes patdgenos
(Food and Drug Administration, 1997; y Garcia et al., 2017). En América Latina, Africa
y Asia la causa principal de las enfermedades diarreicas agudas son causadas por el
manejo inadecuado de aguas residuales y se estima que cada afio mueren alrededor de 3,3
millones de nifios menores de 5 afios debido a infecciones producidas por bacterias
(Garcia et al., 2017; y Ramirez, 2001).

Escherichia coli enterohemorréagica es uno de los patdgenos emergentes a nivel
mundial y es un patotipo de estudio importante ya que es responsable principal de brotes
asociados con el consumo de alimentos contaminados, estimando que el 10% de los casos
esporadicos presentan cuadros clinicos graves y desarrollan el sindrome urémico
hemolitico, con una tasa de letalidad del 5% (Phillips et al., 2000).



1. Revision Literaria
1.1. Familia Entorobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae esta constituida por diversas bacterias Gram-negativas,
entre ellas se encuentran desde simbiontes no perjudiciales hasta especies patdgenas
como: Salmonella sp, Shigella sp, Klebsiella sp, Escherichia coli, entre otras (Algorta,
2014). Estas especies pueden causar diferentes tipos de enfermedades en el organismo
tales como: infecciones en el torrente sanguineo, infecciones respiratorias y de forma mas
comun infecciones gastrointestinales, esto se debe a que habitualmente se alojan en el

tracto digestivo donde compiten con la microbiota intestinal (Rodriguez, 2010).

Las Enterobacterias son un grupo grande y heterogéneo que contienen mas de 30
géneros y mas de 100 especies. La mayor parte presentan plasmidos que le brindan
ventaja adaptativa, presentan una forma bacilar de 1 a 3um de largo; pueden ser: aerobios,
anaerobios, fermentadores de lactosa y glucosa, entre otros. La presencia de este tipo de
microorganismo en alimentos, productos procesados y aguas de riego advierten una
posible contaminacién y son considerados indicadores de calidad (Cajas et al., 2015; y
Rivas et al., 1863).

1.2 Escherichia coli

Escherichia coli es un patégeno oportunista que fue descrito por Theodore Von
Escherich en 1885. Es fermentador de lactosa, aerobio facultativo y se caracteriza por ser
un coliforme termotolerante. Generalmente, se localiza en el intestino grueso de
mamiferos incluyendo el ser humano (Grant et al., 2008). Los reservorios mas comunes
son: el tracto digestivo de animales (bovinos, borregos, cerdos, venados, perros y aves)
productos lacteos, jugos no pasteurizados, carne cruda o media cocida y hortalizas

(lechuga, tomate, apio, culantro, pimiento, espinaca, perejil, entre otros) (FAO, 2011).

Esta bacteria es capaz de colonizar el tracto digestivo sin causar ninguna enfermedad,
pero existen cepas que han desarrollado la capacidad de producir factores de virulencia,
Ilegando a colonizar ambientes extra-intestinales (Lobos, 2013). Los cuadros patoldgicos
causados por los diversos patotipos de Escherichia coli van desde diarrea acuosa leve
acompariada de fiebre y vomito hasta diarrea con sangre conocido como sindrome
urémico hemolitico (Astrith et al., 2013; y FAO, 2011).



La intoxicacion alimentaria causada por organismos infecciosos que producen toxinas
de tipo “vero” ha incrementado, como es el caso de Escherichia coli. Posee un genoma
muy plastico que le permite adquirir nuevos factores de virulencia mediante la

transferencia horizontal de genes. (SEBI, 2017)

La informacidn genética demuestra que posee plasmidos, los cuales se diseminan muy
facilmente entre cepas adquiriendo nuevos genes. Se han descrito mas de 300 tipos de
plasmidos que pertenecen a E. coli. Se ha demostrado que gran parte de su cromosoma
posee bacteridfagos, los cuales estan intimamente relacionados con los factores de

virulencia (Colomer et al., 2011; y Souza et al., 2001).

En 1990 se desarrolla un esquema de serotipos que varia continuamente, de los cuales
se conocid que Escherichia coli, serol6gicamente, posee 3 tipos de antigenos: somatico
(0), flagelar (H) y capsular (K), logrando identificar mas de 700 serotipos de los cuales:
187 pertenecen al antigeno O, 75 al H y 103 al K, creando diferentes combinaciones e

identificando los diferentes patotipos (Carmona, 1997).

El antigeno somaético O es un polisacérido de unidad de repeticion importante, esta
presente en la membrana exterior (lipopolisacérido), posee una region interna conformada
por lipidos, una region intermedia formada por oligosacaridos y una region externa de
polisacaridos lo cual ejerce una resistencia bacteriana (Carmona, 1997; y Samuel; et al.,
2006).

El antigeno flagelar H esta compuesto por la proteina flagelina que se encarga de la
movilidad de la bacteria (el flagelo), esta constituida por la subunidad del filamento
helicoidal que se encarga de la motilidad celular bacteriana (Wang et al., 2006).

El antigeno capsular K es un glucopolisacarido que confiere resistencia bacteriana
hacia el suero sanguineo y la fagocitosis, sin embargo, uno de los serotipos mas
estudiados es K1 se lo asocia especialmente con meningitis neonatal, bacteriemia y

septicemia (Kaczmarek et al., 2014; y Morales et al., 2017).



En la actualidad se ha descrito 6 principales patotipos de Escherichia coli que son: E.
coli enteropatogenico (EPEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli enteroagregativo
(EAEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli enterotoxigénico (ETEC) y E. coli
enterohemorragico (EHEC) (Rivas et al., 2007.). Actualmente Escherichia coli y los
diferentes patotipos descritos se han convertido en agentes infecciosos potenciales y se
les cataloga como principales patdégenos infecciosos que causan diversas epidemias tanto
en animales como en el ser humano (Ledn, 2005). El serotipo de E. coli O157:H7 fue el
primero en relacionarse con casos esporadicos de diarrea hemolitica y diversos estudios
han comprobado que ciertos serogrupos pueden causar enfermedades humanas tales
como los 045, 0103, 0111, 0121 y 0145 (Gomes et al., 2016).

1.2.1 Escherichia coli enteropatogénico (EPEC). Es uno de los primeros patotipos
identificados serolégicamente que se lo asocia principalmente con casos de diarrea
infantil en nifios menores de dos afios, siendo una de las causas de mayor morbilidad y
mortalidad en paises no industrializados (Gonzalez, 2011). La diarrea causada por este
tipo de cepas pueden tener diversos grados de intensidad que puede estar acompafiado de
vomito y fiebre, y su periodo de incubacion después de ingerir es de 3 a 24 horas (Vidal
y Gutiérrez, 2007).

El mecanismo de infeccion que utiliza este patotipo se caracteriza por el efecto
“adhesion/borrado” iniciando su inoculacion en la parte externa del intestino, provocando
una rotura en la superficie celular y degeneracion de las microvellosidades, esto se asocia
con la isla de patogenicidad LEE y al gen eae, que es el principal factor de la adherencia
de la bacteria con los enterocitos y la destruccion de microvellosidades (Sanchez, 2018).
El sistema inmune reacciona con una respuesta inflamatoria aguda en el intestino delgado,
provocando un adelgazamiento de la mucosa intestinal, conjuntamente con la secrecién
de electrolitos que provocan cambios fisioldgicos responsables de la diarrea acuosa
(Castillo, 2015).

Se ha demostrado que los principales reservorios de este patotipo son los alimentos, y se
cree también que el aire, a través de la formacion de aerosoles, que pueden estar
involucrado con la diseminacion de la bacteria. Ademas se encuentran en animales como:
ganado y aves silvestres, que funcionan como vectores para su diseminacion (Vidal,
2003).



1.2.2 Escherichia coli enteroinvasivo (EIEC). Fue reconocido en 1971, tiene la
capacidad de invadir las células del epitelio intestinal. Primero se adhiere a las
vellosidades de la mucosa y entra por endocitosis a la célula para una breve multiplicacion
y después ataca a la mucosa del colon provocando colitis inflamatoria invasiva
acompariada de fiebre, calambres abdominales, diarrea con sangre y moco, y en algunos
casos pueden terminar con disenteria (Kaper et al., 2004).

El mecanismo invasor que posee es idéntico al de Shigella sp. ya que evolucionaron del
mismo antepasado y forman un solo patovar. EIEC expresa el mismo gen del antigeno
plasmidico de invasion H (ipaH) que esta presente en Shigella sp.; sin embargo, posee
otros genes de invasion que se encuentran en el plasmido de virulencia pINV (Rodriguez,
2002).

1.2.3 Escherichia coli enteroagregativo (EAEC). Este patotipo se describié por
primera vez en 1987, principalmente infecta a nifios causandole diarrea aguda y
persistente. EAEC tiene mas resistencia a los antibioticos. Estudios realizados en murinos
han descrito que una proteina (dispersina) modula la adhesion fimbrial facilitando la
penetracion a la mucosa intestinal, coloniza y produce efectos citotdéxicos que provocan

diarrea acuosa sin fiebre (Okhuysen y DuPont, 2010).

El principal factor de virulencia es el patron de adherencia-agregativa (A/A) observado
en las lineas células HEp-2 y HeLa. Ademaés, tienen plasmidos que codifican factores de
virulencia e incluyen un regulador AggR (activadores transcripcionales bacterianos), que

activan varios genes de virulencia (Garcia et al., 2014; y Morin et al., 2013).

1.2.4 Escherichia coli de adherencia difusa (DAEC). La primera cepa fue aislada en
1984, alin no se desconoce el mecanismo y el factor de virulencia que utiliza este patotipo,
sin embargo, estudios morfologicos han demostrado que estas cepas se unen a la mucosa
intestinal mediante adhesinas (afimbriales y fimbriales) que interactian con las
microvellosidades del intestino delgado y no producen ningun tipo de toxinas, pero crean
un efecto citopatico, que puede generar o no diarrea (Carmona, 1997; Riveros et al., 2011,
y Sanchez, 2018).



1.2.5 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). ETEC conocida también como
“diarrea del viajero”, su mecanismo de infeccion es la adherencia a la mucosa del
intestino delgado por medio de pili o fimbrias, fabrica enterotoxinas termolabiles (TL) y
termoestable (ST) que se encuentran codificadas dentro de un plasmido o de
transposones. A medida que el nivel de enterotoxinas aumenta provoca la inhibicién de
absorcion de iones de sodio y la estimulacion de la secrecion de cloruro causando diarrea
acuosa, puede ir acompariado de fiebre y vomito, existe muy poca inflamacion que se la
conoce como “Infeccion no inflamatoria del intestino delgado” (Algorta, 2014; y

Rodriguez, 2002).

1.2.6 Escherichia coli enterohemorragico (EHEC). En 1975 se realiz6 el primer
aislamiento de la cepa patogénica O157:H7 en una muestra de heces obtenida de un
paciente con diarrea sanguinolenta (Pérez y Villalobos, 2016). En 1982 se produjo un
brote en pacientes que presentaron colitis-hemorragica en el cual se reportaron 26 casos
en el Estado de Oregdn, Estados Unidos, y tres meses después ocurrieron 21 casos en el
Estado de Michigan, llegando a determinar que los brotes fueron causados por el consumo
de hamburguesas poco cocidas (Nataro y Kaper, 1998). La contaminacion por EHEC
puede ocurrir durante el procesamiento, la distribucion y manipulacion de los alimentos
(Zou et al., 2014).

La primera cepa de Escherichia coli patdgena productora de la toxina Shiga like (STEC)
fue descrita por primera vez en 1977 por Konowalkchuck et al., quien junto con su equipo
de investigacion demostrd que era capaz de producir una toxina a la que se la denomino
verotoxina (Konowalchuk et al., 1977). Existen dos grupos principales de verotoxinas
(Vi1, Vt2) y STEC puede producir ambos tipos de verotoxinas (Institute for International
Cooperation Animal Biologics, 2010). En 1980 se logra identificar que E. coli puede
expresar genes de Shigella sp. (Stx1 y Stx2) y surge la idea de una “cepa mutante”,
originada por un bacteriéfago que puede causar enfermedades diarreicas; la cepa
encontrada presento antigenos O y H, y fue reconocida como: O157:H7 (Nataro y Kaper,
1998). Se ha demostrado que la toxina Stx2 tiene mayor actividad citotoxica que Stx1ly

presentan mayor riesgo de desarrollar diarrea sanguinolenta (Rivas et al., 2008.)



Las condiciones dptimas de supervivenciay crecimiento de EHEC influyen: temperatura,
pH, agua y alcalinidad (FAO/OMS, 2004). Se ha demostrado que la temperatura 6ptima
para el crecimiento de O157:H7 dentro de un laboratorio es de 37° C, no sobrevive a
temperaturas mayores que los 47°C, y sobrevive el proceso de congelacion (Doyle, 1991).
En el medio externo puede sobrevivir aproximadamente de 42 a 49 dias y producir toxinas
a una temperatura de 37°C y a una temperatura de 45°C puede vivir por 63 a 70 dias
(Mattar, et al., 2001).

