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GLOSARIO

Agar (con eosina y azul de metileno). — es un medio de cultivo diferencial que inhibe el
crecimiento de bacterias Gram positivas y algunas Gram negativas.

Azul de metileno. — es un colorante que se utiliza para la determinacion de la morfologia
bacteriana.

Bacillus amyloliquefaciens. — es una especie de bacteria del género Bacillus, fuente del BamHI
enzima de restriccion, y sintetizadora de una proteina antibiotica natural.

Bacterias. — son microorganismos procariotas que presentan un tamafio de unos pocos
micrémetros y diversas formas.

Betalactamasas de espectro extendido. — es una enzima capaz de hidrolizar las penicilinas,
todas las cefalosporinas (menos las cefamicinas) y las monobactamas, pero no las carbapenemas.
Biocontrol. — organismos que son enemigos naturales de los patégenos o plagas con el fin de
reducir o eliminar sus efectos dafiinos.

Biolog OmniLog. — equipo para identificacion bioquimica de bacterias aerébicas y anaerébicas.
Caldo verde brillante bilis. — es un medio de cultivo que se utiliza para la deteccion de organismos
coliformes en alimentos.

Caldo Rappaport Vassiliadis. — es un medio liquido para el enriquecimiento selectivo de
Salmonella a partir de carne vacuna y productos lacteos.

Codex Alimentarius. — coleccion de normas alimentarias y textos afines aceptados
internacionalmente y presentados de modo uniforme.

Escherichia coli. — es una bacteria miembro de la familia de las enterobacterias.

Enterococcus. — es un género de bacterias del acido lactico de la division Firmicutes.
Genotipos. — se refiere a la informacién genética que posee un organismo en particular, en forma
de ADN.

Hepatitis A. — es un virus que causa la inflamacidon del higado debida a la infeccion.

Listeria monocytogenes. — es una bacteria patégena causante de la listeriosis.

Norovirus. — es un género de virus ARN de la familia Caliciviridae.

Oxalato. — son sales del &cido oxalico.

Oxford modificado agar base. — medio de cultivo base que contiene los nutrientes necesarios



para el adecuado desarrollo bacteriano.

PCR con transcriptasa inversa heminestada. —técnica molecular utilizada para detectar y
amplificar &cidos nucleicos especificos

Prevalencia. — proporciéon de individuos de un grupo o una poblacion, que presentan una
caracteristica o evento determinado.

Propagacion. — expansién de una enfermedad.
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NVGII (Control Positivo); carril 6 virus NVGII inoculado sin fresa (Control Positivo);
carril 7 muestra de agua embotellada; carril 8 muestra de agua embotellada
(duplicado); carril 9 agua embotellada inoculada con NVGII (Control Positivo); carril 10
virus NVGII inoculado sin agua embotellada (Control Positivo); carril 11 Control
Positivo NVGII (ARN Sintético). Las muestras se analizaron en geles de agarosa al 2
% y tifiéndose con colorante de ClaniNa ..........ocuvveiiiiiiiiiii e 67
Figura No 17. Virus VHA obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el muestreo
de octubre a noviembre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil- Ecuador. Carriles 1y 14:
DNA ladder 12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 control de extraccion; carril
4 muestra de salchicha; carril 5 salchicha lavada sampZ2le; carril 6 salchicha inoculada
con HAV (Control Positivo); carril 7 virus HAV inoculado sin salchicha (Control
Positivo); carril 8 muestra de espinaca; carril 9 muestra de espinaca lavada; carril 10
espinaca inoculada con VHA (Control Positivo); carril 11 virus VHA inoculado sin
espinaca (Control Positivo); carril 12 muestra de fresa; carril 13 Control Positivo NVGII
(ARN Sintético). Las muestras se analizaron en geles de agarosa al 2 % y tifiéndose
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Figura No 18. Virus VHA obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el muestreo
de octubre a noviembre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil- Ecuador. Carriles 1y 12:
DNA ladder 12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 control de extraccion; carril
4 muestra de fresa lavada; carril 5 muestra de fresa inoculada con HAV (Control
Positivo); carril 6 virus HAV inoculado sin fresa (Control Positivo); carril 7 HAV
identificado en muestra de agua embotellada (160pb); carril 8 HAV identificado en
duplicado de muestra de agua embotellada (160pb); carril 9 agua embotellada
inoculada con HAV (Control Positivo); carril 10 virus HAV inoculado sin agua
embotellada (Control Positivo); carril 11 HAV Control Positivo (ARN Sintético). Las
muestras se analizaron en geles de agarosa al 2 % y tifiéndose con colorante de
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Figura No 19. Biplot obtenido mediante la A. Correspondencia Mdltiple, que muestra las relaciones
entre patdgenos y grupos de alimentos. Fuente: Salazar etal. ..........cccccvvveeeeeeeennnnnn. 70
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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos causadas por bacterias y virus son un problema
de salud publica importante en todo el mundo, y en Ecuador hay una falta de informacion sobre la
calidad microbiolégica de los alimentos. Para abordar esta problematica, se realizé un estudio
transversal en el que se recolectaron muestras de alimentos populares ecuatorianos, como bolén,
encebollado, salsas, ceviche, frutas, jugos de frutas, ensalada de frutas, carne molida, queso y pollo
crudo, en los mercados de Quito, Cuenca y Guayaquil. Se examinaron 10 grupos de alimentos de
consumo comun en el Ecuador y 15 muestras por cada grupo fueron tomados de mercados
populares de tres principales ciudades como Quito, Guayaquil y Cuenca para determinar las
poblaciones de diferentes microorganismos, incluyendo bacterias mesdfilas aerobias totales,
coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia coli, Salmonella enterica y Listeria
monocytogenes, segun las regulaciones locales para cada tipo de alimento.

La Escherichia coli, aunque generalmente un microorganismo que vive en una relacion
simbidtica comensalista con su hospedador, abarca patdgenos mortales transmitidos por los
alimentos, como el serotipo enterohemorragico y se trata como un patégeno potencial en este
estudio. Fue altamente prevalente en la carne molida (40 a 100%) y en queso fresco (60 a 100%)
de las tres ciudades, con nacionales promedios de 73 y 80%, respectivamente. También era
frecuente detectado entre muestras de salsas (20 a 40%) y encebollado (0 a 80%), con promedios
nacionales de 33 y 40%, respectivamente. No se detectd E. coli en muestras de bolén, frutas y
jugos de frutas, pero se detectd en ensaladas de frutas de Guayaquil (80%) y ceviche de Quito
(20%).

Salmonella entérica fue mas prevalente en muestras de pollo crudo, oscilando entre el 20 y el
60% en las tres ciudades a nivel nacional con un promedio del 40%. El patégeno también fue aislado
en salsas (20% de prevalencia) de Quito y Cuenca, asi como ceviche (20% de prevalencia) y
encebollado de Cuenca (20% de prevalencia).

Se detecto Listeria monocytogenes en el queso (20 a 40% prevalencia) de las tres ciudades,
con un promedio nacional de 27%, y en bolon (prevalencia 20%) de Cuenca. El patdgeno mostré
una alta prevalencia en ensaladas de frutas de Guayaquil (80% de prevalencia) y Cuenca (60% de

prevalencia) pero no se detect6 en ensaladas de frutas de Quito.



Asi mismo, se llevaron a cabo estudios para detectar la presencia de norovirus y hepatitis A en
alimentos. La dificultad de detectar virus en alimentos debido a la baja carga viral que usualmente
se presentan en matrices alimentarias se desarrollé6 un protocolo de deteccién tomando como
muestras de alimentos frutas, vegetales (fresas y espinacas respectivamente) y productos
procesados como agua y embutidos (salchichas) ya que la presencia de Norovirus y Hepatitis A
son frecuentes como riesgos biolégicos en los alimentos anteriormente mencionados para ello fue
necesario inhibir ciertos compuestos presentes en los alimentos para evitar la degradacion del
material genético viral. El estudio revelo la presencia de norovirus y hepatitis A en las muestras de
alimentos, lo que sugiere contaminacion cruzada por manipuladores de alimentos. Este trabajo
representa uno de los primeros estudios que caracterizan los patdgenos transmitidos por alimentos

de consumo masivo en el Ecuador.



ABSTRACT

Foodborne illnesses caused by bacteria and viruses are a major public health problem worldwide,
and in Ecuador, there is a lack of information on the microbiological quality of foods. To address this
problem, a cross-sectional study was carried out in which samples of popular Ecuadorian foods,
such as bholén, encebollado, sauces, ceviche, fruits, fruit juices, fruit salad, ground meat, cheese and
raw chicken, were collected in the markets of Quito, Cuenca and Guayaquil. Ten groups of foods
commonly consumed in Ecuador were examined and 15 samples for each group were taken from
popular markets in three main cities such as Quito, Guayaquil and Cuenca to determine the
populations of different microorganisms, including total aerobic mesophilic bacteria, total coliforms,
fecal coliforms, Escherichia coli, Salmonella enterica and Listeria monocytogenes, according to local
regulations for each type of food.

Escherichia coli, although generally a microorganism that lives in a commensalistic symbiotic
relationship with its host, encompasses deadly foodborne pathogens such as the enterohemorrhagic
serotype and is treated as a potential pathogen in this study. It was highly prevalent in ground beef
(40 to 100%) and fresh cheese (60 to 100%) in the three cities, with national averages of 73 and
80%, respectively. It was also often detected among samples of sauces (20 to 40%) and onions (0
to 80%), with national averages of 33 and 40%, respectively. E. coli was not detected in samples of
bolon, fruits and fruit juices, but was detected in fruit salads from Guayaquil (80%) and ceviche from
Quito (20%).

Salmonella enterica was most prevalent in raw chicken samples, ranging between 20 and 60%
in the three cities nationwide with an average of 40%. The pathogen was also isolated in sauces
(20% prevalence) from Quito and Cuenca, as well as ceviche (20% prevalence) and encebollado
from Cuenca (20% prevalence).

Listeria monocytogenes was detected in cheese (20 to 40% prevalence) from the three cities,
with a national average of 27%, and in bol6n (20% prevalence) from Cuenca. The pathogen showed
a high prevalence in fruit salads from Guayaquil (80% prevalence) and Cuenca (60% prevalence)

but was not detected in fruit salads from Quito.



Likewise, studies were carried out to detect the presence of norovirus and hepatitis A in foods.
Due to the difficulty of detecting viruses in foods due to the low viral load that usually occur in food
matrices, a detection protocol was developed taking as food samples fruits, vegetables (strawberries
and spinach respectively) and processed products such as water and sausages since the presence
of Norovirus and Hepatitis A are frequent as biological risks in the mentioned foods. Therefore, it
was necessary to inhibit certain compounds present in the foods to avoid the degradation of the viral
genetic material. The study revealed the presence of norovirus and hepatitis A in food samples,
suggesting cross-contamination by food handlers. This work is one of the first studies that

characterize the pathogens transmitted by foods of mass consumption in Ecuador.



CAPITULO | FUNDAMENTO TEORICO

1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos

Se estima que alrededor de 600 millones de individuos a nivel global sufren de enfermedades
transmitidas por alimentos y 420.000 personas mueren por esta causa cada afio con unos costes
econémicos anuales superiores a 14.000 millones de ddlares (Pires et al.,, 2021). Enfermedades
transmitidas por alimentos causadas por patdgenos bacterianos transmitidos a través de la comida,
como Salmonella entérica, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum., Escherichia coli (EC),
Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, Shigella spp. Yersinia enterocolitica, Vibrio spp. y
Helicobacter pylori son responsables de numerosos brotes (Butot & Sdnchez, 2007). En gran parte de
los casos, los patdgenos alimentarios causan nauseas, diarrea sanguinolenta, vémitos y fiebre, entre
otros sintomas. S. enterica puede invadir el sistema circulatorio y causar septicemia (Leiva et al., 2018)
e incluso la muerte (Butot et al., 2007; Kim et al., 2013). Otros patégenos, como el Clostridium
botulinum, pueden producir toxinas capaces de paralizar el sistema nervioso y provocar la muerte de
los individuos afectados (OMS, 2023). En Ecuador, aunque brotes de salmonelosis son cominmente
reportados (Fiore et al., 2006) otros brotes pueden estar subestimados, como se han reportado en
otros paises en desarrollo.

La mayoria de los paises desarrollados estan adoptando medidas para controlar las enfermedades
transmitidas por los alimentos se han establecido sistemas de inocuidad alimentaria con base cientifica
y hormas aplicadas respaldadas por la investigacion. Los programas enfocados en la prevalencia de
patégenos transmitidos por los alimentos en la cadena alimentaria, la propagacion de enfermedades y
la exposicion de la poblacion a los riesgos como pueden ser las enfermedades gastrointestinales,
propagacion de enfermedades, costos econdmicos y complicaciones de salud, son elementos
fundamentales en el desarrollo de un sistema nacional de seguridad alimentaria eficiente. Sin embargo,
los programas de inocuidad alimentaria basados en la investigacion se ejecutan casi exclusivamente
en los paises industrializados (Lowther et al., 2019) y faltan en muchos paises en desarrollo como
Ecuador, debido a la escasez de recursos y la falta de datos de referencia sobre la presencia de
microorganismos contaminantes en los alimentos (Chiluisa & Gabriela, 2012).

En los Estados Unidos, los estudios de referencia microbianos se llevan a cabo en regiones para

las que no se disponen de datos de prevalencia patégenos (Martin Juarez, 2005). Asimismo, se han



realizado estudios que investigan la calidad microbioldgica de los alimentos listos para el consumo en
distintas regiones, como China, Pakistan y Nigeria (Torrens et al., 2015).
Los recuentos totales de bacterias aerdbicas y los niveles de coliformes se han empleado como
indicadores de la inocuidad en los alimentos, y muchas regulaciones establecen estdndares
microbiolégicos basados en los niveles de estas bacterias (Bances Torres, 2023). Los organismos
indicadores suelen cuantificarse, sin embargo, rara vez se han identificado los aislados predominantes
en las pruebas de aerobios totales y coliformes, lo que impide la deteccidn de bacterias patdgenas, ya
gue varios patégenos alimentarios pueden crecer entre los microorganismos indicadores (Yong, 2009).
Las enfermedades causadas por los alimentos suelen ser a menudo de naturaleza infecciosa o
téxica y son causadas por bacterias, virus o parasitos que entran en el cuerpo a través de agua o
alimentos contaminados. Estas enfermedades abarcan diversas dolencias y representan un creciente
problema de salud publica. Son causadas por la ingestion de alimentos contaminados con
microorganismos en cualquier etapa del procesamiento de los alimentos, desde la produccion hasta el
consumo. La manifestacion clinica mas comun es la aparicion de sintomas gastrointestinales.
(Ministerio de Salud Publica, 2021).
A pesar de la importancia de estas enfermedades a nivel mundial, en el Ecuador solo se realiza el
monitoreo de fiebre tifoidea y paratifoidea, salmonelosis, Hepatitis A y shigelosis. La Tabla 1 presenta

los datos hasta el segundo trimestre del 2023 de estas enfermedades en el Ecuador.

Tabla No.l. Reporte epidemiolégico hasta la semana 14 del nUmero de personas con cuadros
de enfermedades transmitidas por alimentos en el transcurso del afio 2023 en las provincias de
Azuay, Guayas y Pichincha (MSP, 2023).

Nombre/Provincia Fiebre Salmonelosis | Hepatitis | Shigelosis Otras
tifoidea y A intoxicaciones
Kamero de casos paratifoidea alimentarias
Azuay 3 12 6 3 89
Guayas 79 204 6 17 467
Pichincha 29 36 18 22 817

1.2. Patégenos en alimentos

La propagacion de agentes infecciosos a través de los alimentos constituye un desafio global para
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la salud pdblica. El informe preliminar de FoodNet 's muestra 25,606 infecciones, 5,893
hospitalizaciones y 120 muertes por patégenos transmitidos por los alimentos en 10 lugares de los
Estados Unidos durante el periodo de 2015 a 2018 (Tack et al., 2019).

Hay muchos patégenos que potencialmente pueden contaminar los alimentos, y muchos mas
escenarios por los que podria surgir dicha contaminacién. La deteccién de patégenos en el producto
final requiere mucho tiempo, es costosa, a menudo invasiva y, en gran medida, ineficaces para
garantizar el nivel requerido de inocuidad alimentaria (IAEA, 2018).

Cabe sefialar que la inocuidad alimentaria es un problema importante con implicaciones graves y
para la salud publica cuando se consumen alimentos contaminados con microorganismos patégenos
(Hoffmann et al., 2017). En la fase de elaboracion de los alimentos y al considerar la seguridad
alimentaria, se emplea la metodologia del Analisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control (APPCC)
para tomar las precauciones necesarias a fin de garantizar que estos sean seguros para el consumo
(Ceyhun Sezgin & Artik, 2015).

Las especies bacterianas patégenas que se han asociado con frecuencia a los alimentos son
Escherichia coli, Salmonella enterica, Clostridium spp. Campylobacter spp. Staphylococcus aureus,

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Shigella spp. y Vibro parahaemolyticus (EFSA, 2019).

1.2.1. Listeria monocitogenes

La presencia de Listeria monocytogenes en alimentos preparados para el consumo genera una
importante inquietud debido a su elevada tasa de letalidad, especialmente para los individuos con
mayor susceptibilidad, como mujeres embarazadas y personas con sistemas inmunoldgicos debilitados
(Camargo et al., 2017). La Listeria monocytogenes perteneciente a la familia Listeriaceae se define
como un bacilo Gram positivo con dimensiones especificas de 0,5 a 2 por 0,5 micras, capaz de infectar
células dentro del sistema reticulo endotelial y puede encontrarse en temperaturas que oscilan entre
los 20 y 25°C aunque también han reportado crecimiento a temperaturas de refrigeracion, su rango de
pH optimo es cercano al neutral lo cual va desde 6 a 9 aunque también se puede desarrollar en un
rango mas amplio comprendido entre 4.4 a 9.6. En cuanto a su metabolismo, es un organismo
facultativo anaerobio que es positivo para la enzima catalasa y negativo para la enzima oxidasa. Se
han identificado 13 serotipos de Listeria monocytogenes, sin embargo, los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b

son los mas comunmente asociados con enfermedades en seres humanos y animales (INSST, 2022).



La membrana de Listeria ha sido descrita segin Bierne H, 2007, con aproximadamente 90
Angstréms de grosor y esta compuesta por proteinas (55-60%), lipidos (30-35%) y carbohidratos (1,3-
2,3%). Los lipidos incluyen principalmente fosfolipidos como fosfatidilglicerol, difosfatidilglicerol y
fosfoglicolipidos. La respuesta inmunitaria a Listeria monocytogenes involucra la activacion de células
inmunitarias, como macrofagos y células dendriticas, y la produccién de anticuerpos especificos contra
la bacteria. La Listeria monocytogenes se ingiere a través de alimentos contaminados y puede
adherirse y penetrar en las células intestinales y otros 6rganos. Desde alli, se disemina a través del
sistema linfatico y sanguineo y se replica dentro de las células, lo que provoca sintomas que pueden
variar en gravedad, como fiebre, dolores musculares y nduseas. En personas inmunocomprometidas,
la infeccién puede ser mas grave, afectando el sistema nervioso central. En mujeres embarazadas,
puede provocar complicaciones como abortos espontaneos (Chomba Valiente, 2022).

En 2017, la EFSA inform6 de 2.480 casos humano-invasivos confirmados de listeriosis y una tasa
de prevalencia del 0,9% en quesos blandos y semiblandos elaborados con leche cruda o tratada a baja
temperatura (EFSA, 2019). La prevalencia de la Listeria monocytogenes en la leche cruda y queso ha
sido ampliamente reportada, y su naturaleza ubicua y contaminacion por distribucion se puede

presentar en cualquier etapa del proceso de produccion (Dalzini et al., 2016).

1.2.2. Salmonella spp.

Salmonella spp. sigue representando el primer agente causal de brotes de enfermedades de origen
alimentario en la UE con 9600 casos y 2227 hospitalizaciones al afio 2020. Salmonella puede
detectarse en el tracto intestinal de animales sanos, y la contaminacion de la leche se produce
principalmente durante las operaciones de ordefio (Griffin et al., 2020). Salmonella es un tipo de
bacteria que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es un bacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo, no esporulado y generalmente movil gracias a sus flagelos peritricos. Puede utilizar citrato
como su unica fuente de carbono y tiene un metabolismo que combina la oxidacion y la fermentacion.
Para crecer, no necesita cloruro de sodio, pero puede hacerlo en concentraciones que oscilan entre el
0,4% y el 4%. La mayoria de los serotipos de Salmonella se desarrollan a temperaturas que van desde
los 5 °C hasta los 47 °C, con una temperatura 6ptima de 35 °C-37 °C, aunque algunos pueden sobrevivir
a temperaturas mas bajas, incluso hasta -2 °C 0 4 °C, y temperaturas mas altas de hasta 54 °C. El pH

de crecimiento de la bacteria oscila entre 4 y 9, con un pH 6ptimo entre 6,5y 7,5. La actividad de agua



(aw) de 0,99 a 0,94 favorece su crecimiento, aunque también pueden sobrevivir en alimentos secos
con una aw menor de 0,2. La bacteria no crece a temperaturas inferiores a 7 °C, pH menor de 3,8 y
aw menor de 0,94. Salmonella es altamente patdégena, con mas de 2500 serotipos identificados en el
sistema actual de Kauffmann-White. Los serotipos mas comunes que se encuentran en alimentos a
nivel mundial son Salmonella enterica serovar Typhimurium, Enteritidis y Newport (Gonzalez, Pereira,

Soto, Hernandez, & Villareal, 2014).

Segun Azimi et al., 2020, Salmonella utiliza diferentes estrategias de replicacion. Después de ser
transferida de SPI-1 (invasivo) a SPI-2 (mantenimiento), Salmonella se replica en una estructura
llamada SCV (vacuola de Salmonella que contiene el patégeno). Durante la replicacién, Salmonella
requiere nutrientes y extiende un apéndice largo en el citoplasma llamado SIF (Filamento Inducido por
Salmonella). Ademas, Salmonella puede salir de la SCV, replicarse en el citoplasma y dirigirse al
sistema de autofagia. Sin embargo, puede detener la autofagia o matar a los macréfagos y luego
liberarse. Después de su liberacion, Salmonella es absorbida por los neutréfilos y degradada con ROS

(especies reactivas de oxigeno). Aunque Salmonella puede resistir ROS, como otras bacterias.

De acuerdo con (Azimi et al., 2020), Salmonella utiliza un sistema de secrecion tipo Il (T3SS)
codificado por los grupos de patogenicidad SPI-1 y SPI-2 para invadir y sobrevivir dentro de las células
huésped. El T3SS es un complejo de proteinas que permite a la bacteria inyectar proteinas efectoras
en la célula huésped, lo que le permite manipular la maquinaria celular y facilitar su entrada y
supervivencia intracelular. La adhesién de Salmonella a las células huésped se produce a través de la
interaccion de proteinas de adhesion en la superficie de la bacteria con receptores en la superficie de
la célula huésped. Una vez que la Salmonella se ha adherido a la célula huésped, utiliza el T3SS para
inyectar proteinas efectoras en la célula huésped, lo que le permite manipular la maquinaria celular y
facilitar su entrada y supervivencia intracelular. Sin embargo, puede detener la autofagia o matar a los
macréfagos y luego liberarse. Después de su liberacion, Salmonella es absorbida por los neutréfilos y

degradada con ROS (especies reactivas de oxigeno).

De acuerdo a Chowdhury et al., 2019 menciona que los macréfagos hemofagociticos en la fiebre

tifoidea murina tienen un fenotipo antiinflamatorio, lo que sugiere que Salmonella puede manipular la



respuesta inmunitaria del huésped para su beneficio. Ademés, (Soltan Dallal et al., 2020) menciona
gue Salmonella tiene diferentes estrategias para evadir el sistema inmunitario del huésped, incluyendo
la produccion de proteinas efectoras que inhiben la respuesta inmunitaria y la modulacién de la
expresién de genes involucrados en la respuesta inmunitaria. En general, la respuesta inmunitaria del
huésped a Salmonella incluye la activacion de células inmunitarias como los macréfagos y los
neutrdfilos, la produccion de citocinas inflamatorias y la generacion de una respuesta de anticuerpos.
Sin embargo, Salmonella puede manipular la respuesta inmunitaria del huésped para su beneficio y
evitar la eliminacion por el sistema inmunitario.

El genoma de la Salmonella enterica es complejo y se compone de una parte estable y conservada,
llamada nucleo, y una gran cantidad de genes accesorios y regiones genémicas variables. Estos genes
accesorios incluyen elementos transponibles, fagos, plasmidos y las islas de patogenicidad de
Salmonella (SPIs). La variacién en el contenido genético se encuentra en regiones especificas, como
las SPIs, sitios de insercion de fagos y elementos transponibles. Estas regiones son conservadas en
varios aislados, aunque no en todos, lo que puede afectar su especificidad de huésped. Se ha
descubierto que la estructura del pan-genoma de Salmonella enterica es "cerrada", lo que significa que
el tamafio del pan-genoma disminuye a medida que se agregan mas genomas para comparar
(Jacobsen et al., 2011).

