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GLOSARIO

Bacilos: Son bacterias que tienen forma de bastén cuando se observan al
microscopio

Colonizacién: Capacidad de llegar a la superficie del huésped por una puerta
de entrada (piel o mucosa) formar o establecer una colonia en el epitelio y
resistir los sistemas de defensa locales.

Efecto citopético: Visualizacion de cambios morfolégicos mas o menos
caracteristicos en células inoculadas producidas por accion de un virus.
Endocitosis: Proceso celular que consiste en la invaginacion de la membrana
citoplasmatica, formando una vesicula con contenido diverso que es asi
transportado del exterior de la célula al interior.

Enteritis: Inflamacion de la membrana mucosa de los intestinos, que puede ser
originada por bacterias, o por alimentos en mal estado.

Enterotoxina: Toxina producida por ciertas bacterias, la cual es liberada en los
intestinos , ocasionando problemas estomacales tales como coélicos y diarreas.
Esfacelamiento: Destruccion de microovellosidades, formando lesiones
caracteristicas al epitelio intestinal

Exotoxina: Toxina producida por una bacteria y que es liberada por la célula
bacteriana en un medio de cultivo (0 huésped) y por lo cual se encuentra en el
filtrado de las células libres y de cultivos de bacterias intactas.

Glangiosidos: Subgrupo de esfingolipidos que contienen &cido sialico y estan
concentrados en células ganglionares del sistema nervioso.

Pilis o fimbrias: Estructuras filamentosas carentes de movilidad, tienen como

funcién la absorcion de liquidos.

Xi



Serotipos: Es una poblacion antigénicamente distinta de una especie de
microorganismo infeccioso que se diferencia de otras subpoblaciones
Transposones: Secuencias repetitivas, que integran en el ADN celular en
lugares bien determinados.

Trombocitopenia: Trastorno en el cual existe una cantidad insuficiente de
plaguetas (células producidas en la médula 6sea que son necesarias para la
coagulacion).

Virulencia: Capacidad de un microorganismo para causar enfermedad letal.

xii



ANEXOS

l. INTRODUCCION
El consumo de frutas y verduras ha incrementado de manera considerable en todo
el mundo en los ultimos afos. Tan sélo en los Estados Unidos de Norte América
(EE.UU.) se ha considerado que el mercado de los productos frescos podria
representar hasta el 35% del total de ventas para el afio 2004. No obstante, junto
con este incremento también en todo el mundo ha ocurrido incremento en los
brotes de enfermedad asociados al consumo de frutas y hortalizas. La demanda
de frutas y hortalizas frescas de alta calidad, vida de anaquel prolongada y "listas
para ser consumidas” se ha incrementado tanto en América como en Europa; esto
ha generado mayor atencién en el aspecto de inocuidad de las frutas y verduras
(USDA, 2004). Sin embargo, obtener frutas y verduras con alto grado de inocuidad
no es una tarea facil. Numerosas son las fuentes de contaminacion que entran en
contacto con las frutas y verduras desde su cultivo, cosecha, procesamiento,
transporte, almacenamiento y comercializacion, por lo que con frecuencia las
frutas y verduras se contaminan con microorganismos patégenos (Fernandez,
2000). Ademas, a excepcion de la irradiacién, en éste momento no existe un
procedimiento confiable de desinfeccion de frutas o verduras que asegure la
eliminacién o reduccién de la concentracibn de microorganismos patdgenos a
niveles que no representen riesgo sin efecto en la calidad de alimento. Aunado a
esto, los recientes y numerosos brotes ocurridos en diferentes paises, como los
EE.UU., provocados por patégenos como E. coli 0157:H7 debido al consumo de
frutas o verduras crudas que habian sido cultivadas bajo el sistema HACCP,
ejemplifican la dificultad de obtener verduras crudas listas para el consumo con

alto grado de inocuidad. Una forma de contribuir a la solucion del problema de la
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inocuidad en las frutas y verduras es conocer el tipo y frecuencia de
microorganismos patégenos potencialmente presente en ellas (OPS, 1996). Con
esta informacion sera posible entonces detectar o identificar las potenciales
fuentes de contaminacién de las frutas y verduras con microorganismos patdogenos
para eliminarlas. Para investigar la frecuencia de microorganismos patégenos en
alimentos, comunmente se emplean técnicas que involucran en la parte final del
estudio la identificaciéon de los microorganismos mediante pruebas bioquimicas.
Sin embargo, estas pruebas por lo general son numerosas y se requiere en
ocasiones hasta 10 dias para finalizar la investigacion (Barrera, 1998). La
utilizacién de novedosas técnicas en la identificacion de microorganismos como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha utilizado con éxito en la
identificacion rapido y preciso de bacterias, hongos y virus (Palomares, 1992). En
México, se ha reportado que los grupos patdégenos de E. coli se encuentran dentro
de los principales agente patdégenos que se aislan de pacientes con cuadros de
gastroenteritis en la mayoria de hospitales. Esto es un indicativo de la importancia
gue se les debe tener a estos agentes como causa de enfermedad, y que se les
debe considerar en la epidemiologia de las enfermedades trasmitidas por los
alimentos, al menos en nuestro pais (Lopez-Saucedo y col., 2003) . Por desgracia,
existe limitada informacion sobre la frecuencia de estos agentes patdégenos en los
alimentos que consumimos en México o en aquellos que se exportan. Como
consecuencia, el objetivo de este trabajo, entre otras cosas, fue determinar la
frecuencia de grupos patégenos de E. coli e identificar por PCR cepas patégenas
en ensaladas de verduras crudas listas para su consumo obtenidas de

restaurantes.
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Il. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades Transmitidas por alimentos

Los alimentos aparte de cumplir con la funcidbn de satisfacer una necesidad
fisiolégica en el humano, pueden contener un riesgo inherente de enfermedad
(Fernandez, 2000). En México como en todo el mundo, anualmente se presenta
un numero elevado de casos de enfermedad asociadas al consumo de alimentos
(SSA, 1994; Fernandez, 2000). Diferentes agentes patdgenos pueden estar
presentes en los alimentos; dentro de estos encontramos a los microorganismos.
Los alimentos se contaminan con patdgenos microbianos debido a las malas
practicas higiénicas que se aplican durante la obtencion, trasporte,
almacenamiento y comercializacion de los alimentos. Esta falta de higiene aparte
de afectar la salud del consumidor, tiene impacto en la economia de un pais. Sin
embargo, el impacto real de ETAs en la salud y en la economia apenas se
empieza estimar en los paises industrializados, mientras que en los paises en vias
de desarrollo practicamente se desconoce su situacion y se carece en general de
estadisticas (OPS, 1996). Como ejemplo, se estima que tan solo en los Estados
Unidos de Norte América (EE.UU.) las enfermedades transmitidas por alimentos
afectan aproximadamente a 76 millones de personas, ocurren 325,000
hospitalizaciones, 5,000 muertes y un costo aproximado de 5 billones de délares
(Mead y col., 1999). El Centro de Control de enfermedades (CDC) de EEUU
estima que en ese pais ocurren al afio entre 300 a 600 brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos.

En Meéxico se notifican aproximadamente 20 brotes al afio con unos 1,000

afectados. En nuestro pais, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica solo
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distingue una categoria en relacion a enfermedades transmitidas por alimentos, la
de Intoxicacion bacteriana, sin embargo, especificamente no estan reportadas las
enfermedades transmitidas por alimentos, ninguna de las otras enfermedades
gastrointestinales, ni las enfermedades que producen otros cuadros clinicos cuyo
vehiculo de transmisién son los alimentos (Fernandez, 2000). Considerando que
se estima que existen unas 400 enfermedades distintas que pueden ser
transmitidas por alimentos es evidente que el impacto de estas enfermedades en
la salud publica en nuestro pais se desconoce, ademas se sabe que estas
enfermedades pueden producir secuelas importantes como son la artritis reactiva
por Salmonelosis, el sindrome urémico hemolitico por Escherichia coli
enterohemorragica 0 el sindrome de Guilliain-Barre por Campylobacter

(Fernandez, 2000).

2.2 Riesgos asociados con el consumo de verduras

Debido a que los patdgenos bacterianos forman parte del medio ambiente, las
frutas y verduras pueden contaminarse facilmente si no se manipulan
adecuadamente antes del consumo. Diversos microorganismos pueden ser
aislados de una gran diversidad de frutas y verduras, algunas veces en
concentraciones relativamente altas, con frecuencia estos microorganismos son
patdogenos. Se han registrado diversos brotes de enfermedad asociadas al

consumo de frutas y hortalizas cuya etiologia ha sido microbiana (Bryan, 1977).
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2.3 Fuentes y mecanismos de contaminacion de frutas y verduras

La naturaleza y abundancia de la flora contaminante (bacterias, virus, hongos,
levaduras y parasitos) es muy variable entre los diferentes productos. Dependen
de su cercania a la tierra cuando desarrollan, las condiciones de humedad y
viento, la estacion del afio, la proximidad de animales y el tipo de agua usada en la
irrigacion (Webb y col, 1978). En aquellas que se ofrecen al publico, los
microorganismos pueden provenir de una gran diversidad de fuentes de

contaminacion (Acevedo y col., 2002).

En gran medida la flora microbiana de frutas y verduras refleja el ambiente en el
cual se desarrollaron. Es de esperar, por tanto, mayor carga microbiana en
aguellas que se cultivan en contacto con la tierra (zanahorias, por ejemplo) que en
las que se producen alejadas (aguacates por ejemplo). La lluvia afecta la carga
microbiana disminuyendo su nimero por arrastre mecéanico, pero contribuye a su
crecimiento; propicia la actividad microbiana al elevar la humedad relativa (Webb y

col., 1978).

La presencia de bacterias patégenas afecta la inocuidad de frutas y hortalizas
frescas y se constituye en problemas de salud humana. La falta de inocuidad se
refleja en una alta incidencia de brotes de gastroenteritis e implicaciones clinicas
de mayor importancia en quienes consumen estos productos. Se ha reportado que
la frecuencia de infecciones asociadas al consumo de frutas y hortalizas frescas
es mayor en restaurantes establecidos y de comida rapida que en los hogares,

con frecuencia esto es resultado de la inadecuada manipulacion de los productos
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frescos, ademas de la contaminacion por parte de las superficies donde se
preparan los alimentos (Webb y col., 1978). La alta incidencia de brotes en estos
lugares, pone de manifiesto la necesidad de inculcar e instruir acciones adecuadas
de higiene a todos los involucrados en el procesamiento de los alimentos para
evitar la contaminacion, sobrevivencia o el desarrollo microbiano (Ukuku vy Col.,
2001). Existen diversas etapas en las que se puede afectar la inocuidad de los
alimentos. Los brotes por S. aureus y E. coli han sido asociados en su gran
mayoria al manejo deficiente de los alimentos por las personas que realizan la
preparacion de los productos frescos (Diaz y col.,, 1993). La temperatura de
almacenamiento constituye el factor principal para el desarrollo de bacterias en los
alimentos como las verduras. Algunas bacterias como Salmonella, poseen dosis
infecciosas bajas y con frecuencia necesitan de un ligero desarrollo en el alimento
para alcanzar tal concentracion infectante (Parrilla, 1993). E. coli patégena y S.
aureus pueden causar implicaciones clinicamente severas. La intoxicacion por S.
aureus se debe a la ingestiobn de exotoxinas que provocan nauseas, vOmito,
dolores abdominales y diarrea. Las cepas patégenas de E. coli causas severos

desérdenes gastrointestinales (Castro del Campo y col., 2004).