1.2.6.1 caracteristicas de EHEC. Segin (Administracion Nacional de Medicamentos
Alimentos y Tecnologia Médica, 2011; Torres-Aguilar et al., 2015) el patotipo EHEC

presenta las siguientes caracteristicas:

- No fermenta sorbitol.

- No posee actividad de B-glucoranidasa.

- Latemperatura Optima de crecimiento varia entre los 30°C — 42°C.

- Sobrevive a temperaturas de -20°C

- Posee resistencia a los cambios de pH (4.4).

- Posee un antigeno flagelar H7.

- Dosis infecciosa de menos de 15 células.

- Posee varios factores de virulencia como: la Isla de Patogenicidad (PAI), el locus
de eliminacion del enterocito (LEE), adhesinas, intimina, chaperones, un sistema

de secrecion tipo 11y varias proteinas secretadas como Tir.

1.2.6.2 vias de transmisién EHEC. La infeccion por EHEC generalmente se produce
por el consumo de carnes poco cocidas, alimentos contaminado como vegetales y frutas;
contagio de persona-persona que generalmente se produce en centros médicos y otro
factor de riesgo pueden ser las granjas donde el humano entra en contacto directo con los
animales (OMS, 2018; Rojas, 2018; y Reporte Técnico de Vigilancia, 2006).

1.2.6.3 periodo de incubacion EHEC. El periodo de incubacion después de ingerir los

alimentos contaminados con EHEC puede variar entre tres a ocho dias (OMS, 2018).



1.2.6.4 cuadros clinicos EHEC. Los sintomas provocados por EHEC empiezan con
calambres abdominales que pueden ir acompafiado de fiebre y vomito que pueden ser
controlados a tiempo. Si el paciente no es atendido su cuadro puede empeorar
produciendo una enfermedad mortal conocida como el sindrome urémico hemolitico. Se
caracteriza por presentar complicaciones como trombocitopenia (disminucién de la
cantidad de plaquetas), anemia hemolitica (disminucion de la masa de glébulos)
insuficiencia renal aguda (los rifiones dejan de funcionar), hasta llegar a la muerte (FDA,
2019; OMS, 2018)

1.2.6.5 factores de virulencia de Escherichia coli O157:H7. El principal factor de
virulencia de Escherichia coli O157:H7 es la produccion de las toxinas adquiridas de
Shigella y denominadas Shiga-like (Stx), las cuales se dividen en dos tipos que son: Stx1
y Stx2 y estos a su vez se subdividen en subtipos que son: Stxla, Stxlc, Stx1d, Stx2a,
Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2f, Stx2g, siendo, Stx1a, Stx2a y Stx2d los genes que se asocian
con los casos mas severos (Scheutz et al., 2012). Stx se localiza dentro de un bacteriéfago
e inhibe la sintesis de proteinas, producen la muerte celular mediante la eliminacion del
residuo de adenina del ribosoma 60s que impide la union del ARN de transferencia al
ribosoma.(Gomes et al., 2016).

Las toxinas Stx se trasladan del intestino al torrente sanguineo, pasan por el rifién
causando dafios en las células glomerulares que alteran los filtros de las células del rifion

ocasionando el sindrome urémico hemolitico (SUH) (Mattar, Visbal, et al., 2001).

Otro factor asociado a la virulencia es la proteina Intimina, su extremo C-terminal es
responsable de la union a las células epiteliales causando lesiones de “adhesion/borrado”.
Esta proteina esta codificada por el gen eae, el cual forma parte de la isla de patogenicidad
PAI que codifica varios factores de virulencia, necesarios para llevar acabo lesiones de
“adhesion/borrado” de los enterocitos (Blanco et al., 2004; y Montero et al., 2019). Se
han identificado 14 variedades del gen eae que codifican 14 tipos y subtipos intiminales
(al, a2, B1, B2, y1,v2, 6,0, x, &, C, M, 1, A, u, v) (Blanco et al., 2004). Las cepas que
expresan intimina tipo al, a2 se adhieren al intestino delgado, mientras que las de tipo

v1, y2 se unen al colon (Varela et al., 2008).



Esta cepa coloniza la superficie de la mucosa intestinal causando lesiones en la pared del
enterocito, consecutivamente coloniza el colén con la toxina Shiga-like provocando una
alteracion en la barrera epitelial y en el transporte de iones que es provocado por la
produccién de la proteina Intimina codificada por el gen eae y posteriormente libera las
verotoxinas (Margall 1997; y Montero et al., 2019). Por otra parte, puede llegar al torrente
sanguineo atacar a los glébulos blancos provocando una respuesta inflamatoria; también
pueden adherirse a los enterocitos por la presencia de un plasmido que codifica fimbrina
(adhesina inicial) que borra las microvellosidades (Castillo, 2015; y Margall, 1997).
Generalmente los sintomas empiezan con un dolor abdominal y célicos, posteriormente

se produce la diarrea con sangre que debe ser tratada con urgencia.

Otro factor de virulencia es la hemolisina codificada por el gen ehxA, ubicada en un
plasmido enterohemorragico; se ha identificado la existencia de 6 subtipos (A-F). Este
gen provoca hemdlisis y esta asociado comunmente a enfermedades diarreicas y el

sindrome urémico hemolitico (Lorenz et al., 2013; y Pérez et al., 2016).

1.3 Formacion de Biopeliculas

Un factor de virulencia usado por E. coli es la formacion de biopeliculas que se define
como una comunidad de microorganismos que se encuentra adheridos a una superficie
bidtica (células epiteliales, piel humana y tejidos) o abidtica (metal, vidrio, implantes
médicos, entre otras). Se desarrollan en diferentes etapas donde secretan sustancias
protectoras. Durante la formacion del biofilm las bacterias se comunican a través de una
via de sefalizacién llamada quérum senssing (QS); durante éste, se segrega sustancias
auto-inductoras que ayudan a las bacterias a formar el biofilm y secretar factores de
virulencia (Naves, 2010; y Sharma et al., 2016).

Los biofilms pueden desarrollarse en cualquier ambiente que posea nutrientes
adecuados, la primera fase es la adhesion en la cual la bacteria interactta con la superficie
del sustrato, la segunda fase es la fijacidn de las bacterias al sustrato, la tercera fase es la
maduracion donde coloniza el sustrato formando micro-colonias, la cuarta fase es la
disgregacion en el cual se crea ambientes heterogéneos (Lindsay y et al., 2006; y Naves,
2010).
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1.4 Escherichia coli en América Latina

Escherichia coli es un agente etiolégico que se encuentra ampliamente distribuido por
todo el mundo, tanto en paises industrializados como los que estan en vias de desarrollo
(Villalobos, 2008). En la Tabla 1 se muestra los brotes causados por los diferentes
patotipos en Ameérica.

Tabla 1.

Brotes causados por diferentes patotipos de Escherichia coli en nifios menores de 5.

Pais Paciente N° muestra EPEC ETEC DAEC EAEC EIEC EHEC
(STEC)
) Con diarrea 4223 8.5 6.9 4.8 9.9 0.6 0.8
Peru N
Sin diarrea 3760 10.9 4.7 2.3 10.4 0.6 0.5
Brasi Con diarrea 1020 10 3.7 0 11.1 08.5 0.5
Sin diarrea 187 5.9 3.2 0 8.6 0 1.1
Argentina Con diarrea 112 6.2 8.9 0 8.9 6.2 6.2
(o Con diarrea 174 29 8.6 0 0 1.7 12
Meéxico .
Sin diarrea 30 0 0.6 0 0 0 0

Fuente: (Sanchez, 2018).

Diferentes estudios han demostrado que esta especie posee una fuerte estructura clonal,
es un organismo muy diverso que posee un genoma dindmico. Puede dispersarse de
manera epidémica, causando diversos brotes infecciosos (Tabla 2), esto se debe a que E.
coli ha obtenido genes de otros linajes bacterianos mediante transferencia horizontal
logrando que su género incluya diversos patotipos (Sanchez, 2018; Souza et al., 2001).
Figura 1.

Tabla 2.-
Patotipos de Escherichia coli.

Patotipo Sintomas Epidemiologia
EPEC Diarrea aguda, dolor abdominal, vémito y fiebre Nifios menores de 6 meses y hasta
baja 2 afios.
EHEC (STEC) Diarrea sin sangre, dolor abdominal, fiebre y Nifios y adultos.
vomito
EIEC Diarrea con mucosidad, sangre o diarrea acuosa Nifios menores de 5 afios.
ETEC Diarrea aguda acuosa Nifios menores de 5 afios.
EAEC Diarrea liquida con moco sin sangre Recién nacidos y nifios menores
de 2 afios.
DAEC Diarrea acuosa sin sangre Nifios de 1 a 5 afios

Fuente: (Diaz et al., 2014)
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Figura 1. Presencia de diferentes patotipos de Escherichia coli en paises de América Latina (Torres, 2017).

En el Ecuador, segun los ultimos datos presentados por el Sistema Integrado de Vigilancia
Epidemioldgica (SIVE, 2018) del Ministerio de Salud Publica y publicada en la Gaceta
Epidemioldgica N° 27, no se han identificado brotes causados por Escherichia coli
durante el 2016 y 2018; sin embargo, existe informacion sobre enfermedades transmitidas
por alimentos. Tabla 3. En el 2018 se notifico un total de 12.115 casos de intoxicaciones

alimentarias a nivel Nacional (Bastidas, 2018; y Ministerio de Salud Publica, 2018).

12



Tabla 3.

Intoxicaciones alimentarias causadas por patégenos no identificados en el Ecuador 2018.

Casos de Intoxicacion alimentaria, por provincia, semanas
epidemiolégicas 1-52, afio 2018

Provincia SE1-51 SE 52 Total
Pichincha 3.981 88 4.069
Guayas 2.488 16 2.504
Tungurahua 1.668 3 1.671
Manabi 942 25 967
Esmeraldas 775 13 778
Imbabura 684 13 697
Chimborazo 667 5 672
Orellana 569 11 580
El Oro 535 21 556
Carchi 426 1 427
Napo 389 8 397
Azuay 388 2 390
Loja 257 257
Pastaza 249 1 250
Cotopaxi 244 2 246
Santo 177 5 182
Domingo
Canfiar 141 3 144
Morona 132 4 136
Santiago
Los Rios 132 1 133
Sucumbios 120 120
Bolivar 66 66
Gal4pagos 63 63
Santa Elena 54 54
Zamora 15 15
Chinchipe
Zona no 3 3
delimitada
Total 15.165 222 15.387

Fuente: (Ministerio de Salud Publica, 2018).

1.5 Alimentos implicados

El principal reservorio de EHEC es el tracto intestinal del ser humano y animales de
sangre caliente. Por otra parte, los alimentos también son una fuente principal para la
propagacion de estas cepas , los mas implicados son: Vegetales (apio, lechuga, tomate,
pimiento, culantro, perejil), Carmes (bovinos, equinos, caprinos), Productos enlatados o
fermentados (jugos de manzana y embutidos), Productos lacteos (queso, manteca, leche)
(Vilte, 2015).

13



1.6 Escherichia coli en vegetales

El consumo de vegetales es primordial para la salud humana, contiene altas
propiedades alimenticias (minerales, vitaminas, energia, entre otros) (Garcia et al., 2002).
Anualmente se producen 450 millones de toneladas de vegetales, aumentando su
consumo; sin embargo, algunos de estos productos estan expuestos a la contaminacion

bioldgicay quimica, lo que genera un riesgo para la salud de los humanos (Mufioz, 2017).

La contaminacion quimica puede ocurrir principalmente a través de la raiz, debido a
que la mayoria de los vegetales son plantas rastreras que absorben los diferentes sustratos
del suelo, lo cual sugiere que la mayoria de los casos de contaminacion se da antes de la
cosecha Wachtel et al., (2002).

La contaminacién biologica se puede dar por medio de las fuentes de riego
contaminados, estiércol usado como abono, suelo contaminado. Los principales cultivos
que pueden ser afectados son los rastreos ya que se encuentran en contacto con el suelo y
las hojas pueden contaminarse con bacterias patdgenas que son perjudiciales para la salud

humana.

Los resultados de diferentes investigaciones revelan un incremento significativo en
brotes causados por agentes patdgenos por el consumo de alimentos frescos (Tabla 4).
Principalmente las hortalizas son portadoras de patégenos, su consumo representa un
posible mecanismo de transmision, convirtiéndose en uno de los responsable de las

enfermedades de transmisidn alimentaria (ETAS) (Guerrero et al., 2013; y Mufioz, 2017).