La salmonelosis es una afecciéon comun transmitida por la bacteria Salmonella y afecta a decenas
de millones de personas en todo el mundo cada afio, causando mas de cien mil muertes. En la mayoria
de los casos, los sintomas son leves y los pacientes se recuperan sin un tratamiento especifico, la

Salmonella se contagia a través del consumo de alimentos o agua contaminados y por el contacto con

personas o0 animales infectados. No obstante, en ciertos casos, especialmente en nifios pequefios y

ancianos, la deshidratacion generada por la enfermedad llega a ser grave y poner en riesgo la vida

(Carvajal et al., 2019).

1.2.3. Escherichiacoli

Escherichia coli es la principal bacteria productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
identificada en productos alimenticios, humanos y muestras ambientales en todo el mundo (Ojer-Usoz
et al.,, 2017). E. coli es una bacteria Gram-negativa que tiene una estructura celular tipica de las

bacterias, con una pared celular compuesta por una capa delgada de peptidoglicano rodeada por una
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membrana externa compuesta por lipopolisacéridos y proteinas. La estructura detallada de E. coli
puede variar dependiendo de la cepa y la condicién de crecimiento. Los rangos de pH 6ptimos para su
crecimiento se encuentran entre 6.5 a 7.5 y su temperatura optima se encuentra alrededor de los 37°C.

En Ecuador, se han caracterizado cepas de E. coli productoras de BLEE en muestras clinicas,
vegetales crudos, heces de perros y pollos de engorde (Cartelle Gestal et al., 2016; Chiluisa-Guacho
et al., 2018; Hedman et al., 2019; Ortega-Paredes et al., 2019; Soria Segarra et al., 2018; Vinueza-
Burgos et al., 2019; Zurita et al., 2019). La gran mayoria de las cepas de Escherichia coli son
inofensivas y forman parte de la flora intestinal normal y saludable. No obstante, existen ciertas cepas
gue pueden provocar enfermedades, algunas de las cuales pueden ser graves, como la diarrea,
infecciones del tracto urinario, enfermedades respiratorias e infecciones sistémicas.(Intriago et al.,
2023). Entre las distintas cepas de Escherichia coli, se encuentran la E. coli enterotoxigénica (ECET),
la E. coli enteropatogena (ECEP) en sus variantes tipica y atipica, la E. coli productora de toxina Shiga
(ECTS), la E. coli enteroagregativa (ECEA), la E. coli enterohemorragica (EHEC), la E. coli
enteroinvasiva (ECEI) y la E. coli de adherencia difusa (ECAD) (GOmez-Duarte, 2014).

El genoma de E. coli es una molécula de ADN circular de aproximadamente 4.6 millones de pares
de bases. El genoma se organiza en un solo cromosoma y, en algunos casos, puede contener
plasmidos adicionales. El cromosoma de E. coli se divide en dos regiones principales: la region de
replicacion y la region de terminacion. La regién de replicacion es donde comienza la replicacién del
ADN, mientras que la regién de terminacion es donde termina la replicacién. EI genoma de E. coli
contiene aproximadamente 4,300 genes codificantes de proteinas, asi como regiones no codificantes
de ADN que pueden contener elementos reguladores y secuencias repetitivas. La organizacion de los
genes en el genoma de E. coli es altamente conservada, con genes relacionados funcionalmente
agrupados en operones (Lista Pombo, 2020).

La replicacién del ADN en E. coli es un proceso semiconservativo, lo que significa que cada hebra
de ADN parental se utiliza como molde para sintetizar una nueva hebra complementaria. El proceso
de replicacion comienza en un sitio especifico del cromosoma llamado origen de replicacién, donde
una proteina llamada DnaA se une y desenrolla la doble hélice de ADN. Luego, una proteina llamada
helicasa separa las dos hebras de ADN, creando una horquilla de replicacion. A medida que la horquilla
de replicacidon se mueve a lo largo del cromosoma, una enzima llamada ADN polimerasa sintetiza

nuevas hebras de ADN complementarias a las hebras parentales. La sintesis de ADN es bidireccional,
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lo que significa que se estan sintetizando nuevas hebras de ADN en ambas direcciones a partir del
origen de replicacién. Una vez que se completa la replicacion, las dos moléculas de ADN resultantes
se separan y se distribuyen a las células hijas durante la division celular. En general, la replicacion del
ADN en E. coli es un proceso altamente regulado y coordinado que permite la rapida duplicacion del
genoma durante el ciclo celular (Wendel et al., 2014).

Para invadir al huésped, las proteinas adhesinas de E. coli participan en la colonizacién y la
formacioén de biopeliculas en las superficies biolégicas y abiéticas (Schwidder et al., 2019). El primer
paso en la adhesién de E. coli a las células epiteliales intestinales es la unién inicial. Estudios recientes
han demostrado que el contacto inicial y la unién entre el patégeno y la célula huésped se producen a
través de la interaccion entre las fimbrias polares largas del patégeno (Ifpgen) y las proteinas de la
membrana extracelular en la célula huésped, incluyendo fibronectina, colageno IV y laminina (Chen et
al., 2016). Después de la union inicial, E. coli utiliza un sistema de secrecion tipo Ill (T3SS) para inyectar
proteinas efectoras en la célula huésped. Estas proteinas efectoras manipulan la maquinaria celular
de la célula huésped para permitir la entrada y el trafico intracelular de E. coli. La proteina efectora Tir
(translocada intimina receptor) se inyecta en la célula huésped a través del T3SS y se inserta en la
membrana celular de la célula huésped. Tir actia como un anclaje para la proteina intimina de E. coli,
gue se encuentra en la superficie de la bacteria. La interaccion entre Tir e intimina permite que E. coli
se adhiera estrechamente a la célula huésped y forme una estructura de pedestal de actina debajo de
la bacteria. Ademas, E. coli utiliza otras proteinas efectoras inyectadas a través del T3SS para
manipular la maquinaria celular de la célula huésped y permitir el trafico intracelular de la bacteria. Por
ejemplo, la proteina efectora EspF (Nougayréde et al., 2003).

Una vez que E. coli se localiza en el citoplasma de la célula epitelial, suprime la respuesta
inmunitaria del huésped y contrarresta el sistema de defensa inmune mediante el uso de proteinas
efectoras para persistir y sobrevivir dentro de los colonocitos (Pakbin et al., 2021). OspF y OspG son
proteinas efectoras que inhiben la activacién y la transcripcion génica de NF-kB, un factor de
transcripcion que regula la expresién de genes implicados en la respuesta inmunitaria y la inflamacion.
Ademas, E. coli utiliza otras proteinas efectoras inyectadas a través del T3SS para manipular la
magquinaria celular de la célula huésped y evitar la respuesta inmunitaria del huésped. Por ejemplo, la
proteina efectora NleE se ha demostrado que inhibe la produccién de citocinas proinflamatorias en las

células huésped, lo que ayuda a E. coli a evitar la respuesta inmunitaria del huésped. En general, E.
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coli utiliza una variedad de estrategias para evitar la respuesta inmunitaria del huésped y persistir
dentro de las células huésped. Estas estrategias incluyen la supresion de la activacién de NF-kB y la
inhibicién de la produccién de citocinas proinflamatorias(Niu et al., 2011).

E. coli es un organismo comensal inofensivo que puede adquirir una mezcla de elementos genéticos
moviles integrales que contienen genes que codifican factores de virulencia, convirtiéndose en un
patégeno humano emergente capaz de causar un amplio espectro de infecciones intestinales y
enfermedades extraintestinales. Nueve patotipos definitivos de E. coli entérica han sido bien
caracterizados, causando enfermedades que van desde diversos trastornos gastrointestinales hasta
infecciones del tracto urinario. Estos patotipos emplean muchos factores de virulencia y efectores que
subvierten las funciones de las células huésped para mediar su virulencia y patogenia. Los factores de
virulencia de E. coli incluyen proteinas adhesinas que permiten la colonizacién y la formacion de
biopeliculas en las superficies biolégicas y abidticas, proteinas efectoras que manipulan la maquinaria
celular de la célula huésped para permitir la entrada y el trafico intracelular de E. coli, y proteinas que
suprimen la respuesta inmunitaria del huésped y contrarrestan el sistema de defensa inmune. En
general, la virulencia de E. coli es el resultado de una combinacién de factores de virulencia y efectores
qgue permiten al patégeno colonizar, invadir y persistir dentro de las células huésped, evadir la

respuesta inmunitaria del huésped y causar enfermedad en el huésped (Céceres, 2019).

1.2.4 Norovirus

El norovirus (NV), también conocido como virus Norwalk-like, es un grupo de virus sin envoltura de
26 a 35 nm de didmetro, con RNA monocatenario, que pertenecen a la familia Caliciviridae. Son
reconocidos a nivel mundial como una de las principales causas de gastroenteritis aguda. Se
subdividen en cinco genogrupos (GI-GV) y méas de 31 genotipos diferentes. Los genogrupos Gl, Gll y
GIV se asocian a la gastroenteritis en humanos, siendo GlI el genogrupo mas diverso y responsable
del 70% de los brotes de norovirus. Desde el 2002, se ha reportado que las cepas del genotipo Gll.4
son la causa mas comun de brotes (ACHIPIA, 2017). La enfermedad suele aparecer entre 12 y 48
horas después de la infeccion, y aunque los sintomas suelen ser leves y autolimitados, pueden ser
graves en pacientes inmunodeprimidos y ancianos (Griffin et al., 2014). La enfermedad por NV se
considera una enfermedad de transmisidn alimentaria, pero la transmisién de persona a personay los

brotes transmitidos por el agua también son fuentes importantes de infeccién (Barclay et al., 2014). El
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genoma del NV estd compuesto por un ARN monocatenario de sentido positivo (+ARNSss), con
aproximadamente 7,7 kb y tres marcos abiertos de lectura (ORF): ORF1, ORF2 y ORF3 (Green et al.,
2013). ORF1 codifica seis proteinas no estructurales, incluida la ARN polimerasa dependiente de ARN
(RdRp) (Bertolotti et al., 2003). Los ORF2 y ORF3 codifican las proteinas estructurales de la capside
mayor (VP1) y menor (VP2), respectivamente (Hardy et al., 2010). La VP1 consta de un dominio de
pliegue (S) y dos dominios prominentes (P) (Bower et al., 2000). El dominio P1, que constituye una
region destacada de la cépside, estd compuesto por dos dominios. Esta regién prominente del bucle
flexible se encuentra entre los dominios S y P2 (Bertolotti et al., 2003). El dominio P2 es una region
hipervariable que se une a la célula huésped (Butot et al., 2007). La estabilidad de la VP1 se ve
incrementada por la VP2, que impide su degradacion (Bertolotti et al., 2003). El NV se clasifica en seis
grupos, los genogrupos | a VI (Gl a GVI), basdndose en las secuencias de aminoacidos de la RdRp y
la VP1 (Donaldson et al., 2010). Los genogrupos Gl, Gll y GIV se encuentran en humanos 10 y los
brotes aparecen con mayor frecuencia dentro de estos genogrupos (Fiore et al., 2006). El Gl
evoluciona de forma continua en un patrén evolutivo cada 2 o 3 afios (Fukuda et al., 2008). Este
genotipo equivale al 87% de la aparicién de norovirus en todo el mundo (Gingrich et al., 1983). El tipo
NV GlI. Sydney surgi6 en la Republica de Corea entre 2012 y 2013, donde el 60,4% de los diagndésticos
de NV mostraron Gll (Gingrich et al., 1983). La cepa NV Gll presenta dificultades en su identificacion
mediante la RT-PCR existente debido a la continua variacién que experimenta. Ademas, el conjunto
de cebadores no siempre tiene suficiente especificidad para detectar NV y la deteccion de falsos
positivos se produce con frecuencia (Green, 2013).

En la figura 1 se muestra un andlisis filogenético de Norovirus (NoV) utilizando la secuencia
completa del marco abierto de lectura 2 (ORF2), que abarca todos los genogrupos y genotipos (Patel
et al, 2009.)

Los miembros de la familia de virus Caliciviridae tienen una proteina viridnica, genoma de ARN de
sentido positivo ligado al genoma (VPg) que esta poliadenilado y rodeado por una capside no envuelta,
icosaédrica de 27 a 40 nm de didmetro. La capside se construye predominantemente a partir de una
proteina estructural principal, VP1, de aproximadamente 60.000 D.

En cada género se han identificado una o mas especies, siendo el parentesco genético la base
principal para esta clasificacion en la estructura taxondmica actual de los Caliciviridae. Es plausible

gue se establezcan géneros adicionales, especialmente después de la caracterizacién de genomas
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Unicos de virus como el de Tulane (simio), (Mandez et al., 2004) el virus de St. (porcino) y el virus de
Bayern (aviar). Por debajo del nivel de especie en determinados géneros (Norovirus y Sapovirus),
sistemas provisionales de tipificacién genética (consistentes en genogrupos subdivididos en clisteres

genéticos o genotipos) han resultado Utiles en estudios epidemioldgicos.
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Figura No 1. Andlisis filogenético de NoV utilizando la secuencia completa del ORF2, que abarca
todos los genogrupos y genotipos (Cuevas Ferrer, 2023).

Los calicivirus tienen un genoma lineal de ARN monocatenario de sentido positivo (con una longitud
aproximada de 7,3 a 8,5 kb). Los genomas comienzan caracteristicamente con una secuencia pGpU
terminal en el extremo 5' que esta unida covalentemente a una pequefa proteina, VPg (Torner Gracia,
2008).

Una region conservada de longitud reducida (CR) se repite internamente en el genoma cerca del
inicio de un transcrito de ARN de tamafio subgendémico. Este transcrito subgendmico tiene su extremo
3' terminal con el extremo 5' del genoma (Herbert et al., 1996; Lambden et al., 1993; Meyers et al.,
1991; Morales et al., 2004; Morotti et al., 2004).

En la figura 2 se muestra la representacion esquematica del virén y la organizacion genémica del

Norovirus en el que se evidencian las distintas proteinas codificadas en cada uno de los tres ORF
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(Pérez et al., 2012).

Las proteinas no estructurales son codificadas en la region cercana al extremo 5' del genoma,
mientras que las proteinas estructurales (VP1 y VP2) se encuentran hacia el extremo 3' del genoma
en una regién correspondiente a un ARN subgendmico. Los genomas de los calicivirus se organizan
en dos o mas ORF principales, dependiendo del género. Los norovirus y los vesivirus codifican la
proteina estructural VP1 en un ORF separado (ORF2), mientras que los sapovirus, lagovirus y
nebovirus codifican una VP1 contigua a la gran poliproteina no estructural en el ORF1. Todos los
calicivirus tienen un ORF relativamente pequefio cerca del extremo 3' que codifica la proteina
estructural menor, VP2. La VP2 es de tamario variable (12.000 a 29.000 D) e identidad de secuencia
entre los calicivirus. Los genomas de norovirus murinos analizados hasta ahora contienen un Unico

ORF conservado (ORF4) con una proteina codificada de 23.800 D (Thornhill et al., 1977).

RNA 74 12 m

ORFI1 ORF2 ORF3

e nd Proteina
poliproteina no estructural proteina capside
estructural

Figura No. 2. A) Representacion esquematica de la estructura del viron. B) Esquema de la
organizacion gendémica de NV, en el que se muestran las distintas proteinas codificadas en
cada uno de los tres ORF (Pérez et al., 2012).

Los viriones de calicivirus deben interactuar primero con la célula huésped, carbohidratos, incluidos
los presentes en varios antigenos del grupo histosanguineo (HBGAS), se han implicado en la unién de
varias cepas de calicivirus a las células. Los estudios estructurales han verificado que el norovirus VP1
interactta con carbohidratos HBGA (Cao et al., 2007; Choi et al., 2008).

El reconocimiento de receptores es esencial para los calicivirus, ya que la transfeccion de ARN
infeccioso de calicivirus en células no permeables (es decir, aquellas que no pueden infectarse con
viriones) permite la replicacion y la recuperacion de progenie de virus infecciosos. La molécula de
adhesién de union-1 (JAM-1), una proteina de membrana celular similar a la inmunoglobulina

membrana celular, ha sido identificada como un receptor funcional para el Calcivirus felino (FCV),
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convirtiéndolo en el primer receptor verificado experimentalmente en la familia (Pesavento etal., 2011).

Estudios estructurales y de modelizacién han demostrado que el FCV interactta con la JAM-1 felina

(f) través de la unién del dominio P2 de la capside con el dominio de membrana distal (D1) del FCV
distal (D1) de f JAM-13 (Kageyama et al., 2004).

Se han observado variaciones entre los calicivirus en sus requisitos para la entrada en las células
y la posterior infeccion. La replicacion del Calicivirus felino fue inhibida por la cloroquina, un reactivo
gue eleva el pH lisosdmico que eleva el pH lisosomal, lo que indica dependencia de la entrada pH bajo.
Por el contrario, el norovirus (cepa MNV-1) no dependia de la acidificaciéon de los endosomas para la
infectividad. Los Calicivirus felinos utilizan la endocitosis mediada por clatrina para entrar en células de
mamiferos, mientras que el MNV-1 aparentemente no entra a través de vias mediadas por clatrina o
caveolina. El 90% de los aislados de NoV en casos de gastroenteritis pertenecen al genogrupos II.
Dentro de este genogrupos, las cepas mayoritarias son las pertenecientes al genotipo 1.4 (Bull et al.,
2006; Ramirez et al., 2006; Siebenga et al., 2007). La elevada incidencia de las infecciones causadas
por NoV parece estar relacionadas con la aparicidon secuencial y la rapida propagacion de nuevas
variantes y/o cepas recombinantes de NoV. Se propuso una via endocitica para la entrada de MNV-1
gue probablemente involucra balsas lipidicas sensibles al colesterol y la dinamina Il (al menos en las
células RAW) (Stuart et al., 2006; Gerondopoulos et al., 2010; Perry et al., 2009).Los norovirus entran
en el organismo predominantemente por via oral, los virus son estables a los acidos, lo que indica que
pueden sobrevivir al paso a través del estomago. Las pruebas indirectas de estudios epidemiolégicos
sugieren que los virus también pueden entrar a través de aerosoles, como en los generados por los
vomitos explosivos que suelen producirse durante la enfermedad (Caul et al., 1994; Chan et al., 2011;
Marionneau et al., 2002; Phillips et al., 2010).

Segun los estudios de voluntarios con NV, el periodo de incubacién es corto, de 10 a 51 horas, con
una media de 24 horas, la enfermedad aguda suele durar entre 24 y 48 horas. El periodo de incubacién
registrado en 22 brotes de gastroenteritis por norovirus fue de entre 24 a 48 horas en 20 de los brotes,
y el intervalo fue de 4 a 77 horas. El periodo de incubacion de la enfermedad inducida
experimentalmente por el virus Snow Mountain oscil6 entre 19 y 41 horas, con una media de 27 horas

(Atmar et al., 2008; Boillat et al., 2011; Stuart et al., 2006; Wyatt et al., 1974).

El principal lugar de replicacion del norovirus es presumiblemente el tracto intestino delgado
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superior (duodeno y yeyuno superior), pero hay pruebas de que el virus puede propagarse
extraintestinal. Se ha detectado ARN viral en el suero y el liquido cefalorraquideo de un paciente de
23 meses con encefalopatia un analisis de 39 pacientes con gastroenteritis aguda por norovirus
(confirmada por la deteccién de ARN viral en heces), se detect6 ARN de norovirus en el suero de 6
(15%) pacientes mediante PCR en tiempo real. Los norovirus humanos pueden establecerse en
lechones gnotobiéticos y chimpancés cuando se administran por via intravenosa (Akanashi et al.,

2009).

La inmunidad a los norovirus en humanos es poco conocida, los adultos demuestran
sistematicamente un alto grado de susceptibilidad tanto a la enfermedad NV natural como a la inducida
experimentalmente. En ciertos brotes de norovirus, se observd que mas del 80% de los adultos
resultaron afectados. Ademas, aproximadamente el 50% de los voluntarios adultos no seleccionados
también contrajeron la infeccién por norovirus. Esto sugiere que la resistencia a la enfermedad por
norovirus podria estar relacionada con la inmunidad del huésped y la exposicion a cepas en constante

evolucién de este virus (de Graaf et al., 2016).

No se han definido los determinantes de virulencia de los norovirus humanos, pero las diferencias
en los resultados clinicos asintomaticos hasta la diarrea potencialmente mortal, sugieren que existen
diferencias entre cepas como se ha demostrado para otros calicivirus. Una caracteristica convincente
de la epidemiologia del norovirus que apoya las diferencias entre cepas (especialmente en el genotipo
Gll.4) es la sorprendente variacion de la prevalencia de la enfermedad en determinados afios, con

aumentos bruscos de los brotes globales y de la carga de morbilidad (Hussey et al., 2011).

1.2.5. Hepatitis A

La hepatitis A es una afeccion viral ocasionada por el virus de la hepatitis A (VHA). EI VHA pertenece
a la familia Picornaviridae y al género Hepatovirus. Se trata de un virus no envuelto que contiene un
genoma de ARN de cadena sencilla de polaridad positiva. Su forma es icosaédrica y su diametro
aproximado es de 27 a 32 nanémetros. El VHA muestra resistencia al calor, a los acidos y al ambiente
acido presente en el estomago, lo que le permite sobrevivir en condiciones adversas, se transmite

principalmente mediante la ingestion de agua o alimentos contaminados con heces de una persona
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infectada. También puede transmitirse mediante el contacto directo con una persona infectada,
especialmente cuando existen practicas deficientes de higiene personal. (Herrera & Badilla, 2019). El
VHA posee un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de 7,5 kilo bases (kb). El genoma
del VHA est& envuelto por una capside icosaédrica, formada por hasta 60 copias de tres proteinas de
superficie, VP1, VP2 y VP3 (denominadas como 1D, 1B y 1C), transcritas en un marco de lectura
abierto (ORF) (Griffin et al., 2014). El ORF Unico de 2 217 a 2280 aminoéacidos de los VHA se divide
en tres secciones denominadas P1, P2 y P3. La region P1 contiene los polipéptidos de la capside VP1
a VP4, mientras que las regiones P2 y P3 contienen los polipéptidos no estructurales (Baert et al.,
2009). Flanqueando el genoma del VHA hay regiones reguladoras 5' y 3'UTRs con una pequefa cola
de poli A 17. Los sitios de neutralizacién inmunogénica del VHA se localizan en las proteinas
estructurales de superficie (Hardy et al., 1996). Los primates son los Unicos huéspedes naturales del
VHA vy la infeccidn les confiere una proteccion de por vida (Hoa et al., 2013; Kim et al., 2012). Tras la
ingestion, absorcién en el tracto gastrointestinal y replicacion en el higado, el VHA se excreta en la bilis
en altas concentraciones de particulas virales que pueden encontrarse en muestras de heces. En la
figura 3 se muestra el arbol filogenético del virus de la Hepatitis A utilizando secuencias completas
(Costa-Mattioli et al., 2003).

La transmision del VHA se produce por via oral fecal a través del contacto directo con una persona
infectada por el VHA o por el consumo de alimentos o agua contaminados por el VHA. La mediana del
periodo de latencia (es decir, el tiempo transcurrido desde la exposicion hasta la aparicién de los
sintomas) es de 28 dias (rango de 15 a 50 dias) (Hoa et al., 2013). La infeccion alcanza su maximo 2
semanas antes de la aparicion de la ictericia y disminuye 1 semana después de la aparicion. En
personas sin ictericia, los niveles séricos elevados de alanina aminotransferasa [ALT] pueden conducir
a una infectividad maxima. La viremia puede detectarse antes de que aumenten los niveles de ALT, y
los niveles de ARN del VHA suelen seguir siendo detectables incluso después de que los niveles de
ALT se normalicen y los sintomas desaparezcan (Kim et al., 2005). La hepatitis A comienza con
sintomas como fiebre, pérdida de apetito, nauseas, vémitos, diarrea, dolores musculares y fatiga. Al
principio puede haber ictericia, orina oscura o heces claras, o pueden aparecer sintomas sistémicos al
cabo de unos dias. Si los hallazgos fisicos incluyen sensibilidad abdominal, hepatomegalia o
esplenomegalia (Cooke et al., 2019).