2.4 Brotes de enfermedad por el consumo de frutas y verduras

El nimero de brotes relacionados con enfermedades estan relacionados con el
consumo de productos frescos (Bean and Griffin, 1990; CDC 1990; CDC 2000).
Diferentes razones se ha propuesto para explicar el continuo incremento de las

enfermedades por consumo de frutas y verduras por ejemplo: desde los afios 70s



ANEXOS

Tabla 1. Consumo per capita de frutas y verduras crudas en los E. U. A..

ha ocurrido un aumento significativo en frutas y verduras como parte importante de
una dieta sana. A partir de 1990 al 2004, el consumo per capita de frutas y
verduras aumento de 91.6 a 121.1 kg, un incremento de el 32% (tabla 1), durante
estos periodos, ha habido una gran tendencia hacia alimentos no preparados en el
hogar y un aumento en el consumo de ensaladas y comidas buffets. Cada vez se
han requerido mayores volimenes de frutas y verduras picadas y preparadas y un
excedente en la distribucién en areas geograficas mucho mas grande. Esto, en
conjuncién con el comercio global creciente, potencialmente aumenta la
exposicibn humana a una variedad amplia de patdgenos producidos por los

alimentos y también aumenta las ocasiones de un brote (USDA, 2004).
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Afios % de consumo de % de consumo de verduras
Frutas

1990 40.2 55.8
1991 39.3 57.5
1992 42.1 57
1993 44.1 60.1
1994 44.1 61.5
1995 43.7 64.7
1996 41.6 60.9
1997 40.7 60.9
1998 44.5 64.2
1999 45.3 66.4
2000 45.6 69.6
2002 44.4 67.7
2003 44.8 70.8
2004 46.7 74.4

*Fruit and Tree Nut Situation and Outlook Report (USDA, 2004).

Entre los vegetales a partir de los cuales han sido aislados microorganismos
patdgenos se encuentran esparrago, germinados de soya y alfalfa, brocoli, col,
coliflor, lechuga, cilantro, perejil, zanahoria, espinaca, tomate, pepino, entre otros
(Arce y col., 2002). Entre las bacterias patdgenas aisladas a partir de vegetales se
encuentran: Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae, Yersinia

enterocolitica y Aeromonas spp. (Acevedo y col., 2002). Los miembros del género
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Aeromonas son bacilos Gram-negativo ubicuos en ambientes naturales como
suelos, rios, lagos y mares; se ha documentado su presencia en aguas potables,
aguas residuales y en una variedad de alimentos frescos incluyendo vegetales
(alfalfa, brocoli, coliflor, lechuga, cilantro, perejil, espinacas), carne (de res, cerdo,

pollo y oveja), productos marinos y lacteos, entre otros (Beuchat L., 1998).

El consumo de vegetales crudos ha sido asociado a numerosos casos de brotes
de enfermedades por microorganismos patdgenos. Se han reportado infecciones
alimentarias relacionadas con el consumo de vegetales. L. monocytogenes,
Clostridium botulinum, E. coli enterohemorragica y Vibrio cholera, han sido
asociado a infecciones por el consumo de vegetales crudos, ensaladas de repollo
y champifiones salados (Gillian y col., 1999). E. coli también ha sido relacionada a
brotes de infecciones alimentarias por el consumo de vegetales y ensaladas
(Doyle, 1997). Las estadisticas epidemioldgicas indican que el apio, los tomates,
lechuga cruda, col, zanahoria vy cilantro son los vegetales mas implicados en
brotes de gastroenteritis (Adams y col., 1998). En Venezuela se han realizado
varios estudios sobre la calidad microbiolégica de algunos vegetales y de
ensaladas crudas comerciales listas para su consumo, donde se determind la
incidencia de microorganismos como: Listeria spp., L. monocytogenes, Aeromonas
hydrophila, Plesiomonas shigeloides, Bacillus spp. B. cereus y E. coli (Moreno,
1997). Los vegetales frescos albergan una poblacién diversa de microorganismos,
son frecuentes cantidades de 10° -10’ UFC/g. Normalmente las hortalizas no
deberian ser causa de problemas de salud publica, ya que son mas resistentes a

infecciones microbianas que los productos de origen animal (Adams, 1998). Sin
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embargo es posible la transmisiéon de bacterias patdégenas por contaminacion
directa con heces de animales, por el uso de estiércol como abono, agua
residuales, o por el uso de aguas contaminadas para regar (Whitfield, 1998). Otra
fuente de contaminacion es la inadecuada manipulacion de los alimentos, aspecto
qgue ha sido muy relacionado con los expendios de comida rapida y/o lista para
llevar. La FAO sefiala que los alimentos que se venden en la via publica
constituyen una fuente importante de alimentos nutritivos y de bajo costo,
especialmente para los sectores pobres de la poblacién urbana; sin embargo,
resalta que los mismos han demostrado ser un potencial para causar brotes de
intoxicacién alimentarios por contaminacion microbioldgica y por utilizacion de

aditivos no permitidos (FAO, 1990).

2.5 Indicadores de higiene

Los microorganismos indicadores dan una idea de las condiciones higiénicas bajo
las cuales se ha elaborado un alimento. La presencia en los alimentos de algunos
como E. coli, sugiere que el alimento se contamino con heces. Los coliformes son
microorganismos indicadores, ya que su presencia en el alimento sugiere falta de
higiene (Fernandez, 2000).

Los grupos microbianos indicadores de mayor uso en los alimentos son: bacterias
mesofilas aerobias, organismos coliformes totales, coliformes termotolerantes
(fecales), E. coli, Enterococos, la familia Enterobacteriaceae, Staphylococcus

aureus, asi como hongos y levaduras (Fernandez, 2000).

10
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Para evaluar el riesgo de un alimento a la poblaciéon, con frecuencia se recurre al
uso de microorganismo indicadores y no al uso de patdgenos, ya que a menudo

es dificil aislar bacterias patdgenas en los alimentos (Fernandez, 2000).

2.6 Organismos coliformes

2.6.1 Caracteristicas generales

Los organismos coliformes son bacilos gram negativos, no esporulados, aerobios
0 anaerobios facultativos que producen gas y acido a partir de lactosa dentro de
24-48 horas de incubacidon a 35°C. Se trata de una definicion totalmente
convencional que pretende involucrar bacterias de habitat tipicamente intestinal,
no obstante existen microorganismos que satisfacen la definicion pero que tienen

habitat extraintestinal (APHA, 1992; Fernandez, 1981).

2.6.2 Significado en los alimentos

Los organismos coliformes son el grupo indicador de mayor tradicion en la
microbiologia sanitaria. Es importante destacar que los organismos coliformes
Gnicamente se relacionan con contaminacion fecal reciente cuando se encuentran
en agua limpia. Esto, se fundamenta en el hecho de encontrarse en el intestino de
los animales de sangre caliente en mayor nimero que las bacterias patdgenas,
siendo incapaces de multiplicarse en aguas limpias. Sin embargo, su presencia en
el agua no indica siempre la existencia de un patégeno. La presencia de
coliformes en muchos alimentos, especialmente en aquellos que han recibido
tratamiento térmico, sugiere contacto con materiales sucios y no necesariamente

implica un riesgo a la salud (APHA, 1992; Fernandez, 1981).

11
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2.7 Coliformes termotolerantes

2.7.1 Caracteristicas

Los coliformes termotolerantes forman un grupo microbiano mas reducido que el
de los organismos coliformes totales al cual pertenecen los termotolerantes. Este
grupo esta formados por aguellos microorganismos con semejantes caracteristicas
qgue los organismos coliformes totales la Unica diferencia que los termotolerantes
fermentan lactosa con produccion de gas a 44-45°C dentro de las 24-48 horas de
incubacion. Dentro de los coliformes termotolerantes se encuentra E. coli
(Fernandez, 1981).

Los coliformes termotolerantes se aislan con frecuencia de la materia fecal pero
no son exclusivos de ella; un porcentaje considerables de éstos tienen como

habitat el agua, el suelo y las plantas

2.8 Escherichia coli

Este microorganismo fue aislado por primera vez en heces de nifios y fue descrito
por el bacteri6logo aleman Theodor Escherich. E. coli es una bacteria que habita
normalmente en el intestino del hombre y animales de sangre caliente, y
desempefia un importante papel en la fisiologia del intestino. La distribucion en el
ambiente esta determinada por su presencia en el intestino. Por ser un habitante
regular y normal del intestino se usa desde hace un siglo como "el mejor"
indicador de contaminacién de los alimentos con materia fecal (Mossel y col.,

1990).
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El primer serogrupo patégeno se denominé como E. coli enteropatdgena clasica
(EPEC clasica). Posteriormente, se descubrié un grupo de cepas de E. coli de
serotipos diferentes que causan enteritis por un mecanismo invasor rigurosamente
idéntico al de las shigellas (E. coli enteroinvasora: EIEC). Desde finales de los
60"s también se conocen otros serotipos que producen enteritis por liberacion de
enterotoxinas de dos tipos, termoestable (st) y termoldbil (It), que reciben el
nombre de E. coli enterotoxigénica (ETEC). Estos microorganismos son poco
frecuentes en nuestro medio pero causan diarrea entre los viajeros a paises
exodticos. Otro grupo importante es EAEC que también son causantes de
problemas de enteritis por la liberacion de 3 tipos de toxinas (aap, aggR y AA)
provocando diarreas persistentes. A estos grupos de E. coli patégenos (EPEC
clasica, EIEC y ETEC) se afiadio otro grupo que causa enteritis por produccion de
una toxina denominada verotoxina (VT), que posteriormente también se ha
denominado Shiga-like toxin (stx) y es diferente de las toxinas st y It conocidas
hasta entonces. La importancia de esta bacteria enteropatégena puede deducirse
a partir del hecho que diversos organismos internacionales de salud han

recomendado su vigilancia, que consideran objetivo prioritario (tabla 2).
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Tabla 2. Grupos y genes de E. coli patdgena

Grupo de E. coli Gen o fragmento
EPEC eaeA, bfpA
EIEC ial
ETEC Ity st
EAEC aap, aggR y AA

*Cernay col.,2003

2.8.1 E. coli enteropatégena (EPEC)

EPEC fue el primer grupo que se identific6 serolégicamente y se asocid con
casos de diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor de
patogenicidad. El proceso de adherencia intima entre la bacteria y la membrana
de las células del epitelio intestinal, seguida de la destruccibn de la
microvellosidad, con polimerizacion de actina, que lleva a la alteracion del
citoesqueleto en el sitio de la union de la bacteria, debido al aumento de los
niveles de calcio intracelular y de proteina cinasa C, ha sido denominado
adherencia y esfacelamiento (A/E). La adherencia esta mediada por pilis o fimbrias
rizadas que se llaman Bfp (bundle-forming pilus) cuya informacién genética esta
codificada en un plasmido de 50 70MDa denominado EAF (EPEC adherente
factor) y de algunos genes cromosomales. En la adherencia es necesaria la
sintesis de una proteina de membrana externa de 94 kDa llamada intimina,
codificada por el gene cromosomal eae y que sirve como sefial en A/E. En
ensayos in vitro las cepas EPEC se caracterizan por formar microcolonias en el

citoplasma de las células Hep-2 y su estudio incluye factores de patogenicidad
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como el efecto A/E, presencia de plasmidos y fimbrias. Las cepas EPEC se
consideran tipicas cuando tienen los genes eae para la intimina, que participa en
A/E, y el plasmido EAF que codifica para el Bfp; se dice que son atipicas cuando
s6lo presentan los genes eae pero no el plasmido EAF. EPEC puede ocasionar
brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta principalmente a nifios
menores de seis meses y a los de dos afios. También puede aislarse en adultos
enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor predisponente como
diabetes. La forma de transmision de la enfermedad es fecal-oral por manos
contaminadas de manipuladores de alimentos. Los reservorios de EPEC pueden
ser nifios y adultos con o sin sintomas. El cuadro clinico que produce EPEC se
manifiesta con diarrea aguda, la cual puede ser leve o grave, con vémito, fiebre

baja y mala absorcion (Rodriguez-Angeles G., 2002).

2.8.2 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

El grupo EIEC y Shigella spp estan relacionados genética y bioguimicamente ya
gue son descarboxilasa negativas, no moéviles y lactosa negativas. EI mecanismo
de patogenicidad de EIEC es la invasion del epitelio del colon; para ello el primer
paso es la adherencia de la bacteria a las vellosidades de la mucosa requiriendo
de mucinasa y adhesinas, para después entrar por endocitosis a la célula, y
posterior multiplicacion de la EIEC dentro de la célula y diseminacion a células
sanas adyacentes. La informacion genética para este mecanismo esta en el gen
del cromosoma y del plasmido, ademas de tener la capacidad de elaborar una o
mas enterotoxinas que pudieran ser importantes en la produccion de diarrea. Los

genes necesarios para la invasion se encuentran en un plasmido de 140 MDa
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llamado plnv, que codifica para proteinas. Los sintomas caracteristicos en
personas infectadas por EIEC son diarrea acuosa, con sangre y moco, pero
algunos casos solo presentan diarrea, ésta en ocasiones es indiferenciable de la
que produce ETEC. Las cepas EIEC se asocian mas con brotes que con casos
aislados, en los cuales la transmision puede ser de persona a persona, por
ingestion de alimentos y agua contaminada, convirtiéndose en un patdgeno

importante en nifios mayores de seis meses (Rodriguez-Angeles G., 2002).