Tabla 4.
Infecciones a nivel mundial causadas por consumir vegetales contaminados
CASOS DE MICROORGANISMOS PATOGENOS ASOCIADOS CON FRUTAS Y VEGETALES

Microorganismos | Fecha Producto Pais Observaciones

Escherichia coli | 1993  Zanahorias US.A 168 casos

Escherichia coli | 1995  Lechuga US.A Agua de riego

Escherichia coli | 1995  Lechuga iceberg US.A Contaminacion cruzada de carne.

Escherichia coli | 1996  Lechuga US.A Por manipulacion.

Escherichia coli | 1996  Ré&banos Jap6n Mayor brote del mundo 6.000 casos, 3
nifios muertos.

Escherichia coli | 1997  Zumos de US.A

manzana
Escherichia coli | 2006  Espinacas 199 casos reportados, 22 eran nifios

menores de 5, 31 desarrollaron SHU.
26 estados afectados.
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Escherichia coli | 2011 Semillas Alemania  3.224 casos de los cuales 781

germinadas desarrollaron SHU y 22 fallecieron.
33 confirmados por ingesta de semillas.
Escherichiacoli | 2011  .................c.. Espafia 17 casos reportados con SHU, 1
fallecido.
Escherichiacoli | 2011  ...................... Dinamarca 26 casos, 8 reportados con SHU.
Escherichia coli | 2011  Pepinos, Lechuga  Espafia Nuevo serotipo.
Escherichiacoli | 2011 Semillas Francia 13 casos, 9 desarrollaron SHU.
Germinadas 2 casos se dieron por viaje Alemania.
Escherichia coli | 2013  Ensaladas US.A 33 casos reportados
preparadas 4 estados afectados
Escherichia coli | 2014  Trébol US.A 19 casos reportados
6 estados afectados.
Escherichia coli | 2016  Alfalfa Wisconsin 11 casos reportados

2 estados afectados
Escherichia coli | 2018  Lechuga de hoja Condado 62 casos reportados, 25 hospitalizados y

roja, verde, de Santa 2 presentaron SHU.
coliflor Bérbara 16 estados afectados.
Escherichia coli | 2019  Ensalada César Maryland 7 casos reportados.

Escherichia coli | 2019  Lechuga romana California 167 casos reportados, 85 hospitalizados
y 15 desarrollaron SHU.
27 estados afectados.

Fuente:(Centro Nacional de Epidemiologia, 2011; Leon, 2005; Prevention, 2019).

1.7 Vegetales de Estudio

A pesar de tratar de prevenir la contaminacion microbiana en hortalizas, se ha
comprobado que diversas cepas de E. coli han desarrollado mecanismos para infectar
diferentes tipos de cultivos. Por ende, es mas comun la contaminacion en vegetales crudos
especialmente de bulbo o rastreros (lechuga, espinaca, apio, perejil), estos han ocasionado
diversos brotes a nivel mundial. Estudios han demostrado que cepas de EHEC se adhieren
a la planta usando sus flagelos, después infecta los tejidos internos y coloniza al vegetal
(Abdul et al., 1993; Torres-Aguilar et al., 2015; y Wright et al., 2017). Los vegetales de

estudio fueron:

1.7.1 Apium graveolens. Conocido comunmente como Apio, pertenece a la familia de
las Apiaceae como se observa en la Tabla 5. Es originario del Oriente Medio, es una
especie de clima templado-frio, su temperatura oscila entre los 10°C a 18°C. Posee un

alto contenido de vitaminas, potasio, sodio y proteinas (Pino, 2010; y Sendraet al., 2011).
1.7.2 Coriandrum sativum. Generalmente conocido como cilantro o culantro,

pertenece a la familia Apiaceae. Originaria de la regién mediterranea, occidental

introducida y cultivada en el pais. La temperatura del cultivo oscila entre los 15°C a los
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21°C. Posee un alto contenido en aceites esenciales y aromaticos, una alta concentracion

en caroteno, calcio, vitamina B1, (Cahuasqui, 2011; y Cuenca, 2015).

1.7.3 Lactuca sativa. Conocida generalmente como lechuga, pertenece a la familia
Asteraceae. Originaria de la India, es considerada uno de los grupos méas importantes
dentro de las hortalizas. La temperatura para su desarrollo oscila entre los 30°C y -6 °C.
Aporta una gran variedad de nutrientes, vitaminas y proteinas. Se consume

frecuentemente en forma de ensalada, (Garcia, 2001; y Salinas, 2013).

1.7.4 Petroselinum crispum. Conocida cominmente como perejil, pertenece a la
familia Apiaceae. Originaria del Mediterraneo, la temperatura dptima para su crecimiento
varia entre los 10°C a los 20°C. Posee un alto contenido de vitaminas Ay C, generalmente
se consume en forma de infusiones, en jugos y sirve de condimento, puede combatir la

anemia, gastritis (Ramirez, 2011; y Sevilla, 2013).

1.7.5 Capsicum annum. Generalmente conocido como pimiento, pertenece a la
familia Solanaceae. Originaria de América del Sur que crece en climas calidos con una
temperatura 6ptima de 18 a 21°C. Esta hortaliza es de gran consumo por su alto contenido
de vitaminas A, C, calcio, fésforo y un alto nivel en fibra para una dieta regulada
(Agropecuario, 2000; y Deker, 2011).

1.7.6 Solanum lycopersicum. Conocido cominmente como tomate rifion, pertenece a
la familia Solanaceae. Originaria de la region de los Andes. Es una de las hortalizas méas
importantes y de mayor consumo a nivel mundial. La temperatura Optima para el
desarrollo de este cultivo varia entre 21°C y 27 °C. Fuente principal de vitaminas Ay C,

aminoéacidos y acidos organicos (Ausay, 2015; y Sevilla, 2013).

Tabla 5.

Taxonomia de los vegetales de estudio
Clasificacion  Apio Cilantro Lechuga Perejil Pimiento Tomate
taxonomica
Orden: Asteridae Apiales Asterales Apiales Solanales Solanales
Familia: Apiaceae Apiaceae Asteraceae Apiaceae Solanaceae Solanaceae
Género: Apium Coriandrium Lactuca Petroselinum Capsicum Solanum
Especies: Apium Coriandrium Lactuca sativa  Petroselinum Capsicum Solanum

graveolen sativum. crispum annum .lycopersicum
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1.8. Metodologia para la Identificacion de microorganismos

Existen diversas metodologias para la identificacion de microorganismos. desde
métodos fenotipicos hasta moleculares. Un método muy utilizado en la actualidad por su
robustez y reproducibilidad es la técnica de MALDI-TOF.

1.8.1 MALDI-TOF (Matrix-assited laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry)
MALDI-TOF es una técnica basada en la espectrometria de masas que permite estudiar
la distribucion de las moléculas de una sustancia en funcion de su masa, analiza
biomoléculas de gran tamafio usando un laser como fuente de ionizacion y una matriz
orgénica para facilitar el proceso; a diferencia de otro tipo de espectrdmetros permite que
se produzca menos fragmentos en la muestra y que la interpretacion que se genere sea
mas sencilla (Ercibengoa y Alonso, 2018). Los espectrometros de masas constan de 3
componentes principales que son: la fuente de ionizacion, el analizador y el detector. La
muestra es analizada mediante MALDI (espectrometria de masas) que permite el analisis
de biomoléculas, tras la ionizacion la muestra que pasa por un analizador tipo TOF que
separa los iones en relacién a masa/carga en el tiempo, los iones impactan contra el
detector que obtiene la informacion necesaria y hace una comparacion de su espectro con

los perfiles proteicos (Maldonado et al., 2018; y Zboromyrska, 2014).

Este método se ha convertido en una herramienta importante para la identificacion
bacteriana a nivel de laboratorio; esta técnica se basa en el analisis de proteinas
principalmente ribosomales (huella peptidica) a partir de colonias; el analisis que hace
conlleva a la creacion de un perfil proteico especifico para cada especie, lo compara con
perfiles almacenados en bases de datos y genera un informe de identificacion (Zarate et
al., 2014). La ventaja de utilizar MALDI-TOF es su alto rendimiento, aplicacion en
muestras sélidas, facilidad de uso y rapidez en la emision de resultados, asi como su

reproducibilidad (Ercibengoa y Alonso, 2018).

1.9 Tipificacion para y analisis de clonalidad de cepas de Escherichia coli
1.9.1 BOX-A1R
Las técnicas de tipificacion se han clasificado en fenotipicas (basadas en caracteristicas

bioquimicas y fisiologicas) y en genotipicas (basada en el estudio de ADN). Las técnicas
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genotipicas 0 moleculares que analizan propiedades o polimorfismos genéticos en

bacterias han ampliado notablemente el campo de la tipificacion (Fernandez et al., 2013).

El empleo de las técnicas de tipificacion molecular es atil en la vigilancia y control de
brotes epidemiologicos, ya que permite determinar la relacion clonal que existe entre
diferentes cepas aisladas de la misma especie, identificar los reservorios, determinar el

namero de clones circulantes y las vias de transmision.

La ventaja que existe en las técnicas genotipicas es que pueden aplicarse a un nimero
mayor de especies bacterianas y establecer una relacion genética mas real (Castro et al.,
2009; y Fernandez et al., 2013).

Los métodos de tipificacion molecular pueden utilizar como diana ADN cromosomico y
elementos genéticos maéviles de transmision horizontal. Se pueden clasificar en 3 tipos de
técnicas que son: técnicas basadas en el estudio de perfiles de restriccion del ADN,
técnicas que amplifican secuencias de ADN mediante PCR y técnicas basadas en la

secuenciacion de genes.

La técnica de amplificacion de ADN utilizan como diana genes o secuencias de ADN
especificas (Fernandez et al., 2013), un ejemplo de esta técnica es BOX-A1R.

1.10 Marco legal
1.10.1 Constitucion del Ecuador. Art. 13.- Las personas y colectividades tienen
derecho al acceso seguro y permanente a alimentos sanos, suficientes y nutritivos;
preferentemente producidos a nivel local y en correspondencia con sus diversas

identidades y tradiciones culturales.

Art. 14.- Se reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano y

ecologicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir.

Art. 15.- El Estado promoverd, en el sector publico y privado, el uso de tecnologias
ambientalmente limpias y de energias alternativas no contaminantes y de bajo
impacto. La soberania energética no se alcanzara en detrimento de la soberania

alimentaria, ni afectara el derecho al agua.
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Art. 32: menciona que “La Salud es un derecho que garantiza el Estado, cuya
realizacion se vincula al ejercicio de otros derechos, entre ellos el derecho al agua y

la alimentacion y otros que sustentan el buen vivir".

Art. 361, dispone que: "El Estado ejercera la rectoria del sistema a través de la
autoridad sanitaria nacional, sera responsable de formular la politica nacional de
salud, y normard, regulard y controlard todas las actividades relacionadas con la

salud”.

1.10.2 Ley Organica de Salud. Articulo 6, Numeral 18, sefiala como
responsabilidad del Ministerio de Salud Publica regular y realizar el control sanitario
de la produccion, importacion, distribucién, almacenamiento, transporte,
comercializacion, dispensacion y expendio de alimentos procesados y otros productos
para uso y consumo humano; asi como los sistemas y procedimientos que garanticen

su inocuidad, seguridad y calidad.

Art.16, dispone que: "El Estado establecera una politica intersectorial de seguridad
alimentaria y nutricional, que propenda a eliminar los malos habitos alimenticios,
respete y fomente los conocimientos y practicas alimentarias tradicionales, asi como
el uso y consumo de productos y alimentos propios de cada regién y garantizara a las
personas, el acceso permanente a alimentos sanos, variados, nutritivos, inocuos y

suficientes."

Art.129, dispone que: "EI cumplimiento de las normas de vigilancia y control
sanitario es obligatorio para todas las instituciones, organismos y establecimientos
publicos y privados que realicen actividades de produccion, importacion, exportacion,
almacenamiento, transporte, distribucion, comercializacion y expendio de productos

de uso y consumo humano."

Art.132, establece que: "Las actividades de vigilancia y control sanitario incluyen las
de control de calidad, inocuidad y seguridad de los productos procesados de uso y
consumo humano, asi como la verificacion del cumplimiento de los requisitos

técnicos y sanitarios en los establecimientos dedicados a la produccion,
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almacenamiento, distribucion, comercializacion, importacion y exportacion de los

productos sefialados"

Art.138, estipula que: "La Autoridad Sanitaria Nacional, a través de su entidad
competente otorgara, suspenderd, cancelara o reinscribira, la notificacion sanitaria o
el registro sanitario correspondiente, previo el cumplimiento de los tramites requisitos

y plazos sefialados en esta Ley y sus reglamentos."