En la mayoria de los casos, la hepatitis A dura varias semanas. La Hepatitis A es una infeccién
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hepética que es generada por el virus de la Hepatitis A (VHA). Se disemina generalmente cuando una
persona no infectada consume alimentos o agua contaminados con heces de una persona infectada
con este virus. Esta enfermedad esta relacionada con la falta de acceso a agua potable, un
saneamiento deficiente y una mala higiene personal. La recurrencia de los sintomas con nuevos
aumentos de los niveles séricos de aminotransferasa se produce en el 10% de los casos y las recaidas
pueden durar hasta 6 meses. La mortalidad por cualquier causa es del 0,3%, frente al 1,8% entre las
personas de alrededor de 50 afios. Las personas con enfermedad hepética crénica subyacente tienen
un mayor riesgo de muerte (Kong et al., 2015). La contaminacion de los alimentos por el VHA puede
producirse en cualquier fase del cultivo, la cosecha, la transformacién, la distribucién o la preparacion.
Las infecciones transmitidas por los alimentos pueden ser dificiles de detectar a partir de los datos de
vigilancia rutinaria porque los pacientes pueden tener dificultades para recordar su historial dietético
entre 2 y 6 semanas antes de la enfermedad (Green et al., 2000; Hoa et al., 2013). Los casos pueden
acumularse gradualmente o no ser notificados, , un alimento puede estar contaminado focalmente (Kim
et al., 2005), algunas personas expuestas pueden tener una infeccidon por VHA no reconocida, (Aguilera
Guirao et al., 2006), algunas personas expuestas pueden tener inmunidad preexistente por una
infeccion o vacunacién previa, las personas que adquieren la infeccion a través de alimentos
contaminados no son reconocidas en medio de una alta incidencia en curso en la comunidad, y los

casos estan geograficamente dispersos en varias jurisdicciones de salud publica (Liu et al., 2010).
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Figura N° 3. Analisis del arbol filogenético del HAV utilizando secuencias completas.

Los nimeros en cada nodo muestran los porcentajes de bootstrap obtenidos después de 1000
réplicas. Se muestran las filogenias de la proteina VP1 (C), la proteina VP2 (A), la proteina VP3 (B) y
la filogenia P1 [VP2 VP3 VP1] (D). La cepa 9F94 esta indicada por una flecha y las dos cepas
parentales hipotéticas estan subrayadas (Costa-Mattioli et al., 2003).

El VHA es un virus esférico no envuelto de aproximadamente 27 nm de didmetro. El material
genético del virus esta conformado por una molécula de ARN de cadena sencilla, lineal y de sentido
positivo, que tiene aproximadamente 7,5 kilobases de longitud. En los extremos 5'y 3' de esta molécula
de ARN se encuentran regiones no codificantes. La region 5-NCR contiene una sefal de
poliadenilaciéon y una entrada ribosomal interna (IRES) que guia la sintesis de la poliproteina. En la
figura 4 se representa la estructura del virién del virus de la Hepatitis A y como se organiza su material
genético (Cristina et al., 2007).

La principal forma de transmisiéon del virus es a través de la ruta fecal-oral, que surge cuando se
ingiere agua o alimentos que estan contaminados con heces de personas portadoras del virus. La
contaminacion puede ocurrir por manos sucias o por agua y suministros de alimentos tratados de

manera inadecuada (Cohen et al., 2002).
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Figura N° 4. Esquema que representa la estructura del virion de HAV y como se organiza su
material genético.

Se destaca con una flecha roja el primer sitio de corte de la poliproteina PO durante su
procesamiento, lo que resulta en la formacién del complejo macromolecular replicativo 2B-3D vy las

proteinas estructurales que forman la capside del virus (Cristina et al., 2007).

Se ha demostrado que el VHA se une a una amplia gama de células animales cultivadas, incluidas
las no permisivas. Aunque no se conocen los determinantes virales implicados en la adhesion celular
del VHA, se ha observado que los viriones maduros se adhieren relativamente rapido y de forma
dependiente del calcio, pero se da liberacién del ARN virico en el citoplasma unas 4 horas después de
la infeccion. Un candidato a receptor celular (HAVcrl), una glicoproteina de membrana integral de
clase 1 de 451 aminoécidos, se identificé por primera vez en células AGMK mediante una estrategia
de clonacion de expresion y un anticuerpo monoclonal que bloqueaba la unién del VHA a la superficie
celular (Bishop et al., 1993).

La tabla 2 destaca agentes biolégicos infecciosos causante de enfermedades transmitidas por
alimentos donde se incluye las principales matrices alimentarias, sintomatologia en el huésped y su

periodo de incubacion.

22



Tabla No. 2. Agentes bioldgicos infecciosos causantes de enfermedades transmitidas por

alimentos.
. L . . Periodo de
ETA Patogeno Principales alimentos Sintomas . !
incubacién
Alimentos refrigerados
listos, para consumir .
’ Fiebr lor z .
(carne de res, pollo, ect;r?égr?cci)o dgoﬁgrpees a Pueden surgir
Listeria pescados, mariscos, musculares, nAuSeas entre 9 horas
Listeriosis lacteos, leche sin P L ' y 6 semanas
monocytogenes . vomitos, diarrea, .
pasteurizar y productos meninaitis v abortos después de
lacteos o alimentos es gonté):‘neos ingerir comida
elaborados con leche sin P ) contaminada.
pasteurizar).
Diarrea, fiebre, vomitos,
dolor de cabeza, nduseas
Huevos crudos o que no
s ; y calambres estomacales | 12 a 72 horas
estén bien cocidos, carne ) > .
Salmonelosis Salmonella de res. pollo. pescados informacién que debe después de
enteriditis maris’cgs crhzos Iechey conocer los sintomas consumir
; pueden ser mas graves en comida

cruda, productos lacteos y
productos frescos.

grupos en riesgos como
por ejemplo las mujeres

contaminada,

embarazadas.
e e
urémico sgan re, nauseas
hemolitico Carne de res, gre y ) Entre 1-10
: L También puede p
infeccion por e hamburguesas que no . dias tras
; P . manifestarse como una ;
coli causa Escherichia coli estén bien cocidas o diarrea sin sangre o ser consumir
comun de la atbgena crudas, productos frescos asintométicag uede comida
diarrea del patog no cocidos, leche cruda, rovocar de?ﬁos contaminada,
viajero colitis jugos sin pasteurizar y eFr)manentes en los con un
hemorréagica o agua contaminada. riﬁ(l)ones los cuales pueden promedio de
infeccion por e. roducir la muerFt)e en 3-4 dias.
coli 0157:h7. prodt ~
nifios pequenios.
Ostras/mariscos crudos,
ensalada de repollo, Entre 12-48
. . ensalada, productos . . - horas, con
Gastroenteritis Norovirus virus horneados pIaseados Diarrea nauseas vomitos posible inicio
viral del tipo agua contarﬁi?laday hieio calambres estomacales mas rapido a
norwalk. i dolor de cabeza y fiebre.
también puede y las 12 horas
transmitirse de persona a tras la
persona. exposicion.
Frutas y verduras crudas,
agua potable . .
4 - Diarrea, orina oscura,
contaminada, alimentos ictericia v sintomas
i - sin cocer o alimentos L y . 28 dias en
- Virus Hepatitis : similares a los de la gripe .
Hepatitis A cocidos que no son nor ejemplo fiebre, dolor promedio de
recalentados luego de ) ' 15 a 50 dias.

haber estado en contacto
con una persona infectada
que los manipulé.

de cabeza, nauseas y
dolores abdominales.
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1.3. Técnicas de deteccion de microorganismos en alimentos.

La deteccién de microorganismos en alimentos involucra una variedad de enfoques, incluyendo
métodos tradicionales y bioquimicos, asi como métodos moleculares. El recuento en placa y las
pruebas bioquimicas, se fundamentan en el desarrollo y la caracterizaciéon de los microorganismos en
medios de cultivo especificos. Estos métodos han sido ampliamente utilizados debido a su simplicidad
y costo relativamente bajo. Por otro lado, los métodos moleculares, como la PCR y la secuenciacion
de ADN, permiten amplificar y analizar secuencias genéticas especificas, lo que facilita la deteccién
precisa y la identificacion de microorganismos patdgenos, incluso en cantidades minimas. La
combinacion de estas diferentes técnicas ofrece enfoques complementarios para garantizar la

seguridad alimentaria y la calidad microbiolégica de los alimentos.

1.3.1. Conteo en placay nimero mas probable (NMP)

El método del recuento en placa es una técnica tradicional ampliamente utilizada en microbiologia
de alimentos para determinar la cantidad de microorganismos viables en una muestra (Arcos Guaman,
2022). Este método se basa en diluir la muestra y sembrarla en placas de cultivo con un medio
adecuado. Después de un periodo de incubacion, se cuentan y expresan en unidades formadoras de
colonias (UFC) por gramo o mililitro, segun corresponda a la muestra. Este método es fundamental
para evaluar la inocuidad y calidad microbiol6gica de los alimentos. El recuento en placa se lleva a
cabo mediante diluciones seriadas 1:10 y se extiende 100 ul de cada dilucién en una placa. Las placas
se incuban hasta que las colonias son visibles y se pueden contar. Aunque este método tiene un limite
de deteccion confiable, requiere tiempo durante el proceso de incubacién. Los medios utilizados
contienen componentes selectivos y diferenciales que permiten el crecimiento de microorganismos
especificos y proporcionan caracteristicas distintivas para su identificacién. Por ejemplo, pueden incluir
indicadores de pH, sustratos cromogénicos o inhibidores selectivos para detectar y distinguir diferentes
especies bacterianas. La combinaciéon del conteo en placa con la identificacibn mediante medios
especificos proporciona informacién valiosa sobre la cantidad y la identidad de los microorganismos
existentes en una muestra, lo que contribuye a evaluar la calidad microbiolégica de los alimentos y a

tomar medidas adecuadas de control y prevencién (Morales et al., 2012).
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El método NMP consta en inocular una muestra de agua diluida en tubos que contienen un medio
liquido selectivo y tiene como objetivo determinar si estd contaminada con bacterias. Para evitar la
contaminacion externa, es importante que la muestra se envie en una funda o botella estéril con cierre
hermético. Se utilizan como "microorganismos indicadores" son aquellos que, por su presencia o
ausencia, indican la posible contaminacion del agua con patégenos o agentes perjudiciales para la
salud humana. Su constancia en los alimentos puede ser provocada a un procesamiento insuficiente,
contaminacion de alimentos ya preparados o crecimiento de alimentos. Los coliformes fecales y E. coli
también llegan a indicar contaminacién fecal, aunque también pueden vivir en ambientes no
intestinales, incluidas las instalaciones industriales.

El fundamento de esta técnica consiste en el analisis estadistico y la observacién del crecimiento
de microorganismos en diluciones variadas de una muestra. Esta técnica se emplea para estimar la
concentracién de microorganismos existentes en una muestra, siendo particularmente Gtil en la

evaluacion de microorganismos indicadores en alimentos y agua (Sutton, 2010).

1.3.2. Identificacion bioquimicay fenotipado

El fenotipado bacteriano tradicional se basa en las caracteristicas observables de las bacterias,
como su forma, desarrollo, propiedades bioguimicas y metabdlicas. El cultivo sigue siendo el método
diagndstico preferido cuando es posible, ya que permite el aislamiento, la identificacion y el estudio de
la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos del microorganismo relevante, ademas de facilitar el
uso de marcadores epidemioldgicos. Es crucial elegir el sustrato de cultivo y las condiciones de

incubacion adecuadas para lograr un cultivo exitoso (Isenberg, 2004).

Las pruebas bioquimicas desarrollan un rol significativo en la identificacion y distincion de
organismos, ya que permiten detectar las caracteristicas bioquimicas particulares que los hacen
Unicos. Ademas de su funcion en la identificacion, estas pruebas también ofrecen detalles sobre el
metabolismo, la presencia de enzimas especificas y como los organismos responden a diferentes

sustratos o condiciones (Fernandez, Garcia, Saez, & Valdezate, 2010).

25



1.3.3. Tincién de Gram

La tincién es un método alternativo ejecutado en microscopia para optimizar el contraste de lo visto
bajo el microscopio. El método de tincion mas cominmente utilizado en bacteriologia permite clasificar
las bacterias en dos grandes grupos taxondmicos segun su comportamiento de tincién: grampositivas
y gramnegativas. Se piensa que la disparidad de entre ambos grupos de bacterias es a causa de la
estructura quimica distinta de sus paredes celulares (Becerra et al., 2016).

Las bacterias grampositivas poseen una capa gruesa de mureina o peptidoglicano en su pared
celular, con un espesor de 20 a 80 nm. En su contraparte, las bacterias gramnegativas presentan una
capa mas delgada de peptidoglicano (2 nm) y una capa exterior compuesta por lipopolisacaridos,
lipoproteinas y proteinas de membrana, en la figura 5 y 6 se representa el esquema general detallando
las principales caracteristicas de la estructura que conforman las paredes celulares de las bacterias

Gram positiva y Gram negativa (Pascual, 2005).

Protelna asociada RS IMNED ) Acidos

ala pared Teicoicos
\ ’/' N .

Acidos
Lipoteicoicos

Membrana
Plasmatica

FiguraNo 5. Esquema general de la pared celular de las bacterias Gram positiva (Rohde, 2019).
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FiguraNo 6. Esquema general de la pared celular de las bacterias Gram negativa (Rohde, 2019).

Las bacterias Gram-positivas son aquellas que aparecen de color azul oscuro o purpura en la tincién
de Gram. Esta propiedad quimica esta estrechamente relacionada con la forma de la envoltura celular

es mas grueso y absorbe el color (Pascual, 2005).

Las bacterias Gram-negativas son de color rojizo pélido cuando se las mira con un microscopio
optico después de la tincion de Gram. Esto se debe a que la estructura de su pared celular no puede
mantener el color violeta cristalino, por lo que solo se tifie con la contratincion de safranina (Bush,
2020).

1.3.4. Pruebas bioquimicas para patdgenos de alimentos

Las pruebas bioguimicas son procedimientos de laboratorio que se utilizan para evaluar y analizar
diversas sustancias quimicas presentes en muestras biolégicas, como sangre, orina, tejidos u otros
fluidos corporales. La prueba bioquimica para el aislamiento de S. enterica es la prueba de triple azicar
de hierro (TSI) y la prueba de agar verde brillante fenol rojo lactosa sacarosa (BPLS) (Marin Mendez
et al., 2020).

La prueba de triple aztcar de hierro se basa en la capacidad de las bacterias para fermentar los
azlcares glucosa, lactosa y sacarosa, asi como su capacidad para producir sulfuro de hidrégeno (H2S)
y gas. El medio de TSI es un agar con una composicion especifica que contiene glucosa, lactosa,
sacarosa, asi como hierro y un indicador de pH (fenol rojo). Cuando se inocula con una muestra

bacteriana, se observan diferentes resultados segln las caracteristicas metabdélicas de la bacteria.
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En el caso del aislamiento de L. monocytogenes, se usa el caldo Fraser con suplementos Fraser
como medio de enriquecimiento.

Para el Staphylococcus se utiliza la prueba de manitol y este se basa en la capacidad de las
bacterias para fermentar el manitol, un tipo de azucar. El medio de agar de manitol contiene manitol
como fuente de carbono, ademas de un indicador de pH, generalmente rojo de fenol. Cuando se
inocula con una muestra bacteriana, se observan diferentes resultados segun la capacidad de la

bacteria para fermentar el manitol.

1.3.5. Tincién con azul de metileno

Es un método simple en el que todos los microorganismos adquieren el mismo color. Esta técnica
se basa en la afinidad de carga con los componentes de la superficie celular, 1o que proporciona
informacion sobre el tamafio, forma y agregacién de los microorganismos. Es un método rapido, directo
y positivo.

El azul de metileno es una sustancia que se muestra en forma de cristales o polvo cristalino y tiene
una coloracion verde oscuro con un brillo bronceado. Es estable e inodoro en el aire. Sus soluciones
en alcohol o agua son de color azul intenso.

Cuando las células vivas se exponen al azul de metileno, este penetra en las células y provoca el
blanqueamiento de las enzimas presentes en las células vivas. Las células muertas, donde las enzimas
estan inactivas, no experimentan este blanqueamiento y, por lo tanto, permanecen azules. La

proporcién de células no tefiidas es entonces una medida de viabilidad (Ramirez et al., 2020).

1.3.6. Sistemas de identificacidon bioquimicas

El sistema APl (Analytical Profile Index) es una herramienta de identificacion bioquimica
ampliamente utilizada en microbiologia clinica y microbiologia de alimentos. Se basa en un conjunto
de pruebas bioquimicas en las que se analizan las respuestas metabélicas de los microorganismos
para determinar su identidad.

El sistema API utiliza tiras de plastico o cartuchos que contienen medios de cultivo y reactivos

especificos para diferentes pruebas bioquimicas. Estas pruebas incluyen la utilizacion de diferentes
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sustratos, como carbohidratos, aminoacidos y otros compuestos, para evaluar la capacidad del
microorganismo para fermentar o utilizar estos sustratos. Ademas, se pueden realizar pruebas para
corroborar la existencia de enzimas especificas y la produccién de ciertos productos metabélicos.

Cada prueba bioquimica proporciona un resultado positivo o negativo, y se recopila un conjunto de
resultados para generar un perfil bioquimico Unico para cada organismo. Este perfil se iguala con una
base de datos de perfiles conocidos para identificar el microorganismo.

El sistema API es apreciado por su simplicidad y capacidad para identificar una amplia variedad de
bacterias y levaduras. Sin embargo, su uso puede requerir experiencia y conocimientos técnicos para

interpretar correctamente los resultados.

1.3.7. Sistema de identificacién biolog OmniLog

El sistema OmniLog® es un método automatizado y versatil utilizado en microbiologia. Se adapta
a diferentes flujos de trabajo y condiciones especificas, garantizando una identificacion precisa de
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. El sistema OmniLog Plus amplia sus capacidades para
incluir bacterias anaerobias, levaduras y hongos filamentosos. Ambos sistemas permiten el
almacenamiento de resultados, creacion de bases de datos personalizadas y seguimiento de
caracteristicas y tasas de aislamiento de organismos especificos. Su software, incluyendo el médulo

RetroSpect™, facilita el analisis y seguimiento de los organismos (Brouqui et al., 2006).

El sistema MicroStation™ de Biologi es una herramienta versétil utilizada en microbiologia para
identificar y caracterizar organismos. Con bases de datos extensas, puede identificar mas de 2.650
especies de bacterias, levaduras y hongos, en algunas bacterias en solo dos horas. El procedimiento
implica la preparacion de una suspension celular y su inoculacion en una microplaca. Después de la
incubacion, el lector MicroStation analiza el patron metabdlico Unico generado por el organismo y lo
compara con perfiles en la base de datos para su identificacion. La quimica rédox patentada de Biologi

permite una amplia gama de pruebas bioquimicas (Silveracei, 2018).

Para entornos de menor volumen o con restricciones presupuestarias, el sistema portatil Biologi

ofrece deteccién basica de bacterias aerdbicas Gram-negativas y Gram-positivas. Los resultados de
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la microplaca se lee visualmente y se ingresan en el software MicroLog para su analisis e
identificacion. El sistema incluye un medidor de turbidez, el software MicroLog y un manual de usuario
electrénico (Yanagihara et al., 2010).

La tecnologia de reduccién quimica GEN Il se puede emplear en una amplia variedad de bacterias,
tanto Gram negativas como Gram positivas, de una manera sin precedentes. GEN Ill descompone y
analiza la capacidad de una célula para metabolizar diferentes tipos de productos bioquimicos, y
también permite catalogar otras propiedades fisioldgicas importantes, como el pH, la tolerancia a la sal

y al acido lactico, la capacidad reductora y la sensibilidad quimica.

1.4. Identificacion molecular

La identificacién molecular es una técnica utilizada en microbiologia y genética para determinar la
identidad de un organismo mediante el estudio de su material genético, como el ADN o el ARN. Se
referencia en la comparacion de las cadenas de nucleétidos especificas en el material genético de
interés con bases de datos de referencia, lo que permite identificar el organismo de manera precisa.
Existen diversos métodos para llevar a cabo la identificacién molecular, como la secuenciacion del
ADN, la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR), la hibridacion de &cidos nucleicos y la
electroforesis en gel. Estas técnicas permiten detectar y analizar secuencias genéticas especificas que
son caracteristicas de determinados organismos, lo que facilita la identificacion precisa de los mismos.
La identificacién molecular presenta ventajas significativas, como su alta sensibilidad y especificidad,
su capacidad para identificar organismos en cantidades minimas, y su capacidad para identificar
especies microbianas que no pueden ser cultivadas utilizando métodos tradicionales.(Rodicio &
Mendoza, 2004).

La discrepancia entre las particularidades observadas, fenotipicas y/o morfolégicas del aislado en
prueba y las cepas de referencia hace que los métodos fenotipicos proporcionen identificaciones
probables en lugar de definitivas. Para superar los desafios inherentes a los sistemas de identificacién
fenotipica, se han desarrollado métodos genotipicos como alternativas adicionales. No todas las cepas
de la misma especie exhiben caracteristicas distintivas, lo que puede resultar en resultados diferentes
en pruebas repetidas. Ademas, las limitaciones de las bases de datos bacterianas correspondientes

también justifican la necesidad de utilizar métodos genotipicos en la identificacion bacteriana. A
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continuacion, se describen los genes mas usados para la identificacion de microorganismos en

alimentos.

1.4.1. ARNr 16S (RRS)

El ARNr 16S, también conocido como ADN ribosomal 16S (ADN 16S), es un polirribonucleétido
codificado por el gen rrs que se localiza en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Este ARNr es
un componente esencial y omnipresente en la funciéon celular, y actia como un "temporizador
molecular" debido a su alto grado de conservacion. Aunque el ARNr 16S es objeto de ciertos agentes
antimicrobianos que inducen mutaciones y llevan a la resistencia fenotipica, su uso en el
reconocimiento bacteriano o en la resolucién del género y la especie no es un proceso trivial. La
secuencia del gen rRNA16S tiene aproximadamente 1500 pares de bases, lo cual proporciona
suficiente polimorfismo especifico para distinguir y realizar andlisis estadisticos véalidos (Clarridge,

2004).

1.4.2. 16S-23S ARNr

La region 16S-23S rRNA es un espacio intergénico (ITS). Estos ITS estan presentes en nimeros
variables segin el nimero de operones de ARNr o alelos rrs. Esta alta diversidad, debido a las
diferencias en el nimero, tamafio y composicion de los ITS 16S-23S rRNA observados en los ITS en
diferentes géneros, diferentes especies, diferentes cepas y dentro de una misma cepa, es la base para

su uso en identificacion, filogenia (Girtler, 1996).

1.4.3. ARNr 23S

Es también una regién ribosomal. La secuenciacién de esta region puede ser una buena opcién en
casos donde una fraccion de 16s no da resultados definitivos. El aumento de los costos y algunas
dificultades técnicas para amplificar fragmentos mas grandes pueden limitar su uso, aunque
actualmente se utiliza como un procedimiento auxiliar Gtil para fines filogenéticos y taxonémicos (Hunt

et al., 2006).
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1.4.4. RpoB (Subunidad B de la ARN Polimerasa)

La ARN polimerasa (RNAP) es una enzima importante en el proceso de transcripcion y constituye
el objetivo final de varias vias que regulan la expresion génica en los organismos vivos. Debido a la
distribucion general de bacterias, propuso su uso como un temporizador molecular eficiente. El uso de
este marcador ofrece algunas ventajas sobre los marcadores moleculares anteriores, entre ellas, las
secuencias de rpoB suelen ser de gran calidad que el 16S rRNA porque son secuencias adquiridas
recientemente; Otro factor importante y favorable es que la similitud de secuencia de rpoB tiene una

mayor correlacién con el criterio de inclusion en la misma especie de hibridacién (Karah et al., 2011).

1.4.5. GyrB (Subunidad B del ADN Girasa)

El gen gyrB codifica la subunidad f de la ADN girasa o topoisomerasa Il, una enzima que
desempefia un rol importante en la replicacién del ADN bacteriano. Debido a su distribucion amplia y
universal, la existencia de una copia Unica de gyrB permite el aislamiento y reconocimiento de especies
estrechamente vinculadas en géneros como Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Bacillus, asi como en
bacterias entéricas, micobacterias y bacterias del &cido lactico. Este gen es un marcador valioso en la
sistemética bacteriana debido a su nimero estimado de sustituciones sindnimas o silenciosas (Yafiez

et al., 2003).