2.8.3 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

Las ETEC colonizan la mucosa del intestino delgado por medio de pilis o fimbrias
que tienen diversas formas denominadas CFA (colonization factor antigens),
siendo su principal mecanismo de patogenicidad la sintesis de alguna o ambas
enterotoxinas llamadas toxina termolabil (It) y toxina termoestable (st). Sus genes
estdn en un plasmido que también puede tener informacion genética para los
CFA’s, aunque algunos genes de st se han encontrado en transposones. Las
toxinas It y st aumentan el nivel intracelular de cAMP y cGMP respectivamente,
gue se encuentran en la membrana de las células intestinales, provocando la
salida de agua y iones. Las ETEC son importantes en lactantes, principalmente en
nifios menores de dos afos, y en particular durante los primeros seis meses de

vida (Rodriguez-Angeles G., 2002)

2.8.4 E. coli enteroagregativa (EAEC)
Scaletsky y Nataro (1998) encontraron cepas aisladas de pacientes con diarrea,

las cuales por serologia no correspondian al grupo EPEC pero si presentaban un
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patron caracteristico de adherencia diferente a EPEC y que ademas eran
negativas a la prueba de EAF. En estudios posteriores se encontré el fenotipo de
adherencia agregativa, caracterizada por autoaglutinacion de las bacterias entre si
y por ser inespecifica, porque las bacterias se adhieren a la superficie de las
células Hep-2 y a la superficie del cubreobjetos libre de células Hep-2. La
adherencia a células Hep-2 y la hemoaglutinacion de eritrocitos humanos se debe
a la presencia de una fimbria o adhesina flexible llamada fimbria | de adherencia
agregativa (AAF/1), codificada por el gen aggA que se encuentra en un plasmido
de 60 MDa. También se ha descrito la fimbria AAF/Il inmunolégicamente diferente
a AAF/I y que estéa codificada por el gene aafA; sin embargo, no todas las EAEC
presentan estas fimbrias. En el mecanismo de patogenicidad de EAEC estan
implicadas la bacteria y diversas moléculas que ella produce; también se sabe que
las cepas EAEC tienen la capacidad de incrementar en la mucosa la produccion y
secrecion de moco que atrapa a las bacterias que se autoaglutinan en una fina
pelicula en el epitelio intestinal. La produccion de moco puede estar relacionada
con la capacidad de EAEC para colonizar persistentemente el intestino y causar
diarrea. En el plasmido de 60 MDa de EAEC también se encuentran los genes que
codifican para la toxina EASTI. Eslava y colaboradores identificaron dos proteinas
de alto peso molecular de cepas EAEC, aisladas de nifilos que murieron de diarrea
persistente. Estas proteinas fueron probadas en asa ligada de rata observandose
vellosidades cortas, hemorragia y necrosis. El gen para una de estas proteinas se
encontré en un plasmido de 65 MDa y a la proteina se le dio el nombre de Pet
(plasmid-encoded toxin) la cual tiene la capacidad de producir efecto citopatico en

células Hep-2, caracterizado por arredondamiento y desprendimiento de las
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células asi como contraccion del citoesqueleto y pérdida de fibras de actina. En
EAEC se ha descrito también la proteina Pic que esta codificada en el genoma y
que tiene actividad de proteasa. El sitio blanco de dafio de EAEC puede ser la
mucosa del intestino grueso y delgado, con un periodo de incubacion de menos de
ocho horas y puede durar hasta 18 o 20 dias. Esta bacteria puede causar brotes o

casos aislados de diarrea persistente (Rodriguez-Angeles G., 2002)

2.8.5 E. coli Shiga-like toxin (STEC)

La toxina shiga es una enterotoxina (citotoxina) producida por Shigella dysenteriae
tipo 1, que causa una de las formas mas graves de la disenteria bacilar
(shigelosis). Las cepas enterohemorragicas de E. coli (STEC) producen toxinas
semejantes, llamadas SLT (stx1, stx2) shiga-like toxina.

Su organizacion estructural es igual a las toxinas colericas (ct) y termolabil It de E.
coli, su mecanismo de accién es distinto. Las subunidades B se unen a los
glangiosidos Gb3 y Gb4 de las células de la mucosa intestinal (enterocitos), y la

toxina penetra a través de varios procesos:

1) Fijacién a receptores

2) Penetracién de las subunidad activa

3) Endocitosis. Se ha documentado que la interaccién de las STEC con el
enterocito especialmente O157:H7 trae también como en el caso de EPEC
esfacelamiento de las vellosidades intestinales. Ademas el efecto citotoxico de
las STEC agrava la disenteria, pero también es responsable de una

complicacion de la enfermedad, el llamado Sindrome Urémico Hemolitico
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(Hemolytic Uremic Sindrome, HUS), que se presenta principalmente en nifios.
El HUS se caracteriza por una triada constituida por anemia hemolitica,
trombocitopenia e insuficiencia renal aguda, este mecanismo es debido a la
traslocacion de la toxina a la sangre, donde producen dafios vasculares y
lesiones en los capilares del rifidn puesto que existen receptores Gb3 en este
endotelio que son la causa de la insuficiencia renal aguda que caracteriza esta
complicacion. STEC puede causar diarrea, colitis hemorragica y HUS siendo el
principal serotipo 0O157. Ha estado asociado a brotes en paises
industrializados y se ha observado que el principal vehiculo de transmision
ocurre a través de alimentos contaminados, principalmente carne de bovinos y
otros vegetales. Basado en los datos epidemioldgicos se ha estimado que la
dosis infectiva es de 100 a 200 microorganismos.

Los principales genes involucrados en la patogenia de STEC son:
1) stx1,stx2 0 ambos que resultan en la produccion de las toxinas Shiga-like.

2) El eae que codifica para la intimina que participa en la unién estrecha entre

el enterocito y la bacteria y el gen.

3) hlyA que codifica para una enteromolisina ( Nataro JP, 1998)

2.9 Incidencia de E. coli en alimentos

Desde principios de la década de los 40s, se han ido describiendo cepas de este

microorganismo con capacidad enteropatdégena, al observar que cepas de E. coli
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de determinados serotipos se asociaban a brotes epidémicos de enteritis grave en
lactantes y poblacién en general.

La transmision de E. coli es mas comun por via fecal-oral y el vehiculo méas
frecuente de infeccion humana es la carne de bovino, fundamentalmente las
hamburguesas poco cocidas.

También se ha documentado la infeccion asociada a consumo de carne de pavo,
salami, leche, yogurt, mayonesa, ensalada, vegetales crudos y agua. Los brotes
epidémicos son frecuentes (tabla 3). La transmision de persona a persona también
ha sido demostrada E. coli O157:H7 es resistente a las temperaturas extremas y
a los acidos débiles. La dosis infectante minima es baja; entre 102 y 102 bacterias

(Griffin, 1991).
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Tabla 3. Brotes de colitis hemorragica y sindrome hemolitico-urémico mas relevantes en los EEUU hasta
1994, causados por cepas de E. coli 0157:H7

Localizacion Afio N° N° pacientes Ne Mortalida Emplazamient Fuente de
geografica caso hospitalizados pacientes d o] infeccién
s que
desarrollaro
n HUS
Orego6n (EEUU) 1982 26 18 0 0 Comunidad Hamburguesas
Michigan 1982 21 14 0 0 Comunidad Hamburguesas
(EEUU)
Nebraska 1984 34 13 1 4 (12%) Residencia 3 Hamburguesas
(EEUU) edad
Ontario 1985 73 - 12 19 (35%) Residencia3® Bocadillos de
(Canadd) edad carne
Inglaterra 1985 24 11 - 1(4.1%) Comunidad Manipulacién
vegetales
Washington 1986 37 17 3 2 (5%) Restaurante Hamburguesas
(EEUUV)
Birmingham 1987 26 6 1 0 Comunidad Bocadillos de
(RU pavo
Cabool, 1990 243 32 2 4(1.6%) Comunidad Agua
Missouri.
Portland, 1990 21 7 3 0 Parque Bafio en lagol
Oregbén.USA recreativo
Massachussets. 1991 23 6 4 0 Comunidad Sidra
USA
Reino Unido 1991 16 13 5 -- Comunidad Yogur
Maine (USA) 1992 4 - 1 1(25%) Comunidad Vegetales mal
lavados

Fuente: Carolina Frias. Tesis Doctoral, Universidad Autbnoma. Barcelona 1996

21



ANEXOS

2.9.1 Identificacion de E. coli

2.9.1.1 Reaccién en cadena de la polimerasa

Esta técnica fue ideada en 1985 por Karry B. Mullis. El término “reaccién en
cadena de la polimerasa” (PCR) se aplica al proceso bioquimico in vitro, mediante
el cual las cadenas individuales de ADN blanco son duplicadas por la ADN
polimerasa en cada uno de los ciclos (generalmente entre 20 y 30) que integra la
reaccion, al final de cada uno de los cuales las nuevas cadenas vuelven a ser
duplicadas por la misma enzima, logrdndose una produccion exponencial de
millones de copias del gen o segmento de ADN especifico sometido al proceso.
Los componentes requeridos para la PCR son: ADN; iniciadores (oligonucleétidos)
especificos que flanquean el gen o segmento que actia como blanco para la
amplificacion; mezcla de desoxinucleotidos (ANTP’S); solucién amortiguadora de

reaccion y ADN polimerasa (Barrera y col., 1998).

Cada uno de los ciclos de reaccidn consta de tres pasos determinados por
temperaturas y tiempos especificos, que son:

1) Desnaturalizacion (92-98°C a 30 a 90 segundos), en el cual se separan o
desnaturalizan las dos cadenas complementarias del ADN blanco.

2) Alineamiento (50-60°C, 30-90 segundos) en el que se realiza el
apareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas simples del
segmento de ADN blanco desnaturalizado.

3) Extension (70-74 °C, 30-90 segundos), en el que el ADN polimerasa
extiende la longitud de los iniciadores apareados al ADN blanco, al ir

polimerizando los desoxinucleotidos libres, resultado en nuevas cadenas
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complementarias a las dos cadenas sencillas de ADN blanco presentes al

inicio de la reaccion.

El ciclo siguiente se inicia en el mismo tubo, con los mismos componentes de la
mezcla de reaccion, pero contiene ahora el doble de cadenas sencillas de ADN
blanco que el anterior y finaliza convirtiendo estas en cadenas dobles.

Con la sucesioén de ciclos se logra una sintesis exponencial (217) del segmento del
segmento de ADN blanco, cuyo tamafio se define desde los primeros ciclos de la
reaccion. La longitud del segmento amplificado por la PCR es el resultado de la
suma de la longitud de los iniciadores mas la distancia del ADN blanco flanqueado

por éstos (Barrera, 1998).

2.9.1.2 Ventajas y aplicaciones de la PCR

Recientemente, se han desarrollado varios procedimientos alternativos para la
tipificacion y la identificacion de bacterias. Uno de ellos es la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), que consiste en la amplificacion selectiva de una
secuencia blanco flanqueada por secuencias cortas de polinucleétidos
(usualmente de entre 10 y 30 nucleétidos) llamadas iniciadores o cebadores. El
éxito en la implementacion de la PCR para la identificacion de microorganismos
causantes de ETA’s depende, entre otros factores, de la eleccion correcta de la
secuencia blanco, la cual debe permitir la identificacion del microorganismo de
interés, independientemente de la presencia de otras fuentes de ADN procedente

de microorganismos concomitantes o de la muestra misma. Las regiones
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gendmicas mas comunmente empleadas en el disefio de cebadores para la
identificacion de microorganismos patégenos son las relacionadas con los genes
gue codifican para toxinas y proteinas antigénicas especificas. En la deteccion y el
diagndstico de E. coli, por ejemplo, las secuencias blanco por excelencia han sido
los genes que codifican para las dos variantes de la toxina Shiga, stx1 y stx2,
aunque también se han utilizado genes que codifican para proteinas de virulencia

accesorias como el eaeA (Barrera y col. 2005).