Art.142, estipula que: "La entidad competente de la autoridad sanitaria nacional
realizara periédicamente inspecciones a los establecimientos y controles pos-
notificacion de todos los productos sujetos a notificacion o registro sanitario, a fin de
verificar que se mantengan las condiciones que permitieron su otorgamiento,
mediante toma de muestras para analisis de control de calidad e inocuidad, sea en los

lugares de fabricacion, almacenamiento, transporte, distribucion o expendio."”
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1.11 Problema

Los alimentos son la fuente principal para fomentar una buena salud; sin embargo, se
encuentran expuestos a diferentes agentes patdgenos, los cuales son factor principal de
mas de 200 enfermedades, que van desde diarrea hasta cancer, y se estima que 420 mil
personas mueren al afio por esta causa (ONU, 2019). Se considera que uno de los factores
principales de contaminacion microbiana para los cultivos son las aguas de riego
contaminadas, ademas, los cultivos especialmente de hortalizas que son expuestos a las
heces de animales, debido a que son utilizados como fuente principal de abono
(Mukherjee et al., 2004; y Mufioz, 2017).

El incremento en el consumo de vegetales ha generado una produccion a mayor escala
de los mismos, debido a que son productos frescos recomendados por su alto contenido
alimenticio, y que se los emplea como ingredientes en una dieta saludable (Olaimat y
Holley, 2012). A menudo las verduras se consumen crudas y su consumo puede resultar
en la ingestion de microorganismos patdgenos, el cual es un factor de riesgo potencial

para la salud humana (Heaton y Jones, 2008).

1.12 Justificacion

Escherichia coli es reconocida como una de las principales enterobacterias por su alta
prevalencia a nivel mundial, a pesar de que es una bacteria que habitualmente se
encuentra en la microbiota humanay esta presente en animales de sangre caliente, existen
algunos patotipos que pueden generar graves enfermedades incluso hasta la muerte. Los
patotipos mas comunes y virulentos son: E. coli enterohemorragico EHEC, E. coli
enteropatdgeno EPEC, E. coli enteroinvasivo EIEC y E. coli enterotoxigénico ETEC,
estos patotipos son patdgenos oportunistas que causan hasta el 40% de diarrea en nifios
menores de cinco afos y es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial (Arrobo et al., 2017; y Bhavnani et al., 2016).

Los resultados de diferentes investigaciones revelan un incremento significativo en
brotes causados por agentes patdgenos por el consumo de alimentos frescos y agua
contaminada, segin un informe de la OMS conjuntamente con la FAO mas de 600
millones de personas contrajeron enfermedades transmitidas por alimentos provocando
la muerte de 420.000 personas. La aparicién del serotipo O157:H7 del patotipo EHEC

genera gran alarma ya que es un patégeno importante en la transmision alimentaria que
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provoca graves enfermedades como el sindrome urémico hemolitico (SHU) y colitis
hemorragico (FAO/OMS, 2018).

Este trabajo se enfoco principalmente en el estudio de vegetales comercializados en
Ibarra. Estos tipos de hortalizas se consumen generalmente sin un proceso de coccion, lo
que permite que la carga bacteriana sea mayor, facilitando la colonizacion en los
consumidores (Heaton y Jones, 2008). Los principales cultivos de hortalizas que pueden
ser afectados son los rastreos ya que se encuentran en contacto con el suelo y las hojas
pueden contaminarse con bacterias patdgenas que son perjudiciales para la salud humana.
Una de las fuentes de contaminacion en este tipo de hortalizas puede ser las aguas de
riego y el estiércol usado como abono (Torres-Aguilar et al., 2015).

En Ecuador segun el boletin N°52 emitido por el Gaceta Epidemioldgica SIVE del
Ministerio de Salud Publica notifica 15.387 casos de intoxicacion alimentaria en el 2018,
reportando en la provincia de Imbabura 13 casos en el mes de diciembre (Ministerio de
Salud Publica, 2018). Es importante determinar la presencia y prevalencia de este tipo de
microrganismos dentro del pais, para eso es necesario recurrir a pruebas especificas
usando medios de cultivo selectivos o Kits rapidos que determinen la existencia de estos
patotipos para asi tratar de disminuir las enfermedades de trasmision alimentaria (ETAS).
Es primordial el control, la prevencion y el manejo de las Normas HACCP (Hazard
Analysis & critical Points) enfocado en el Sistema de Analisis de Riesgos y Puntos
Criticos de Control para tener una buena cadena productiva evitando la contaminacion
(Arrobo et al.,, 2017).
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1.13 Pregunta directriz de la investigacion

¢ Los vegetales comercializados en la ciudad de Ibarra muestran presencia de cepas

de Escherichia coli verotoxigénica?

1.14 Objetivos
1.14.1 Objetivo general.

Caracterizar aislados de Escherichia coli verotoxigénica obtenidos a partir de vegetales

comercializados en la ciudad de Ibarra.

1.14.2 Objetivos especificos.

Determinar la presencia de Escherichia coli verotixigénica en las diferentes muestras

vegetales.

Evaluar las relaciones clonales de los aislados de Escherichia coli verotoxigénica

obtenidos en las diferentes muestras vegetales.

Generar un protocolo de vigilancia epidemiologica para la ocurrencia de Escherichia coli

verotoxigénica en vegetales.

1.15 Hipotesis

Existe la presencia de Escherichia coli verotoxigénica en vegatales de consumo crudo

en los principales mercados de Ibarra.
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CAPITULO I

Metodologia

2.1 Area de Estudio.

La presente investigacion fue realizada en la ciudad de Ibarra en la provincia de
Imbabura, Ecuador. La ciudad esta ubicada a 0°21'46"N - 78°07'48"0, con una superficie
total de 41km?, una altura de 2 225m.s.n.m., y una poblacion de 131 900 habitantes segun
el censo del 2010. Las muestras vegetales fueron tomadas de tres mercados de la ciudad,

denominados: Mercado 1, 2 y 3, respectivamente. (Figura 2).

El estudio también consto de una fase experimental realiza en dos laboratorios. El
aislamiento, crio-preservacion e identificacion de genes de virulencia en los Laboratorios
de Biotecnologia Aplicada y Biotecnologia Vegetal de la carrera de Biotecnologia de la
Universidad Técnica del Norte. Por otra parte, la identificacién de patotipos, genes de
virulencia y produccién de biopeliculas se realizé en el en el Laboratorio 2 del
Departamento de Microbiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Auténoma de México (UNAM), en Cuernavaca, Morelos — México.
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Figura 2. Mapa de la ubicacion de los tres Mercados de la ciudad de Ibarra-Imbabura, incluidos en el estudio.
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2.2 Recoleccidn de Muestras Vegetales

Se seleccionaron seis vegetales de estudio (apio, culantro, lechuga, perejil, pimiento y
tomate) debido a su tipo de crecimiento al estar en contacto con el suelo lo que los hace
susceptibles a la contaminacion bacteriana (Bordenave, 2018). Las muestras vegetales
fueron tomadas mediante un muestreo no probabilistico. Se tomaron tres muestras de cada
vegetal en un periodo de tres semanas (tres por semana). Esto se realiz6 en puestos
especificos que fueron seleccionados con anterioridad. Se manipuld la muestra con
guantes y alcohol para evitar posible contaminacién cruzada. Cada muestra fue
almacenada en fundas herméticamente selladas, etiquetadas y llevadas al laboratorio para

su inmediato procesamiento (Guerrero et al., 2013; y Huapaya et al., 2001).

2.3 Procesamiento de las muestras

Primero, se pesaron 150 g de cada muestra vegetales escogiendo secciones de mejor
calidad organoléptica (color y textura), ya que estas porciones son las que se consumirian
normalmente. Posteriormente, se fracciond cada una de las muestras. Finalmente, se
colocaron en frascos de Erlenmeyer independientes con 250 ml de agua peptonada
(Anexo 4) y se agitdé durante 30 minutos a 180 rpm en un agitador orbital para que los

microorganismos se desprendan del vegetal. (Guerrero et al., 2013 y; Mufioz, 2017).

Posteriormente, se filtré las muestras utilizando una bomba de vaci6 (Roker 410 ®) a
través de un filtro de celulosa con poro de 0.45um. En el vaso de la bomba, se afiadid
alicuotas de: 0.1, 1, y 10 ml y se afor6 con 100 ml de agua destilada estéril. Para evitar
contaminacion entre las muestras, se realizd un proceso de limpieza del sistema de
filtrado. Este consistié en colocar el vaso de filtracion sumergida en hipoclorito de sodio
al 70% durante cinco minutos. Posteriormente, se sumergio el vaso en alcohol etilico

durante cinco minutos. Finalmente, se lavé con agua destilada. (Ortega et al., 2018)

El filtro fue colocado en cajas de Petri con medio de cultivo MacConkey correctamente
etiquetadas (Anexo 5y 6). Después se procedi6 a incubar las cajas a 37°C durante 24
horas, Al siguiente dia se observé el crecimiento y se realizd un conteo de colonias
especificando el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) mediante el uso del

estereoscopio.

25



2.4 Aislamiento de cepas de Escherichia coli

Para el aislamiento de cepas se tomd en cuenta la morfologia caracteristica de colonias
de Escherichia coli en el medio de cultivo MacConkey (color rosado intenso no mucoide).
Se tomaron de 1 a 2 colonias de cada caja de Petri dependiendo del crecimiento que haya
existido en cada filtro, y se transfirieron mediante la técnica de agotamiento a nuevas
cajas de Petri con medio MacConkey, se incubaron a 37°C durante 24 horas, el
procedimiento se lo repitié hasta obtener una cepa pura (Gutiérrez Romero et al., 2017; y
Ortega et al., 2018).

2.5 ldentificacion de especie mediante MALDI-TOF

Las cepas aisladas se enviaron via terrestre a un laboratorio especializado en la ciudad
de Guayaquil para la identificacién de especie mediante espectrofotometria de masas
MALDI-TOF.

2.6 Crio-preservacion de los aislados

En un tubo Eppendorf de 2 ml se coloc6 700 ul de caldo TSB y 300 pl de glicerol
esteril. Después, se inocularon de 4 a 5 colonias en los tubos, se homogenizaron las
muestras y se etiquetaron. Finalmente, se colocaron en congelacion a -20°C (Gutiérrez
Romero et al., 2017; y Ortega et al., 2018). Este procedimiento se realiz6 para la

conservacién/preservacion de las bacterias aisladas.

2.7 Extraccion de ADN

Primero, se tomd 2 a 3 colonias y se colocé en un tubo eppendorf con 1 ml de agua
destilada autoclavada. Se homogenizé la muestra mediante vértex (Labnet ®) y se
centrifugd durante 1 minuto a 14.000 rpm. Después se desechd el sobrenadante y se
repitié una vez mas el mismo procedimiento. Posteriormente, se colocd 500 ul de agua
destilada autoclavada, se homogenizo y se coloco en un termobloque (Labnet ®) a 96° C
durante 10 minutos. Finalmente se centrifugd durante 10 minutos a 14.000 rpm y se
recuper6é el sobrenadante que contiene el ADN en un nuevo eppendorf estéril, el

procedimiento se describe en la figura 3 (Rodrigues et al., 2016).

( \
Obtencion de Conservacion de
cepas puras. ADN.
| J/
< L a
( ) Colocar en tubos Centrifugacion y
Tomar 2 a3 eppendorf con |$ eliminacion del |$ Colocar en el
L colonias. ) agua destilada. sobrenadante. termobloque.

Figura 3. Diagrama de proceso de extraccion de ADN de Escherichia coli.
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2.8 ldentificacion molecular de Escherichia coli verotoxigénica y otros patotipos

La identificacion se realizé6 mediante PCR utilizando iniciadores especificos para los

genes de virulencia de Escherichia coli, detallados en la Tabla 6. La presencia de estos

genes permitira identificar si los aislados pertenecen a algun patotipo (Muller et al., 2007).

Tabla 6.