1.4.6. Transcripcion inversa-PCR (RT-PCR):

Para la identificacion molecular, se suspendié un grupo parcial de cada placa de TSA en 50 pL de
NaOH 20 mM y se calentd en el microondas a alta intensidad hasta que hirviera (24). La suspension
de células hervidas en el microondas se utiliz6 directamente como plantilla para la reacciéon de PCR.
La secuencia de ADN correspondiente a un fragmento parcial del gen 16S ARNr (regién V3 a V4) se
amplificé utilizando 1,5 pL de la plantilla de ADN preparada anteriormente, 12,5 yL de la mezcla
maestra GoTaq incolora (Promega, Madison, WI), 10 uL de agua destilada doble, 0,5 uL de cada

cebador (341F: 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG, 806R: 5-GACTACHVGGGTATCTAATCC) en una
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reaccion de 25 pL (41). Se implemento un control negativo (mezcla maestra sin ADN) en cada ciclo de
amplificacion. Las condiciones de amplificacion de PCR fueron: 95°C durante 5 minutos, seguidos de
30 ciclos de 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 2 minutos y 72°C durante 2 minutos, con una
extension final a 72°C durante 2 minutos. Los productos de PCR, después de verificar su pureza
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, se enviaron al laboratorio de servicios de
MacrogenKorea para su secuenciacion, y los datos de secuenciacién se enviaron a BLAST (NCBI,
Bethesda, MD) para obtener el identificador bacteriano.

Para la identificacién molecular, se tomaron colonias parciales de cada placa de agar TSA y se
suspendieron en una solucion de NaOH. Luego, se sometié la suspension de células hervidas en el
microondas a una reaccion de PCR. Se amplificé una secuencia de ADN correspondiente a una parte
del gen 16S ARNr utilizando cebadores especificos. Se incluy6 un control negativo en cada ciclo de
amplificacion. Los productos de PCR se verificaron por su pureza y se enviaron a un laboratorio de
servicios externo para su secuenciacion. Los datos de secuenciacion se analizaron utilizando la

herramienta BLAST para obtener la identificacién bacteriana correspondiente.

1.4.7. RT PCRy Heminested

La PCR tradicional ha experimentado mejoras con la inclusién de la PCR de segunda generacion,
conocida como PCR en tiempo real, que ha superado muchas de las limitaciones practicas asociadas
con la PCR convencional basada en gel y ha revolucionado el diagnéstico de patégenos. Esta técnica
sumamente sensible permite la amplificacion y cuantificacién simultdnea de cadenas especificas de
acidos nucleicos utilizando reporteros fluorescentes en la reaccion.

Cuando se combina con sistemas de PCR/RT-PCR en tiempo real, la RT- PCR en tiempo real
multiplexada permite un diagnéstico rapido en comparacion con las técnicas multiplex basadas en la
PCR convencional. Las principales ventajas de este método incluyen su amplio rango de deteccion, lo
gue permite descubrir incluso un bajo nimero de copias de muestra (menos de cinco copias), lo que
facilita el andlisis de muestras muy pequefias. Ademas, requiere 1,000 veces menos ARN que la PCR
convencional. También es capaz de medir datos en tiempo real en el transcurso la fase de desarrollo
exponencial, a diferencia de un ensayo convencional que mide durante la fase de meseta. La emision

de fluorescencia del fluor6foro utilizado es directamente proporcional a la cantidad de producto

33



amplificado, lo que elimina la necesidad de procesamiento adicional en la prueba (Valasek et al., 2005),
este método tiene una ejecucion mas rapida y reduce el riesgo de contaminacion cruzada. La
propagacion de la reaccion de amplificacion PCR se realiza a través de un sistema fluorométrico que
utiliza fluoréforos.

Actualmente, la RT-PCR en tiempo real es el método mas comunmente utlizado para el
diagnéstico de NoV. Es una técnica altamente sensible y especifica que, permite la cuantificacion del
acido nucleico presente en las muestras. Ademas, se ha desarrollado recientemente un ensayo de
RT-PCR en tiempo real multiplex que permite la deteccion simultdnea de varios patdgenos virales,
incluido el NoV, y ha demostrado ser sensible y especifico. (Khamrin et al., 2011). Sin embargo,
ajustar las condiciones para diferentes pares de cebadores en el mismo protocolo de amplificacién,
asi como la cantidad relativa de acidos nucleicos de cada patdégeno en las muestras clinicas, puede
disminuir la sensibilidad de la técnica.

El heminested RT- PCR es una variante de la RT- PCR anidada en la cual se utiliza el mismo
cebador en ambas rondas de amplificacion (tres cebadores en total). Esta técnica es altamente
sensible en comparacion con la RT- PCR anidada, pero la posibilidad de contaminacion cruzada
sigue siendo una limitacion significativa.

La RT- PCR semianidada también es altamente sensible en comparaciéon con la PCR anidada,
pero la presencia de contaminacion cruzada sigue siendo un inconveniente importante (Zhang et al.,

2010).

El creciente requerimiento de alimentos listos para el consumo (RTE) ha generado un aumento
considerable en la produccion a gran escala y en la oferta de una amplia variedad de productos frescos.
Este crecimiento del mercado esta impulsado principalmente por la creciente demanda de los

consumidores de alimentos frescos, saludables, convenientes y sin aditivos (Chen & Chang, 2021).

En Ecuador, la demanda de alimentos listos para comer, asi como aquellos que son preparados
artesanalmente en la calle es muy alta en las principales ciudades de nuestro pais por nuestra
poblacion. Sin embargo, los vendedores ambulantes, que muchas veces operan sin permiso legal, no
necesariamente cumplen con las normas y regulaciones de inocuidad. De hecho, el escaso
conocimiento y practicas de higiene alimentaria de los vendedores ambulantes de alimentos

comprometen la inocuidad alimentaria.
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En Guayaquil, Quito y Cuenca, el encebollado, los ceviches, los bolones, la ensalada de frutas y el
jugo de frutas suelen consumirse en lugares conocidos como las "huecas", donde en la mayoria de los
casos no se cumplen las condiciones higiénicas y sanitarias.

Los citados productos preparados en la calle son més propensos a la proliferacién microbiana y la
contaminacion cruzada porque es menos probable que los ingredientes se almacenen adecuadamente
y se utilizan utensilios relativamente sucios. Los vendedores ambulantes de comestibles suelen tener

los articulos a temperatura ambiente hasta que el cliente los pide.

1.4.8. Calidad microbioldgica global de los alimentos ecuatorianos

En Ecuador, un pais agricola en vias de desarrollo de Sudamérica, la concienciacion, las practicas
y las normativas en materia de inocuidad alimentaria han estado tradicionalmente rezagadas en
comparacion con la mayoria de los paises desarrollados y algunos otros paises en proceso de
desarrollo. Esta situacidon plantea desafios significativos en términos de garantizar la seguridad
alimentaria y proteger la salud publica de la poblaciéon. En medio de una nueva conciencia nacional
sobre la importancia de la seguridad alimentaria como un componente critico de la salud publica, es
fundamental impulsar el desarrollo y la implementacion de practicas y reglamentos de inocuidad
alimentaria basados en la ciencia en Ecuador. Para lograr esto de manera efectiva, es necesario contar
con datos de referencia sdlidos para el analisis microbiolégico de los alimentos. La calidad de los
alimentos en Ecuador se ve directamente afectada por la falta de concienciacion, practicas y
normativas sélidas en materia de inocuidad alimentaria. Mejorar la infraestructura, la capacitacion del
personal, la implementacion de sistemas de monitoreo y control, asi como el fortalecimiento de la
legislacion en este ambito son aspectos clave para elevar los estandares de seguridad alimentaria en
el pais. Es fundamental promover la investigacion, la colaboracion interinstitucional y el intercambio de
conocimientos a nivel nacional e internacional para fortalecer las capacidades en inocuidad alimentaria
en Ecuador y garantizar la proteccion de la salud publica a través de la mejora de la calidad de los

alimentos disponibles para la poblacion (Bruno Salabarria & Fuentes Bedoya, 2021).
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CAPITULO 2 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

2.1. Introduccion

A nivel mundial se estima que anualmente, 600 millones de individuos en todo el planeta se
enferman debido al consumo de alimentos contaminados, lo cual representa casi el 10% de la
poblacion mundial. Ademas se estima que 420,000 personas pierden la vida por esta misma razon y
esto registra una pérdida de productividad y gastos médicos de alrededor de US$ 110,000 millones

(OMS, 2020).

En el Ecuador, el consumo de alimentos preparados de manera artesanal en lugares de expendio
es una practica muy comun y demandada en las principales ciudades del pais. Sin embargo, es
importante destacar que muchos de estos vendedores ambulantes operan sin contar con los permisos
legales y sin estar sujetos a las regulaciones y controles establecidos para garantizar la inocuidad
alimentaria. Esta situacion plantea un desafio en términos de inocuidad alimentaria y seguridad para
los consumidores. Debido al escaso conocimiento y las malas practicas en inocuidad alimentaria por
parte de estos vendedores ambulantes, existe una probabilidad de riesgo significativa de que los
consumidores se infecten o enfermen debido a la existencia de patégenos en los alimentos que se
venden.

Los vendedores ambulantes, al no estar restringidos por las regulaciones y controles oficiales,
pueden no seguir las normas basicas de manejo de alimentos, como el correcto lavado de manos, el
uso de utensilios limpios, el almacenamiento adecuado de alimentos y el control de la temperatura.
Esto aumenta el riesgo de contaminacién bacteriana, viral u otros patégenos en los alimentos
preparados y vendidos en la via publica.

La falta de capacitacion y supervision adecuada de los vendedores ambulantes también contribuye
a esta problemética. Muchos de ellos pueden no estar al tanto de las correctas normas de higiene
alimentaria, desconociendo la importancia de mantener los alimentos en condiciones seguras y de
evitar la proliferacién de bacterias y diferentes microorganismos dafiinos. Esta situacion representa un
desafio para las autoridades de salud y los organismos encargados de regular y controlar la seguridad

alimentaria en el pais. Se requiere una mayor atencién y supervision en el control de los vendedores
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ambulantes, asi como programas de capacitacion y concientizacién sobre buenas practicas de higiene
alimentaria. Esto no solo protegeria la salud de los consumidores, aunque también ayudaria a mejorar

la reputacion y calidad de los alimentos vendidos en la via publica.

2.2. Justificacion

En paises como Ecuador, no se lleva un registro exacto de casos de ETA, pero se estima que este
namero es muy alto. En el 2019, se estimaron 19487 enfermedades transmitidas por alimentos y agua
(Ministerio de Salud Publica, 2021) El efecto de las ETAs también se traduce en pérdidas econdmicas
y disminucién de la calidad de vida de las personas. En nuestro pais, a estas cifras se suman las cifras
por la no venta de alimentos ambulantes a los visitantes extranjeros, quienes se sabe que prefieren
consumir alimentos y bebidas industrializadas o traer sus propias bebidas en lugar de comprar los que
se producen en nuestro medio.

La identificacion de los principales microorganismos causantes de las ETAs es el primer paso para
el control de ETAs vy al fortalecimiento de la salud de la poblacion. Al identificar los microorganismos
patégenos en alimentos de consumo masivo del Ecuador, sera posible desarrollar a futuro mecanismos
de prevencidn dirigido a los productores de alimentos, comedores, restaurantes y hogares en general
con la finalidad de mejorar su calidad de vida, reducir el nimero de ETAS, reducir los costos en

medicinas y el nimero de hospitalizaciones por individuo.

2.3. Objetivo general

Contribuir al mejoramiento de la inocuidad alimentaria en el Ecuador mediante la caracterizacién e

identificacién de patdgenos asociados a los principales tipos de alimentos.

2.3.1. Objetivo especifico 1

Identificar bacterias patdgenas presentes en alimentos de consumo masivo disponibles en

mercados de las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca.
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2.3.2. Objetivo especifico 2

Determinar la presencia de Norovirus y Hepatitis A en alimentos de consumo masivo en la

ciudad de Guayaquil.

2.4. Hipotesis

La hipotesis de esta investigacion es que los alimentos disponibles para el consumo en las
ciudades de Quito, Guayaquil y Cuenca contienen bacterias y virus que tienen el potencial de causar
enfermedades a los seres humanos. Para probar esta hipétesis, se requeriria llevar a cabo un
estudio descriptivo que involucre la recoleccién y andlisis de muestras de alimentos de diferentes

proveedores y puntos de venta en estas ciudades.

La identificacién y caracterizacion de agentes bioldgicos infecciosos como bacterias y virus en las
matrices de alimentos evaluadas y la determinacion del porcentaje de prevalencia en las mismas
es de vital importancia para comprender y abordar los riesgos asociados a la salud publica en el
contexto ecuatoriano. Al llevar a cabo una investigacion transversal se lograra determinar qué
patégenos especificos estan presentes en los alimentos y cudles son responsables de causar el

mayor impacto en la poblacién.

Estos estudios permiten evaluar la prevalencia de agentes infecciosos en diferentes productos

alimenticios.
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CAPITULO 3 MATERIALES Y METODOS

3.1. Identificacién de bacterias patdgenas presentes en alimentos de consumo masivo

disponibles en mercados de las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca.

3.1.1. Seleccién y recoleccién de muestras en las ciudades de Quito, Guayaquil y Cuencay
su mantenimiento
Se seleccionaron diez grupos de alimentos de consumo masivo los que se mencionan a
continuacion:;
1. Pollo crudo
2. Carne picada
3. Queso sin madurar elaborado con leche pasteurizada o hervida
4. Bolon (puré de platano verde con queso y carne de cerdo, horneado o frito)
5. Ceviche (pescado cocido con cebollas crudas, pimientos, tomates y cilantro marinado en jugo
de limén),
6. Encebollado (sopa de pescado y yuca cocida con cebolla cruda y cilantro),
7. Salsas (mayonesa casera y otras salsas crudas a base de tomate y cebolla),
8. Fruta (fresas, manzanas, uvas y peras),
9. Jugo de frutas (jugo fresco de naranja, jugo casero de naranja o limonada sin tratamiento
térmico)

10. Ensalada de fruta (fruta cortada variada sin tratamiento térmico).

En las tres ciudades mas grandes de Ecuador: Quito, Guayaquil y Cuenca, se muestrearon
aleatoriamente mercados populares que expenden alimentos al aire libre. Se tomaron 15 muestras con
una cantidad de 100 gramos (tamafio de muestra individual) en cada uno de los grupos mencionados.
Se utilizé un disefio de investigacion transversal para este estudio el cual se fundamenta en un analisis
observacional que proporciona estimaciones de la prevalencia de diferentes grupos de
microorganismos con la finalidad de explorar y analizar la hipétesis de la investigacion planteada
conforme a la cuantificacién de carga microbiana presentes en las matrices de alimentos seleccionadas

en este estudio.
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La seleccion de los grupos de alimentos y las muestras se realiz6 en base a la representatividad de
los alimentos de consumo masivo en las tres ciudades mas grandes de Ecuador, Quito, Guayaquil y
Cuenca. Se tomaron en cuenta los alimentos que son comdnmente consumidos por la poblacién, lo
gue permitié6 obtener una muestra representativa de la dieta habitual de la poblacién en estas areas
geograficas. Este enfoque admitié obtener datos relevantes sobre la inocuidad alimentaria y la calidad
de los alimentos consumidos en estas regiones.

Se tomaron 450 muestras (3 ciudades X 10 grupos de alimentos X 15 muestras) y se enviaron
inmediatamente en cadena de frio al Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador en
Guayaquil. A su recepcién en el laboratorio, los alimentos sélidos como pollo, carne molida, queso
fresco, bol6n y fruta se cortaron asépticamente en trozos de 2 a 5 ¢g. Los trozos de las muestras de
pollo se tomaron de las zonas con piel, como se sugiere en otro estudio (Guran et al., 2017). Para las
muestras que contenian una mezcla de alimentos liquidos y sélidos, como ceviche, encebollado,
ensalada de frutas y salsas, se procedio a esterilizar 10 g de cada muestra del alimento. Inicialmente,
se procedio al pesaje de tres muestras individuales pertenecientes al mismo grupo de alimentos y
ciudad. Esto implica que se tomaron tres muestras individuales de 10 gramos para muestras sélidas y
10 mililitros para muestras liquidas, cada una del mismo grupo de alimentos y ciudad, las cuales fueron
aseptizadas y pesadas por separado. Luego, estas muestras individuales se colocaron en 270 ml de
agua de peptona para la homogeneizacién y obtencidn de una suspension madre. De manera similar,
se emplearon 10 ml de cada muestra de jugo para la composicién de cinco muestras individuales,
todas provenientes de la misma ciudad. Este procedimiento resultdé en un total de 150 muestras
compuestas. Cada una de estas muestras de 10 ml o 10 g compuestas se transfirieron a bolsas de
muestras estériles que contenian 270 ml de agua de peptona de Neogen (Lansing, MI). Seguidamente,
se llevd a cabo la homogeneizacion de cada muestra compuesta utilizando un Stomacher 80
Biomaster (West Sussex, Reino Unido) a 265 rpm durante 1 minuto, dando lugar a la obtencién de
una suspension madre. Cabe resaltar que los trozos de alimento presentes en la suspensién madre
fueron mantenidos intactos para permitir la realizacién de una dilucién en serie y posterior siembra en
placas con propdsitos analiticos. La recoleccion de muestras de alimentos fue realizada de mayo a
septiembre del 2017 y la recoleccion de muestras para los virus fue realizada desde octubre a

noviembre del 2020.
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3.1.2. Analisis de TAM (total aerobios mesofilos bacteria); TC (total coliformes); FC (fecal
coliformes); EC (E. coli); SE (Salmonella enterica); LM, (Listeria monocytogenes) para la

deteccion de la calidad microbiolégica en las matrices alimentarias.

3.1.2.1. Recuento de las poblaciones indicadoras de bacterias parala deteccion de E. coli.

Las muestras se procesaron siguiendo los protocolos descritos en la normativa local para cada tipo
de analisis microbioldgico (INEN, 2006). En la tabla 3 se describen las pruebas de cultivo realizadas
para cada grupo de muestras. Para el recuento se utilizaron las suspensiones madre de las muestras
compuestas a fin de estimar las bacterias mesofilas aerobias totales (TAM), coliformes totales (CT),
coliformes fecales (CF) y E. coli.

Para el andlisis de TAM, se alistaron diluciones seriadas decimales de cada suspensién madre y
se inocularon en placas de agar para recuento (PCA; Neogen) y se incubaron a 37°C durante 24 a 48
horas. Las colonias en placas de PCA se enumeraron en placas con recuentos de hasta 300 UFC. El
limite de deteccion fue de 1 UFC/g. TAM no fue analizado en las muestras de carne picada cruda, ya
gue no es un indicador requerido para este grupo de muestras (INEN, 2006).

Los niveles de CT se estimaron mediante el método del nimero mas probable (NMP) (INEN, 2009)
(anexo 3). Para ello, se tomaron alicuotas de 1 ml de cada dilucién preparada anteriormente para TAM
se transfirieron a tres tubos individuales con 10 ml de caldo biliar lactosado verde brillante (BGLB;
Neogen) con tubos Durham en su interior y se incubaron a 35 + 2°C durante 48 h (anexo 3). La diluciéon
en los tubos que mostraban produccion de gas se inoculé por muestreo en agar azul de eosina y
metileno (EMB; Neogen) y se incubd a 35 + 2°C durante 24 h (INEN, 2009). Los tubos con produccién
de gas que presentaban colonias negras, rosadas a anaranjadas en agar EMB se consideraron
positivos para coliformes. Esto se debe a que el agar EMB es un medio selectivo y diferencial utilizado
para el crecimiento de bacterias gramnegativas, como los coliformes. En este medio, las colonias de

coliformes suelen mostrar colores caracteristicos, como negro, rosa o anaranjado, lo que facilita su
identificacion y diferenciacion de otras bacterias presentes en la muestra. El nUmero de tubos positivos

observados en cada dilucion se cargaron en la calculadora de NMP de la Agencia de Proteccién del
Medio Ambiente de EE.UU. (Larrea-Murrell et al., 2013). Los resultados se informaron como NMP por

gramo (con un limite de deteccién de 3 NMP/g con intervalos de confianza del 95%). Las muestras que
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dieron positivas para CT se sometieron a analisis de coliformes fecales.

Para las estimaciones de NMP de CF se utilizaron alicuotas de 1 ml de la suspensién madre y de
cada una de sus diluciones seriadas se suspendieron en tres tubos con 10 ml de BGLB y tres tubos
con 10 ml de agua de triptona (TW) y se incubaron a 45,5 + 0,2°C durante 48 h. Se afiadieron tres
gotas del reactivo de Kovac a los tubos TW después de la incubacién. Pares de tubos que muestran
tanto la produccion de gas en BGLB y un anillo rojo en TW tras afiadir el reactivo de Kovac se
consideraron considerados positivos para FC (INEN, 1990). El nimero de pares de tubos positivos en
cada dilucién se utilizo para la estimacién del NMP (anexo 1) de cada muestra como se describe para
las pruebas de CT. Las muestras que dieron positivo para FC fueron se sometieron a analisis de E.
coli. Para la estimacion del NMP de E. coli, los tubos de BGLB que mostraban produccién de gas en
agar EMB y se incubaron a 35 + 2°C durante 24 h. 35 + 2°C durante 24 h. Las colonias que mostraban
un distintivo brillo verde metalico se inocularon en agar citrato de Simmon (SCA; Neogen) y se
incubaron a 35 * 2°C durante 24 h. Los tubos se consideraron positivos para E. coli si el agar citrato
de Simmons permanecia verde (INEN, 1990). La prueba del agar citrato de Simmons es un paso inicial
en la identificacién de E. coli, y se deben realizar pruebas adicionales, como las pruebas IMVIC, para
una confirmacion mas precisa de la presencia de E. coli en las muestras analizadas.

El nimero de tubos positivos se utilizé entonces para la estimacion del NMP de E. coli en cada
muestra, tal como se describe para las pruebas de CT.

Tabla No 3. Grupos de alimentos muestreados en Guayaquil, Quito y Cuenca con los analisis
correspondientes realizados.

Alimentos? Analisis realizados®
Grupo Tipo Especialidad TAM TC FC E S LM
C E

Pollo Crudo Comun — — — — X —
Carne picada Crudo Comun — X X X X —
Queso fresco RTE Ecuador X X X X X X
Bolén RTE Ecuador X X X X X X
Ceviche RTE Ecuador X X X X X —
Encebollado RTE Ecuador X X X X X —
Salsas RTE Ecuador X X X X X —
Frutas Fresco Comun X X X X — —
Jugos de RTE Comun X X X X — X
Frutas
Ensalada de RTE Comun X X X X — X
Frutas
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a Descripcion del grupo de alimentos proporcionada en "Materiales y métodos". RTE, listo para comer.
b TAM, total aerobios mesofilos bacteria; TC, total coliformes; FC, fecal coliformes; EC, E. coli;

SE, S. aislamiento entérico; LM, aislamiento de L. monocytogenes; —, analisis no realizado; X,
analisis realizado.

3.1.4. Deteccién de Salmonella entericay Listeria monocytogenes en muestras de alimentos

de las ciudades de Quito, Guayaquil y Cuenca en medios de cultivos.

3.1.4.1. Protocolo de deteccidn para Salmonella entéricay Listeria monocytogenes

El aislamiento de Salmonella enterica se aisl6 en todas las muestras de grupos de alimentos
excepto en la fruta, jugo de frutas y ensalada de frutas debido al pH de la matriz alimentaria
mencionada. Para el aislamiento de S. enterica, se suspendieron 25 g (sélidos) o 25 ml (salsas liquidas)
de muestras de alimentos compuestos en 225 ml de agua salina con peptona al 3% y se incubaron a
37°C durante 24 h. A continuacion, se inoculé 1 ml de la suspensién en 9 ml de caldo Rapapport
(Neogen) y se incubaron a 37°C durante 24 h. El cultivo de enriquecimiento se extendio en placas de
agar de hierro con triple azucar (TSI; Neogen) el agar TSI (anexo 3) es un medio de cultivo diferencial
utilizado para la identificacién de bacterias entéricas, como Salmonella. Aunque el agar TSI se utiliza
comunmente para la identificacion de bacterias entéricas, como Salmonella, en este caso especifico,
las muestras se consideraron positivas para Salmonella basandose en el cambio de color en las placas
de BPLS, donde se volvian rojo oscuro, y no en las placas de TSl y en placas de agar verde brillante
fenol rojo lactosa sacarosa (BPLS; Neogen), seguidas de incubacion a 37°C durante 24 h. Las
muestras se consideraron positivas para Salmonella si las placas de BPLS se volvian rojo oscuro y las
placas de TSI se volvian rojo oscuro en la superficie y amarillas en el fondo, con o sin oscurecimiento
de los medios debido a la produccion de sulfuro de hidrogeno (INEN, 2006). Se identificaron las
especies a través de las pruebas microbioldgicas y reacciones bioquimicas y las cuales se presume
corresponde a cada especie, se procedio a confirmar mediante biologia molecular extrayendo su ADN
y secuenciando la misma para su confirmacion.