Entre las nuevas ventajas que aporta esta nueva tecnologia, destacan: rapidez,
pues en sOlo tres horas pueden detectarse la presencia de cualquier
microorganismo buscado en la muestra; especificidad, pues unos cebadores bien
elegidos hibridaran exclusivamente con la secuencia del acido nucleico, la
ampliaran y facilitaran su deteccién, y sensibilidad, ya que bastaria una sola
molécula del acido nucleico para obtener millones en apenas dos horas de
amplificacion. Estas tres propiedades hacen de la PCR una técnica rapida, fiable y
segura para la deteccién de microorganismos.

Otras ventajas que cabe citar son las siguientes: no requiere ningun tipo de
respuesta por parte del huésped; los microorganismos a detectar no tienen que
estar multiplicAndose, ni tan siquiera ser viables o infecciosos. Mediante esta
técnica también se puede cuantificar el ndamero inicial de microorganismos
existentes en las muestras y a medida que se vaya mejorando, se llegara a la
automatizacion de su realizacion y lectura. Todos estos puntos permiten predecir
que la razén costo beneficio de la aplicacion de esta tecnologia al diagnostico, por

lo que podra sustituir a muchas técnicas tradicionales.
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Muchos microorganismos requieren para su identificacion técnicas de larga
duracion, bien sea por su complejidad o por su lento crecimiento. Ademas,
muchas veces estas técnicas no poseen suficiente capacidad discriminatoria, por
lo que la identificacion final queda cuestionada. La amplificacion del ADN, por su
alta especificidad y rapidez, pueden resolver ambos problemas de forma definitiva

(Palomares, 1992).

2.9.1.3 Aplicacion de PCR en alimentos

Una aplicacion importante de la reaccion en cadena de la polimerasa es la rapida
verificacion, la cual ha sido de gran utilidad en la deteccion de salmonelosis en
huevos y pollitos que se comercializan entre distintos paises, dado que son
materiales que requieren un diagnostico rapido y preciso en las aduanas.
Recientemente, se efectué un estudio en el que se analizaron salsas y mariscos
que se venden en la via publica en la Cuidad de México. En estos alimentos se
aislé E. coli genérica en numero considerables lo que indica contaminacion fecal
reciente; se identificaron ademas los grupos patégenos STEC y EPEC. Los
resultados sugieren que este tipo de alimentos de la via publica debe ser
considerados como importantes vehiculos de ETAs. En estudios realizados con
anterioridad a alimentos vendidos en los alrededores de la Basilica de Guadalupe
en la Ciudad de México tales como; salsas, frutas y tortillas, se encontr
contaminacion por E. coli genérica en un 67% del total de muestras analizadas,

mientras que el resto de las muestras se determino la presencia de de E. coli
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enterotoxigenica, indicando la gran contaminacion y el riesgo sobre el consumo de
estos alimentos (Lépez-Saucedo y col., 2003)

Los estudios anteriores nos muestran ademas la gran utilidad de la técnica de
PCR pues en tan solo 24 horas brinda resultados y al hacerse como prueba
multiple, es decir que se puede utilizar mas de un gen a identificar mediante la
mezcla de varios genes, puede ser de gran utilidad en la identificacion de varios
patdgenos en una sola reaccion (Lopez-Saucedo y col., 2003)

Debido a la expansién del comercio internacional es necesario fortalecer las
medidas de control sanitario para de este modo evitar la diseminacion de
numerosos agentes infecciosos entre distintas regiones. Dentro del area de la
microbiologia de los alimentos, la técnica de PCR puede hacerse extensible a
cualquier matriz de alimentos que se desee analizar, tales como muestras de

leche y carne vacuna entre muchas otras (Velilla y col., 2004).
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l1l. JUSTIFICACION
Las enfermedades transmitidas por alimentos son un importante problema para la
salud publica en el mundo. Se estima que tan solo en Estados Unidos las ETAS
son responsables de aproximadamente 36 millones de casos, 325,000
hospitalizaciones y 5000 muertes al afio. En México no existen estadisticas al
respecto, por lo que es importante generar informacion sobre la identificacion de
microorganismos patdgenos en alimentos, es base fundamental para la

prevencion y control de las enfermedades especialmente las gastrointestinales.

Existe una creciente demanda de hortalizas de alta calidad y productos vegetales
minimamente procesados, hay una gran tendencia, ya se consideran mas
nutritivos, naturales, menos procesados y sin aditivos, también han ido creciendo
aguellos sitos en los que se venden este tipo de productos, La FAO sefala que los
alimentos que se venden en la via publica (callejeros) constituyen una fuente
importante de alimentos nutritivos y de bajo costo, especialmente para los
sectores pobres de la poblacién urbana, pero no obstante quedan excluidos los
establecimientos cerrados donde se satisfacen leyes sanitaria,, ya que existe
diversas fuentes de contaminacion que pueden llegar a producir brotes
dependiendo de factores tales como el desarrollo y sobrevivencia de
microorganismos patégenos o la manipulacién del personal en la preparaciéon de
dichos alimentos, provocando errores aunque cuenten con un alto grado de

higiene
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La investigacion de grupos microorganismos patdégenos en verduras crudas es
poca y en algunos casos nula. Por lo que es necesario utilizar novedosas técnicas
como la PCR para la identificacion rapida que permita prevenir y controlar

enfermedades gastrointestinales principalmente.

En base en lo anterior, este trabajo se investigo la correlacidon de microorganismos
indicadores de higiene y grupos patdgenos de E. coli determinados por PCR en

ensaladas de verduras crudas.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Determinar la correlacion entre la frecuencia de microorganismos indicadores y
grupos patdégenos de E. coli determinadas por PCR en ensaladas de verduras
crudas listas para su consumo obtenidas de restaurantes.

4.2 Objetivos especificos

1) Determinar la frecuencia y concentracion de coliformes termotolerantes y

Escherichia coli en ensaladas de verduras crudas listas para su consumo.

2) Determinar la frecuencia y concentracién de grupos patdgenos de E. coli

(ETEC, EIEC, EPEC, STEC, EAEC) por PCR en ensaladas de verduras

crudas listas para su consumo
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V. METODOLOGIA
5.1 Equipo
Agitador vortex 2-genie Scientific Industries
Autoclave eléctrica SM 200 Yamato Scientific®
Balanza analitica PPC 2000 Metler®
Bafio maria con circulacion Riosa (0-120°C)
Camara de electroforesis Sunrise
Campana de flujo laminar
Fuente de poder de 80 V, 400mAmp Bio-rad®
Incubadora bacteriolégica Blue M®
Lampara de luz UV ENF-240C, Spectroline®
Micropipetas de diferentes volimenes Eppendorf®
Refrigerador Lab line4 Environees inc.
Stomacher 400 Circulator Seward®
Termociclador bio-Rad®
Tansiluminador Kodak®
5.2 Material de laboratorio
Asa bacteriologica, Bolsas de polietileno, Cajas petri, Espatulas, Gradillas,
Matraces Erlenmeyer diferentes volumenes, Mecheros, Puntas de diferentes
volumenes, Tubos de ensaye diferentes volumenes, Tubos Eppendorf.
5.3 Medios de cultivo
Agar Soya Tripticaseina (AST) BD Bioxon®
Caldo Soya Tripticaseina (CST) Bioxon®

Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) Bioxon®
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Agar Verde Brillante (AVB) Bioxon®

Agua Peptonada (AP) Bioxon®

Caldo Lactosado (CL) Bioxon®

Caldo Verde Brillante Fluorocult (CVL) Bioxon®
Agar Base Sangre (ABS) Bioxon®

5.4 Reactivos

Peptona de caseina

Reactivo Kovac

NaCl Sigma Chemical

Agua destilada

Agarosa Gibco

TAE 1X Gibco

Bromuro de Etidio

Marcadores de peso molecular Gibco
Oligonucleotidos (dTTP, dATP, dGTP y DCTP)
Tag polimerasa (Invitro gen®)

Buffer (Invitro gen®)

MgClz  (Invitro gen®)

Iniciadores (ial, It,eaea, Bfpa, stx1, stx2, st, aAt, aggR y aap) Gibco

31



ANEXOS

5.5 Procedimientos

5.5.1 Recoleccion de las muestras

Las ensaladas fueron compradas en diferentes restaurantes de la ciudad de
Pachuca, Hidalgo, con 3 niveles de higiene aparente a las cuales se les denomino:
Alta (Ah), Media (Mh) y Baja (Bh). La clasificacion de los restaurantes se dio en
funcién del nUmero de personas que trabajan en el area de preparacion y de la
capacitacion que reciben sobre el manejo higiénico de los alimentos. Asi se
incluyd, en los de higiene aparente alta, a aquéllos que a simple vista cuentan con
instalaciones que cumplen con todas las disposiciones que establece la legislacion
sanitaria (NOM-093-SSA1-1994) y que son publicitados en medios impresos o
electronicos para su difusion y que pertenecen a cadenas de restaurantes. En los
restaurantes de higiene aparente media se incluyé a aquéllos que a simple vista
cuentan con instalaciones que cumplen con todas las disposiciones que establece
la legislacién sanitaria, publicitados en medios impresos o electrénicos y que no
pertenecen a cadenas de restaurantes. Finalmente, en los de higiene aparente
baja, fondas y cocinas de mercados publicos: estos establecimientos a simple
vista no cumplen con todas las disposiciones que establece la legislacidon sanitaria,
no son publicitados en medios impresos o electrénicos.

En el estudio se incluyeron 2 restaurantes de higiene aparente alta: (HA A1y HA
A2); 1 de higiene aparente Media: (HA M) y de baja se incluyeron 3 fondas y 2
locales de mercados publicos.

La recoleccion de las muestras se realizO en un periodo de 9 meses (Enero-
septiembre). En general, las ensaladas estuvieron compuestas por diferentes

verduras crudas. En la tabla 4 se describe la composicion de cada tipo de
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ensalada analizada por tipo de restaurante. Las ensaladas fueron compradas en
todos los restaurantes y fueron transportadas (en el empaque de venta) bajo
condiciones asépticas y en refrigeracion segun lo establecido por la NOM-109-
SSA1-1994. Las ensaladas se analizaron dentro de las 2 primeras horas después
de su compra. La cuantificacion de organismos coliformes, coliformes fecales y
Escherichia coli se realiz6 de acuerdo a los manuales especializados de la
Administracion de medicamentos y alimentos de los Estados Unidos de América
(FDA/JFSAN, por sus siglas en Ingles), 2001; y de acuerdo con los protocolos de
la legislacibn mexicana vigente (NOM-092-SSA1-1994; NOM-110-SSA1-1994;

NOM-112-SSA1-1994 y NOM-113-SSA1-1994).

5.5.2 Andlisis microbiolégico

5.5.2.1 Preparacion de las muestras

De cada muestra individual se analiz6 toda la porcion de ensalada tal cual se
compro en los sitios de venta. El peso de las ensaladas fue de 80, 120, 150 6 170
g. Las muestras fueron divididas en dos porciones y cada porcién se colocé en
una bolsa de plastico estéril; segun el peso de la ensalada contenida en cada
bolsa, se le agreg6 caldo lactosado (CL) en una proporcion 1:10 (dilucion decimal),
por ejemplo: 40 g de ensalada y 360 mL de CL. Las muestras se dividieron para
facilitar su manejo y manipulacion. Las bolsas se homogeneizaron por 2 minutos
empleando un Stomacher ® a una velocidad de 260 rpm. Finalmente, después de
la homogeneizacidn se mezclaron en una sola bolsa las porciones originales (por

ejemplo: 40g + 40g de ensalada mas 360 mL + 360 mL de CL = 80g de ensalada
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en 720 mL de CL). Esta mezcla inicial se consider6 como la dilucién 10! tal como

se establece en los protocolos correspondientes de analisis microbiolégico.