Genes de virulencia para la identificacion de los patotipos de Escherichia coli

Gen Patotip Tamafio Secuencia 5’ a 3’ Temperatura
0 (pb) Annealing
eae | EPEC, 579 F AGGCTTCGTCACTGTG 58
EHEC R CCATCGTCACCAGAGGA

exha | EHEC 670 F CCGTATCTTATAATAAGACGG

R CCTCCTTCATCTGCAATTG 58
Stx1 | EHEC 244 F CACATATAAATTATTTCTCCTC

R TCAACGAAAAATAACTTCGCTGAATCCC 58
Stx2 | EHEC 124 F CAGTTAATGTGGTTGCGAAGGAATTTACC

R ATGAAGTGTATATTATTTAAATGGGTACTGTG 58

fliC | EHEC 645 F AGCTGCAACGGTAAGTGATTT

R GGCAGCAAGCGGGTTGCTC 60
rfbE | EHEC 310 F CAGGTGAAGGTGGAATGGTTGGTC

R TTAGAATTGAGACCATCCAATAAG 59
bfpB | EPEC 910 F GACACCTCATTGCTGAAGTCG

R CCAGAACACCTCCGTTATGC 58
invE | EIEC 766 F CGATAGATGGCGAGAAATTATATCCCG

R CGATCAAGAATCCCTAACAGAAGAATCAC 58
aggR | EAEC 400 F ACGCAGAGTTGCCTGATAAAG

R AATACAGAATCGTCAGCATCAGC 58
estla | ETEC 157 F CCTCTTTTAGYCAGACARCTGAATCASTTG

R CAGGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG 58
estIB | ETEC 171 F TGTCTTTTTCACCTTTCGCTC

R CGGTACAAGCAGGATTACAACAC 58
astA | EAEC 102 F TGCCATCAACACAGTATATCCG

R ACGGCTTTGTAGTCCTTCCAT 58

Fuente: (Lorenz et al., 2013; Miller et al., 2007; Prakasan et al., 2018).
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2.8.1 Reaccion en cadena polimerasa

Para la PCR se utilizd la polimerasa comercial GoTag® Green Master Mix (Promega).
La reaccion PCR tuvo un volumen de 25 pl, contenia: 12.5 pl de Master Mix GoTaq®
Green Master Mix, 0.5 pul de primer forward, 0.5 pl de primer reverse (eurofins ®), 1.5ul
de cloruro de magnesio MgCl> (Promega®), 3 pl de ADN bacteriano y 8.5 pl de agua
destilada estéril. Se utilizo agua estéril como control negativo (Mller et al., 2007).. Los
tubos fueron colocados en el termociclador (SimpliAmp®). El programa de amplificacion

se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7.
Programacion de PCR para los genes de estudio
Gen fliC_F
Ciclo Temperatura Tiempo
Desnaturacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturacion ciclica 94°C 1 minutos
Anillamiento 57°C 30 segundos
Extension ciclica 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 7 minutos

Ne de repeticion de ciclos: 30

Conservacion 4°C tiempo indefinido

Genes: eae, exhA, Stx1, Stx2, bfpB, invE, aggR, estla, estlb, astA

Ciclo Temperatura Tiempo
Desnaturacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturacion ciclica 94°C 1 minutos

Anillamiento 58°C 30 segundos

Extension ciclica 72°C 1 minuto

Extension final 72°C 7 minutos

N° de repeticion de ciclos: 30

Conservacion 4°C tiempo indefinido
Genrbf E
Ciclo Temperatura Tiempo
Desnaturacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturacion ciclica 94°C 1 minutos
Anillamiento 59°C 30 segundos

Extensidn ciclica 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 7 minutos

Ne de repeticion de ciclos: 30

Conservacion 4°C tiempo indefinido
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2.8.2 Electroforesis de la amplificacion de los genes de virulencia.
Se prepar6 80 ml de gel de agarosa al 1% (Invitrogen®) en tampdn TBE (1x) y se colocd
3ul de SYBR Safe, (Invitrogen®), homogenizando la mezclar.

Se vertié la preparacion en un molde de electroforesis (Labnet®) permitiendo su
polimerizacion en oscuridad durante 15 minutos. Posteriormente, el molde con el gel de
agarosa fue colocado dentro de la cAmara de electroforesis que contenia solucion tampén
TBE (1x). Se coloco en los pocillos 25 pl de cada producto de PCR. Se usé 3 ul del
marcador de peso molecular ADN de 1 Kb (abm®, Invitrogen ®), se cargd las muestras
en el siguiente orden: Primero se coloco el marcador de peso molecular ADN de 1 Kb
(abm®, Invitrogen ®), segundo se coloco el control negativo, tercero se colocd el control
positivo y cuarto se colocaron las demas muestras. El gel fue sometido a 5.0 VV/cm durante
45 minutos.

Los productos de electroforesis fueron visualizados en un transiluminador (Cleaver®)

para luego ser fotodocumentados.

2.9 Biopeliculas

La habilidad de formar biopeliculas es considerada un factor de virulencia. Para el
estudio de la produccién de biopeliculas en Escherichia coli, se preparé cultivos de las
cepas en tubos de ensayo con 5 ml de caldo LB. Después, se transfirié 50 ul del cultivo
bacteriano a nuevos tubos con medio LB al 50%, posteriormente se tom6 200 pl de esta
nueva dilucién y se coloc6 en placas de poliestireno de fondo redondo de 96 pocillos para
cultivo celular como se detalla en la Figura 4. Las placas se incubaron a temperaturas de
30°C y 37°C durante 3 dias por duplicado.

O Pocillos que quedaron libres.
O Pocillos que se colocd el Blanco (medio puro).
O Pocillos que se colocd el control positivo.

O Pocillos que se colocaron las muestras.

Figura 4. Descripcion de la placa de lisa. (96 pocillos). Los pocillos de color verde se dejaron libres, en los
pocillos de color amarillo se coloco el blanco, y en los pocillos de color rosase coloc el control positivo (rosado) que
consistié de una cepa caracterizada del patotipo EPEC y en los pocillos de color tomate se colocaron los cultivos
bacterianos, una cepa en cada 5 pocillos.
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Al tercer dia se realizo la primera lectura mediante espectrofotometria a una longitud

de onda de 620nm de una de las repeticiones, tanto con incubacion a 30°C como a 37°C.

Posteriormente, esta repeticion fue lavada con 200 pl de PBS (buffer salino de fosfato)
desechando rapidamente el buffer; se repitio el procedimiento 3 veces. Después, se coloco
200 pl de metanol dejando reposar durante 15 minutos con la tapa para evitar la
evaporacion, se desecho el metanol y se permitio su completa evaporacion. Después, se
colocé 200 pl de cristal violeta durante 10 minutos, se enjuago con agua destilada 3 veces
y se permitio su completa evaporacion. Finalmente, se agregd 200 ul de acido acético al
33%, se colocd en agitacion durante 5 minutos y se procedio a leer en el lector de
microplacas a una longitud de onda de 560 nm. Al cuarto dia de incubacion, se repitid
todo el procedimiento con la otra repeticion, tanto con incubacion a 30° C como a 37° C.
Se analiz6 la relacion 560/620 nm comparando con el control EPEC para evaluar la

produccion de biopeliculas(Castillo et al., 2018)

2.10 Tipificacién para anélisis de clonalidad de cepas de Escherichia coli

2.10.1 PCR palindromica extragénica repetitiva basada en BOX-A1R. Se uso
BOX-PCR para identificar la relacion clonal de los aislados de E. coli presentes en los
vegetales de estudio. La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25uL que
incluy6: 12.5ul de GoTag® Green Master Mix (Promega), 4pul de ADN, 2 ul del iniciador
universal BOX-A1R, 0.5 pl de MgCl, y aforando con agua destilada estéril. Se us6 agua
estéril como control negativo (Osek, 2002). En la Tabla 8 se observa el programa de
amplificacion.

Tabla 8.
Programacion de PCR para el analisis de clonalidad mediante BOX-A1R

BOX-A1R
Ciclo Temperatura Tiempo
Desnaturacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturacion ciclica 94°C 1 minuto
Anillamiento 40°C 2 minutos
Extension ciclica 72°C 2 minutos
Extension final 72°C 10 minutos

N° de repeticidn de ciclos: 35
Conservacion 4°C tiempo indefinido
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2.10.2 Electroforesis del producto de BOX-PCR.
Se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 2.0%, siguiendo las especificaciones del
apartado 2.2.9.1, cargando directamente 15 pl de la muestra en cada pocillo y sometiendo
al gel a 5.0 V/cm durante 70 minutos. Se visualizd en un transiluminador y se

fotodocumento.

2.10.3. Analisis del producto de BOX-PCR
El patrén de bandas, resultado de la BOX-PCR se analizd usando el modulo Fingerprint

Data del programa bioinformatico bioNumerics v.7. Se construy0 un dendrograma
UPGMA utilizando el indice de DICE.

2.11 Elaboracion del Protocolo de Vigilancia Epidemiologica cepa O157:H7

Para el disefio del Protocolo se tomo recomendaciones de normas establecidas en otros
paises enfocandose tales como: reservorios, vias de transmisién, cuadro clinico,
confirmacion de especie, medidas de prevencion y control, y las caracteristicas
primordiales que presenta la cepa O157:H7 dentro de las hortalizas que hemos estudiado.
Sin embargo, no existen protocolos para el a&rea ambiental ya que hay mas prioridad para
la parte clinica; no obstante, se ha elaborado un protocolo basado en el a&rea ambiental y
el lugar donde expenden los vegetales.

Se establecié medidas para la identificacion microbioldgica de la cepa como: pruebas
quimicas y moleculares. En las pruebas quimicas se han mencionado diferentes medios
tanto sélidos como liquidos que ayudan a aislar e identificar la presencia de la bacteria;
se ha basado en los medios usados durante el trabajo experimental y en otros estudios
realizados en la misma cepa. Adicionalmente, después de aislar la cepa se deben usar
pruebas moleculares que confirmen la existencia del microorganismo, se han nombrado

primers especificos para la verificacion del antigeno somatico O157 y flagelar H7.

Por otro lado, se propuso medidas ante un posible brote producido por la cepa

0157:H7 y se realiz6 recomendaciones para evitar un contagio.
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2.12 Anélisis estadistico

Para el andlisis estadistico del estudio, los datos obtenidos fueron ingresados en el
programa estadistico SPSS v.12. Se realizé prueba de contingencia de chi-cuadrado entre
tipo de vegetal y tipo de bacteria, de la misma forma se evalud la contingencia entre
mercado y tipo de bacteria. Se realizé una prueba de analisis de la varianza (ANOVA)
para determinar si el nimero de microorganismos es dependiente de los factores mercado
y tipo de vegetal. Los datos fueron evaluados para constatar si cumplian los supuestos de
homogeneidad de varianzas y normalidad mediante pruebas de Leven y Shapiro Wilks

respectivamente. Valores de p<0,05 fueron consideraron como significativos.

Por otro lado, para el andlisis clonal se evalud, mediante el célculo del indice de

diversidad de Simpson, que se basa en la comparacion de diferentes poblaciones

1
N(N-1)

muestreadas, la formula empleada fue: D =1- Yhi=1nj (nj —1). Donde N es el

naumero total de cepas en la muestra poblacional, S es el nimero total de patrones de
bandas descritos y nj es el nimero de cepas que pertenecen al mismo patron de bandas
estudiado. Mediante la est4d ecuacion se calcula la probabilidad de que una cepa
muestreada pertenezca al mismo grupo poblacional (Hunter y Gaston, 1988).

32



CAPITULO Il

Resultados

3.1 Numero de Unidades Formadoras de Colonias

Se obtuvo un total de 64 muestras vegetales, las cuales fueron analizadas y sembradas
en diferentes diluciones, arrojando como resultado final 180 cultivos microbianos. El
ANOVA para el nimero de unidades formadoras de colonias identificado en cada tipo de
vegetal mostré diferencias significativas (F:2.428; gl: 5; p<0.001), de igual forma para
cada mercado (F:1.195; gl:2; p<0.000). Por otra parte, la interaccion entre vegetal y

mercado no presento diferencias significativas (F:1.021; gl:10; p= 0.229).

Se evidencio que los vegetales de estudio del Mercado 1 presentaron mayor nimero

de unidades formadoras de colonias (figura 5).
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Figura 5. Mediana de las unidades formadoras de colonia presentes en las muestras de los mercados en estudio.

Se demostro que el apio y perejil son los vegetales que mayor unidades formadoras de

colonias presentaron (figura 6).
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Figura 6. Mediana de las unidades formadoras de colonias presentes en los vegetales de estudio.
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3.2 Aislamiento e Identificacion de Aislados

La prueba de Chi-cuadrado resulté en contingencia entre los aislados obtenidos y el

mercado en el cual fue tomada la muestra (x?=57.35; gl= 26; p<0.00). Se puede observar

que el Mercado 1y 2 presentan mayor presencia de Escherichia coli con un total de 12 y

11 cepas respectivamente. En total se pudieron identificar 29 cepas de E. coli. (figura 7).
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Figura 7. Identificacion de bacteriana presentes en los mercados mediante Maldi-Tof.

De igual forma, con la prueba Chi-cuadrado se demostré que no existe contingencia

entre el nimero de aislados obtenidos de cada especie y el tipo de vegetal (x*=75.04; gl=

65; p=0.185). Los vegetales que presentaron mayor cantidad de Escherichia coli son el

apio y el perejil con 6 muestras cada uno, el tomate present6 aislados de E. coli en menor

cantidad, pero presento mayor cantidad de Citrobacter freundii, en un total de 15

muestras (figura 8). Anexo Tabla con Datos crudos.
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Figura 8. Identificacion de microorganismos en vegetales mediante Maldi-Tof
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3.3 Identificacion de Genes de Virulencia de Escherichia coli.