El aislamiento de L. monocytogenes solo se realizaron en queso fresco, bolédn, jugo de frutas y
ensalada de frutas, debido a que en las muestras restantes no evidenciaron crecimiento de este

patégeno en el recuento de las poblaciones indicadoras. Para ello, se suspendieron 25 g (s6lido) o 25
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ml (liquido) de las muestras compuestas en 225 ml de caldo de enriquecimiento de Listeria tamponado
(Neogen) y se incubaron a 37°C durante 24 h. A continuacioén, se transfiri6 1 ml de la suspension a 9
ml de caldo Fraser con suplementos Fraser y se incubaron a 37°C durante 24 h. (anexo 3). Los tubos
presuntamente positivos con Listeria spp. (oscurecimiento del caldo Fraser) se extendieron en agar
Oxford y se incubaron a 37°C durante 24 h. Las colonias negras con un halo translicido o blanco se
seleccionaron para la identificacion de L. monocytogenes mediante los métodos bioquimicos y

moleculares descritos en la seccién siguiente (Law et al., 2015).

3.1.4.2. Andlisis de datos

El estudio siguio un plan de investigacion observacional transversal (Souza et al., 2019; Nyambura
et al., 2017; Odwar et al., 2014). Para ello, se obtuvieron datos de 5 muestras compuestas, para cada
uno de los 10 grupos de alimentos en cada ciudad, lo que arrojaron 150 muestras compuestas (5
muestras compuestas por 10 grupos de alimentos en 3 ciudades) en total. A efectos de comparacién,
los recuentos de NMP de TC, FC y EC se presentaron como UFC y todos los recuentos bacterianos
se transformaron logaritmicamente. Para el andlisis de los datos, la ciudad de muestreo y el conjunto
de alimentos se consideraron variables independientes, mientras que los recuentos de TAM, TC, FCy
EC fueron las variables dependientes individuales. La normalidad y la homocedasticidad de cada
variable dependiente se verificaron mediante las pruebas de Levene y Kolmogorov-Smirnov,
correspondientemente. Los niveles de TAM, TC, FC y EC se compararon entre ciudades y tipos de
alimentos, al igual que su interaccidn, utilizando andlisis de diferencias de dos vias (ANOVA) seguidos
de pruebas post hoc de Tukey. Todas las pruebas se ejecutaron en Matlab R2020a (MathWorks,
Natick, MA), y la significancia se notificd para P=0,05.

Se construy6 un mapa de calor en Heatmapper.ca (Babicki et al., 2016) utilizando la agrupacién de

vinculacién completa y las correlaciones de Pearson aplicadas a los datos de prevalencia.

3.1.6. Identificacidon bioquimica para la deteccién de E. coli, Salmonella enterica y Listeria

monocytogenes en muestras de alimentos de las ciudades de Quito, Guayaquil y Cuenca.

Se seleccionaron al azar tres colonias de las placas PCA seleccionadas para el recuento de colonias
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y todas las placas EMB, BPLS, TSI y Oxford de cada muestra compuesta independientemente del
resultado de TC, FC, EC, Salmonella o L. monocytogenes- y se extendieron en agar de soja triptico
(TSA) para su purificacion (anexo3). Todas las colonias que dieron positivo para Salmonella spp. y L.
monocytogenes también se purificaron en TSA. Tras incubar a 37 °C durante 24 h, se utilizé una colonia

aislada de cada placa de TSA para cada método de identificacién bioquimica y molecular.

La identificacion bioquimica se llevd a cabo utilizando el kit Omni-Log ID (Biolog, Hayward, CA)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las colonias de TSA se transfirieron a agar sangre
(Apracom, Guayaquil, Ecuador) y se incubaron a 33°C durante 24 h. Las colonias resultantes se
suspendieron en los fluidos inoculantes A y B de Biolog hasta una transmitancia final del 95% medida
en el turbidimetro 3587 (Biolog). Se colocé un volumen de 100 uL de las suspensiones en cada pocillo
de una microplaca GEN III (Biolog) y se incubé a 33°C durante 24 h. Los pocillos que adquirieron un
color purpura se consideraron positivos, mientras que los pocillos incoloros se notificaron como
negativos. Los resultados se verificaron con los de la base de datos OmniLog Biolog para la

identificacion de los aislados (Bullock & Aslanzadeh, 2013).

3.1.7. Identificacion molecular parala deteccion de E. coli, Salmonella entericay Listeria

monocytogenes en muestras de alimentos de las ciudades de Quito, Guayaquil y Cuenca.

Para la identificacion molecular, se suspendi6 una colonia de cada placa de TSA en 50 uL de
NaOH 20 mM vy se llevé a ebullicién en un microondas (Feliciello & Chinali, 1993). El lisado obtenido
se uso para amplificar la region V3 a V4 de ARNr 16 S utilizando la mezcla enzimética de GoTaq
Colorless (Promega, Madison, WI), que consistié en 1,5 yL de lisado, 12. 5 yL de GoTaq, 10 uL de
agua bidestilada, 0,5 pL de cada cebador (341F: 50-CCTACGGGNGGCWGCAG, 806R: 50-
GACTACHVGGGTATCTAATCC) en una reaccion final de 25 yL (Labbé et al.,, 2007). Las
condiciones de amplificacion de la PCR fueron las siguientes: 95°C durante 5 min, seguido de 30
ciclos de 95°C durante 1 min, 55°C durante 2 min 'y 72°C por 2 min, con una extension final a 72°C
durante 2 min. Los productos de la PCR fueron separados en un gel de agarosa al 2%. Las bandas
gue presentaron el tamafio esperado fueron extraidas, purificadas y enviadas para su

secuenciacion (Macrogen, Korea). Las bandas que presentaron el tamafio esperado, es decir, que
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corresponden al fragmento de ADN amplificado de interés (por ejemplo, la region V3 a V4 de ARNr
16S), fueron extraidas y purificadas para su posterior secuenciacion. El tamafio especifico de las
bandas de ADN amplificadas dependera del fragmento de ADN que se esté amplificando en la PCR.
En este caso, se amplificé la regién V3 a V4 de ARNr 16S, por lo que el tamafio esperado de las
bandas de ADN amplificadas correspondera a la longitud de esa regién especifica del gen 16S
ARNr. Las secuencias obtenidas se sometieron a BLAST (NCBI, Bethesda, MD) para la

identificacion bacteriana (Boratyn et al., 2013).

3.2. Determinacién de la presencia de Norovirus y Hepatitis A en alimentos de consumo

masivo en la ciudad de Guayaquil.

3.2.1. Recoleccion de muestras parala determinacion de virus en alimentos

Las muestras se obtuvieron en el mercado mayorista de alimentos de Monte Sinai, Guayaquil,
durante octubre y noviembre de 2020. El tamafio de las muestras fue de 25 g (frutas y verduras como
fresas y espinacas, salchichas) y 330 ml (agua embotellada) estos tamafios de muestra se refieren a
la cantidad de alimento o agua que se utilizé en el estudio para llevar a cabo los andlisis y las pruebas
correspondientes. Todas las pruebas se analizaron utilizando los protocolos de ensayo especificos
facilitados por el laboratorio de Biomedicina de la ESPOL con relacion a la matriz correspondiente. Las
muestras de matrices de alimentos como frutas y vegetales (fresas y espinacas) y alimentos
procesados (agua envasada y salchicha cruda procesada) se investigaron para detectar NV Gl y Gll y

HAV.

3.2.1. Identificacion de las secuencias gendmicas de NV GI, NV Gll y HAV

Se obtuvieron las secuencias genémicas completas de las cepas NV Gl, Gll y HAV de la base de
datos del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica (NCBI) descritas en la tabla 4. Estas
secuencias fueron analizadas utilizando Geneious Prime® 2021.0.3. Para identificar segmentos de
alrededor de 500 nucleétidos utilizados en los diagnésticos RT-PCR vy los controles positivos, se llevo
a cabo un alineamiento de las secuencias genéticas mediante el programa Muscle. Posteriormente,

las secuencias seleccionadas se clonaron en un vector impulsado por T7 para la transcripcion in vitro
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de los controles positivos. Puede evidenciarse la informacién detallada de los fragmentos de genes y

los cebadores en las Tablas 5y 6.

Tabla No 4. Descripcion de las secuencias de NV Gl para el andlisis genético.

NUumero de acceso Genotipo Cepa
(GenBank)

FJ515294 Gl.2 Leuven/2003/BEL
JN183159 Gl.9 S48/2008/Lilla
JN603244 Gl.3 S$29/2008/Lilla Edet/Sweden
JQ388274 Gl.6 Kingston/ACT160D/2010/AU
JQ911594 Gl 10360/2010/VNM
KF039725 Gl.1 CHA7A009/2010/USA
KF039726 Gl.1 /CHABA003 20091031/2009/USA
KF039727 Gl.1 CHA2A014/2008/USA
KF039728 Gl.1 CHA2A014/2008/USA
KF039729 Gl.1 CHAG6A007/2010/USA
KF306212 Gl.2 Jingzhou/2013401/CHN
KF429761 Gl.1 8MollIL/1972/USA
KF429765 Gl.1 8W/1968/USA
KF429770 Gl.1 8Mclll/1973/USA
KF429773 Gl.1 8CKIllc/1974/USA
KF429774 Gl.1 8UIIIf/1973/USA
KF429783 Gl.1 8K/1979/USA
KF429789 Gl.1 8MC/1978/USA
KM246914 Gl.14 Nanning/2011/CHN
HQ637267 Gl Vancouver730/2004/CAN
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Tabla No 5. Descripcion de las secuencias NV Gll para el andlisis genético.

NUumero de Genotipo Cepa
acceso (GenBank)
AB447433 Gll.4 Aormori/2006/JP
AB541321 Gll.4 Osaka2/2007/JP
AB662873 Gll.2 0C09104/2009/IP
AY485642 Gll.4 Langen 1061/2002/GER
AY502023 Gll.4 Farmington Hills/2002/USA
DQ658413 Gll.4 MD-2004/2004USA
DQO078814 Gll.4 Hunter504D/2004/AU
EF202588 Gll.4 Toronto SK/2005/CAN
EU310927 Gll.4 TCH186 2002 US
EU373815 Gl Luckenwalde591/2002/DE
EF684915 Gll.4 Shellharbour NSW696T/2006/AUS
GQ845369 Gll.4 Armidale NSW3901/2008/AU
GU134965 Gll.7 1738/2009/USA
GU969058 Gll.13 8679/Maizuru/2008 JPN

Tabla No 6. Descripcion de las secuencias del VHA para el analisis genético.

Numero de acceso (GenBank) Genotipo Cepa
JQ425480.1 HAV A Hepatovirus A
KP879216.1 HAV A Hepatovirus A
KP879217.1 HAV A Hepatovirus A
KT891985.1 HAV A Hepatovirus A

M16632.1 HAV A Hepatovirus A
M59286.1 HAV A Hepatovirus A
M59808.1 HAV A Hepatovirus A
NC_001489 HAV A Hepatovirus A
NC_008250.2 HAV A Duck hepatitis A virus 1
NM_012206 HAV A Homo sapiens

Numero de acceso (GenBank) Genotipo Cepa
JQ425480.1 HAV A Hepatovirus A
KP879216.1 HAV A Hepatovirus A


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1006061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606

KP879217.1 HAV A Hepatovirus A

KT891985.1 HAV A Hepatovirus A
M16632.1 HAV A Hepatovirus A
M59286.1 HAV A Hepatovirus A
M59808.1 HAV A Hepatovirus A

NC_001489 HAV A Hepatovirus A

NC_008250.2 HAV A Duck hepatitis A virus 1

NM_012206 HAV A Homo sapiens

En la tabla No 7 se describe la secuencia de genes sintetizados para control positivo y disefio de
cebadores Norovirus (Gl Y Gll); Hepatitis A (HAV) obtenida por alineacién de cepas de la base de

datos de secuencias genéticas en el Centro Nacional de Informacién Biotécnica (NCBI).
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Tabla No 7. Secuencia de genes sintetizados para control positivo y disefio de cebadores
Norovirus (Gl Y Gll); Hepatitis A (HAV).

SINTESIS DE

GENES

Nombre PROMOTOR T7+ SEQUENCE bp
Norovirus Gl TAATACGACTCACTATAGGGAGGAAAAATGTGGATGGACTGGTCTT 520

CTTGCGGCGCACCATTTCCCGTGATGCGGCAGGGTTCCAAGGCAGGTT
AGATAGGGCTTCGATTGAACGCCAAATCTTCTGGACCCGCGGGCCCAA
TCATTCAGATCCATCAGAGACTCTAGTGCCACACACTCAAAGAAAAATA
CAGTTGATTTCACTTCTAGGGGAAGCTTCACTCCATGGTGAGAAATTTT
ACAGAAAGATTTCCAGCAAGGTCATACATGAAATCAAGACTGGTGGATT
GGAAATGTATGTCCCAGGATGGCAGGCCATGTTCCGCTGGATGCGCTT
CCATGACCTCGGATTGTGGACAGGAGATCGCGATCTTCTGCCCGAATT
CGTAAATGATGATGGCGTCTAAGGACGCTACATCAAGCGTGGATGGCG
CTAGTGGCGCTGGTCAGTTGGTACCGGAGGTTAATGCTTCTGACCCTC
TTGCAATGGATCCTGTAGCAGGTTCTTCGACAGCAGTC

Norovirus Gll TAATACGACTCACTATAGGGATTTCTGAGGATCTGGATGGTTTAACC | 521
TTTCTGCGGAGAACTGTAACCCGTGATCCAGCTGGTTGGTTTGGTAAAT
TAGAACAGAGCTCAATACTTAGGCAGATGTACTGGACTAGGGGCCCCA
ACCATGAGGATCCATCTGAAACAATGATACCACATTCCCAAAGGCCCAT
ACAGTTGATGTCTCTGCTAGGTGAAGCTGCATTGCACGGTCCAGCATTC
TACAGCAAAATCAGTAAACTAGTCATTGCAGAGTTGAAGGAAGGTGGCA
TGGACTTTTACGTGCCCAGGCAAGAGCCGATGTTCAGATGGATGAGAT
TCTCAGACCTGAGCACGTGGGAGGGCGATCGCAATCTGGCTCCCAGTT
TTGTGAATGAAGATGGCGTCGAATGACGCCGCCCCATCTAATGATGGT
GCAGCCGGTCTCGTACCAGAGGTCAACAACGAGACGATGGCCCTCGA
ACCGGTGGCTGGGGCTTCTATAGCCGCCCCTCTAACCG

HAV_Hepatitis A TAATACGACTCACTATAGGGAGATTCTACATTTGGATTGTTTCTATT 520
CGAGATTGCAAATTACAATCATTCTGATGAATATTTGTCCTTCAGTTGTT
ATTTGTCTGTCACAGAGCAATCAGAGTTCTATTTTCCTAGAGCTCCATTA
AATTCAAATGCTATGTTGTCCACTGAATCCATGATGAGTAGAATTGCAG
CTGGAGACTTGGAGTCATCAGTGGATGATCCCAGATCAGAGGAGGATA
GAAGATTTGAGAGTCATATAGAATGTAGGAAACCATACAAAGAATTGAG
ACTGGAGGTTGGGAAACAAAGACTCAAATATGCTCAGGAAGAGTTATCA
AATGAAGTGCTTCCACCTCCTAGGAAAATGAAGGGGTTATTTTCACAAG
CTAAAATTTCTCTTTTTTATACTGAGGAGCATGAAATAATGAAGTTTTCTT
GGAGAGGAGTGACTGCTGATACTAGGGCTTTGAGAAGATTTGGATTCT
CTCTGGCTGCTGGTAGAAGTGTGTGGACT
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Tabla No 8. Secuencia de genes sintetizados de NV GI (a) NV Gll (b) y HAV (c) obtenida por
alineamiento a partir de cepas de la base de datos de secuencias genéticas del Centro Nacional
de Informacion Biotécnica (NCBI).

il MYEIL
VIR promer sei

WY EH o larwand i
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C ¢ T

EVEIL e

Frimms CUUTCCT TAGACOCCATCATL
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Frimns CTOCAGCTOCAATICTACTCATC

Priitin T7 + algmiind sinpos WV Gl T T T L] T

La tabla 8 muestra la identidad de consenso de los primers degenerados con la amplificacién de la
secuencia.

3.2.3. Disefio de cebadores especificos para NV GI, NV Gll y HAV.

Se disefiaron cebadores especificos para NV y HAV a partir de regiones conservadas de ORF1y
ORF2. El tamafio previsto para NVGI en la primera PCR es de 288 pb y utilizando la PCR semi-anidada
es de 213 pb, para NVGII el tamafio previsto en la amplificacion inicial es de 286 pb y utilizando la PCR
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semi-anidada el tamafio previsto es de 215 pb mientras que para HAV el tamafio previsto en la PCR

inicial es de 395 pb y utilizando la PCR semi-anidada de 160 pb.

3.2.2. Verificacion de los controles positivos mediante digestién de los plasmidos

Los fragmentos génicos se recibieron en un vector pTop Blunt V2 y se transformaron en células
competentes DH5alpha Escherichia coli. Los fragmentos génicos se verificaron mediante digestién de

restriccion con los siguientes tamafios: NV GI 557 pb; NV Gl 558 pb; y HAV 557 pb (Fig. 7).

ECORI -
SACI

Figura No 7. Digestion del plasmido pTop Blunt V2 con la secuencia insertada de NVGI, NVGIl y
el gen HAV.

3.2.4. Validacion de la HNRT-PCR de NVGI, NVGIly el gen HAV.

Se introdujeron muestras de ARN positivas para norovirus (NV) de los genotipos Gl y Gll, asi como
para el virus de la hepatitis A (HAV). Las muestras de fresas, espinacas y salchichas fueron
cuidadosamente lavadas con agua destilada antes de ser transcritas in vitro, posteriormente a dichas
matrices de alimentos se inocularon transcritos in vitro de ARN viral de Norovirus (NV) G1y G2 y
Hepatitis A (HAV). Las muestras de alimentos que previamente no evidenciaron carga viral fueron
utilizadas como control negativo. El peso de las fresas, espinacas y salchichas fue de 25 g y 330 ml de
agua embotellada para el analisis de presencia de norovirus y VHA (Lowther et al, 2019).

Se establecié como control positivo inocular los alimentos con NVGI (600 ng/ul), NVGII (500 ng/ul) y
HAV (450 ng/ul). Posteriormente, se establecié un proceso inoculando carga viral sin alimentos NVGI

(600 ng/pl), NVGII (500 ng/pl) y HAV (450 ng/pl) establecido como control positivo. Dentro del proceso
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se establecié un control positivo a base de ARN sintético obtenido por transcripcion inversa del
producto PCR de los plasmidos, este control se utilizé para asegurar que la técnica de amplificacion
de la HNRT-PCR funcionara correctamente y para comparar los resultados obtenidos con las muestras

de alimentos inoculadas con carga viral.

3.2.5. Extraccion de ARN Viral: Protocolo experimental

En este estudio se utilizaron fresas, espinacas, salchichas y agua embotellada adquiridos
localmente en la ciudad de Guayaquil. Las muestras de alimentos (25 g), se mezclaron con 60 ml de
tampon de elucion (50 mM de glicina, 100 mM de Tris, 1% [p/p] de extracto de carne de vacuno [pH
9,5]) durante 15 min a temperatura ambiente con agitacidn constante (Fig. 8). A continuacion, el tampon
de elucion se filtré a través de un colador celular de nailon de 40 micrémetros de tamafo de poro (BD
Falcon, Basilea, Suiza). El tampdn de elucién recuperado se regulé a pH 7,0 con HCI 9,5 M y se
centrifug6 a 3.500 g (fuerza centrifuga relativa) por 15 minutos. El sobrenadante se trasladé a un tubo
nuevo, se completd el volumen hasta 25 ml con tampén fosfato salino y se dejé a 4 °C durante toda la
noche. Al dia siguiente, el extracto se centrifugd a 3.500 g por 15 minutos y el sobrenadante se trasladé
a un dispositivo de filtracién centrifuga Centricon Plus-70 (100K NMWL; Millipore, Molsheim, Francia)
y se centrifugd a 3.500 g para concentrar las particulas viricas en un volumen de 400 ul
aproximadamente esto se realizd6 con la finalidad de que los polifenoles, carbohidratos, lipidos y
vitaminas contenidos que estan en los alimentos no interfieran en el ARN viral o lo degrade porque
estés sustancias que son propias de las matrices alimentarias tiene tienen la capacidad de degenerar
el ARN viral y no detectarlo en el momento de hacer la prueba. En el caso del agua embotellada, no
se aplico este protocolo ya que no contine ninguno de estos elementos en su composicion, El
dispositivo de filtrado se enjuagé posteriormente con 200 ul de tampén de elucién para mejorar la
recuperacion del virus ya que el agente infeccioso no utiliza las matrices alimentarias como huésped
para su replicaciéon por ende es fundamental obtener la mayor cantidad de carga viral en las muestras

analizadas (Maritschnik et al., 2012) (Fig. 8).
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60ml of elution buffer (50mM Glycine, 100 mM Tris, 1% beef extract) at pH 9.5 to
25¢g of sample food (strawberry, spinach, sausages, bottled water)

!

Agitation for 15 min

!

Filtration through a cell strainer then adjusted to pH 7.0 £ 0.2 with 9.5 M HCI

Centrifugation at 3500 x g for 15 min

1

Elution buffer was adjusted to a final volume of 25 ml was placed in a falcon tube
where 25 ml of phosphate buffer saline at 8% (PBS) was added, leaving it to rest
overnight

L ]

Concentrate the virus particles by centrifugation at 3500 xg for 45 min

L
RNA extraction and hemenested RT-PCR

Figura No 8. Diagrama de flujo del método para inhibicion de polifenoles, carbohidratos, lipidos
y vitaminas en alimentos.

El ARN total se extrajo con reactivo trizol (solucién monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina
utilizado para aislar ARN de alta calidad) segun el protocolo del fabricante (Fukuda et al., 2008). El
ARN total se suspendié en 30 uL de tampdn de elucién y se almacend a -80°C hasta su uso en el
ensayo de RT-hnPCR (técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Reversa y
PCR anidada).

3.2.8. RT-PCRy PCR Heminested

El ARN extraido se transcribio inversamente y se amplifico utilizando el kit SuperScript Ill One-Step

RT-PCR (Thermo fisher, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de reaccién
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consistié en 10 pl de tampdn de reaccion, 0,4 ul de Triton x100, 0,2 uM de cada cebador (NVGI-F/R,

NVGII-F/R, HAV-F/R), 0,5 ul de mezcla enzimatica (SuperScript Ill One-Step RT PCR with Platinum

Taq DNA Polymerase), 2 ul de molde de ARNy 11,1 ul de agua libre de RNasa.

3.2.9. Protocolo de termociclado

En el protocolo de termociclado se realizé el RT a 50°C durante 30 min; desnaturalizacion inicial a

94 °C durante 2 min; 40X ciclos de 94 °C durante 30s, hibridacion a 60°C (NV Gl), 55 C (NV Gll), y

45°C (HAV), durante 30 s, extension a 72 durante 40 s, y una extension final a 72 °C durante 5 min.

Para el paso de PCR semi-anidada heminested, se mezcl6 1 ul de la reaccién de RT-PCR con 2 pl

de tampodn de reaccion 10X, 1 yl de 50mM MgCl2,0,4 pl de 10uM dNTPs, 1 pl de cebadores 0,2uM,

0,08 ul de Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen) y 14,52 ul de agua libre de RNasa. Las

condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 2min, 40 ciclos de

desnaturalizacion a 94 °C durante 30s, hibridacion a cada temperatura éptima durante 30 s, extension

a 72 °C durante 40 s, y una extension final a 72°C durante 5min. Las tablas 9, 10 y 11 describen las

secuencias genéticas, su localizacion, region, temperatura de recorrido y polaridad del conjunto de

cebadores de NV GI, NV Gll y HAV.

Tabla No 9. Informacién generada de los conjuntos de cebadores NV Gl.

Primers Secuencia (5'- 3’) Localizacién® | Regién | Temperatura | Polaridad
de recorrido
{®)

NVGI-F TGGACYCGHGGSCCC | 5092-5112 RdRP 60 (+)
AAYCA

NVGI-R GCGTCCTTAGACGCC | 5359- 5380 Capsid 60 )
ATCATC

NVGI-RH GAAVCGCATCCAGCG | 5282-5305 RdRP 60 ()
GAACATGG

@ Los medios de la secuencia alfabética son los siguientes: H=A,C, T; S=C, G; V=A,C,G;Y=C, T.

b La localizacion se basa en el nimero de acceso M87661 (Norwalk virus).
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Tabla No 10.

Informacién generada de los conjuntos de cebadores NV Gll.