Tabla 4. Caracteristicas de las ensaladas y de los sitios de recoleccion

Nivel de Restaurante
higiene
Al
Alta
A2
B
Media
Fondas (3)
Mercado 1
Baja
Mercado 2

Ensalada/No
de muestras
Espinacas/20

mixta/20

Espinacas/20

Lechuga/20

Espinacas/30

Mixta/30

Mixta/10

Mixta/10

Mixta/10

Composicion
Espinacas, jitomate y champifiones

Aguacate, cebolla, espinaca, jitomate,
lechuga, pepino y zanahoria

Espinacas, jitomate y champifiones
Lechuga orejona
Espinacas, jitomate y champifiones

Aguacate, cebolla, espinaca, jitomate,
lechuga, pepino y zanahoria

Aguacate, berros, germen de trigo,
jitomate, lechuga, pepino, rabano y
zanahoria

Aguacate, cebolla, germen de trigo,
jitomate, lechuga, pepino, rabano y
zanahoria

Aguacate, cebolla, germen de trigo,
jitomate, lechuga, pepino, rdbano y
zanahoria
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5.5.2.2 Recuento de organismos coliformes

La cuantificacion de organismos coliformes, se realizé con base en lo descrito por
la técnica de FDA/JFSAN y la de la norma oficial mexicana: NOM-113-SSA1-1994.
A partir de la muestra homogenizada se realizaron diluciones decimales y se
inocularon cajas vacias a las que se les adicion6é posteriormente agar de bilis y
rojo violeta (ABRYV). Las cajas se incubaron a 35°C durante 24 h y se contaron las
colonias rojo oscuras con un didmetro mayor de 0.5 mm con o sin halo de
precipitacion de sales biliares. El céalculo de la concentracion de organismos
coliformes en las muestras analizadas se realiz6 de acuerdo a como se describe
en las técnicas sefaladas en los manuales correspondientes. La concentracion
obtenida se expresé como unidades formadoras de colonias por gramo de

muestra (UFC/qg).

5.5.2.3 Recuento de coliformes termotolerantes (Ct)

A partir de las muestras de ensaladas de verduras homogenizadas en Stomacher,
se prepararon diluciones decimales en tubos con 9 mL de caldo lactosado (CL)
con campana de Durham. La incubacion se realizdé a 35°C / 24 - 48 h. Los tubos
en los que se observd la presencia de gas en la campana Durham se tomaron
como presuntivos. Estos tubos se resembraron en caldo lactosado bilis verde
brillante fluorocult (CLF) con campana Durham y se incubaron a 44.5°C durante 24
a 48 h, se consideraron positivos a Ct aquellos tubos en los que se observo la
produccion de gas. El calculo de los Ct por gramo de muestra se realizd de

acuerdo a como se describe en las técnicas sefialadas en los manuales
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correspondientes. El valor obtenido se expres6 como NMP/g de Ct presentes en

ensaladas de verduras.

Figura 1. Cuantificacion de coliformes
termotolerantes, E. coli y grupos patégenos de
E. coli

Fnsalada (150-170 ar.)

l

Dividir en 2 norciones ¢/l

Il

Realizar diliciones 1:10 en DP

Il

Homogenizar/2 min. se reinen
ambas porciones

Il

Diluiciones. NMP

Il

Caldo lactosado. incubar 24-48/3R°

Il

Desarrollo

Il

Caldo BRILA-MUG. incubar 24-48/44 5°

4

K—

Desarrollo/Gas Desarrollo/Gas/fluorescencia
Coliformes termotolerantes Sembrar en anar EFEMB
Cuantificacion Pruebas IMViC
mediante NMP LL
F.coli
Cuantificacion Pruebas
mediante NMP patogenicidad

por PCR
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5.5.2.4 Cuantificacion de Escherichia coli

Para la investigacion y cuantificacion de E. coli, se emplearon los tubos que
resultaron positivos a CF y se realizaron dos pruebas mas del comportamiento
metabdlico de E. coli: produccién de fluorescencia en caldo lactosado fluorocult y
produccion de indol (FDA/JFSAN, 2001; Castro-Rosas y Escartin, 1999). El
calculo de E. coli por gramo de muestra, se realiza de igual manera que para los
coliformes fecales. El valor obtenido se expresé como NMP/g de E. coli presente
en las ensaladas de verduras. Todos los tubos positivos a E. coli por esta técnica
fueron confirmados mediante siembra en agar Eosina y Azul de Metileno y las
pruebas del IMVIC (FDA/JFSAN, 1998). Todas las cepas de E. coli aisladas se
resembraron en agar base sangre en tubo inclinado y se almacenaron en

refrigeracion para los estudios de patogenicidad.

5.5.2.5 Identificaciéon de E. coli patégena

Para la identificacion de E. coli patdgena se utilizaron 321 cepas positivas de E.
coli genérica aisladas con anterioridad, para dicho estudio se utiliz6 la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En estos estudios se incluyeron
también cepas lactosa negativas aisladas a partir colonias que desarrollaron en
agar Eosina azul de metileno (EMB). Para la extraccion del ADN se tomaron al
menos tres colonias (de la cepa de interés) que habian desarrollado en agar EMB;
por separado, cada colonia se resuspendi6 en 1 mL de agua desionizada
contenida en tubos tipo eppendorf y se agitd vigorosamente con un vortex por 10
s. Lo tubos se colocaron en un bafio de agua y se calent6 hasta ebullicion durante

un minuto para eliminar las DNAsas presentes. Finalmente, los tubos se llevaron a
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temperatura ambiente y se mantuvieron en congelaciéon hasta su uso. Para
efectuar la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se emplearon “iniciadores”
comerciales (invitrogen®), éstos son porciones de oligonucledtidos con secuencia
especificas correspondientes a los genes de virulencia para cada grupo patdégenos
de E. coli. En total se emplearon 20 iniciadores con las secuencias descritas en el
anexo 7. Todos los célculos y concentraciones finales de los reactivos para las
mezclas de reaccion del PCR se encuentran detallados en el Anexo 8.

La amplificacién de estas secuencias se realizd con ayuda de un termociclador
(Cycler, Biorad, Hércules, CA, USA). Para cada cepa problema se realizé un
PCR multiple es decir, en un solo tubo se mezclaron los 14 iniciadores para E. coli
diarrogénicas (EPEC, EIEC, ETEC, EAEC y STEC), de igual manera un PCR
convencional o simple para cada cepa problema para la identificacion de E. coli
enteroagregativa (EAEC) mediante la utilizacion de 6 iniciadores para dicho grupo
patdgeno (ver anexo 7) con 2 pl del ADN problema, los DNTps correspondientes,
agua desionizada, bufer, MgClz, la Taq polimerasa para llevar acabo dicha
reaccion (ver anexo 9). Para cada grupo patdgeno se utilizé una concentracion
diferente de los reactivos anteriores ya que las proporciones de cada reactivo
dependen del tipo de gen a identificar. Las concentraciones especificas para cada
gen se describen en el anexo 8. Cabe mencionar la utilizacién de un control
negativo en el cual solo se utilizé la mezcla de reaccion sin ADN problema para
descartar contaminacion de reactivos y un control positivo que consiste en la
mezcla de ADN de cepas positivas de cada grupo patogeno, el cual se utilizé para

confirmar y comparar la amplificacion de ADN problema.
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Para la amplificacion se utilizaron las siguientes condiciones (ciclos de
calentamiento-enfriamiento y tiempo) en el Termociclador segun los grupos
patdgenos a identificar:

a) E. coli diarrogénica se utiliz6 PCR mudltiple; 50°C (2 minutos, 1 ciclo), 95°C (5
minutos, 1 ciclo) ,95°C, 50°C y 72°C (45 segundos cada temperatura, 40 ciclos) y
un paso de extension final de 10 min. a 72°C.

b) E. coli enteroagregativa se utilizé6 PCR simple; 50°C (2 minutos, 1 ciclo), 95°C (5
minutos, 1 ciclo), 95°C, 55°C y 72°C (45 segundos cada temperatura, 40 ciclos) y
un paso de extension final de 10 min. a 72°C

El producto de PCR, se coloc6 en un gel de agarosa al 2%; en regulador TAE 1Xy
se corrié en una camara para electroforesis a 80 volts, 400 amperes por una hora
y se revela con bromuro de etidio. La identificacion se realiz6 con la ayuda de un
Tansiluminador Kodak® que emite luz UV resaltando la amplificacion de las
bandas las cuales se comparan con el control positivo y un marcador de peso

molecular de acuerdo al peso molecular de cada gen amplificado (ver figura 3y 4)
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
Durante la preparacion de ensaladas de verduras crudas, estas suelen someterse
a pelado, rebanado, picado y/o troceado; estas maniobras pueden favorecer la
contaminacion con microorganismos patdogenos. Debido a que las ensaladas de
verduras crudas son consumidas sin un tratamiento térmico adicional, es de gran
importancia que las verduras sean sometidas a un proceso efectivo de
desinfeccidbn para minimizar los peligros microbianos que pudieran estar
presentes. Los desinfectantes pueden ser aplicados para reducir el nUmero de
microorganismos en los alimentos siempre y cuando por si solos no representen
un peligro quimico en el producto terminado. Como se ha mencionado, los grupo
patégenos de E. coli son un problema importante de salud publica (Fernandez,
1981). Para prevenir de manera eficaz las enfermedades que estos grupos
patdgenos provocan por el consumo de alimentos, es necesario, entre otras

cosas, conocer su frecuencia en los alimentos involucrados.

Se analizaron un total de 130 ensaladas de verduras crudas listas para su
consumo, las cuales se obtuvieron de los 3 tipos de establecimientos. Los valores
especificos de Ct, y E. coli patégena y no patdbgena de cada ensalada proveniente

de los diferentes restaurantes reencuentran descritos en los anexos 1-5.

En general, todas las ensaladas mostraron niveles elevados de Ct la menor
frecuencia fue de 90% y correspondio al restaurante Al (Tabla 5). Los limites de
Ct de todos los restaurantes estuvo entre <3 a 1100. El restaurante A2 present6

los mayores niveles de Ct; y la menor mediana de este grupo microbiano se
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observd en el restaurante C2. Cabe recordar que la mediana es un parametro
matematico definido como el valor de la variable que deja el mismo numero de
datos antes y después de él. De acuerdo con esta definicion el conjunto de datos
menores o iguales que la mediana representaran el 50% de los datos, y los que
sean mayores que la mediana representaran el otro 50% del total de datos de la
muestra. En otras palabras, refiriéndonos a nuestros resultados para el
restaurante Al, por ejemplo, mas de la mitad de ensaladas de este restaurante

tenian niveles de Ct superiores de 640 NMP/g.

De los restaurantes tipo A1 y A2 se analizaron 50 muestras en su mayoria de
espinacas y mixtas; éstas presentaron niveles altos de Ct Al con frecuencia de
90%, mientras para A2 con un frecuencia de 100% y en ambos casos hasta 1100
NMP/g (Tabla 5). E. coli también se aisl6 de las ensaladas provenientes de los dos
tipos de restaurantes A (Tabla 5). Y en las del A2 incluso se aislaron grupos

patégenos de E. coli con una relativa alta frecuencia (Tabla 5).