De los 29 aislados de Escherichia coli se identificd un total de 19 cepas que
presentaron diferentes genes de virulencia (Figura 9), de los cuales 8 pertenecen al gen
fliC caracteristico del patotipo EHEC, y 18 pertenecen al gen astA caracteristico del
patotipo EAEC. Se puede evidenciar que el Mercado 2 posee mayor cantidad de cepas

con genes con un total de 4 genes fliC y 9 genes astA.
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Figura 9. Presencia de genes de virulencia en los mercados de estudio.

En cuanto a la presencia de los genes de virulencia en los diferentes vegetales (Figura
10), el perejil mostré6 mayor presencia de genes de virulencia: 4 cepas con el gen astA 'y

3 con el gen fliC.
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Figura 10. Vegetales de estudio que tienen presencia de los genes de virulencia.
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3.4 Amplificacion del gen astA
En el proceso de electroforesis se evidencio la presencia del gen de virulencia astA

(128pb), propio de cepas de Escherichia coli EAEC en los productos vegetales. (figura
11).

R edn 20421412 13 14 15 16 17 18 19 20,2122 SV

cepas

Amplificacién
gen astA

Figura 11. Amplificacion del gen astA, en gel de agarosa al 1%. L) Marcador Molecular de 1 kb, +) Control positivo,
1- 22) Muestras.

3.4.1 Secuenciacion del gen astA.

Se confirm¢ la identidad del gen astA mediante secuenciacion Sanger, (figura 12). Los
productos de PCR fueron analizados en el Instituto de Biotecnologia en el Laboratorio 2
del Departamento de Microbiologia Molecular de la Universidad Auténoma de México
(UNAM). Finalmente, el analisis de secuencia confirmo la identidad del gen astA.

Puntuacién  Esperar Identidades  Brechas Hebra
58,1 bits (63) 6e-05 39/46 (85%) 1/46 (2%) Plus / Plus

Gen AstA de Escherichia coli EP259d para enterotoxinal termoestable, CD parcial

x  TGMSCAWCASCCTGCGCTTCTTGTC-TGGAAGGACTACAAAGCCST 62

R R
TGCGCAACAGCCTGCGCTTCGTGTCATGGAAGGACTACAAAGCCGT 100

Figura 12. Confirmacidn de la presencia del gen astA.
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3.5 Amplificacion del gen fliC
De igual manera, mediante electroforesis, se comprob6 la presencia del gen fliC
(645pb). Ocho muestras de diferentes vegetales amplificaron producto para este gen de

virulencia (figural3).

Muestras
cepas

Amplificacién
gen fliC

Figura 13. Amplificacion del gen fliC en gel de agarosa al 1%. L) Marcador Molecular de 1kb, +) Control positivo, 1
- 18) Muestras.

3.6 Formacién de Biopeliculas

El anélisis de la produccion de biopeliculas en los aislados de E. coli estudiados
evidencio 19 de las cepas con desarrollo de biopeliculas, a una temperatura de 30°C y en
comparacion con la cepa control EPEC. El rango de 1.5 en adelante evidencia el

crecimiento y produccion de biofilm. Por otro lado, se comprobé que a 37°C las cepas no

generan biopeliculas (figura 14).
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Figura 14. Produccion de biopeliculas de cepas de Escherichia coli, el rango de 1.5 en adelante muestra la formacién
de biopeliculas, se us6 una cepa del patotipo EPEC como control positivo.
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3.7 Técnica de Tipificacion para analizar la clonalidad de cepas de Escherichia coli

3.7.1 BOX — PCR de cepas de Escherichia coli. Se analizaron un total de 29 cepas

de diferentes vegetales, las cuales produjeron 29 diferentes patrones de bandas distintivos.

L

Patrones
de
bandas

Figura 15.- Electroforesis del producto de BOX-PCR de los aislados de Escherichia coli en gel de agarosa al 2%. L)
Marcador Molecular de 1000pb (pares de bases), --) Control negativo, 1 - 16) Muestras.

3.7.2 Construccion del Dendrograma UPGMA y andlisis de clonalidad. Los
patrones de bandas obtenidos del BOX-PCR, fueron analizadas mediante el programa
BioNumerics v.7, como se detalla en la metodologia. Se construyé un dendrograma
UPGMA (figura 15) el cual mostro que existen 29 perfiles diferentes de Escherichia coli;
no se observé patrones idénticos. El calculé del indice de la diversidad, mediante la
férmula de Simpson, fue de 0.66, esto indica que existe diversidad en las cepas de
Escherichia coli obtenidas.
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Figura 16.- Andlisis de conglomerados de patrones de bandas de Escherichia coli obtenidas por BOX-PCR. El
dendograma fue generado en BioNumerics v.7 y muestra la relacion clonal en las diferentes cepas. Se presenta el tipo
de vegetal, mercado, presencia/ausencia de los genes de virulencia identificados y la fecha de coleccion de la

muestra, de cada aislado de E. coli.

3.8 Elaboracion del Protocolo de Vigilancia Epidemioldgica

El protocolo elaborado es aplicable y tiene como finalidad poner en conocimiento las

medidas que se deben llevar para monitorear la presencia de la de E. coli O157:H7 en los

productos vegetales comercializados en mercados de la ciudad de Ibarra. El protocolo en

detalle se puede observar en el Anexo 7.
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CAPITULO IV

Discusién

Aislamiento de Bacterias

Se estudio un total de 64 vegetales que fueron muestreados en la ciudad de Ibarra. Esta
investigacion abarco tres mercados, en los cuales se identifico la presencia de diferentes
organismos tales como: Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter, Klebsiella,
Pantoea, Serratia, sin embargo, cabe recalcar que el Mercado 1 presentdé mayor cantidad
de microorganismos. Esto demuestra que las hortalizas expendidas en estos
establecimientos presentan microorganismos con potencial patdgeno para el ser humano.
Los resultados obtenidos concuerdan con otras investigaciones hechas en vegetales, ya
que demuestran que el consumo de productos frescos puede resultar en brotes
epidemioldgicos causando enfermedades infecciosas. Las bacterias mas frecuentemente
encontradas son: Escherichia coli, Citrobacter sp., Bacillus sp., Staphylococcus sp.,
Aeromonas sp., Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Campylobacter sp.,
Enterobacter sp., Serratia sp., entre otras, y algunas de ellas presentan resistencia
antimicrobiana y genes de virulencia (Adegun et al., 2019; Alemu et al., 2018; Denis et
al., 2016; Heaton y Jones, 2008; Paramithiotis et al., 2017; Van Ha et al., 2008; VVojkovska
etal., 2017; y Yousuf et al., 2018).

Es probable que uno de los posibles origenes para la contaminacion con Escherichia coli
en los vegetales estudiados sea el agua de riego, ya que las hortalizas son mas propensas
a ser invadidas por diferentes microorganismos. Estudios afirman que el agua de riego
puede ser una fuente de contaminacion que almacena diferentes microorganismos,
causando que las plantas rastreras presenten mayor carga bacteria, por el hecho de estar
en contacto con el suelo (Diaz et al., 2014; y Solomon et al., 2002). Adicionalmente,
diversas investigaciones realizadas en hortalizas han demostrado que la aplicacion de
estiércol de animales genera mayor contaminacion bacteriana, y por lo tanto es un riesgo
para la salud humana (Machado et al., 2006; Mukherjee et al., 2004 y Rivera et al., 2009).
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Identificacion de Aislados

La identificacion de aislados mediante Maldi-Tof, identificé la presencia de 29 aislados
de Escherichia coli. Esto, posiblemente se deba al uso de abono no tratado o agua de
riego contaminado Los productos que presentaron mayor frecuencia de E. coli fueron:
apio, lechugay perejil, lo que concuerda con el estudio realizado por Ortega et al., (2018)
en un mercado de Quito-Ecuador, en donde demostré que de un total de 90 vegetales
estudiados la mayor carga bacteriana se present6 en muestras de perejil, cilantro, lechuga
y alfalfa. Por otro lado en Perd, un estudio realizado por Rivera et al., (2009) sefialo la
presencia de E. coli en vegetales; en esa investigacion se recolectd 85 muestras de
vegetales tipo hoja y bulbo, como perejil, cebolla, rabano, culantro y lechuga, las cuales
revelaron que mas del 24% del total de las muestras presentd E. coli, epecialmente en
perejil, lechuga y rdbano. Por el contrario, Alemu et al., (2018) basé su estudio en repollo,
lechuga, zanahoria, tomate y pimiento en el cual recolecto 347 muestras y comprobo que
el repollo es el que mayor presencia de Escherichia coli presento, afirmando que los
vegetales tipo hoja presenta més carga microbiana, por lo que estan en contacto con el

suelo y son méas propensos a la contaminacion .

Los resultados reafirman los hallazgos de otras investigaciones en los cuales los vegetales
tipo hoja tales como: apio, lechuga y perejil evidencian la presencia de Escherichia coli
en mayor cantidad. Brandl, (2008) y NandaKafle et al., (2018) afirman que E. coli actta
directamente con la planta, mediante los flagelos se adhiere y penetra la pared celular y
después coloniza los tejidos y estomas de las hojas, lo que le permite multiplicarse dentro
de la planta durante el crecimiento. Se podria indicar que esta es la razén por la cual, en
vegetales tipo hoja la eliminacion de las bacterias es dificil y se encuentre en mayor

ndmero.

Por otro lado, se logr6 aislar Escherichia coli en 2 muestras de tomate. Un estudio
realizado en México por Ocaria de Jesus et al., (2018) y Gomez et al., (2012), y otro en
Japdn por Watanabe et al., (1999) demostraron que existen cepas de E. coli que no solo
se encuentra en vegetales tipo hoja, sino también en vegetales de tipo fruto como son: el
tomate y el rabano. Estos investigadores afirman que las cepas colonizan este tipo de

vegetales en menor cantidad, por esto no es muy comun encontrar su presencia.

Las cepas de Escherichia coli encontradas en los diferentes vegetales son un claro
ejemplo de contaminacién microbiana. E. coli es el principal responsable de infecciones
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intra-intestinales. Segun estudios realizados en el Ecuador las enfermedades causadas por
diferentes patotipos de Escherichia coli son la segunda causa de morbilidad y mortalidad
(Chango y LLano, 2017; y Rojas Silva, 2008).

En la presente investigacion se identifico la presencia de Citrobacter freundii. Esta
bacteria a menudo produce infecciones en el tracto gastrointestinal y cominmente se
encuentra en la tierra y en el agua. Segun estudios realizados por Ben Said et al., (2015),
Splittstoesser et al., (1980), y Van Hoek et al., (2015), en vegetales tipo hoja (lechuga,
espinaca, cilantro) y fruto (pepino, pimiento, tomate, zanahoria), han detectado la
presencia de Citrobacter freundii, ademas han identificado que posee resistencia a ciertos
antibidticos como las cefalosporinas de 3 generacién al ser productoras de betalactamasas
de espectro extendido BLEE, confirmando que el consumo de vegetales crudos pueden
ser una amenaza para la salud humana: esto a su vez depende de la carga de células
bacterianas ingeridas. Los datos de la investigacion concuerdan con este estudio, ya que
se identificd aislados de Citrobacter freundii en muestras de tomate, cilantro y lechuga;
es posible que la contaminacion se pueda generar antes de que los alimentos sean

expendidos.

Por otro lado, Al-Jaboobi et al., (2013) confirma la presencia de Citrobacter freundii en
aguas no tratadas que se utilizan para el riego de cultivos, de lo cual se puede asumir que
las hortalizas estan contaminadas antes de ser expendidas. Sin embargo, Francisco
(2009); Gonzélez Arddn et al. (1982); y Rev et al. (2017) muestran casos aislados en
ambientes hospitalarios, que cominmente se han aislado de urocultivos de pacientes
neonatos y adultos mayores, lo que denota su importancia en la salud y la relevancia de
haber identificado esta especie en los vegetales analizados.

Identificacion de genes de virulencia y Patotipos de Escherichia coli
En el presente estudio se logrd identificar el gen fliC propio del serotipo H7 y que
pertenece al patotipo enterohemorragico, y el gen astA del patotipo agregativo, sin
embargo, no se pudo evidenciar la presencia de los genes Stx: ni Stx» del patotipo
verotoxigénico o STEC, ni tampoco el gen rfbE propio del serotipo O157 y del patotipo
enterohemorragico, ademas no se encontré ningln otro gen que pertenezca a otro
patotipo. Diferentes estudios realizados en Ecuador por: Arrobo y Zurita (2017); Bastidas
(2018); Chango y LLano (2017) y Rojas Silva (2008) demuestran la presencia de diversos
patotipos de Escherichia coli en productos carnicos, vias fluviales y en muestras clinicas,
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no obstante no se ha comprobado algln patotipo en vegetales. Sin embargo, se reconoce
que los patotipos mas frecuentes en nuestro pais son: EHEC (carnes), EPEC (muestras
clinicas), EIEC, ETEC, EPEC (vias fluviales).