Primers Secuencia (5'-3’)a | Localizacién® | Region Temperaturade | Polaridad
recorrido (°C)

NVGII-F TGGACNAGRGGNC | 4820-4839 RdRP 55 +)
CYAAYCA

NVGII-R GTCATTCGACGCC | 5083-5106 Capsid 55 (-)
ATCTTCATTC

NVGII-RH | GARAAYCTCATCC | 5014-5035 RdRP 55 )
AYCTRAAC

@ Los medios de la secuencia alfabética son los siguientes: N=A,C,G, T;R=A,G;Y=C, T.
b |a localizacion se basa en el nimero de acceso X86557 (Lordsdale virus).

Tabla No 11. Informacién generada de los conjuntos de cebadores del VHA.

Primers | Secuencia (5'-3') a Localizacion® | Region | Temperatura | Polaridad
de recorrido
(°C)

HAV-F | CTATTCAGATTGCAAATTAYAAT | 2896-2918 Capsid | 45 )

HAV-R AAYTTCATYATTTCATGCTCCT 3269-3291 Capsid | 45 )

HAV- CTCCAGCTGCAATTCTACTCATC | 3033-3056 Capsid | 45 )

RH

a. Los medios de la secuencia alfabética son los siguientes: Y=C, T.
b. La localizacién se basa en el nUmero de acceso M14707 (Hepatitis A virus).

3.2.10. Andlisis de los productos de PCR

Los productos de RT-PCR y PCR semi-anidada heminested se visualizaron mediante electroforesis

en gel de agarosa al 2% en tampon TAE. Las bandas se visualizaron con Sbyr Safe (Invitrogen,

EE.UU.).
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

4.1.1. ldentificacién de bacterias patégenas presentes en alimentos de consumo masivo

disponibles en mercados de las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca.

4.1.1.1 Deteccion de TAM (total aerobios mesoéfilos bacteria); TC (total coliformes); FC (fecal
coliformes); EC (E. coli) para la determinacion de la calidad microbiolégica en las matrices

alimentarias.

4.1.1.1.1 Recuentos del nUmero mas probable en matrices alimentarias de Quito, Guayaquil

y Cuenca.

Los niveles de aerobios mesofilos totales variaron entre 0,3 y 7,0 log UFC/g (sélido) o log UFC/ml
(liquido) en todas las pruebas analizadas, mientras que los recuentos globales de TC, FC y EC
estuvieron en el rango entre no detectables (por debajo del limite de deteccién de 0,48 log UFC/g) y
4,11 log UFC/g en las pruebas realizadas para el recuento de coliformes totales, coliformes fecales y
Escherichia coli. A través de la prueba ANOVA de dos vias se evidenciaron efectos individuales y de
interaccion significativa. Se observd un efecto significativo de la variable independiente de la ciudad
para los recuentos de TAM, TC y FC (Fig. 9A). Las muestras de Guayaquil mostraron niveles de TAM
mas altos (5,16 + 0,12 log UFC/g) en comparacion con las de Quito (4,75 £ 0,20 log UFC/g) y Cuenca
(4,89 £ 0,25 log UFC/g). Del mismo modo, los recuentos de CT de Quito (2,77 = 0,27 log UFC/g) y
Guayaquil (2,92 £ 0,27 log UFC/g) fueron significativamente superiores a los de Cuenca (1,89 + 0,29
log UFC/g), mientras que los niveles de FC de Guayaquil (1,51 + 0,23 log UFC/g) y Cuenca (1,18 +

0,22 log UFC/g) superaron significativamente a los de Quito (0,58 + 0,17 log UFC/qg).
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4.1.1.1.2 Tipos de alimentos y niveles de contaminacion

Se observé una asociacion significativa entre el tipo de alimento y los niveles de contaminacion
microbiana de CT, CF y EC (Fig. 9B). La carne molida (4,09 = 0,02 log UFC/qg), ceviche (2,84 + 0,42
log UFC/g), encebollado (3,39 + 0,38 log UFC/g) y queso (3,44 + 0,48 log UFC/g) fueron los grupos de
alimentos con los niveles de CT mas altos, mientras que las muestras de bolén (1,32 + 0,47 log UFC/q),
fruta (1,48 + 0,51 log UFC/g) vy jugo (1,18 £ 0,46 log UFC/g) mostraron los recuentos de CT més bajos.
Del mismo modo, los niveles de CF fueron significativamente mas altos en la carne picada (2,43 £ 0,44
log UFC/g), el encebollado (1,33 + 0,44 log UFC/g) y el queso (2,17 + 0,35 log UFC/g) que en las
muestras de bolén (0,28 + 0,19 log UFC/g), ceviche (0,66 + 0,25 log UFC/qg), ensalada de frutas (0,75

+ 0,35 log UFC/g), fruta (0,60 £ 0,24 log UFC/g) jugo (0,59 + 0,23 log UFC/q), y salsas (0,97 + 0,40 log
UFC/g). La carne picada (2,44 + 0,44 log UFC/g) y el queso (2,09 = 0,34 log UFC/g) fueron los tipos
de alimentos con mayores recuentos de coliformes totales, mientras que esta especie no se detecté

en las muestras de bolén, fruta y jugo.

@ ] B TAM
5 Cuenca DTC
» 7 B OFC
= BEC

i

0 d _ >
Juice Cheese Sauces

Bolon Ground Ceviche Encebo- Fruit  Fruits
beef llado salad

Figura No 9. Asociacion significativa entre la ciudad y el tipo de alimento con los niveles de
bacterias meséfilas aerobias totales (TAM), coliformes totales (TC), coliformes fecales (FC) y E.
coli (EC). Las letras distintas sobre las barras representan diferencias significativas entre las
ciudades (A) o los grupos de alimentos (B).
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4.1.1.1.3 Interaccion entre la ciudad y el tipo de alimento

La interaccién entre ciudad y tipo de alimento incidié en los recuentos de TAM, TC, FC y EC. Las
muestras de salsa (6,65 6 0,04 log UFC/g) y queso (5,98 + 0,47 log UFC/g) de Guayaquil, ensalada de
frutas de Quito (5,81 + 0,40 log UFC/g), y encebollado (6,05 + 0,08 log UFC/g), ceviche (5,99 + 0,11
log UFC/g) y bolén (6,25 + 0,43 log UFC/g) de Cuenca mostraron los niveles mas altos de TAM, que
fueron significativamente superiores a los observados en las salsas (2,70 + 1,11 log UFC/g) de Cuenca
y la fruta (3,31 £ 0,30 log UFC/g) y boldn (2,91+ 0,30 log UFC/g) de Quito (Fig. 10A). El encebollado
de Quito y la carne molida de res de las tres ciudades mostraron los niveles generales mas altos de
CT, con recuentos promedio superiores a 4,00 log UFC/g, mientras que este grupo bacteriano estuvo
ausente en las muestras de ensalada de frutas, fruta y jugo de Cuenca y jugo de Quito (Fig. 10B). La
carne molida de Guayaquil mostré los niveles mas altos de FC con 3,29 + 0,82 log UFC/g, mientras
gue no se detect6 FC en el bolén de Quito y Guayaquil, en el encebollado de Quito, o en las muestras
de ensalada de frutas, frutas y jugos de Quito y Cuenca (Fig. 10C). De manera similar, la carne molida
de Guayaquil mostré los recuentos mas altos de EC con 3,29 + 0,82 log UFC/g, mientras que esta
especie no se observo en el ceviche de Guayaquil y Cuenca, encebollado de Quito, ensalada de frutas

de Quito y Cuenca, y muestras de boldn, fruta y jugo de las tres ciudades (Fig. 10D).
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Figura No 10. Bacterias meséfilas aerobias totales (A), coliformes totales (B), coliformes fecales
(C) y E. coli (D) de diferentes alimentos muestreados en las ciudades de Quito, Guayaquil y
Cuenca. Letras distintas sobre las barras representan diferencias significativas entre ciudades
y combinaciones de grupos de alimentos. NA, no analizado.
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4.1.1.2. Deteccién de E. coli, Salmonella enterica y Listeria monocytogenes en muestras de

alimentos de las ciudades de Quito, Guayaquil y Cuenca

4.11.2.1. Prevalencia de genes de E. coli, S. enterica, L. monocytogenes y patdgenos

oportunistas.

Los presuntos aislados de Salmonella, L. monocytogenes y E. coli (EC) obtenidos con los métodos
basados en cultivos se confirmaron mediante Biolog OmniLog ID y secuenciacion del gen 16S rRNA.
En la imagen 11 se demuestra la prevalencia de EC, Salmonella y L. monocytogenes en determinados
grupos de alimentos. La EC, aunque generalmente es comensal, engloba patégenos mortales
transmitidos por los alimentos, como los serotipos enterohemorragicos, y se trata como un patdégeno
potencial en este estudio.

Fue muy prevalente los patdgenos Serratia spp. y Acinetobacter spp. en la carne picada de vacuno
(del 40 al 100%) y en el queso fresco (del 60 al 100%) de las tres ciudades, con medias generales del
73 y el 80%, respectivamente. También se detectd con frecuencia en muestras de salsas (20 a 40%)
y encebollado (0 a 80%), con medias generales del 33 y 40%, respectivamente. No se detectd CE en
muestras de boldn, fruta y jugo de fruta, pero si en ensalada de frutas de Guayaquil (80%) y ceviche
de Quito (20%).

S. enterica fue mas prevalente en muestras de pollo crudo, con un rango del 20 al 60% en las tres
ciudades para una media general del 40%. El patégeno también se aislé en salsas (prevalencia del
20%) de Quito y Cuenca, asi como en ceviche (prevalencia del 20%) y encebollado de Cuenca
(prevalencia del 20%). No se aisl6 S. entérica en la carne picada, el queso fresco ni el boldn.

Se detectd L. monocytogenes en queso (prevalencia del 20 al 40%) de las tres ciudades, con una
media nacional del 27%, y en bolén (prevalencia del 20%) de Cuenca. El patdgeno mostré alta
prevalencia en ensalada de frutas de Guayaquil (80% de prevalencia) y Cuenca (60% de prevalencia),
pero no se detect6 en ensalada de frutas de Quito.

La prevalencia de otras bacterias, como Escherichia coli (EC), Salmonella enterica (S. enterica) y
Listeria monocytogenes (L. monocytogenes), se determind mediante andlisis especificos. Se
identificaron un total de 97 especies bacterianas utilizando tanto el sistema Biolog OmniLog ID como

la secuenciacion del gen 16S rRNA de colonias seleccionadas al azar. Estas bacterias fueron
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previamente aisladas durante el proceso de enumeracion de microorganismos indicadores. Este
enfoque integral permitié6 una caracterizacion exhaustiva de la diversidad bacteriana presente en las

muestras analizadas.

Carne molida
Queso fresco : )

Bolén

Ceviche

Encebollado

Salsas
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Jugo de frutas
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Carne molida
Queso fresco
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Salsas
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Figura No 11. Prevalencia (%) de E. coli (A), S. enterica (B) y L. monocytogenes (C) en las cinco
muestras compuestas de grupos de alimentos seleccionados de cada uno de las tres ciudades
ecuatorianas. Promedios nacionales son los valores medios de prevalencia de todas ciudades.
*, no detectado.

Todos los aislados mostraron puntuaciones de identidad de al menos el 80% mediante OmniLog ID
y de al menos el 99% mediante secuenciacién 16S con valores Blast E de cero. Las 50 especies mas
prevalentes excluyendo EC, S. enterica y L. monocytogenes se mostraron como un mapa de calor para
cada combinacién de grupo de alimentos y ciudad (Fig. 12).

Cada especie identificada se clasifico en funciéon de las referencias bibliograficas como posible
patdégeno transmitido por los alimentos, patégeno oportunista, bacteria de deterioro de los alimentos,

agente de biocontrol u otra bacteria. El patégeno Shigella flexneri se detecté en muestras de
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encebollado y fruta de Cuenca y salsas de Guayaquil. Ademas, se detectdé EC en muestras de carne
picada, queso y salsas de las tres ciudades, encebollado de Cuenca y Guayaquil, ceviche de Quito y

ensalada de frutas de Guayaquil.

Entre los patdgenos oportunistas, Psychrobacter sanguinis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
sciuri, Hafnia alvei Klebsiella pneumoniae, Enterococcus hirae, Bacillus pumilus y Proteus mirabilis
mostraron la mayor prevalencia en todas las muestras, mientras que Bacillus amyloliquefaciens,
Serratia spp., Acinetobacter spp. y Obesum bacterium spp. fueron las Unicas bacterias de deterioro
alimentario observadas. En gran parte de los grupos de alimentos se detectaron bacterias potenciales
de biocontrol, como E. faecalis, E. hirae, E. durans, E. faecium y otras Enterococcus spp.; B.

amyloliquefaciens, B. velezensis, B. subtilis y otras Bacillus spp.; y Lactococcus lactis (Fig. 12).
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Figura No 12. Mapa de calor que muestra la correlacion de Pearson y la agrupacion de
vinculacidn completa de las 50 especies bacterianas mas prevalentes. Las entradas de
alimentos estéan etiquetadas (tipo de alimento)-(ciudad). Los tipos de alimentos fueron ensalada
de frutas (FS), queso (CHE), encebollado (E), bolén (B), pollo (CHI), salsas (S), carne molida
(GB), jugo (J), fruta (F) y ceviche (CEV). Las muestras procedian de las ciudades de Quito (Q),
Guayaquil (G) y Cuenca (C). Las especies detectadas se clasificaron como patégenos
transmitidos por los alimentos (PF), patégenos oportunistas (PO), bacterias del deterioro de los
alimentos (FS), bacterias de control biolégico (BC) u otras bacterias (F). (BC), u otras bacterias
(OT).
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4.1.2 Determinacion de la presencia de Norovirus y Hepatitis A en alimentos de consumo

masivo en la ciudad de Guayaquil.

4.1.2.1. Evaluacion de eficaciay método de extraccion del ARN.

Para evaluar la eficacia de los nuevos conjuntos de cebadores (NVGI-F/R, NVGII-F/R y HAV-F/R)
para detectar NV y HAV, se utiliz6é RT-PCR seguida de una PCR heminested para mejorar la
sensibilidad del diagnéstico actual. Con este fin, se recogieron cuatro muestras de alimentos (fresas,
espinacas salchichas y agua embotellada) en el mercado mayorista de alimentos local para obtener
ARN viral contaminante y diagnosticar para NV Gl y Gll y HAV. Se evalu¢ la existencia de inhibidores
de la RT-PCR como se ha descrito previamente.

También se evalué el método de extraccion del ARN junto con el proceso de tratamiento de las
muestras de alimentos para evitar la inhibicion del ARN viral por sustancias presentes en ellos (fenoles,
vitaminas, proteinas, carbohidratos). Esto se evidenci6é ya que, al amplificar el material genético, se
observé amplificacion de las bandas en las muestras de alimentos que fueron inoculadas
intencionalmente con el virus (NVGI / Gll y HAV). El método de inhibicidn de sustancias inherentes al
alimento no influye en la extraccion del material genético, por lo tanto, el método esta validado con
relacion a los resultados alcanzados.

El NVGII se detectd en las espinacas, mientras que el HAV se detect6 en el agua embotellada.
Cada virus mostré un producto de amplificacién claro en 213pb, 215y 160pb, respectivamente (Figuras

13, 14, 15, 16, 17, 18).
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Figura N° 13. Genogrupo GI NV obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el
muestreo de octubre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil, Ecuador. Carriles 1y 14: DNA Ladder
12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 control de extraccién negativo; carril 7 NVGI
identificado en fresa (213 pb) (Control Positivo); carril 8 virus NVGI inoculado sin fresa
(Control Positivo); carril 9 salchicha inoculada con NVGI (Control positivo); carril 10 muestra
de salchicha lavada; carril 11 NVGI identificado en espinacas (213 pb) (Control Positivo); carril
12 virus NVGI inoculado sin espinaca (Control Positivo); carril 13 Control Positivo de NVGI
(Arn sintético). Las muestras se analizaron en geles de agarosa al 2% y tifiéndose con
colorante de cianina.

Figura No 14. Genogrupo Gl NV obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el
muestreo de octubre a noviembre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil- Ecuador. Carriles 1y 12:
Carril 1:DNA ladder 12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 NV G | (Control positivo);
carril 4 muestra de agua embotellada (negativo NVGI); carril 5 muestra de agua embotellada
inoculada con NVGI (Control Positivo); carril 6; virus NVGI inoculado sin agua embotellada
(Control Positivo); carril 7 espinacas lavadas (Control negativo); carril 8 NVGI identificado en
espinacas (213pb) ; carril 9 espinacas inoculadas con NVGI (Control Positivo); carril 10
Control Negativo NVGI; carril 11 Control Positivo NVGI (ARN Sintético). Las muestras se
analizaron en geles de agarosa al 2 % y tifiéndose con colorante de cianina.

66



Figura No 15. Genogrupo Gl NV obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el
muestreo de octubre a noviembre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil- Ecuador. Carriles 1y 14:
DNA ladder 12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 control de extraccidn; carril 4
muestra de salchicha; carril 5 muestra de salchicha lavada; carril 6 NVGII identificado en
espinaca (215pb) (Control Positivo); carril 7 virus NVGII inoculado sin salchicha (Control
Positivo); carril 8 salchicha inoculada con NVGII (Control Positivo); carril 9 muestra de
espinaca lavada; carril 10 espinaca inoculada con NVGII (Control Positivo); carril 11 virus
NVGII inoculado sin espinaca (Control Positivo); carril 12 muestra de fresa; carril 13 Control
Positivo de NVGII (ARN Sintético). Las muestras se analizaron en geles de agarosa al 2 % y
tiiéndose con colorante de cianina.

Figura No 16. Genogrupo Gll NV obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el
muestreo de octubre a noviembre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil- Ecuador. Carriles 1y 12;
DNA ladder 12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 control de extraccién; carril 4
muestra de fresa lavada; carril 5 muestra de fresa inoculada con NVGII (Control Positivo); carril
6 virus NVGIl inoculado sin fresa (Control Positivo); carril 7 muestra de agua embotellada; carril
8 muestra de agua embotellada (duplicado); carril 9 agua embotellada inoculada con NVGII
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(Control Positivo); carril 10 virus NVGIl inoculado sin agua embotellada (Control Positivo); carril
11 Control Positivo NVGII (ARN Sintético). Las muestras se analizaron en geles de agarosa al 2
% y tinéndose con colorante de cianina.

Figura No 17. Virus VHA obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el muestreo
de octubre anoviembre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil- Ecuador. Carriles 1y 14: DNA ladder
12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 control de extraccidn; carril 4 muestra de
salchicha; carril 5 salchicha lavada (negativo); carril 6 salchicha inoculada con HAV (Control
Positivo); carril 7 virus HAV inoculado sin salchicha (Control Positivo); carril 8 muestra de
espinaca negativo; carril 9 muestra de espinaca lavada; carril 10 espinaca inoculada con VHA
(Control Positivo); carril 11 virus VHA inoculado sin espinaca (Control Positivo); carril 12
muestra de fresa negativo para VHA ; carril 13 Control Positivo NVGII (ARN Sintético). Las
muestras se analizaron en geles de agarosa al 2 % y tifiéndose con colorante de cianina.

Figura No 18. Virus VHA obtenido de alimentos contaminados naturalmente durante el muestreo
de octubre anoviembre de 2020 en Monte Sinai, Guayaquil- Ecuador. Carriles 1y 12: DNA ladder
12000 pb; carril 2 control negativo PCR; carril 3 control de extraccion control negativo; carril 4
muestra de fresa
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lavada; carril 5 HAV identificado en duplicado de muestra de agua embotellada (160pb)
(Control Positivo); carril 6 virus HAV inoculado sin fresa (Control Positivo); carril 7 HAV
identificado en muestra de agua embotellada (160pb) (Control Positivo); carril 8 muestra de
fresa inoculada con HAV (Control Positivo); carril 9 agua embotellada inoculada con HAV
(Control Positivo); carril 10 virus HAV inoculado sin agua embotellada (Control Positivo); carril
11 HAV Control Positivo (ARN Sintético). Las muestras se analizaron en geles de agarosa al 2
% y tifiéndose con colorante de cianina.

4.1.2.2. Evaluacién de los cebadores

Para la evaluacion de los cebadores (NVGI-F/R, NVGII-F/R y HAV-F/R), se amplificaron un total de
36 fragmentos, refiriéndose a las secuencias de ADN amplificadas a partir de las muestras de

alimentos utilizando la técnica de PCR, a partir de las matrices de alimentos previamente seleccionadas
(fresas, espinacas, agua embotellada y salchicha procesada) El disefio de esquematizacion propuesto
para la amplificacion fue el siguiente:

e Muestra del ARN del alimento.

e Muestra del ARN del alimento que previamente fue lavado y desinfectado.

e Muestra del ARN del alimento inoculado con el virus de estudio (Control positivo).

De las 36 muestras entre las cuales incluian alimentos como fresas, espinacas, salchichas y agua

embotellada, 12 (33,3 %) resultaron positivas para la presencia de NVGI. En el caso de los NVGII, su

presencia se detect6 en 11 (30,6%) de las muestras analizadas. En 12 muestras (33,3 %) se detectaron
VHA con cebadores disefiados para la deteccion de VHA. La especificidad de los cebadores es
importante para asegurar que solo se amplifiquen los fragmentos de ADN deseados y no se produzcan
resultados falsos positivos. En este caso, los cebadores especificos para HAV permiten detectar
especificamente este virus en las muestras analizadas.

A excepcién del control negativo, es decir, que no contienen el material genético, el resto fueron
amplificadas, demostrando la validacién del método de deteccion de NV GI, NVGIIl y HAV mediante el
disefio de los cebadores del presente estudio. Es importante destacar que la especificidad de los
cebadores utilizados en el estudio es crucial para garantizar que solo se amplifiquen los fragmentos de
ADN deseados y evitar la generaciéon de resultados falsos positivos. En este caso, los cebadores
especificos disefiados para la deteccion de NVGI, NVGIl y VHA demostraron ser efectivos al detectar

especificamente los virus en las muestras analizadas. Es fundamental tener en cuenta que, a
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excepcion del control negativo que no contiene material genético, el resto de las muestras fueron

amplificadas con éxito, lo que valida el método de deteccién utilizado en el estudio para NVGI, NVGII
y VHA.

4.1.2.3. Analisis de correspondencias multiples

El Biplot obtenido mediante el andlisis de correspondencias multiples (Fig.19) muestra la relacién
significativa entre el agua embotellada y la presencia de Hepatitis A (Val-p = 0,004). También detalla

una coincidencia (no relevante) de las espinacas con la presencia de Norovirus Gl y Gl (valor p >

0,05).
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Figura No 19. Biplot obtenido mediante la A. Correspondencia Mdultiple, que muestra las
relaciones entre patégenos y grupos de alimentos. Fuente: Salazar et al.
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4.2. DISCUSION

4.2.1. ldentificacién de bacterias patdgenas presentes en alimentos de consumo masivo

disponibles en mercados de las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca.

4.2.1.1 Calidad microbiolégica general de los alimentos ecuatorianos.

El crecimiento y la aplicacion de préacticas y normativas de inocuidad alimentaria con fundamentos
cientificos requieren datos de referencia sobre la calidad microbioldgica de los suministros nacionales
de alimentos. En este andlisis, se evaluo la calidad microbiolégica de 10 grupos de alimentos de
consumo habitual en las tres ciudades mas grandes de Ecuador, Quito, Guayaquil y Cuenca, que
abarcan aproximadamente el 40% de la poblacién nacional. Estos grupos de alimentos incluyeron
alimentos conocidos a nivel mundial, asi como alimentos especificos de Ecuador o de la region,
alimentos crudos y alimentos listos para el consumo, alimentos ricos en proteinas de origen animal y
alimentos frescos de origen vegetal. Las pruebas de alimentos se obtuvieron de mercados a la
intemperie, los lugares predominantes de abastecimiento de alimentos para los consumidores
ecuatorianos. Por lo tanto, este estudio proporciono una vision integral del caracter microbiolégico de
los alimentos de consumo habitual en Ecuador, lo cual contribuye al conocimiento sobre la inocuidad
alimentaria en la regién. Estos hallazgos pueden ser Gtiles como parte de un conjunto de datos y
estudios que contribuyen a la comprensién general de la inocuidad alimentaria en Ecuador y la region.
Las cargas microbiolégicas generales de los alimentos ecuatorianos de alta demanda (TAM de 0,3 a
7,0 log UFC/g, excluyendo la carne molida y los pollos enteros, y TC, FC y EC de no detectables a
4,11 log UFC/g) (Estrada et al., 2002; Mensah et al., 2002; Nyenje et al., 2012). Las muestras de
Guayaquil mostraron los niveles mas altos de TAM, TC y FC. Guayaquil esta en la costa del Pacifico,
con temperaturas significativamente mas altas en comparacion con las ciudades de las tierras altas de
Quito y Cuenca. En Guayaquil, la temperatura ambiente varia entre 19 y 33°C a lo largo del afo,
mientras que los rangos de temperatura de 7 a 21°C son comunes en Quito y Cuenca. Las altas
temperaturas ambientales favorecen el crecimiento y la prevalencia de bacterias transmitidas por los
alimentos, otros factores como la higiene durante la manipulacién de alimentos, las practicas de
almacenamiento, la cadena de frio, la calidad del agua utilizada en la preparacién de alimentos y las

condiciones de higiene en general también pueden influir en los niveles de contaminacion microbiana
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en las muestras analizadas. (Smith et al., 2019).