De los establecimientos denominados Bl y B2 con nivel de higiene
aparentemente media, se analizaron también 50 muestras de ensaladas. En
todas las ensaladas de ambos tipos de restaurantes se detectaron Ct (Tabla 5); el
restaurante B2 presentd una mediana de Ct mas baja incluso que la encontrada
en los restaurantes A. E. coli se aisl6 con una frecuencia de 80% en ambos
restaurantes B. En ninguna de las muestras de ensaladas de estos restaurantes

se aislo E. coli patégena.
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Tabla 5. Minimos, medianas, maximos y frecuencia de coliformes
termotolerantes y E. coli no patébgenay patégena en ensaladas de verduras
crudas de restaurantes con nivel aparente de higiene Alta (A), Media (M) y

Baja (B).
Tipo de Microorganismo Minimo Mediana  Maximo  Frecuencia
restaurante 0 grupo (%)
microbiano

Ct (a) <3 477 <3 90

Al E. coli (a) <3 25 210 75
E. coli-P (a)* <3 <3 <3 0

Ct 75 707 >1100 100

A2 E. coli <3 87 >1100 100
E. coli-P <3 35 75 10

Ct 38 677 >1100 100

B1 E. coli <3 70 >1100 80
E. coli-P <3 <3 <3 0

Ct 43 620 >1100 100

B2 E. coli <3 30 290 80
E. coli-P <3 <3 <3 0

Ct 43 564 >1100 100

C1 E. coli <3 114 >1100 75
E. coli-P (b) <3 <3 75 24

Ct 3.6 383 >1100 100

Cc2 E. coli <3 51 <3 90
E. coli-P (b) 460 >1100 <3 8

(a) NMP/g

1 E.coli patégena.
Cabe recordar que como se mencioné en la metodologia, para la identificacion de
los grupos patdgenos de E. coli empleamos las cepas de E. coli genéricas que
provenian de las muestras de ensaladas y que se habian identificado y
cuantificado mediante la metodologia convencional; ésta metodologia incluye la
cuantificacion mediante la técnica del numero mas probable (NMP). Debido a esto
fue posible no solo conocer cuales ensaladas fueron positivas a los grupos

patdgenos, si no también determinar la concentracion de los grupos patdogenos por
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gramo de ensalada. En parrafos mas adelante se mostraran cuales fueron los
grupos patdégenos encontrados, su concentracion calculada por gramo de
ensalada y se discutiran estos hallazgos; para facilitar la discusion de resultados
en ésta seccion soélo se discutirdn como grupos patégenos de E. coli si especificar

a cual corresponde (Tabla 5).

Para el caso de los restaurantes denominados C, se analizaron sélo 30 muestras.
Al igual que el caso anterior, en todas las ensaladas se encontr6 Ct, sin embargo,
contrario a lo que se esperaba, en la mayoria de las ensaladas se observo un
valor de mediana baja de Ct, mas baja incluso que la registrada en las ensaladas
de los restaurantes Ay B (Tabla 5). Ademas, a diferencia de los observado en los
restaurantes B o en el A2, en los restaurantes C hubo ensaladas en las que no se
encontrd E. coli. No obstante, se encontraron grupos patégenos de E. coli en las

ensaladas de los dos establecimiento.

La frecuencia y nivel de los microorganismos encontrados en las ensaladas
provenientes de los dos establecimientos que clasificamos al inicio dentro de un
nivel de aparente higiene alta (A) y media (B), muestran que el nivel real de
higiene de estas ensaladas es bajo.

Segun la normativa de nuestro pais (NOM-093-SSA1-1994) las ensaladas verdes
0 crudas no deben exceder de 100 UFC/g de coliformes fecales (coliformes
termotoletantes) y aunque no se especifica en la norma, las ensaladas no deben
contener bacterias patdégenas. Basandonos en ésta norma el 90.3 % (116 de 130

muestras) de todas las ensaladas estuvieron por arriba del limite establecido.
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Cabe senalar que la NOM-093-SSA1-1994 no incluye como grupo indicador de
higiene de ensaladas de verduras crudas a E. coli, no obstante, desde nuestro
punto de vista se deberia de incluir en la norma ya que éste microorganismos es el
indicador mas confiable de contaminacion fecal en los alimentos. Para el caso de
las verduras que analizamos, si ademas de los Ct y los patdgenos consideramos
que E. coli no deberia de existir en la ensaladas que analizamos, el porcentaje de
ensaladas rechazadas seria de 96.2 %.

En otros paises como por ejemplo EEUU o Francia, por el contrario, su la
normativa si incluye a E. coli como indicador del grado de higiene o peligrosidad
de las verduras crudas y ensaladas de verduras crudas listas para el consumo; en
la mayoria de tales normas no se acepta la presencia de E. coli (CRUSCPS SF,
2005).

Diferentes investigadores ha sefialado la conveniencia de usar E. coli como
indicador de higiene en verduras crudas en lugar de los coliformes fecales 6 Ct
(Doyle y Erickson, 2006). Es sabido que numeros considerables de E. coli en
alimentos sugiere en general carencia de higiene y de manipulacién inadecuada
asi como de una mal almacenamiento. La deteccion de E. coli en los alimentos es
esencial por que su presencia se asocia ordinariamente con una contaminacion
fecal; su hallazgo, implica la posibilidad de que un patégeno pueda estar presente
(Fernandez, 1981). En una gran variedad de alimentos, se ha encontrado una
buena correlacion de la presencia de E. coli con la de bacterias enteropatégenas
(Fernandez, 1981).

Sin embargo, los resultados que hemos encontrado, contrastan con los reportados

por otros investigadores; por ejemplo Sagoo y col. (2003a, 2003b), en dos
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estudios realizados en Londres, Inglaterra en el 2003, encontraron que el 99.3 y el
97% de las ensaladas de verduras crudas que analizaron presentaban una calidad
higiénica aceptable; los investigadores sefialaron que las ensaladas estudiadas
fueron producidas bajo rigurosas practicas agricolas, de higiene, cosecha y
distribucion. En otro estudio realizado en Japon se detectd6 muy baja
contaminacion bacteriana en vegetales crudos minimamente procesados listos
para consumo; sOlo en 3 de 238 muestras se encontraron coliformes
termotolerantes (Kaneko y col., 1999).

No obstante, también se han encontrado niveles elevados de microorganismos
indicadores e incluso bacterias patdgenas en ensaladas de verduras crudas.
Monge y col. (1993), y Copes (2002), encontraron niveles elevados de Ct en
ensaladas de verduras crudas con una frecuencia de 88% y 96%, en productos
provenientes de Argentina y Costa Rica, respectivamente. También, Pingulkar y
col. (2001), encontraron niveles importantes de Ct en ensalada de verduras crudas
con limites de 11 a 460 NMP/g, en ensaladas de la India. En un estudio realizado
en Japon en 1999, se aislaron OC hasta en un 50% en verduras sin manipulaciéon
y en un 67% a partir de ensaladas de verduras crudas listas para consumo; en
éste estudio E. coli solamente se detectd en las ensaladas. Estos valores
demuestran una contaminacion mas abundante en los alimentos que son
extensamente manipulados como es el caso de las ensaladas (Kaneko y col.,
1999). Copes (2002), observo que el 64% de las ensaladas de verduras frescas
compradas en mercados de Argentina contenia E. coli. En un estudio realizado por

Thompson y col. (2000), en ensaladas que se venden en via publica en la ciudad
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de México, encontraron E. coli en ensaladas de lechuga (8.2 x 10* UFC/g), rabano
(4.8 x 10%) y col (2.6 x 10°).

En nuestro caso, los niveles tan altos de Ct que encontramos en las ensaladas
pueden ser el resultado de tres eventos: a) abundante exposicion a las fuentes de
contaminacion durante la cosecha, recoleccion, transporte, procesamiento y
comercializacidon sin posterior desarrollo; a) empleo de verduras que no fueron
sometidas a lavado y desinfeccion o inadecuado procedimiento de desinfeccion; 6
c) una baja contaminacion o baja sobrevivencia después del tratamiento de
desinfeccidén y en funcidén de riqueza en nutrientes de la ensalada, alta humedad
y temperatura ambiente, se favorecié la multiplicacion de los microorganismos.
Este desarrollo puedo ser tan activo que en poco tiempo alcanz6 su concentracion
maxima en el alimento. La segunda opcion pareceria la mas viable; no obstante,
debido a las deficientes condiciones de higiene que con frecuencia se aplican
durante la produccion, preparacion y comercializacién de las ensaladas, es posible
la ocurrencia de ambas. Cualquiera que haya sido el caso, el alto nimero de Ct
gue se detectd en las ensaladas es posible relacionarlo directamente con malas
practicas higiénicas durante la preparacion de dichos alimentos.

Es importante destacar la elevada frecuencia con la que se encontré E. coli en las
ensaladas de los restaurantes clasificados como A; en A1 75 % y en A2 100%.
Estos resultados son preocupantes ya que nos sugiere alta probabilidad de la
presencia de microorganismos enteropatégenos. Una situacion semejante
podemos argumentar para los demas restaurantes.

De hecho el analisis estadistico de los datos mostr6 que no existe diferencia

estadisticamente significativa (p<0.01) en el nivel de microorganismos indicadores
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entre las ensaladas independientemente del sitio de compra (Tabla 6). Se observo
diferencia estadisticamente significativa en la frecuencia y concentracion de E. coli
en la ensaladas del restaurante Al con respecto al A2 y a las del C2. Es decir, la
diferencia muestra que el restaurante A2 y C2 contiene mayor cantidad de E. coli
que el restaurante Al. Sin embargo, a pesar de esta diferencia en el nivel de E.
coli, no se presentd diferencia estadisticamente significativa entre los tres
restaurantes con respecto a la frecuencia y concentracion de coliformes
termotolerantes. Estos ultimos resultados son importante ya que si nos basamos
en la Norma Oficial Mexicana, NOM-093-SSA1-1994 (que no toma en cuenta a E.
coli pero si a los coliformes termotolerantes), para evaluar el grado de higiene y/o
el riesgo de las ensaladas, podemos sefalar que los resultados del analisis
estadistico muestran que el nivel de higiene o riesgo de las ensaladas es el
mismo. En otras palabras, podemos afirmar que en funcion de los niveles de Cty
E. coli encontrados, el grado de higiene en las ensaladas de verduras entre los
restaurantes es el mismo; las diferencias entre las ensaladas, por tanto, solo

serian el lugar de origen y el costo.
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Tabla 6. Diferencia estadistica en el nivel de microorganismos indicadores

entre los distintos restaurantes

Tipos de Coliformes E. coli E. coli patdgena
restaurantes Termotolerantes (Ct)

Al vs A2 0.726* 0.005 0.005
Alvs Bl 0.132 0.260 1.000
Al vs B2 0.294 0.433 0.307
AlvsC1 0.775 0.069 0.319
Alvs C2 0.379 0.002 0.022
A2 vs B1 0.809 0.086 0.153
A2 vs B2 0.457 0.011 0.153
A2 vs C1 0.272 0.584 0.307
A2 vs C2 0.023 0.430 0.319
Bl vs B2 0.680 0.452 1.000
BlvsCl 0.343 0.416 0.022
B1vs C2 0.037 0.030 0.022
B2vs Cl 0.603 0.188 0.022
B2 vs C2 0.099 0.002 0.022
ClvsC2 0.364 0.278 0.976

* p-value

Muchos consumidores prefieren comprar los alimentos en sitios bien establecidos

ya que los perciben como sitios que venden alimentos seguros y de bajo riesgo

microbiol6gico; mayor confianza existe si los sitios son restaurantes de renombre

nacional o internacional como son los de las cadenas de restaurantes. A diferencia

de lo anterior, los alimentos que se venden en mercados o en la via publica, son

considerados de baja calidad higiénica y de alto riesgo de enfermedad. No

obstante, los resultados de nuestro estudio muestran que al menos para las

ensaladas de verduras crudas esta percepcion no aplicé, ya que el nivel de riesgo
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de enfermedad estadisticamente fue el mismo independientemente del restaurante
donde se compraron las ensaladas (Tabla 2).

En estudios semejante al reportado en esta tesis fue realizado recientemente por
Noguera (2005), en ese estudios también se obtuvieron ensaladas de los mismos
establecimientos; se determiné la concentracion de organismos coliformes, Ct, E.
coli no patdgena y Salmonella en ensaladas. La frecuencia y concentracion de Ct
y E. coli que se reporta en tal investigacion fue semejante a la que nosotros
encontramos en este segundo estudio. Estas evidencias son preocupantes ya que
muestran que los restaurantes, al menos en el periodo del segundo estudio,
continuaron con malas practicas de higiene y lo mas importantes, que el riesgo de

enfermedad es latente.