Por otro lado, Marrero et al., (2020) realiz6 en Chile un muestreo en un total de 80
vegetales, de los cuales en 43 hubo presencia de E. coli, presentando mayor cantidad en
muestras de cilantro. Mediante PCR se identificO en 30 aislamientos el gen elt
perteneciente al patotipo ETEC, a pesar de que los resultados de este estudio no
concuerdan con los obtenidos, es posible que sea por el gen de virulencia usado para la
identificacion del patotipo, ya que en nuestro estudio no se evidencid la presencia de
ETEC. Por el contrario, Toe et al., (2018) realizd un estudio en Costa de Marfil aislando
un total de 436 cepas de E. coli obtenidas de ensaladas crudas, en las cuales se pudo
evidenciar los patotipos ETEC, EPEC, STEC, EAEC, siendo los genes de virulencia de
EAEC y ETEC los que mayor frecuencia tuvieron, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos de nuestra investigacion, ya que existié la presencia del gen de virulencia del
patotipo EAEC en los aislados vegetales, aunque también se evidencid la presencia del

gen perteneciente a EHEC.

Identificacion del gen fliC

En la presente investigacion se estudid los genes de virulencia del patotipo EHEC
0157:H7, en el cual no hubo presencia del serotipo 0157, sin embargo, se comprobo la
existencia del antigeno flagelar H7. Ocho muestras de diferentes vegetales presentaron el
serotipo H7. Segun Tschépe y Fruth, (2001) reafirma que los flagelos del gen fliC son
responsables de la unién de EHEC a las hojas verdes, permitiendo la interaccion de la
planta con la bacteria. Los resultados obtenidos concuerdan con la investigacion,
demostrando que el gen flagelar H7 es comdn encontrar en plantas de hojas verdes. Los
datos revelaron la presencia en cepas aisladas de perejil, cilantro y lechuga corroborando
que H7 se adhiere con facilidad a este tipo de vegetales, demostrando que el lavado simple
no elimina la bacteria. Segun Rodriguez, (2002) confirma que el antigeno H7 no solo
pertenece al serotipo 0157, también esta presente en otros, tales como: ETEC 027, 085,
EIEC 0124, EPEC 055, STEC 02, 045, 023, 0104, O111.

Por otro lado, Xicohtencatl-Cortes et al., (2009) comprobd la funcion que cumple el
flagelo dentro de hospederos animales, revelando que H7 esta involucrado en la unién a
la células intestinales y a las proteinas del huésped, permitiendo la colonizacion de la
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bacteria para la produccion de toxinas. Aqui radica la importancia de haber encontrado

colonizacion con cepas que producen esta variante del serotipo flagelar.

En Ecuador no existen investigaciones que demuestren que la cepa O157:H7 se encuentra
en vegetales, no obstante, Arrobo y Zurita, (2017); y Bastidas, (2018) demostraron que la
cepa O157:H7 se encuentra en productos carnicos procedentes de los mercados en la
ciudad de Quito, confirmando asi la circulacion de este, a poca distancia de la ciudad de
Ibarra. Otros estudios realizados en Cartagena, Colombia por Astrith et al., (2013) y
Jiménez et al., (1977) y en Argentina por Roldan et al., (2007) demostraron también la

presencia de este patotipo en carnes comercializadas en mercados.

En la actualidad el aumento de brotes causadas por Escherichia coli enterohemorrégica
0157:H7 ha aumentado y se asocia principalmente con el consumo de vegetales crudos,
ya que estdn mas propensos a la contaminacion microbiana. Estudios realizados en
vegetales de tipo hoja por NandaKafle et al., (2018); Wright et al., (2017) y Torres-
Aguilar et al., (2015), comprueban que E. coli O157:H7 mediante la internalizacion
penetra los tejidos internos colonizando a la planta completamente, ademéas confirman
que después del lavado la bacteria sobrevive y se encuentra en condiciones dptimas para

una infestacion.

Identificacion del gen astA.

En el presente estudio se logro identificar 18 cepas que portan el gen astA, las muestras
de perejil mostraron mayor presencia del gen, sin embargo, no existen investigaciones
que corroboren la presencia del gen en aislados en muestras vegetales. Un estudio
relacionado con un brote en estudiantes de 12 y 15 afios en Japon, demostro la presencia
del gen en el agua de potable. Yatsuyanagi et al., (2003) muestreo a 75 estudiantes de los
cuales 41 dieron positivo para cepas portadoras del gen. Por este motivo, es posible que
la presencia del gen astA en nuestro estudio sea por la contaminacion del agua que se

utiliza en las hortalizas.

Sin embargo, este gen se ha detectado en cepas de E. coli aisladas de cerdos posterior al
destete, en muestra de bovinos, en 6rganos internos de aves de corral, demostrando su
presencia en animales y posiblemente en el ambiente. (JanRen et al., 2001; Osek, 2002; y
Pizarro et al., 2013).
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Un estudio realizado en Taiwan por Tsai et al., (2003) caracterizo cepas de EAEC, en el
cual procesaron un total de 403 cepas de las cuales 63 eran aislamientos de laboratorios
y 340 asilados clinicos y no pudieron evidenciar la presencia del gen astA, sin embargo,
comprobaron la existencia de otro gen de virulencia (aggA) perteneciente a este patotipo.
Por otro lado, Paiva De Sousa y Dubreuil, (2001) estudiaron la distribucion y expresion
del gen astA en 358 aislamientos bacterianos pertenecientes a Enterobacterias aisladas de
humanos y evidenci6 la presencia de este gen en 71 cepas de E. coli (EPEC, EAEC,
EHEC, ETEC) y en 5 cepas de Salmonella spp. Este estudio demuestra que el gen astA
estd presente en otras bacterias y no solamente se encuentra en el patotipo
enteroagregativo. Del mismo modo Soto et al., (2009) hizo una comparacion de 170
aislamiento clinicos con 35 cepas de control para determinar la presencia del gen astA,

demostrando la presencia del gen en 8 cepas de E. coli uropatégena.

Estos estudios demuestran que el gen astA estd presente en diferentes patotipos de
Escherichia coli y ademaés en otras bacterias; sin embargo, no se encontrd evidencia de
su existencia en aislados de vegetales, pero si en aguas de riego, por lo que se puede

considerar que es una via de contaminacion para gue los alimentos presenten este gen.

Produccion de biopeliculas en Escherichia coli

En la actual investigacion se analiz6 la capacidad de formacién de biopelicula en 29
muestras de Escherichia coli a temperaturas de 30 y 37°C. Se evidencié que 19 cepas
tuvieron la capacidad de formar biopeliculas a una temperatura de 30°C, mientras que, a
37°C no se confirmo la formacién de esta. Beloin et al., (2008); y Telléz, (2010) afirman
que E. coli es una especie predominante entre las bacterias anaerobias facultativas, y se
ha demostrado que proporciona mayor resistencia a desinfectantes alimenticios, haciendo
que la bacteria sea mas dificil de eliminar. Por ese motivo, Naves, (2010) afirma que
algunas cepas de E. coli tienen la capacidad de causar infecciones extraintestinales y se
relaciona con factores de virulencia entre los cuales destaca la formacion de biopeliculas.
Un estudio realizado por (Amrutha et al., 2017) en aislados de superficies de frutas y
verduras con un total de 53 cepas; 35 de E. coli y 18 de Salmonella sp, realizaron ensayos
en microplacas y confirmaron que el 75% de aislamientos de cada bacteria tienen la

capacidad de formar biopelicula fuerte y son potencialmente virulentas.
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Ademas, Uhlich et al., (2008) realiz6 una investigacion en cepas aisladas de Escherichia
coli relacionas con brotes de verduras frescas (lechuga y espinaca) y demostrd que estan
intimamente relacionadas, reafirmando que las biopeliculas ayudan a la bacteria a
persistir en alimentos, superficies solidas y a la resistencia antimicrobiana; esto confirma
los resultados obtenidos en la presente investigacion, mostrando que E. coli es buena

formadora de biopeliculas en vegetales frescos..

Por el contrario, Loera-Muro et al., (2016) realiz6 ensayos en aislados de Escherichia coli
y Actinobacillus pleuropneumonia obtenidos de cerdos. El objetivo de dicha
investigacion fue determinar la capacidad de A. pleuropneumonia para formar
biopeliculas con otras especies. A pesar de utilizar condiciones favorables para A.
pleuropneumonia, E. coli puedo reducir la formacion de biopelicula a una temperatura de

37°C, demostrando la competitividad de E. coli para sobrevivir en condiciones de estres.

Tipificacion para el analisis clonal de cepas de Escherichia coli

BOX-PCR

Se tipifico un total de 29 cepas de Escherichia coli obtenidas de diferentes vegetales,
utilizando el primer BOX_A1R. Todas las cepas produjeron patrones de bandas Unicas y
distintivas. Segun Carlos et al., (2012) las técnicas que se usadas para la reaccion en
cadena de polimerasa hoy en dia son las mas comunes y son Utiles especificamente para
la identificacion de clones y determinar las fuentes de contaminacion fecal en alimentos
y aguas, un claro ejemplo es BOX-PCR. Para Mohapatra et al., (2007) es una de las
técnicas mas adecuadas para la tipificacion molecular de especies, mediante la huella
digital se puede evaluar la variabilidad genética que posee cada bacteria y analizar su
relacion clonal mediante la elaboracion de un dendrograma. Lee y Wong, (2009) afirman
que, para un analisis correcto la resolucién de las bandas obtenidas debe ser claras y
definidas; por otro lado, es necesario verificar el tipo de gel que se va a utilizar para poder
conseguir bandas fuertes, debido a que el tamafio del poro puede intervenir en el analisis

de los patrones de bandas.

Dendrograma de Escherichia coli

Los resultados obtenidos con la técnica de BOX-PCR fueron analizados mediante el

programa BioNumerics v.7 y se construyé un dendrograma UPGMA utilizando el indice

numérico de DICE de discriminacion. La foérmula de Simpson dio como resultado un

indice de 0.66. Hunter y Gaston, (1988) sefialan que el célculo debe aproximarse a 1,
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mientras mas cerca este de este valor existe mayor clonalidad en las cepas. Este valor se
basa en la probabilidad de que existan cepas en la poblacion muestreada relacionadas
entre si, por lo que al momento de realizar el dendrograma, éstas se colocaron en
diferentes grupos colonales. En esta investigacion se obtuvo una probabilidad del 66% de

que las cepas muestreadas puedan ser clones.

Las 29 cepas de Escherichia coli mostraron diferentes patrones de bandas,lo que
demuestra que existen diferentes perfiles, determinando asi su alta diversidad genética.
Se puede observar que las ramas del arbol se agrupan por mercados, es decir, que cada
mercado presentaria E. coli de distinto origen, demostrando que no existe una sola fuente
de contaminacion. Por otro lado, Dombek et al., (2000) realiz6 una investigacion de
tipificacion en aislados de Escherichia coli obtenidos de animales (gansos, vacas, cerdos,
ovejas, patos y pollos) y humanos utilizando el primer BOX-ALR, reafirmando que el

BOX-PCR es efectivo para tipificar cepas de E. coli.

Protocolo de Vigilancia Epidemiolégica del serotipo de Escherichia coli O157:H7

Se plante6 la elaboracion de un protocolo de vigilancia epidemiolégica del serotipo de
Escherichia coli O157:H7, el cudl es aplicable dentro de establecimientos que expende
vegetales, es decir, mercados, supermercados, pequefios expendedores y cadenas
alimenticias. La propuesta de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiologicay el Instituto
de Salud Carlos, (2013), sugiere medidas preventivas, métodos de confirmacién de la
cepa y los controles que se pueden tomar en caso de posible brote. Finalmente, para el
desarrollo del protocolo se tom6 diversos puntos importantes, tales como: medidas de
prevencion, principales reservorios, periodo de incubacién, caracteristicas de la cepa, vias
de transmision, andlisis para la confirmacion de la cepa, tomando en cuenta medios
especificos que se emplearon durante la investigacion, ademas de otros que proponen
Antonio y Nieto, (2010); Astrith et al., (2013); Jure et al., (2015); y Shuy Shu, (2016).
Estos medios se han empleado para el aislamiento y posterior identificacion mediante
PCR. Para el aislamiento de la cepa se ha propuesto usar medios selectivos como Agar
MacConkey, y otros medios de verificacion como son: pruebas bioquimicas (TSI, TBX,
EMB), posteriormente para la sero-tipificacion se ha recomendado usar primers
especificos tales como: Stxi, stxz, eae, fliC y rfbE para identificar los genes de virulencia

y verificar la presencia de la cepa.
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CAPITULO V

Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los vegetales consumidos en los principales mercados de Ibarra estan colonizados
por diferentes especies de microorganismos, siendo el mercado 1 el que presenta
mayor presencia de unidades formadoras de colonias, por otro lado, los vegetales

que presentaron mayor UFC son: el perejil y apio.