La prevalencia de Salmonella en el pollo crudo (entre el 20 y el 60% en cada ciudad) coincide con
los hallazgos de otras regiones como en la ciudad de Mymensingh en Bangladesh (Guran et al., 2017;
Khan et al., 2018), pero la prevalencia del 20% de este patdgeno en las salsas de Quito y Cuenca es
superior al 5% registrado en las salsas de chile de México (Estrada et al., 2004). La clave para la
inocuidad microbiana de las salsas es un valor de pH inferior a 4,5, que se consigue mediante la adicién
de acidos acético o citrico (Smittle et al., 2000). Por lo tanto, la preparaciéon y manipulacién inadecuada
de las salsas probablemente fue lo que mas contribuy6 a la incidencia de Salmonella en este tipo de
alimentos. Las muestras de ceviche y encebollado de Cuenca también mostraron una prevalencia
elevada (20%) de Salmonella. En este contexto, la comparacion se establece con la ausencia de
Salmonella en las muestras analizadas, es decir, se indica que el 20% de las muestras de ceviche y
encebollado de Cuenca presentaban contaminacion por Salmonella. La preparacién del encebollado y
el ceviche requiere un alto nivel de manipulaciéon de los ingredientes después de la coccion, y los
resultados pueden sugerir unas condiciones higiénicas o de preparacion inadecuadas. La elevada
cantidad de jugo de limén o lima afiadida al ceviche no impidi6 la aparicién del patégeno. Aunque el
jugo de limén puede lograr una reduccion de hasta 5 log de patégenos (Mathur et al., 2013), el efecto
antibacteriano disminuye en el pescado y otros ingredientes del ceviche (Herrera et al., 2010; Mathur
et al., 2013). La prevalencia del 20 al 40% de L. monocytogenes en el queso de las tres ciudades es
superior al 0,8% notificado en el queso fresco de Europa (Martinez et al., 2018), pero relativamente
inferior a la prevalencia del 25 al 53% del patégeno en los productos de diferentes queserias de México
(Rosas et al., 2014). Se considera que la composicién fisicoquimica del queso y del tipo de queso
favorecen el crecimiento de patdgenos transmitidos por los alimentos (Ibarra et al., 2017). Del mismo
modo, la elevada prevalencia (60%) de L. monocytogenes en ensalada de frutas de Cuenca y
Guayaquil es superior a la prevalencia del 5,06% del patégeno en melén fresco cortado procedente de
Canad4, esto sugiere una marcada diferencia en las condiciones de higiene y manipulacion de los
alimentos entre los dos contextos (Denis et al., 2016). Se uso el andlisis molecular, que puede incluir
técnicas como la secuenciacién del gen 16S rRNA u otros métodos moleculares, lo cual es fundamental
para la identificacion precisa de microorganismos patégenos como L. monocytogenes en muestras de

alimentos. Otros multiples patdégenos potenciales y patdgenos oportunistas fueron aislados de
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multiples alimentos analizando colonias tomadas al azar, lo que implica una mayor prevalencia en las
muestras de alimentos e indica la necesidad de perfeccionar los procesos de elaboracion y distribucion
de alimentos en el pais.

Los recuentos de TAM, TC, FC y EC se han utilizado como indicadores de inocuidad alimentaria
durante décadas (Buchanan et al., 2012), y los valores de TAM inferiores a 5 log UFC/g se consideran
aceptables para los alimentos listos para el consumo INEN 1334:2012 (Nyenje et al., 2012). Sin
embargo, se detectaron los patégenos de transmision alimentaria S. flexneri y L. monocytogenes en
muestras de fruta y ensalada de frutas de Cuenca, respectivamente, a pesar de la ausencia de TC, FC
y EC y de los bajos recuentos de TAM observados en ambos tipos de alimentos. Del mismo modo, la
fruta de Guayaquil no mostré bacterias patégenas a pesar de tener niveles de TAM, TC, FC y EC
similares a los de otros tipos de alimentos en los que se detectaron patégenos, como el ceviche. Estos
resultados concuerdan con informes anteriores que muestran que las bacterias indicadoras no se
correlacionan necesariamente con la presencia de patégenos en los alimentos (Avila et al., 2014; Wu
et al.,, 2011). Tradicionalmente, las bacterias indicadoras, como las coliformes totales, coliformes
fecales y Escherichia coli, se han utilizado como indicadores de la calidad microbiolégica de los
alimentos, ya que su presencia se asocia con la posible contaminacion fecal y la presencia de otros
microorganismos patégenos. Sin embargo, los resultados de este estudio, respaldados por informes
anteriores, sugieren que la presencia de bacterias indicadoras no siempre garantiza la ausencia de
patégenos en los alimentos, también se realizaron analisis estadisticos para evaluar la correlacion
entre la presencia de bacterias indicadoras y la ausencia de patdégenos en los alimentos. Esto plantea
un desafio significativo para los sistemas de monitoreo de la inocuidad alimentaria, ya que la deteccion
de bacterias indicadoras dentro de los limites aceptables no garantiza la ausencia de patégenos que
representen un riesgo para la salud publica. Esta falta de correlacion subraya la necesidad de
implementar enfoques mas integrales para evaluar la seguridad microbioldgica de los alimentos, que
vayan mas alla de la simple deteccién de bacterias indicadoras. Es fundamental considerar la presencia
de patégenos especificos, como virus y bacterias patégenas, para evaluar de manera mas precisa el
riesgo asociado con el consumo de alimentos. Ademas, esta falta de correlacion destaca la importancia
de utilizar métodos de deteccién y andlisis mas sensibles y especificos para identificar la presencia de
patégenos en los alimentos, lo que puede requerir el uso de técnicas moleculares avanzadas y

enfoques multidisciplinarios.

73



4.2.1.2. Prevalencia de patégenos oportunistas en alimentos

En la mayoria de las muestras de alimentos prevalecian diversos patégenos oportunistas. Los
patégenos oportunistas suelen aprovecharse de la debilidad del sistema de defensa de las personas
inmunodeprimidas y han causado enfermedades nosocomiales transmitidas por los alimentos (14). Los
Enterococcus detectados en la mayoria de las muestras se consideran patégenos oportunistas, porque
E. faecium, E. durans y E. faecalis son capaces de causar bacteriemia en personas inmunodeprimidas
(Britt et al., 2016; Dicpinigaitis et al., 2015). Sin embargo, Enterococcus spp. puede producir
bacteriocinas con potencial de aplicacion para el control de bacterias de deterioro y patégenas (Hanchi
et al., 2018). Se necesitan mas investigaciones para evaluar el riesgo y el potencial de biocontrol de
los Enterococcus spp. de Ecuador.

K. pneumoniae, también se ha asociado a varios brotes de origen alimentario, causando septicemia,
abscesos hepéticos y diarrea (Zhang et al., 2018). Este patdgeno oportunista se ha detectado con
frecuencia en frutas y verduras de diversos paises como, Colombia, Brasil, China, Argentina,
Venezuela entre otros (Al-Kharousi et al., 2016), y la presencia de esta bacteria en el ceviche y el
encebollado puede relacionarse con la produccién de la toxina escombroide histamina en el pescado
(Arifio et al., 2003). Del mismo modo, P. sanguinis se ha asociado a bacteriemia y meningitis en
individuos inmunodeprimidos, y la presencia de esta bacteria en los platos RTE de Ecuador puede
deberse a la contaminacion cruzada con alimentos refrigerados como el queso (Lim et al., 2017). P.
sanguinis también estaba presente en las muestras de queso analizadas en este estudio. Asimismo,
la prevalencia de S. sciuri en carne molida de res de Ecuador concuerda con informes anteriores que
muestran la prevalencia de esta bacteria en carne de res al menudeo (Goja et al., 2013; Jackson, et
al., 2013). S. sciuri se considera inofensiva en la mayoria de los casos, pero se ha asociado a
infecciones de heridas, infecciones del tracto urinario, endoftalmitis y otros sintomas en personas
inmunodeprimidas menudeo (Daki¢ et al., 2005; Nemeghaire et al., 2014). Del mismo modo, la
presencia de S. flexneri en muestras de fruta, salsa y encebollado sugiere un saneamiento deficiente

y falta de agua limpia (Jennison et al., 2004).
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4.2.1.3. Organismos de deterioro detectados

Entre los organismos de deterioro detectados en este estudio, se ha informado de que Serratia spp.
provoca la descomposicion de alimentos ricos en proteinas (Fougy et al., 2017), mientras que
Acinetobacter spp. se consideran organismos de deterioro psicréfilos (Betts et al., 2006). Sin embargo,
Serratia spp. también puede causar neumonia (Fusco et al., 2018), y varias Acinetobacter spp. se han
asociado con diarrea en personas inmunodeprimidas (De Amorim et al., 2017). La existencia de ambas
bacterias en comidas procedentes de Ecuador como bolones, jugos y otros alimentos, se debié
probablemente a la contaminacién cruzada por ingredientes ricos en proteinas y refrigerados, como la
carne y el queso. Esto puede ocurrir si no se siguen practicas adecuadas de higiene y manipulacion
de alimentos, lo que puede permitir la contaminacion de los alimentos listos para el consumo Estos
alimentos, a menudo vendidos por vendedores ambulantes sin permisos legales, estdn expuestos a
condiciones que favorecen la contaminacion microbiolégica. La falta de cumplimiento de normas de
inocuidad alimentaria aumenta el riesgo. La practica comin de mantener los alimentos a temperatura
ambiente hasta la solicitud del cliente puede propiciar el crecimiento bacteriano si no se mantienen las
condiciones adecuadas. La falta de refrigeracién, el uso de utensilios no higienizados y la exposicion
a contaminantes ambientales también contribuyen a la presencia de bacterias patdgenas en los
alimentos preparados.

Se necesita investigacion para evaluar los riesgos para la inocuidad alimentaria de Serratia spp. y
Acinetobacter spp. detectados en bolones, jugos y otros alimentos de Ecuador.

La B. amyloliquefaciens, detectado en la mayoria de las muestras de alimentos de este estudio, se
ha asociado al deterioro de los alimentos (Pereira et al., 2018) y al biocontrol alimentario, porque este
microorganismo puede producir la bacteriocina BaCf3, capaz de inhibir patbgenos como S. enterica
serovar Typhimurium y Clostridium perfringens (Bindiya et al., 2019). En este estudio, la alta
prevalencia de B. amyloliquefaciens coincidid con la ausencia de patdgenos transmitidos por los
alimentos en las pruebas de jugo recién exprimido en los mercados callejeros. La presencia de Bacillus
spp. en el jugo de naranja ya se habia descrito anteriormente (Aneja, et al., 2014), pero se necesitan

mas investigaciones para evaluar el papel de B. amyloliquefaciens en la conservacion del jugo de fruta.
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Bacillus subtilis (Starosila et al., 2017), B. pumilus (Saggese et al., 2018) y L. lactis (Song et al.,
2017) detectados en varias muestras también pueden producir compuestos antimicrobianos. Se
requieren mas indagaciones para constatar el rol de estas bacterias como agentes de biocontrol en los
alimentos procedentes de Ecuador. Estudios adicionales podrian evaluar la capacidad de estas
bacterias para producir compuestos antimicrobianos que inhiban el crecimiento de microorganismos
no deseados en los alimentos, lo que podria contribuir a mejorar la seguridad alimentaria y prolongar
la vida util de los productos. Ademas, se podria investigar la interaccion de Serratia spp. y
Acinetobacter spp. con otros microorganismos presentes en los alimentos para comprender mejor su

papel en la microbiota alimentaria y su potencial efecto beneficioso o perjudicial para la salud humana.

4.2.2. Determinacion de la presencia de Norovirus y Hepatitis A en alimentos de consumo

masivo en la ciudad de Guayaquil.

4.2.2.1. Uso generalizado de RT-PCR y heminested PCR

Los virus encontrados en los analisis de este estudio fueron NVGI en muestras de alimentos como
fresas y espinacas, NVGII en las espinacas, y HAV en el agua embotellada. Cada virus mostré un
producto de amplificacién claro en las pruebas realizadas, lo que indica la presencia de estos agentes
infecciosos en las muestras analizadas. La estimacién de muertes por infeccion proporciona un
contexto importante para comprender la gravedad de las enfermedades transmitidas por alimentos y
resalta la importancia de abordar la contaminacién de los alimentos. Se estima que en EE.UU. mueren
anualmente entre 570 y 800 personas por enfermedades asociadas a la infeccién por el NV. Se
producen brotes del virus con regularidad y se identifican nuevas variantes en todo el mundo cada 2 o
3 afios (Marshall et al., 2011).

El uso generalizado de RT-PCR y Heminested PCR para la deteccion de NV y HAV puede atribuirse
a su sensibilidad superior en comparacion con otros métodos (Mattison, 2011). La deteccién del virus
es muy sensible en los alimentos porque en gran parte de las situaciones la carga viral es baja, el virus
no infecta los alimentos y por lo tanto no replica su material genético. Antes de la extraccion del ARN
del alimento, se recomienda inhibir cualquier sustancia que forme parte del alimento como fenoles,

vitaminas, proteinas, carbohidratos utilizando el método descrito como protocolo experimental
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(Maritschnik et al., 2013).

4.2.2.2. Deteccion de norovirus y Hepatitis A

Se detectd Norovirus Gl tanto en fresas como en espinacas, Norovirus GlI en espinacas y VHA en
agua embotellada. El origen de la contaminacion de los virus a los alimentos se debe probablemente
al agua contaminada para el riego de cultivos o la contaminacion cruzada por manipuladores de
alimentos enfermos pueden ser posibles fuentes de infeccién virica.

El manipulador de alimentos es un eslab6n importante en la transmisién del NV, estando
epidemiolégicamente implicado en el 80% de los brotes de NV en Bélgica y Chile entre otros (Morillo
et al., 2008).

La contaminaciéon de alimentos con VHA es posible que pueda producirse en algin punto del
proceso alimentario, desde la granja hasta la mesa. El contacto con aguas residuales incorrectamente
tratadas o contaminadas, con manipuladores de alimentos infectados y, en menor medida, con
superficies contaminadas representan las vias mas comunes de contaminacion de los alimentos por el
VHA. Aproximadamente el 2-7% de todos los brotes de VHA en el mundo pueden atribuirse a alimentos
contaminados (Galvafn & Beneyto, 2009). En Ecuador hasta la SE 01 - 09 / 2020, se han notificado 540
casos de Hepatitis A, los que en su mayoria fueron reportados por la provincia de Pichincha 152 casos.
El grupo de edad més afectado es de 21 a 49 afios (MSP, 2020).

La importancia en la determinacion de carga viral en alimentos donde inicialmente es baja ya que
el virus no utiliza al alimento como huésped para replicar su material genético, se basé en el desarrollo
de la técnica utilizada para detectar la Hepatitis A y Norovirus en matrices alimentarias muestreadas
en la ciudad de Guayaquil, identificandose la presencia de estos agentes infecciosos bioldgicos y
probablemente la asociacion de enfermedades a infecciones significativas transmitidas por los
alimentos asociadas con la transmisién de manipuladores de alimentos y alimentos contaminados con

aguas residuales para estos virus.
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4.2.2.3. Desarrollo y evaluacién de cebadores

En el presente estudio, se desarrollaron cebadores especificos para detectar NV Gl, Gll y HAV,
dirigidos a los genes ORF1, ORF2 y de la capside, respectivamente. Se utiliz6 un protocolo de RT-
PCR de Unico paso y PCR heminested para mejorar ain mas la capacidad de detectar virus
alimentarios entéricos humanos. El estudio realizado es inédito en Ecuador ya que no se ha examinado
la existencia de virus en alimentos en el pais. Los resultados obtenidos en muestras como fresa,
espinaca y agua embotellada en un sector popular de la ciudad de Guayaquil, sugieren que las
enfermedades gastrointestinales en la ciudad pudieran ser de importante etiologia viral ademas de la
contaminacion bacteriana.

En el presente estudio, se demostro que los conjuntos de cebadores NVGI-F/R, NVGII-F/R y HAV-
F/R son importantes para el diagnéstico epidemioldgico de NVGI, NVGIl y HAV considerando el método
de extraccion e inhibicién de sustancias especificas de alimentos que podrian inhibir o degradar el
ARN viral en matrices alimentarias (Morillo et al., 2008).

El Biplot muestra que sélo el agua embotellada tiene una fuerte relacion con la presencia de VHA.
Se observan otras relaciones, aunque no tan fuertes, como la de las espinacas con la presencia de
N.Gl y N.GIl. Las salchichas y las fresas muestran relaciones con la ausencia de patégenos, las
salchichas y las fresas mostraron relaciones con la ausencia de patégenos en el Biplot, o que sugiere
gue estos alimentos podrian tener una menor probabilidad de estar contaminados con los virus
analizados en el estudio. Estas relaciones identificadas en el Biplot son importantes para comprender
las posibles fuentes de contaminacion de los alimentos con patdgenos especificos y pueden guiar
futuras investigaciones y medidas de control de calidad en la produccion y manipulacion de alimentos

para prevenir la transmision de enfermedades transmitidas por alimentos

4.2.2.4. Relevancia de estudio

Este estudio es muy relevante en nuestro pais en el campo de la salud publica y la inocuidad
alimentaria porque la presencia de estos patégenos en los alimentos demuestra que los problemas
gastrointestinales asociados a la poblacién no son causados exclusivamente por bacterias, lo que
plantea un estudio posterior para determinar en qué otro tipo de alimentos es probable detectar carga

viral por NV y HAV en relacién con una matriz de riesgo.
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En el caso de virus como Hepatitis A y Norovirus presentes en muestras de espinacas, fresas y
agua, demuestran que muchos de los problemas gastrointestinales que se presentan en Ecuador
pueden no ser necesariamente causados por bacterias, sino también por virus.

La presencia de patdgenos transmitidos por alimentos, como Norovirus y Hepatitis A, en alimentos
consumidos en Ecuador, cobra mayor importancia al compararla con la informacién del Ministerio de
Salud. Segun el Ministerio de Salud, las enfermedades transmitidas por alimentos representan un
problema significativo para la salud publica en Ecuador, ya que en datos reportados en el afio 2023 de
la semana 1-12 se natifican 70 casos de tifoidea en la provincia del Guayas, 24 casos en Pichincha y
2 casos en Azuay, en relacién a casos de Salmonelosis se reportan 181 casos en Guayas, 32 casos
en Pichincha y 10 casos en Azuay, contagio por Hepatitis A se reportan 14 casos en Pichincha y 6
casos tanto en Guayaquil como en Azuay. Todos estos reportes estan basados en agua y alimentos
de manera general. Adicionalmente se han reportado como otras intoxicaciones alimentarias en agua
y alimentos sin especificar las cudles pueden ser provocadas por bacterias, virus o parasitos que
penetran en el organismo a través del agua o alimentos contaminados siendo el grupo de edad mas
afectado de 20 a 49 afios y las mujeres el sexo mas prevalente notificandose 672 casos en Pichincha,
379 casos en Guayas y 78 casos en Azuay (MSP, 2023), creando un impacto considerable en la
morbilidad y la carga econdmica asociada. Esta informacion es relevante para el Ministerio de Salud,
ya que puede ayudar a mejorar las estrategias de prevencion y control de enfermedades transmitidas
por alimentos en el pais. Ademas, al identificar la presencia de norovirus y hepatitis A en alimentos de
consumo masivo en la ciudad de Guayaquil, el estudio destaca la necesidad de ampliar los programas
de monitoreo y control de la calidad microbiolégica de los alimentos en Ecuador. Esta informacién
puede ser utilizada por el Ministerio de Salud para fortalecer las politicas y regulaciones relacionadas

con la inocuidad alimentaria, con el fin de proteger la salud de la poblacién ecuatoriana.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

El estudio proporciona datos de referencia sobre la calidad microbiolégica sobre algunos alimentos
gue se consumen en el Ecuador. La investigacion determind la calidad microbioldgica de 10 grupos de
alimentos cominmente consumidos en las tres ciudades mas grandes de Ecuador y encontrd que las
cargas microbiolégicas generales de los alimentos ecuatorianos son comparables a las de otros paises
como México, cabe resaltar que las muestras de Guayaquil tuvieron los niveles mas altos de
contaminacion, posiblemente debido a las temperaturas mas altas en esa ciudad.

Se encontrd que la incidencia de Salmonella en salsas y pollo crudo era alta en relacion con otros
alimentos analizados en el estudio, lo que sugiere una manipulacion y preparacion inadecuada de los
alimentos. También se observé una alta prevalencia de Salmonella en ceviche y encebollado, a pesar
de agregar jugo de limén, que tiene propiedades antibacterianas limitadas. La prevalencia de L.
monocytogenes en ensalada de frutas y queso fue alta, lo que se atribuye a la composicién
fisicoquimica del queso y las condiciones de higiene de los alimentos. Ademas, se encontraron
multiples patdgenos potenciales y patdgenos oportunistas en diferentes alimentos. Los recuentos de
TAM, TC, FC y EC se han utilizado como indicadores de inocuidad alimentaria, pero la deteccién de
patégenos transmitidos por alimentos en alimentos con bajos recuentos de TAM indica la necesidad
de mejorar los sistemas de elaboracién y distribucién de alimentos en el pais.

El estudio encontré una alta prevalencia de Salmonella y L. monocytogenes en varios alimentos en
las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca en Ecuador. La prevalencia de Salmonella en salsas fue
del 20%, lo que sugiere una posible preparacién y manipulacion inadecuadas de las mismas. Las
muestras de ceviche y encebollado también mostraron una alta prevalencia de Salmonella, lo que
indica una higiene o condiciones de preparacién inadecuadas. La prevalencia del 20% al 40% de L.
monocytogenes en queso Y la alta incidencia de L. monocytogenes en ensalada de frutas sugieren que
la composicion fisicoquimica de estos alimentos es propicia para el desarrollo de patdgenos
transmitidos por los alimentos. El estudio encontré multiples patégenos potenciales y patdégenos
oportunistas en los alimentos analizados, lo que indica la necesidad de perfeccionar los sistemas de

elaboracion y distribucion de alimentos en el pais.
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Durante décadas, los recuentos de ciertas bacterias, como TAM, TC, FC y EC, se han utilizado
como indicadores de inocuidad alimentaria. Aunque se consideran aceptables los valores de TAM
inferiores a 5 log UFC/g para los alimentos RTE, se han encontrado patégenos como S. flexneriy L.
monocytogenes en frutas y ensaladas de frutas de Cuenca, a pesar de la ausencia de TC, FCy ECy
los bajos recuentos de TAM, esto sugiere que la mera evaluacion de los recuentos de bacterias
indicadoras no es suficiente para garantizar la seguridad alimentaria, especialmente en el caso de
patégenos transmitidos por los alimentos. Por lo tanto, es importante considerar la necesidad de
implementar medidas adicionales de control y monitoreo para garantizar la ausencia de patégenos en
los alimentos, especialmente en aquellos que se consumen crudos o sin un tratamiento térmico que
pueda eliminar los microorganismos patégenos. También se encontraron patégenos en algunos
alimentos que tenian niveles de bacterias indicadoras similares a los de otros alimentos sin patégenos.
Ademas, se detectaron varios patégenos oportunistas en la mayoria de las muestras de alimentos,
como especies de Enterococcus y K. pneumoniae, que pueden causar enfermedades en personas
inmunocomprometidas. Se requiere mas indagacion para evaluar el riesgo y el potencial de biocontrol
de estas bacterias en Ecuador. También se encontré P. sanguinis y S. sciuri en algunos alimentos, que
pueden causar infecciones en personas inmunocomprometidas, se encontré que Serratia spp. y
Acinetobacter spp. La presencia de estas bacterias en los alimentos de Ecuador podria ser debido a
la contaminacién cruzada de ingredientes refrigerados como carne y queso.