Como se indicé en antecedentes de esta tesis, aunque la mayoria de las cepas de
E. coli que naturalmente se encuentran diseminadas en los animales y el medio
ambiente son no patdgenas, existen algunas cepas que causan enfermedad, tal es
el caso de E. coli O157:H7 cuya dosis minima infectante es muy baja (10-100
células). En nuestro estudio, encontramos también la presencia de E. coli
patdgena en la ensaladas de verduras crudas con una elevada frecuencia en
restaurante C1 (Tabla 5); hasta cierto punto, la presencia de los patégenos en las
ensaladas provenientes de las fondas o mercados publicos no es de extrafiar, ya
que es sabido que en estos sitos la probabilidad de contaminacion de los
alimentos es mayor que en restaurantes bien establecidos. Sin embargo E. coli
patogena también fue aislada a partir de las ensaladas del restaurante A2 (Tabla

5).
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La investigacion de los grupos patégenos de E. coli en las ensaladas, se realiz6
utilizando iniciadores especificos para determinar la presencia de E. coli
Diarrogénicas y/o Enteroagregativas (Cerna y col., 2000). Es importante sefalar
gue se realizaron dos ensayos de PCR separados con todas las cepas: uno para
la busqueda de las E. coli Diarrogénicas (enterotoxigenica, enteropatogena,
enteroinvasiva, enteroadherente y enterohemorragica) y el otro para la basqueda
de la E. coli enteroagregativa. Para el primer caso se empled un PCR multiple es
decir en una misma reacciéon de PCR se mezclaron todos los iniciadores para la
basqueda de las diarrogénicas (Cerna y col., 2000), y para el segundo, un PCR
sencillo en el que Unicamente se emplearon los iniciadores para las
enteroagregativas. La técnica del PCR involucra electroforesis en gel y
revelacion de las bandas mediante luz ultra violeta, al compararlas las

bandas generadas con un control o marcados de peso molecular, es posible

identificar el grupo al cual pertenecen las E. coli bajo estudio (Figura 3).
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Figura 3. Productos de PCR muiltiple de E. coli patdgenas. Carril 1 tamafio de los siete productos
PCR de cada gen en pares de bases, obtenido al usar una mezcla de ADN de las cuatro cepas de
referencia y los iniciadores a mezclar. PCR los productos obtenidos mediante el uso de ADN de
cepas de E. coli enterotoxigénicas, productoras de toxinas Shiga, enteropatdégena, e
enteroinvasivas, (carriles 2-5, respectivamente). Carril 6—-15: productos obtenidos de ADN de
ensaladas de verduras crudas Yy los iniciadores mezclar. Carril 16: 1 kb marcador de peso

molecular en pares de bases.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

AA 629

aggR 457
aap 310

Figura 4. Producto de PCR de E.coli enteroagregativas, carril 1-3, producto de PCR obtenido con
DNA de cepas de referencia (control positivo) respectivamente para cada gen en pares de bases,
carril 4 control negativo, carril 5-7 genes obtenidos de acuerdo a cada iniciador AA, aggR y aap
para cada gen respectivamente, carril 8-11 DNA obtenido de verduras crudas, carril 12 marcador

de peso molecular (1-kb).
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Al inicio de la investigacion de E. coli patdgena realizamos una corrida de 40
cepas positivas a E. coli genérica en las cuales no se logré amplificar ninguna
banda que nos sugiriera la presencia de E. coli patégena; incluso no se logré la
amplificacion de los controles positivos. Esto nos hizo sospechar de los reactivos y
de las enzimas; después de revisar y analizar cada uno de los reactivos nos
percatamos que la enzima Taqg polimerasa era la que no funcionaba. Con esta
experiencia previa antes de continuar realizamos la estandarizacion de la técnica
para descartar falsos positivos 0 negativos durante el corrimiento de las muestras

y posibles contaminaciones.

Una vez estandarizada la técnica, se analizaron por PCR 321 cepas de E. coli
genérica aisladas de las ensaladas de verduras crudas; de estas se identificdé a
tres grupos patdgenos (Tabla 7). Es importante sefialar que en la Tabla 7 el tipo
de E. coli nombrado como “E. coli productora de toxina Shiga” (STEC, por sus
siglas en ingles) corresponde a una variante de la E. coli enterohemorragica
(EHEC, por sus siglas en ingles), de hecho la EHEC es una STEC. La diferencia
gue existe entre estos dos tipos es el antigeno O somético: cuando la STEC es del
tipo O157 comunmente se emplea el nombre EHEC para designarla; cuando no
son del tipo O157 unicamente se refiere a estas cepas como STEC &6 también
como STEC no 0157 (Hussein y Sakuma, 2005). Es importante denotar también,
que una vez que se ha identificado a una cepa STEC mediante PCR (u otro
método molecular), debe realizarse serologia para determinar si estas cepas no
son del tipo O157. En nuestro caso, la reaccion seroldgica al antigeno 0157 fue

negativa en todas las cepas STEC que aislamos de las ensaladas de verduras.
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Tabla 7 Concentracion y tipo de E. coli patbgena detectada en las ensaladas
segun tipo de restaurante

Nivel de
o No. de Muestra ETEC STEC EIEC
Higiene
A2 23 1lla - -
A2 24 -* 75 -
C1 12 - 3.6 3.6
C1 13 - 3.6 3.6
C1 14 - 3.6 -
C1 15 - 75 -
C2 16 - - 3.6
C2 17 - - 43
* Negativo

@ Numero mas probable / g

Como se mencion6 (parrafos a arriba), para la identificacion de los grupos
patdogenos empleamos las cepas de E. coli genéricas que se habian identificado y
cuantificado mediante la metodologia convencional; ésta incluye la cuantificacion
mediante la técnica del numero mas probable (NMP). Debido a esto fue posible no
solo conocer cuales ensaladas fueron positivas a los grupos patdgenos, si no
también determinar la concentracion de los grupos patdégenos por gramo de
ensalada (Tabla 7). Asi, E. coli enterotoxigénica se aisl6 s6lo en una ensalada del
restaurante A2 en una concentracion de 11 NMP/g, la enteroinvasiva en cuatro
ensaladas provenientes de los restaurantes C, y la STEC a partir de 5 ensaladas

de los restaurantes A2 y C con un nivel maximo de 75 NMP/g (Tabla 7). Es
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interesante observar que en dos ensaladas del restaurante C1 se aislo
simultdneamente dos grupos patégenos de una misma ensalada.

La presencia de STEC en las ensaladas sugiere contaminacion de origen de
alguno de los vegetales seguido de una inadecuada desinfeccion. Es sabido que
los principales reservorios de STEC son los rumiantes (Hussein y Sakuma, 2005)
por lo que es mas probable que la contaminacion haya ocurrido en el campo. A
diferencia, ETEC y EIEC tienen como principal reservorio al humano (De Las
Casas y col, 1999). En consecuencia su presencia en las ensaladas sugiere
contaminacion por los manipuladores de alimentos o bien contaminacion humana
de las verduras previas a su llegada a los sitios de preparacion con una posterior
deficiencia o nula desinfeccion. No obstante, la presencia simultanea de STEC y
EIEC en dos ensaladas sugiere mas bien contaminacion de origen al menos de

alguna de las verduras con las que se prepararon tales ensaladas.

Segun los datos del NMP/g de cada grupo patégeno de E. coli que identificamos
para cada ensalada que resulto contaminada, la concentracion de cada grupo por

porcién de ensalada (290 g en promedio) fue de: ETEC 3.2 x 103, EIEC 1x103% y

1.3x10*y STEC 1x10%® y 1.3x10% Aungue en general la dosis minima infectante
que se estima para estos tres grupos patdgenos es alta (108 -108 células), a la
concentracion en la que encontramos a los tres patdgenos en las ensaladas,
deben considerarse como un peligro para el consumidor; un inadecuado
almacenamiento de las ensaladas de verduras, podria favorecer el desarrollo de
estos patdégenos incrementando su nimero hasta niveles iguales o superiores a la

dosis minima infectante. De hecho varios estudios realizados recientemente
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muestran el potencial que tiene estos grupos patdégenos para multiplicarse en las

verduras crudas (Rojas, 2005; Moreno, 2006; Ramirez, 2006; De la Rosa, 2007).

Por otro lado, es muy importante sefialar que el analisis estadistico de todos los
datos mostré que no existio correlacion entre la presencia y concentracion de Ct
con la presencia y concentracion E. coli patbgena. A diferencia, si se observo
una excelente correlacion entre la presencia de E. coli genérica con la presencia
y concentracion de E. coli patégena (Tabla 8). Estos datos muestran que los Ct no
son indicadores de la posible presencia de E. coli patdgena; a diferencia, E. coli

genérica si lo es.

Tabla 8. Correlaciones entre los grupos microbianos obtenidas mediante la
ecuacion no paramétrica de Spearman Rank Order

Valid Spearman t(N-2) p-level*
Pares de Variables N R
Ct & E. coli 130 0.417698  5.201181 0.000001
Ct & E. coli patogena 130 -0.069831 -0.791984  0.429835

E. coli & E. coli patbgena 130 0.313599 3.736457 0.000280

p <0.01

Este hallazgo es de importancia relevante ya que, como mencionamos con
anterioridad, la norma oficial mexicana (y las de varios paises) considera
Gnicamente a los Ct para evaluar el nivel de riesgo de las ensaladas o como grupo

indice de la posible presencia de enteropatdégenos (como las E. coli patdogenas).
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Sin embargo, nuestros datos muestran que los Ct no guardan relacién con la
presencia de un enteropatdgeno y en consecuencia, no deberian de emplearse
como indicadores de riesgo. A este respecto, varios investigadores han
argumentado con evidencias cientificas, la inconveniencia de emplear a los Ct
para evaluar el nivel de riesgo de enfermedad por el consumo de alimentos (Doyle
y Erickson, 2006). Algunos incluso sostiene que se deberia de excluir a los Ct del
grupo de microorganismos indicadores (Doyle y Erickson, 2006). EIl hecho es que,
cada vez mas en todo el mundo las evidencias cientificas que sustentan la
busqueda de E. coli en todos los alimentos como herramienta para evaluar la
peligrosidad de un alimento, son mas sélidas. Y en consecuencia, la normativa de
los paises deberia cambiar dejando fuera a los Ct como indicadores de riesgo e
incluir a E. coli.

La realidad es que, aun con todas la evidencias cientificas que se han publicado
sobre la necesidad de establecer microorganismos indicadores mas adecuados
para evaluar la higiene o peligrosidad de las verduras crudas, y pesar también del
aumento en el numero de brotes de enfermedad asociados al consumo de
verduras crudas, practicamente no existen criterios 0 normas relacionadas con la
inocuidad microbiana para verduras frescas-cortadas (CRUSCPS SF, 2005).
Existen diversos criterios internacionales que comunmente se aplican para evaluar
los productos crudos (CRUSCPS SF, 2005). Sin embargo, hay una serie de
cuestiones que hacen que el valor de estos criterios sea limitado ya que en
ocasiones los criterios son dificiles de interpretar o aplicar. Mas aun, algunos de

estos criterios son aplicados de forma inadecuada (CRUSCPS SF, 2005).
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La utilidad y la base cientifica de algunos de estos criterios, para contribuir a la
prevencion de enfermedades y de esta manera tener un impacto en la salud
publica, a veces puede ser cuestionada (CRUSCPS SF, 2005). Por ejemplo, en
Irlanda hay criterios para Vibrio parahaemolyticus en frutos secos y hortalizas y de
Campylobacter en col, mientras que Espafa tiene un criterios para L.
monocytogenes en vegetales crudos enlatados (CRUSCPS SF, 2005). Otros
ejemplos de criterios microbiologicos cuestionables o con bajo impacto real en la
salud publica es el limite de 200 UFC/g para Listeria spp (no patégena) en la col,
y un limite de 10° UFC/g de bacterias mesoéfilas aerobias para evaluar la
peligrosidad de ensaladas mixta preparadas a 30°C (CRUSCPS SF, 2005).

En otros paises los criterios para evaluar la higiene o peligrosidad de ensaladas
crudas incluyen la investigacion de E. coli o de coliformes termotolerantes o soélo
coliformes totales (CRUSCPS SF, 2005). Incluso, en algunos de estos criterios se
especifica el nivel de los microorganismos indicadores que debe contener el
producto, pero en otros no se especifica. En algunos paises los criterios son de
caracter general y no se especifica un criterio particular para los microorganismos
patdogenos. Por ejemplo, en México los criterios para ensaladas crudas son
150000 UFC de bacterias aerobias/g y 100 NMP coliformes termotolerantes por g,
y este criterio no especifica si debe o no haber patégenos (NOM-093-SSA1-1994).
Estos ejemplos ponen de manifiesto la necesidad de llevar acabo esfuerzos
organizados con la finalidad de armonizar las normas o criterios microbiologicos
entre las naciones y/o entre de las organizaciones internacionales.