Segun los resultados obtenidos, en los diferentes vegetales analizados, el mercado
2 tuvo mas presencia de Escherichia coli en vegetales tipo hoja como son: el apio

y perejil con un total de 6 muestras cada uno.

En el estudio se evidencidé que la mayor cantidad de genes de virulencia, se
encuentran en el mercado 2, se revel6 que las muestras de perejil presentan mayor
cantidad de cepas portadoras de los genes de virulencia fliC y astA, demostrando

una potencial fuente para la produccion de enfermedades gastrointestinales.

La investigacion reveld que existe la posible presencia de Escherichia coli
enteroagregativa, sin embargo, no se pudo evidenciar la presencia de cepas de
Escherichia coli verotoxigénica ni de otros patotipos en los vegetales de estudio.

Existe una alta presencia de Citrobacter freundii en muestras de tomate,

especialmente los provenientes del mercado 3.

Los aislados ambientales de Escherichia coli obtenidos de los principales
mercados tienen la capacidad de producir biopeliculas en condiciones de estrés,

como crecimiento con limitacion de nutrientes y temperatura de 30°C.

Los aislados de Escherichia coli segun el analisis de tipificacion presentan una
importante diversidad genética. Esto nos demuestra que las cepas aisladas de los

vegetales de estudio tienen diferente origen.

5.2 Recomendaciones
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De acuerdo con los resultados obtenidos en la investigacion y después de revelar
la presencia de diferentes microorganismos en las muestras de los vegetales, se
recomienda realizar un muestreo exhaustivo con el fin de identificar el origen de
la contaminacion. Por otro lado, se recomienda a los expendedores mejorar el
manejo de alimentos en los mercales de Ibarra para evitar la presencia de

microorganismaos.

Otro de los pardmetros que se debe considerar para verificar la presencia de
microorganismos, es realizar andlisis en otro tipo de hortalizas que diariamente se
consumen crudas, para comprobar la presencia o ausencia de bacterias; también

se sugiere, analizar vegetales tipo bulbo.

A partir de esta investigacion se recomienda emplear diferentes pruebas
especificas para comprobar la presencia de bacterias, pueden ser: pruebas
quimicas mediante medios cromogeénicos y pruebas moleculares mediante

primers especificos para verificar la presencia de Escherichia coli.

Se sugiere futuras investigaciones para identificar bacterias que se encontraron en
los resultados de esta investigacion utilizando pruebas especificas para:
Acinobacter, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Lelliottia, Pantoea,

Raoultella, Serratia; ya que provocan enfermedades de origen alimentario.

Con los resultados obtenidos en la investigacion, y después de evidenciar la
presencia del gen flagelar H7, se recomienda a futuras investigaciones identificar

el serotipo del antigeno somatico O y conocer al patotipo al cual pertenece.

El analisis realizado en la investigacion se limito en la presencia o ausencia de
genes de virulencia presente en ciertos patotipos, sin embargo, para futuras
investigaciones seria importante realizar la secuenciacion para evidenciar la
presencia de los genes de virulencia propios de cepas de E. coli extraintestinales,

asi como identificar clones epidemioldgicos.
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Se recomienda poner en practica un piloto que evalle y valide la efectividad del
protocolo de vigilancia sugerido aqui, asi como proponer una alianza estratégica

entre la academia y el Gobierno Auténomo en beneficio de la comunidad.

Se sugiere a las autoridades municipales que estan encargadas del saneamiento de
mercados, fijar objetivos y dias en el calendario para realizar la limpieza de los
mercados, monitorear los alimentos que se expenden en los establecimientos y

Ilevar a cabo estudios que investiguen la calidad microbiologica.
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Anexos.

Anexo 1.- Mapa del mercado 1 estudiado en la cuidad de Ibarra
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Anexo 2.-Mapa del mercado 2 estudiado en la cuidad de Ibarra

Mapa del Mercado Amazonas de la Ciudad de Ibarra-Ecuador
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Anexo 3.- Mapa del mercado 3 estudiado en la cuidad de Ibarra
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Anexo 1.-Medios usados para aislar Escherichia coli.

Medios solidos

Medios Liquidos

Agar MacConkey (BD ™®)
Medio de diferenciacion selectivo, que se usé para el
aislamiento de Escherichia coli.

Eosin Methylene Blue Agar
Medio selectivo, el cual se usé para la confirmacion
de cepas de Escherichia coli.

Agua de peptona (Liofilchem ®)
Medio no selectivo, se us6 para desprender las

bacterias de los vegetales de estudio.

Tryptic Soy Broth (Liofilchem ®) TSB Medio
de enriquecimiento, que se usdé para el
congelamiento de cepas.

Anexo 2.-Etiqueta para reconocimiento de cajas Petri

Etiqueta de las cajas petri

Primera letra © Mercado Amazonas, Mayorista, Santo Domingo

Segunda letra 2 Tipo de Vegetal Apio, Culantro, Lechuga, Pimiento, Perejil, Tomate.
Numero = Hace referencia al muestreo En total se hicieron 3 muestreos en cada mercado
Tercera letra = Inicial del Medio Agar MacConkey

Numero 2 Representa la dilucién Dilucién 1 - 0.1, Dilucién 2= 1, Dilucién 3 > 10

Cuarta letra - hace referencia a la colonia
aislada

69




Anexo 3.-Caja Petri etiquetada

Nombre del Mercado Muestreado

NUmero de Muestreo

Ndmero de dilucién

Inicial del medio

Nombre del Vegetal Muestreado
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Anexo 4.-Protocolo

;7 Ingenieria en
BIOTECNOLOGIA

UNIVERSIDAD TECNICA DEL NORTE

FACULTAD DE INGENIERIA EN CIENCIAS AGROPECUARIAS Y AMBIENTALES
CARRERA DE INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA

Protocolo de Vigilancia epidemioldgica de infeccién por Escherichia coli
productora de toxina shiga o vero (STEC), cepa O157:H7

Introduccion

Escherichia coli pertenece a la familia de las Enterobacterias, es un anaerobio facultativo
que forma parte de la microbiota humana y también se encuentre en animales de sangre
caliente, posee mas de 700 serotipos de los cuales: 187 pertenecen al antigeno O
(somético), 75 al H (flagelar) y 103 al K (capsular), optando la bacteria combinarse de

diferente manera para la creacion de patotipos.

Los patotipos que comuinmente ocasionan infecciones intra-intestinales son: Escherichia
coli enteropatdgena (EPEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC) y
enterohemorragica (EHEC). Dentro del grupo de las enterohemorragicas se encuentra la
cepa O157:H7 que se lo cataloga como uno de los agentes infecciosos potenciales de
mayor importancia, se caracteriza por la produccién de toxinas Shiga-like tipo vero
provenientes de Shigella sp. La adquisicion de genes de virulencia ocurre mediante

transferencia horizontal, esto permite que la bacteria mute y adquiera virulencia.

Reservorios de EHEC O157:H7
El principal reservorio de EHEC O157:H7 es el tracto intestinal del ser humano y
animales de sangre caliente. Por otra parte, los alimentos que pueden estar implicados

con la contaminacion son:

Vegetales > Lechuga, Tomate, Pimiento, Culantro, Perejil, entre otros.
Carmes - Bovinos, Equinos, Caprinos, entre otros.
Productos enlatados o fermentados = jugos de manzana y embutidos.

Productos lacteos = queso, manteca, leche entre otros.
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Periodo de incubacion
El periodo de incubacion, después de ingerir los alimentos contaminados con EHEC,

puede variar entre tres a ocho dias.

Caracteristicas de EHEC O157:H7

- Bacilo facultativo Gram negativo.

- No fermenta sorbitol.

- No posee actividad de B-glucoranidasa.

- Latemperatura dptima de crecimiento varia entre los 30°C — 42°C.

- Sobrevive a temperaturas de -20°C

- Posee resistencia a los cambios de pH (4.4).

- Posee un antigeno flagelar H7.

- Dosis infecciosa de menos de 15 células.

- Posee varios factores de virulencia como: la isla de patogenicidad (PAI), el locus
de eliminacion del enterocito (LEE), adhesinas, intimina, chaperones, un sistema

de secrecion tipo 11y varias proteinas secretadas como Tir.

Vias de transmision
- Lainfeccion por EHEC se produce por el consumo de carnes poco cocidas.
- Latrasmision de persona-persona se produce en centros médicos, en hogares.
- La fuente de abono a base de estiércol de ganado usado en cultivos de plantas.
- Agua contaminada usada para el riego de cultivos.
- Vegetales y frutas.

Cuadro clinico de EHEC 0O157:H7

Los sintomas provocados por EHEC empiezan con calambres abdominales que pueden ir
acompariado de fiebre y vomito que pueden ser controlados a tiempo, pero si el paciente
no es atendido puede empeorar produciendo una enfermedad mortal conocida como el
sindrome urémico hemolitico (SHU), se caracteriza por presentar complicaciones;
trombocitopenia (disminucién de la cantidad de plaquetas), anemia hemolitica
(disminucion de la masa de glébulos) insuficiencia renal aguda (los rifiones dejan de

funcionar), hasta llegar a la muerte.
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Vigilancia para EHEC O157:H7
Objetivo
Identificar el patron de distribucion de Escherichia coli O157:H7 productora de toxina

Shiga dentro de vegetales comercializados en los mercados.

Importancia

El protocolo de vigilancia permitira obtener informacion necesaria para el control de las
enfermedades que se trasmiten mediante el consumo de alimentos contaminados, con el
fin de controlar la difusion de la infeccidn en otros individuos. Este documento permitira

establecer medidas alternativas de prevencion para evitar brotes.

Medidas en caso de un brote

Observacion

Se deberé analizar los casos notificados por cualquier fuente de informacion. Los casos
sospechosos deberdn ser estudiados por un Laboratorio Epidemiologico, se
comprometeran en la investigacion y aportaran informacion detallada sobre el caso. El
Laboratorio realizara los estudios pertinentes para la comprobacién. En caso de brote, la
Red de Vigilancia Epidemioldgica enviara un informe final notificando la existencia y el

origen del brote.

Fase de laboratorio.

Recoleccion de la muestra.

Aislamiento de E. coli en medio MacConkey.

Confirmacion de E. coli mediante pruebas bioquimicas.

Identificacion de la cepa.

Deteccion medios de cultivo cromogénicos y mediante PCR para los genes stx1 y/o stx2,
para la confirmacién de la produccion de la toxina siga like

Confirmacion molecular de los genes de virulencia fliC (0157) y rfbE (H7) para la

confirmacion de la cepa O157H7.

Confirmacion epidemioldgica del brote

Transmisién de persona a persona: mediante una persona que ha tenido contacto con un
caso confirmado por laboratorio.

Exposicion a una fuente comun: persona que ha estado expuesta a la misma fuente comdn

o0 vehiculo de infeccion que un caso confirmado.
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Transmision de animal a persona: persona que ha tenido contacto con un animal infectado
confirmado por laboratorio.

Exposicion a alimentos o agua contaminados: persona que ha consumido alimentos
contaminados o productos tal vez contaminados procedentes de un animal infectado o
colonizado confirmado por el laboratorio.

Exposicion medio ambiental: persona que se ha bafiado en agua o ha tenido contacto con

una fuente ambiental contaminada confirmada por el laboratorio.

Medidas en caso de brote

En caso de que la via de trasmision sean los alimentos, se deberd emitir un informe para
desechar los alimentos implicados y evitar la propagacion del brote.

En caso de que la via de trasmision sea el agua, se emitira una notificacién para evitar su

consumo Y la propagacion de la infeccion.

Medidas de control ante un caso y expuestos

En la fase aguda de la enfermedad es necesario que los afectados no manipulen alimentos
de origen vegetal y animal, tampoco pueden tener contacto con nifios u otros enfermos
mientras no se hayan realizados los analisis correspondientes.

Desinfectar adecuadamente los objetos cercanos a la persona afectada.

Alejar a las personas que presenten cuadros de diarrea de la manipulacion de alimentos o
de los nifios mientras no cese la enfermedad o se hayan realizado los andlisis

correspondientes.

Medidas preventivas

Controlar las actividades de obtencion, iniciando desde el procesamiento, transporte,
venta y uso de los alimentos en cualquier establecimiento.

Colocar los productos en envases adecuados que estén libres de impurezas, separar los
alimentos cocidos de los que no lo estén.

Mantener una adecuada limpieza de manos en especial después de manipular animales
domésticos o de granja, ir al bafio o relacionados.

Lavar adecuada y cuidadosamente los alimentos antes de ingerirlos, en especial aquellos

que se consuman directamente como frutas y verduras.
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