La presencia de patdgenos oportunistas y niveles elevados de microorganismos indicadores en los
alimentos de los mercados callejeros sugiere una manipulacion inadecuada de los mismos. Es
necesario implementar programas de capacitacion sobre buenas practicas de manipulacién de
alimentos para mejorar la inocuidad alimentaria. Estos programas educan a los trabajadores sobre la
higiene personal, la prevencion de la contaminacion cruzada y el cumplimiento de regulaciones,
reduciendo riesgos de contaminacién microbiolégica, quimica y fisica. Ademas, contribuyen a la mejora
de la calidad del producto, protegen la salud del consumidor al prevenir enfermedades transmitidas por
alimentos y fomentan una cultura alimentaria consciente. La capacitacion no solo se centra en las
practicas de manipulacién, sino también en la gestion eficiente de alimentos, lo que reduce
desperdicios y optimiza recursos. Ademas, se requiere mas investigacion para caracterizar la
patogenicidad y la actividad antimicrobiana de las bacterias detectadas y para evaluar la prevalencia

de otros patégenos transmitidos por alimentos no estudiados en este trabajo.
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El norovirus y la hepatitis A son dos clases de virus que han sido diagnosticados dentro del grupo
de agentes bioldgicos infecciosos como los principales responsables de las enfermedades transmitidas
por los alimentos, incluso segun los informes documentados por el Centro de Enfermedades de los
Estados Unidos Control y Prevencién (CDC), 50% de casos de enfermedad gastrointestinal en la
poblacién estadounidense se debe a Norovirus, que puede infectar con una dosis relativamente baja.
El gran desafio de este trabajo de investigacion fue desarrollar un método que permite determinar la
presencia de Norovirus y Hepatitis A en los alimentos, considerando lo complejo que es detectar virus
en los alimentos porque estos como tal no proporcionan los requisitos requeridos para llevar a cabo el
proceso de replicacion y el aumento de la carga viral. Para detectar la carga viral en matrices
alimentarias como fresas, espinacas, agua y embutidos, antes era necesario inhibir los compuestos
qgue forman parte del proceso quimico y la composicién del alimento, como fenoles, vitaminas,
proteinas y carbohidratos, para evitar la inhibicion del material genético del virus presente en la
superficie de la comida.

El estudio presenta ciertas limitaciones que deben ser consideradas en un futuro. En primer lugar, la
investigacion se concentré en tres ciudades ecuatorianas, lo que podria limitar la generalizacion de los
resultados a nivel nacional, dado que la situacion microbiolégica de los alimentos puede variar en
diferentes regiones del pais.Adicionalmente se debi6 hacer mas extensa el tamafio de muestras
considerando la diversidad de alimentos consumidos en el Ecuador, tomando muestras en diferentes
mercados o0 expendios de alimentos del pais aquello hubiera fortalecido los datos y resultados
obtenidos en este estudio abarcando mas la situacion.

En relacion a patégenos importantes no considerados se incluye el Campilobacter jejuni presente en
alimentos como carnes de ganado vacuno y avicola que fueron tomados como muestras para la
caracterizacion de patdgenos considerados en este estudio, la deteccion de este microrganismo al ser
un bacilo microaerdéfilo que crece en atmdsfera con composiciones bajas de oxigeno presenta un grado
de complejidad en base a la técnica de muestreo y su analisis microbiolégicos para su deteccién lo
cual fue una limitacién. Esto implica un desafio importante para futuras investigaciones con la finalidad

de determinar la incidencia del patégeno en productos carnicos que se expenden en el Ecuador.
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5.2. Recomendaciones
Para resguardar la salud de la poblacion ecuatoriana resulta fundamental asegurar y garantizar la

calidad e inocuidad de los productos que son elaborados o procesados para consumo humano. Para
ello se debe aplicar un conjunto de medidas preventivas, como buenas practicas de higiene y
manipulacion, para evitar la contaminacion cruzada y garantizar la ausencia de un peligro potencial
para los consumidores. Las diferentes medidas preventivas desarrolladas por diferentes organismos e
instituciones deben ser validadas mediante aplicaciones practicas en cadenas productivas, lugares de
expendio de alimentos y distribucién enfocando recursos y capacitaciones en las personas, de manera
gue se sientan comprometidas en aplicar las metodologias de mejora de calidad e inocuidad. La
mayoria de los programas de inocuidad alimentaria en el Ecuador se basan en agentes biolégicos
infecciosos como bacterias y hongos, pero muy poco enfoque sobre los virus transmitidos por alimentos
como norovirus y hepatitis A.

Para evaluar los riesgos de inocuidad alimentaria de manera integral se requiere de mas estudios,
especificamente abordando los siguientes aspectos: 1. Aislamiento y caracterizacion de las bacterias,
en particular de aquellas identificadas en este estudio como S. flexneri y L. monocytogenes, para
comprender mejor sus propiedades genéticas, fisioldgicas y patogénicas; 2. Evaluacién de la
prevalencia y distribucion de estas bacterias en una muestra mas amplia de alimentos en diferentes
regiones de Ecuador, lo que permitiria comprender mejor su impacto a nivel nacional; 3. Analisis de
riesgos especifico para evaluar el potencial impacto en la salud publica de la presencia de estas
bacterias en los alimentos consumidos en Ecuador, y 4. Establecimiento de medidas de prevencion y
control para reducir el riesgo de contaminacién por estas bacterias en los alimentos, basandose en los
hallazgos de esta investigacion. Por ejemplo, el Bacillus amyloliquefaciens, detectado en la mayoria
de las muestras, puede ser tanto un agente de deterioro como un biocontrolador de alimentos. En este
estudio, su alta prevalencia coincidié con la ausencia de patégenos transmitidos por alimentos en
muestras de jugo fresco exprimido en los mercados callejeros. Otras bacterias detectadas, como
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus y Lactococcus lactis, también pueden producir compuestos
antimicrobianos y se necesita mas investigacion para evaluar su papel como agentes de biocontrol en
los alimentos de Ecuador.

Ademas, se deben buscar herramientas y tecnologias efectivas para asegurar que el control de

virus en los procesos de la cadena alimentaria que permitan disminuir significativamente las infecciones
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virales transmitidas por los alimentos. Por lo tanto, se recomienda trabajar a futuro en procedimientos
de inocuidad para evitar la propagacién del virus a humanos, estudios acerca de los virus que son mas
persistentes al tratamiento térmico de los alimentos, y para identificar los mecanismos de mutaciones

virales asociadas con las condiciones de manipulacién y procesamiento de alimentos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Procedimiento recuento nimero mas probable

Para realizar la inoculacién, es necesario diluir la muestra en tres o mas diluciones de diez veces
cada una. Estas diluciones se colocan en tubos de cultivo liquido y se incuban a una calidez y tiempo
determinados. A partir de la existencia o ausencia de los microorganismos en los cultivos, se calcula
el nimero mas viable de microorganismos de los tres grupos utilizando la tabla estadistica estandar

de NMP (ISO, 2006).

ANEXO 2. Procedimiento de tincién de bacterias

En extensién se mezcla la solucion de color con un volumen igual de la suspension de la muestra,
luego colocar la gota de agua en el portaobjetos y extienda la muestra con ayuda del asa de
inoculacién. La concentracién de células debe ser de 40 a 60 células por campo microscopico con un
aumento de 600x.

e Efectuar un extendido fino.

e Fijar alallama.

e  Cubrir con colorante durante un minuto.

e Lavar el portaobjeto con agua.

Muchos microorganismos, tanto procariéticos como eucariéticos, pueden acumular granulos de
volutina que se tifien con colorantes principales como el azul de metileno. Estas piezas también se
denominan granulos metacroméaticos porque tienen un efecto metacromatico que aparece rojo cuando
se tifie con pintura azul, Cuando las células se sumergen en azul de metileno, introduce en las células
y blanquea las enzimas de las células vivas. Las células muertas, donde la enzima esta inactiva, no
hacen esto y, por lo tanto, permanecen azules. El porcentaje de células que no se tifien es entonces

un promedio de viabilidad (Reynoso et al., 2015).
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ANEXO 3. Medios de cultivos

3.1. Agar de recuento en placa (PCA)

La productividad de este medio se basa en el elevado contenido de nutrientes de sus componentes,
lo que permite que las bacterias de la muestra prosperen. Al analizar leche y productos lacteos, algunos
ejecutores recomiendan complementarlo con 1 g/l de leche desnatada estéril para uso bacteriolégico,
el agar es solidificante, para la enumeracidon de bacterias aerébicas en aguas residuales, agua,

productos lacteos y otros alimentos. También se recomienda como una herramienta general para

determinar las poblaciones microbianas (Marshall, 1993).

3.1.1. Procedimiento

Se suspenden 23,5 g de polvo en 1 L de agua purificada, se deja reposar descansar 5 minutos.

Caliente, revolviendo constantemente, y hierva hasta que se disuelva en su totalidad. Verter en

contenedores adecuados y proceder a esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

3.1.2. Inoculacién

Para realizar una siembra en superficie, se inocula directamente la muestra, en cambio en

profundidad se inocula una alicuota del medio directa o de su dilucion, posteriormente verter un

volumen del medio de cultivo fundido y enfriado a 40-45°C. Homogeneizar mediante balanceo y volteo.

3.1.3. Incubacién

Se debe incubar en aerobiosis, a 32-35°C durante 24-48 horas (Clesceri et al., 1998).

3.2. Tripteina soja agar

La productividad de este medio aporta nutrientes ricos en péptidos, aminoacidos libres, bases
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paricas y pirimidinicas, minerales y vitaminas. La peptona de soja también es una fuente de
carbohidratos que estimulan el crecimiento de varios microorganismos, el cloruro de sodio mantiene el
equilibrio osmético y el agar es sélido.

Puede utilizarse como base a la que se le han afiadido nutrientes o agentes antimicrobianos,
resultando un medio enriquecido o selectivo segun el aditivo, este cultivo beneficia el desarrollo y
aislamiento de muchos microorganismos aerobios, asi como anaerobios facultativos y estrictos (USP,

2008).

3.2.1. Procedimiento

Disolver 40 g de polvo en 1 L de agua purificada, mezclar y dejar en reposo durante 5 minutos. Caliente,
removiendo levemente, y hierva durante 1-2 minutos hasta que se diluya totalmente, posteriormente
dividir en contenedores propicios y esterilizar en autoclave a una temperatura de 118-121°C durante

15 minutos.

3.2.2. Inoculacién

Para realizar una siembra de debe inocular directamente en el material de prueba, encima de la

superficie del medio.

3.2.3. Incubacién

El tiempo, las condiciones y la temperatura de incubacion varian segun el microorganismo que se
desea cultivar. Para bacterias de crecimiento rapido, se recomienda incubar en condiciones de
aerobiosis a una temperatura de 35-37°C entre 18-24 horas. En el caso de bacterias con
necesidades nutricionales especificas, se requiere un ambiente con un 5% de diéxido de carbono
(CO2) y una temperatura de 35-37°C durante un periodo de incubacién de 24-48 horas. (USP, 2009).

3.3. Caldo verde brillante bilis 2%

La composicion de este medio favorece el crecimiento adecuado de bacterias, mientras que la
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presencia de bilis y color verde brillante actia como agentes selectivos al inhibir el crecimiento de
bacterias grampositivas y gramnegativas, excluyendo los coliformes. Ademas, la presencia de lactosa,
un carbohidrato fermentable, permite detectar la fermentacion de la lactosa por los coliformes, lo que
se manifiesta en la produccién de &cido y gas. Este medio se utiliza para contar y enumerar tanto los

coliformes fecales como los coliformes totales utilizando el método de conteo mas probable.

3.3.1. Procedimiento

Se disuelven 40 g de polvo en 1 litro de agua purificada, se disuelve y dispense 10 mililitros con una
campana de Durham. Calentar a 100 °C durante 30 minutos. Se recomienda no esterilizar en el

autoclave (Clesceri et al., 1998).

3.3.2. Inoculacién

Para sembrar coliformes totales en muestras fluidas se debe realizar por triplicado: 10 mililitros en
caldo doble concentracion y 1mililitro y 0,1 mililitro de caldo simple concentracion, en muestras sélidas,
las diluciones seriadas 10-1,10-2 y 10-3 y sembrar cada dilucion por triplicado en medio de cultivo
simple concentracion.

Una vez detectado coliformes totales transferir con un asa a un tubo con Verde Brillante y Bilis al
2%, incubando a 44,5 - 45,5 °C y otra en Agua Triptona para asegurar la produccién de indol en

coliformes fecales.

3.3.3. Incubacién

La incubacion en coliformes totales anaerobios a 33 - 37°C durante 48 horas y para coliformes

(fecales) a 44,5 - 45,5°C aproximadamente 24 horas (Curry et al., 2003).
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3.4. Agar (con eosinay azul de metileno)

Este medio de cultivo es una combinacion de las formulas de Holt-Harris y Teague y la formula de
Levine para mejorar el aislamiento selectivo de Enterobacteriaceae y otros tipos de bacilos Gram-
negativos

Es un medio nutritivo que contiene peptona, que beneficia el crecimiento microbiano ademas entre
organismos capaces de utilizar lactosa y/o sacarosa y organismos incapaces de por medio de
indicadores de eosina y azul de metileno; tienen un efecto inhibidor sobre muchas bacterias
grampositivas, el agar es sélido, cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp., tienen el tipico brillo
metélico. Las cepas que usan lactosa tienen un centro oscuro con un borde azulado o rosado, mientras
gue la no usan lactosa, esta coloreada, las especies de Candida también pueden crecer y se ven como
rosadas exactamente, la siembra profunda permite el desarrollo de clamidosporas en C. albicans.
Enterococcus spp., se desarrolla en ese medio como colonias punteadas transparentes, mientras que
Acinetobacter spp. y otras bacterias oxidantes se ven como formaciones azul lavanda; esto puede
ocasionarse incluso si las cepas no pueden acidificar la lactosa al 0,5% y se debe a la incorporacion
de azul de metileno en sus membranas, en este entorno también se logra un buen desarrollo de

especies de Shigella y Salmonella.

3.4.1. Procedimiento

Se disuelven 36 g del polvo en 1 L de agua. Se deja reposar 5 minutos, posteriormente se calienta

con agitacién constante y alcanzar la ebullicion hasta su disolucion total. Se debe esterilizar en

autoclave 121°C durante al menos 15 minutos y dividir en cajas Petri estériles.

3.4.2. Inoculacién

Para realizar la siembra en superficie se debe realizar por el método de estriado principal a partir

de la muestra, en profundidad favorece la formacion de clamidosporas.
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3.4.3. Incubacién

La incubacion se debe realizar a 33-37 °C durante 18-24 horas (Macfaddin, 1985).

3.5. Agua peptonada

Este medio de enriquecimiento no selectivo contiene peptona que proporciona los nutrientes

necesarios para el crecimiento microbiano, en tanto que el cloruro de sodio sostiene el equilibrio

osmdético. Se emplea para restaurar células enterobacterianas que han sido dafiadas por procesos

fisicoguimicos durante el contacto con los alimentos.

Ademas, este medio puede ser empleado como diluyente de muestras en lugar de solucién salina

y como sustrato principal en la fermentacién de carbohidratos. En este escenario final, se deben afadir

el medidor de Andrade y el carbohidrato correspondiente con una concentracion final del 1% para

realizar el recuento mas probable.

3.5.1. Procedimiento

Se disuelven 15 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Se mezcla calentando hasta que hierve

por 1 minuto. Distribuir en recipientes estériles y posteriormente llevar a la autoclave a 121°C durante

15 minutos.

3.5.2. Inoculacién

Se siembra directamente en el material de estudio.

3.5.3. Incubacién

La incubacion se debe realizar a 33-37 °C durante 18-48 horas (Forbes & Weissfeld, 1998).
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3.6. Citrato agar Simmon

La caracteristica principal de este medio es que el citrato de sodio y el fosfato monoaménico son
los exclusivos origenes de carbono y nitrégeno, correspondientemente, necesarias para el crecimiento
bacteriano. Las sales de fosfato actian como un mecanismo tampoén, el magnesio es un cofactor
enzimatico y el cloruro de sodio sostiene el equilibrio osmoético. El indicador de pH azul de bromotimol
se vuelve azul en un medio alcalino, y el agar proporciona una consistencia solida al medio.

Este medio de cultivo se distingue porque los microorganismos idéneos de manejar el citrato como
origen exclusivo de carbono utilizan las sales de amonio como exclusivo origen de nitrégeno. Esto
resulta en la produccion de alcalinidad, ya que el metabolismo del citrato ocurre mediante el ciclo del
acido tricarboxilico mediante la permeasa del citrato. La descomposicién del citrato produce
oxalacetato y piruvato gradualmente, y este al final genera acidos organicos en presencia de un medio
alcalino. A partir de estos acidos, se forman carbonatos y bicarbonatos, lo que causa un cambio de

color a azul, indicando la produccion de permeasa del citrato.

3.6.1. Procedimiento

Se disuelven 24,2 g de polvo en 1 L de agua purificada. Se deja descansar durante 5 minutos.

Procede a calentar revolviendo con frecuencia durante 1 o 2 minutos para que se disuelva por

completo. Verter en tubos y esterilizar mediante autoclave a 121°C aproximadamente 15 minutos,

posteriormente se enfria y solidifica en una posicién diagonal (pico de flauta).

3.6.2. Inoculacién

Se siembra por el método de estrias en la superficie del medio de cultivo.

3.6.3. Incubacién

La incubacion se debe realizar en aerobiosis, a 33-37 °C durante 24-72 horas.

Ciertos microorganismos llegan a necesitar incluso de 7 dias de incubacion. A 33-37°C durante 18
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a 48 horas (Macfaddin, 2000).

3.7. Caldo Rappaport Vassiliadis

Este medio es altamente nutritivo debido a su contenido de fosfatos, sales de magnesio y sodio, y
la existencia de la coloracion verde de malaquita (oxalato). Los microorganismos que pueden sobrevivir
y multiplicarse en condiciones de alta presion osmotica (a causa de la alta concentracion de cloruro de
magnesio en el medio) y a pH relativamente bajos encuentran un entorno favorable en este medio.
Ademas, la presencia de cloruro de magnesio contrarresta la consecuencia del téxico del verde de
malaquita frente a las salmonellas. La incubacion a una temperatura de 41-42 °C promueve la

selectividad hacia las salmonellas.

3.7.1. Procedimiento

Se disuelven 42,5 gramos del polvo en 1 litro de agua purificada y se deja reposar por 5 minutos y
mezclar hasta que se homogenice. Después se calienta agitando frecuentemente hasta disolucion

total. Distribuir en recipientes adecuados y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 115°C.

3.7.2. Inoculacion
Se siembra en 10 ml de caldo Rappaport con 0.1 ml del caldo de enriquecimiento primario el cual

ha sido incubado por 20-24 horas. Incubar por 26 * 2 horas a 41.5°C en aerobiosis

3.7.3. Incubacién

La incubacion se debe realizar de 24-48 horas a 41-42 °C.

Después de haber incubado incubar, subcultivar en medios selectivos para el crecimiento del

microrganismo que vaya a cultivar (European Pharmacopoeia, 2007).
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3.8. Agar hierro azucar triple

La productividad de este medio es que la pulpa de carne y la pluripeptona aportan suficientes
nutrientes requeridos en el crecimiento bacteriano, la sacarosa, glucosa y lactosa son carbohidratos
fermentables. El tiosulfato de sodio es un sustrato necesario para la produccidon de sulfuro de
hidrégeno, el sulfato de amonio ferroso es una fuente de iones Fe® que se combinan con sulfuro de
hidrégeno para formar sulfuro de hierro negro. El color rojo de fenol es un indicador de pH y el cloruro
de sodio mantiene el equilibrio osmético, la fermentacion de azlcares produce acidos, que son
detectados por el indicador rojo de fenol, que se vuelve amarillo en un ambiente &cido. El tiosulfato de
sodio se minimiza a sulfuro de hidrégeno, que luego cambia con una sal de hierro para producir el

caracteristico sulfuro de hierro negro.

3.8.1. Procedimiento

Se disuelven 62,5 g del polvo en 1 litro de agua depurada y se deja descansar por 5 minutos se

mezcla hasta que se homogenice. Después se calienta agitando frecuentemente hasta disolucion total.

Se distribuye en los tubos y se llena con un volumen que ocupe hasta la tercera parte de estos.

Posteriormente esterilizar mediante el autoclave durante 15 minutos a 121°C.

3.8.2. Inoculacién

La siembra se realiza con aguja para inocular, inocular pinchando el fondo y esparciendo sobre el

ambito de este.

3.8.3. Incubacién

La incubacion se debe realizar en aerobiosis a 33-37°C durante 18 a 24 horas (Murray et al., 1999).

3.9. Verde brillante agar

La productividad de este medio es que la pluripeptona y el extracto de levadura forman una fuente
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de vitaminas, minerales y nitrégeno. La sacarosa y la lactosa son carbohidratos fermentables, el color
rojo de fenol es un medidor de pH que se vuelve amarillo cuando los azlicares fermentables se
acidifican, el cloruro de sodio sostiene el equilibrio osmatico y el color verde brillante actia como un
agente selectivo que previene esencialmente la formacién sobre la flora grampositiva y otros
microorganismos gramnegativos. Tiene un valor excepcional cuando se examinan grandes cantidades

de muestras de alimentos debido a su alta capacidad para distinguir colonias sospechosas.

3.9.1. Procedimiento

Se disuelven 58 g del polvo en 1 litro de agua purificada y se deja descansar por 5 minutos y
remover hasta que se homogenice. Posteriormente se calienta agitando constantemente hasta su
disolucion total. Se distribuye recipientes adecuados. Posteriormente se esteriliza en autoclave durante

al menos 15 minutos a 118-121°C, enfriar y verter en cajas Petri esterilizadas.

3.9.2. Inoculacién

La siembra se lleva a cabo en la superficie por método de estriado un inéculo denso de la muestra

directa o de una dilucién.

3.9.3. Incubacion
La incubacién se debe realizar en aerobiosis a 33-37°C durante 48 horas (Farmacopea Nacional

Argentina & Codex Medicamentarius Argentino, 2003).

3.10. Oxford modificado agar base

La productividad de este medio incluye los nutrientes esenciales para un desarrollo bacteriano
optimo. Listeria spp. durante el desarrollo es diferente porque el producto de hidrdlisis de la esculina

en presencia de iones Fe® realiza un compuesto fendlico negro. La adicién del aditivo selectivo Oxford

Modified Agar Base asegura un crecimiento adecuado y Listeria spp.
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3.10.1. Procedimiento

Se disuelven 26,3 g del polvo en 500 ml de agua depurada y se deja reposar por 5 minutos y mezclar
hasta que se homogenice. Después se calienta agitando frecuentemente hasta disolucién total. Se
distribuye en los recipientes adecuado. Posteriormente esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
121°C, enfriar a 50 °C y agregar asépticamente 2 ml del contenido de un vial Suplemento Selectivo

para Oxford Modificado Agar Base y verter en cajas Petri esterilizadas.

3.10.2. Inoculacién

La siembra se realiza por el método de estriado sobre la superficie del medio de cultivo.

3.10.3. Incubacioén

La incubacion se debe realizar en una atmésfera con 5-10% CO2, a 33-37 °C, entre 24-48 horas

(Curtis et al, 1989).

3.11. Agar de sangre base

La productividad de este medio contiene la infusién de miocardio y peptona le otorga a médium un
alto valor nutricional, lo que permite el crecimiento de una amplia variedad de microorganismos, incluso
demandantes de nutrientes. El cloruro de sodio mantiene el equilibrio osmético y el agar es solido.

La adicién de 5-10% de sangre de carnero desfibrilada estéril promueve el crecimiento de bacterias

gue requieren sus necesidades nutricionales y un control adecuado de la reaccién hemolitica.

3.11.1. Procedimiento

Se disuelven 40 g de polvo en 1L de agua depurada y se deja en reposo por 5 minutos y mezclar

hasta que se homogenice. Después se calienta agitando frecuentemente hasta disolucion total. Se

divide en los recipientes adecuados. Posteriormente esterilizar en autoclave durante 15 minutos a
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121°C durante 20 min. Agregar 5-10 % de la sangre ovina desfibrilada estéril al medio esterilizado,

fundido y enfriado a 45-50 °C y posteriormente homogeneizar.

3.11.2. Inoculacién

La siembra se realiza por el método de estriado sobre la superficie del medio de cultivo.

3.11.3. Incubacioén

La incubaciéon se debe realizar en bacterias con sencillo crecimiento como en aerobiosis, a 33-37

°C durante 48 horas y en bacterias demandantes en sus necesidades nutricionales en atmdsfera con

5 % de CO2, a 33-37 °C durante 24-48 horas (Forbes et al, 1998).
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ANEXO 4.

a) Agar sangre b) Medio TSA y agar sangre c¢) Medio PCA d) Inoculacién en TSA e) Tincién
de bacterias f) Tincidon de bacterias g) Tincion de bacterias h) Tincion de bacterias i) Tincién de
bacterias j) Identificacién de bacterias gram negativa k) Identificacion de bacteria gram positiva
[) Identificacion de bacteria gram negativa

a) Agar sangre para diferenciacion b) Medio TSA y Agar sangre
de Bacerias ,

B

¢) Medio Pc

By 1%

¢

e) Tincién de bacterias f) Tincion de bacterias

g) Tincién de bacterias h) Tincién de bacterias
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