Por otro lado, es necesario también establecer criterios de microorganismos
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patogenos especificamente para ensaladas de verduras crudas crudos listos para
consumo humanao.

En general este estudio que realizamos, pone de manifiesto el nivel de higiene con
gue se manejan las ensaladas de verduras crudas en todos los establecimientos
estudiados. Es importante precisar que aunque el estudio abarcé pocos
establecimientos y de una sola ciudad, los resultados dan una idea del nivel de
higiene en estos tipos de restaurantes y ademas sugieren la posibilidad de que el
nivel de higiene que se encontrd0 en las ensaladas, se mantenga en otros
establecimientos, no solo de la ciudad donde se desarrollo el estudio, sino también
en restaurantes de otras ciudades o estados de México. En tal caso es necesario
realizar mayores estudios para confirmar esta hipoétesis. Por otro lado, seria
adecuado realizar mayores estudios en los establecimientos donde se obtuvieron
las ensaladas con la finalidad de determinar el origen de los problemas. La
informacion derivada de estos estudios permitird atender con eficiencia los
problemas higiénicos en estos restaurantes y, en lo sucesivo, prevenirlos;
disminuyendo con ello los brotes de enfermedades por consumo de ensaladas de

verduras crudas.

59



ANEXOS

VII. CONCLUSIONES

En general todas las ensaladas presentaron mala calidad microbiolégica

E. coli se aisl6 del 75-100 % de las ensaladas.

. Todas las ensaladas del restaurante A2 estuvieron contaminadas con E.

coli.

En las ensaladas provenientes de A2 y de C1 y C2 se aislaron ETEC, EIEC

y STEC.

En dos ensaladas provenientes de C1 se aislaron simultdneamente EIEC y

STEC.

No se observé diferencia estadisticamente significativa entre la calidad
microbioldgica de las ensaladas por su lugar de origen, es decir, el grado
de riesgo de enfermedad por consumir ensaladas de verduras crudas es el
mismo independientemente si estas son compradas o0 consumidas en
restaurantes bien establecidos pertenezcan 6 no a cadenas 6 provengan de

fondas 0 de la via publica.

No se encontro correlacion entre la presencia de coliformes fecales

(termotolerantes) con la de grupos patégenos de E. coli; por el contrario, se
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observé una alta correlacion entre la presencia de E. coli genérica con la

de los grupos patogenos.

Este estudio sugiere que la manipulacion de las ensaladas en los sitios
examinados requieren de estrictas medidas de higiene que eviten, hasta
donde sea posible, la contaminacion de las ensaladas desde su

preparacion hasta su consumo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, las ensaladas adquiridas de los
restaurantes examinados, resultaron ser alimentos de alto riesgo para la
salud del consumidor. Es conveniente llevar acabo una vigilancia mas
estricta de las ensaladas de verduras desde la recepcién de las materias
primas hasta el producto terminado tanto de las autoridades como de los
productores, esto con la finalidad de prevenir y controlar posibles brotes de

enfermedad por consumo de ensaladas de verduras crudas.
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IX. ANEXOS

Anexo 1
Lugar: Vip’s

Tipo de restaurante: aparente alta higiene (Ah)
Ensalada: espinacas (cruda)

Composicion: espinacas, jitomate y champifiones

Ct E. coli E. coli
patdgena

460 11 <3
210 3.6 <3
460 38 <3
460 75 <3
1100 3.6 <3
120 <3 <3
1100 43 <3
460 15 <3
460 75 <3
75 15 <3
160 <3 <3
120 3.6 <3
290 11 <3
1100 210 <3
210 <3 <3
1100 43 <3
210 <3 <3
1100 <3 <3
1100 11 <3
210 3.6 <3
<3 <3 <3
1100 38 <3
120 <3 <3
120 3.6 <3
75 11 <3
Mediana 477 25 <3
Minimo <3 <3 <3
Maximo >1100 210 <3
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Anexo 2

Lugar: Sanborn’s
Tipo de restaurante: aparente alta higiene (Ah)
Ensalada: espinacas (cruda)

Composicion: espinacas, jitomate y champifiones

Ct E. coli E. coli
patdgena
1100 75 <3
1100 93 <3
75 43 <3
93 21 <3
210 11 <3
1100 43 <3
1100 3.6 <3
1100 210 <3
460 7.4 <3
460 36 <3
120 43 <3
1100 38 <3
1100 1100 <3
1100 75 <3
460 75 <3
1100 21 <3
1100 28 <3
460 38 <3
210 3 <3
1100 <3 <3
75 43 <3
290 3.6 <3
1100 75 11 ETEC
460 75 75 STEC
1100 15 <3
Mediana 707 87 3.5
Minimo 75 <3 <3
Maximo >1100 >1100 75
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Anexo 3

Lugar: Ciro’s
Tipo de restaurante: aparente media higiene (Mh)

Ensalada: espinacas (cruda). Composicion: espinacas, jitomate y champifiones

Ct E. coli E. coli
patégena

1100 <3 <3

160 <3 <3

160 <3 <3

150 6.1 <3

210 3.6 <3

290 <3 <3

35 <3 <3

460 20 <3

1100 64 <3

290 9.2 <3

1100 75 <3

1100 36 <3

1100 43 <3

1100 3.6 <3

150 21 <3

1100 75 <3

1100 1100 <3

1100 75 <3

120 11 <3

1100 36 <3

1100 64 <3

1100 21 <3

460 3.6 <3

1100 36 <3

150 38 <3

Mediana 677 70 <3
Minimo 35 <3 <3
Maximo >1100 >1100 <3
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Anexo 4
Lugar: la blanca
Tipo de restaurante: aparente media higiene (Mh)
Ensalada: mixta (cruda). Composicion: aguacate, cebolla, espinaca, jitomate,

lechuga, pepino y zanahoria

Ct E. coli E. coli
patdgena

290 <3 <3
43 6.1 <3
1100 16 <3
210 27 <3
1100 6.2 <3
1100 21 <3
75 23 <3
460 6.1 <3
160 3.6 <3
120 <3 <3
460 21 <3
1100 28 <3
460 11 <3
1100 64 <3
210 <3 <3
460 <3 <3
120 <3 <3
290 75 <3
1100 290 <3
1100 20 <3
1100 21 <3
1100 64 <3
1100 21 <3
1100 7.4 <3
43 3.6 <3
Mediana 620 30 <3
Minimo 43 <3 <3
Maximo >1100 290 <3
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Lugar: Fonda

Tipo de restaurante: aparente baja higiene (Bh)

Anexo 5

Ensalada: mixta (cruda). Composicidén: aguacate, berros, cebolla, germen de trigo,

jitomate, lechuga, pepino, rdbano, zanahoria.

Ct E. coli E. coli
patégena
460 75 <3
1100 38 <3
1100 43 <3
75 3.6 <3
460 6.1 <3
290 <3 <3
120 27 <3
210 3.6 <3
1100 21 <3
120 15 <3
1100 1100 3.6 STEC
3.6 EIEC
75 43 3.6 STEC
3.6 EIEC
1100 120 75 STEC
43 3 <3
1100 210 <3
Mediana 564 114 <3
Minimo 43 <3 <3
Maximo >1100 >1100 75
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Anexo 6

Lugar: Puestos del mercado
Tipo de restaurante: aparente baja higiene (Bh)
Ensalada: mixta (cruda). Composicion: aguacate, berros, cebolla, germen de trigo,

jitomate, lechuga, pepino, rabano, zanahoria.

Ct E. coli E. coli
patdgena
1100 460 <3
460 21 <3
160 15 <3
1100 20 <3
93 93 3.6 STEC
210 11 <3
460 15 <3
3.6 <3 <3
120 11 <3
75 43 43 EIEC
460 7.4 <3
1100 23 <3
210 28 <3
75 3.6 <3
120 15 3.6 EIEC
Mediana 383 51 3.4
Minimo 3.6 <3 <3
Maximo 1100 460 43
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Anexo 7

Iniciadores para E. coli patdgena diarrogénicas y enteroagregativa

Genero Gen Orientacién Secuencia PM (bp)
ETEC It F* 5-GGC GAC AGA TTATAC CGT GC-3' 450
R** 5-CAC CCG GTACAAGCAGGATT3
st F 5-ATT TTT CTT TCT GTATTG TCT T-3' 190
R 5-CAC CCG GTACAAGCAGGATT-3
EPEC bfpa F 5-AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC-3' 324
R 5-GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA-3'
eaeA F 5'-GAC CCG GCA CAAGCATAAGC-3' 384
R 5'-CCA CCT GCA GCA ACA AGA GG-3'
STEC stx1 F 5-CTGGAT TTAATG TCG CAT AGT-3' 150
R 5'-AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC-3'
stx2 F 5-GGC ACT GTC TGA AAC TGC TCC-3' 255
R 5'-TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT G-3'
EIEC ial F 5-GGT ATG ATG ATG ATG ATG CCA-3' 650
R 5'-GGA GGC CAACAATTATTT CC-3'
EAEC aap F* 5-CTT GGG TAT CAG CCT GAA TG-3' 310
R** 5-AAC CCA TTC GGT TAG AGC AC-3'
aggR F 5-CTA ATT GTA CAATCG ATG TA-3' 427
R 5-AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG-3'
AA F 5'CTG GCG AAA GAC TGT ATC AT-3' 629
R 5'CAA TGT ATA GAAATC CGC TGT T-3'

F Foward *
R reverse **
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ANEXO 8
Calculos pararesuspender iniciadores:
Ejemplo:
e Se requiere una concentracion de 100 uM
e Concentracion de proveedor 194.18 uM (la concentracion de cada iniciador

depende del fabricante y de acuerdo al tipo de iniciador)

194.18 nmol — 1 mL equivalente a [194.18 uM]
Entonces:
cilvi=cCc2Vvz2

(194.18 uM) (1 mL) = (100 pM) (X)

X=(194.18 uM) (1 mL) = V2= 1.9418 mL de H20

100 puM
Una vez resuspendidos se utilizan en una dilucién 1:10 por lo tanto se tomara un
volumen de 100 pl por iniciador (Foward y reverse) y se diluirdn en 800 pl de agua

desionizada de acuerdo al gen de interés.

Para la realizacion de PCR multiplex se utiliz6 una mezcla de iniciadores ya
resuspendidos, de acuerdo a las cantidades descritas en las siguientes tablas
llegando a un volumen total de 1000 pl para la identificacion de E. coli

diarrogenica y enteroagregativa (Lopez-Saucedo y col), cabe sefalar que el
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volumen utilizado para cada iniciador depende del peso molecular del gen a

identificar.

Mezcla iniciadores E. coli diarrogénicas

Gen Volumen
It 148 pl
st 185 pl
stx1 74 ul
stx2 111 pl
eaeA 111 pl
bfpA 74 ul
ial 296 pl
volumen total 1000 pl

Mezcla iniciadores E. coli enteroagregativa

Gen volumen
aAt 498 ul
aggR 332 ul
aap 166 pl
volumen total 1000 pl
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Anexo 9
Preparacion de dNTP's:
Para la preparacion de dNTP’s se toman 25 pl de cada uno de los oligonucledtidos
y se mezclan en un tubo de eppendorff para obtener 100 ul y se utilizan en una
dilucion 1:10 en agua desionizada (tabla X), la concentracién de cada dNTP’s de
acuerdo a las indicaciones es 100 pM, una concentracion 1x tiene 1.25 uM de
cada dNTP’s, 2x sea 2.5 uM para 1 mL tenemos (la concentracién dependera del

fabricante)

Clvli=C2V2

(100 pM) (V1) = (25 puM) (1000 UM )

v1l= 25 uM de cada iniciador

Preparacion de dNTP’s

Oligonucleotidos Volumen
dATP 25 pl
dCTP 25 pl
dTTP 25 pl
dGTP 25 pl

volumen total 100 pl

Cabe mencionar que se utilizo un kit de la Taqg polimerasa (in vitro gen) que
incluye el regulador o buffer y el cloruro de magnesio, el cual se mencionan para

sefalar su concentracion.
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Regulador o Buffer

2.5 y— 25l
con dilucion final 1:10
cloruro de magnesio
50 Mm 1l

x= €—— 25l

X=2 mM entonces la concentracion final es 2 mM
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