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RESUMEN

El consumo de vegetales contaminados con materia fecal es un problema de salud en todo
el mundo. Los métodos actuales utilizados para investigar la posible presencia de
patégenos, como Salmonella spp. y E. coli O157: H7 en estos alimentos, se basan en la
bisqueda de organismos indicadores de contaminacién fecal (FIBs); sin embargo, éstos
métodos son tardados y no indican el origen de la contaminacién. Se ha reportado que los
microorganismos pertenecientes al orden Bacteroidales se pueden utilizar como indicadores
alternativos para la identificacién y cuantificacién de la fuente de contaminacion, ya que
algunas especies son especificas de huésped debido a secuencias conservadas del gen ARNr
16S en su genoma. El objetivo de este trabajo fue identificar la fuente de contaminacién
fecal mediante el uso de marcadores genéticos de Bacteroidales especificos de huésped y
determinar la asociacion entre estos y los FIBs en lavados de fresas y tomates contaminados
artificialmente con heces humanas y animales. La validacién de los marcadores del gen
ARNr 16S de Bacteroidales especificos de humano, bovino y canino, se realiz6 mediante
PCR. Las muestras de tomate y fresa se contaminaron con heces diluidas con una carga
inicial de Bacteroidales entre 6 y 7 log UFC/100 ul y de 3 a 6 log UFC/100ul de los FIBs
coliformes totales, E. coli y Enterococcus spp. Los FIBs fueron enumerados por cuenta en
placa y el marcador universal AllBac se cuantificé por qPCR, mientras que la fuente de
contaminacion se identificé por PCR punto final. El limite de deteccién de la qPCR fue de
1.35 a 10.35 copias de genes logaritmicas, correspondiente a un limite de cuantificacion de
2 células. No se observo ninguna correlacion entre los niveles de Bacteroidales y los FIBs
en muestras de lavados de tomate y fresa contaminados con heces de humanos y bovinos.
En las muestras de vegetales contaminadas, generalmente los niveles de Bacteroidales
fueron mayores que los indicadores tradicionales; sin embargo, los indicadores
tradicionales mostraron una alta variacion en aquellas muestras contaminadas con bajas
concentraciones de heces (0.1 y 0.01 mg). La deteccién de marcadores especificos de
huésped en las muestras de lavado fue del 100% en casi todos los casos cuando las
muestras estaban contaminadas con concentraciéon de 10 y 1 mg de heces por fruto. Con
base en estos resultados, el uso de Bacteroidales proporciona informacion para identificar la
fuente de contaminacién fecal, y podria ayudar a reducir los riesgos de contaminacién de

los productos frescos.

Xiii



ABSTRACT

Fecal contamination associated with the consumption of vegetables is a health issue
worldwide. Current methods used to investigate the possible presence of pathogens, such as
Salmonella spp. and E. coli O157:H7 in vegetables, are based in searching fecal indicator
organisms; however, these are time-consuming and do not indicate the origin of
contamination. The order Bacteroidales can be used as an alternative indicator and for
tracking the source of contamination, due to host-specific sequences conserved in its
genome. The objective of this study was to identify the source of fecal contamination by
using genetic markers specific for host Bacteroidales and determine the association
between fecal contamination indicators, Bacteroidales and traditional bacteria, in
strawberry and tomato rinsates. Fecal sources from humans and animals were used and
added to tomato and strawberry samples. Validation of oligonucleotides of host-specific
(human, bovine and canine) markers of the 16S rRNA gene of Bacteroidales was performed
using PCR. Tomato and strawberry samples were contaminated with diluted stool with an
initial charge of Bacteroidales (between 6 and 7 log CFU/100 ul) and 3 to 6 log CFU/100
ul of traditional indicators of the various hosts. Traditional indicators (E. coli, total
coliform and Enterococcus) were enumerated and the universal marker AllBac was
quantified by qPCR. Host source was identified by PCR. The limit of detection of PCR was
1.35 to 10.35 logarithmic gene copies, corresponding to an LOQ up to 2 cells. No
correlation between levels of Bacteroidales and traditional bacterial indicators was
observed in samples contaminated with human and bovine faces. In all samples of
contaminated vegetables, levels of Bacteroidales was 2 log CFU higher than traditional
indicators; however, traditional indicators showed high variation and E. coli from bovine
source was not detected in contaminated samples with lower concentrations (0.1 y 0.01
mg). Identification of host specific markers in vegetables samples was 100% in almost all
cases when the samples were contaminated with 10 and 1 mg of feces. Contamination with
dog feces was detected by PCR in 100% in tomatoes even with 0.1 mg of feces, and in 60%
in strawberry. Based on these results, the use of Bacteroidales provides information to
identify the source of fecal contamination, and could help to reduce the risks of

contamination of produce.
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1. INTRODUCCION

La produccién de vegetales en el mundo, se ha incrementado en los dltimos afios debido a
la demanda de estos productos por sus numerosos beneficios para la salud. Este incremento
se ha visto acompafiado del aumento en el nimero de brotes de enfermedades por
microorganismos patégenos. Por normativa ningtin microorganismo patdégeno debe estar
presente en los productos frescos, sin embargo, de manera recurrente la fuente de
contaminacién cominmente asociada a los vegetales, es por materia fecal, la cual puede
ocurrir antes, durante y después de la cosecha del producto. Patégenos bacterianos como
Salmonella spp. y E. coli O157:H7, tienden a ser transmitidos predominantemente por
desechos fecales animales, ya sea directa o indirectamente a través del agua o suelo,

contaminados con las heces.

Los Bacteroidales son bacterias comensales, que se encuentran en el tracto intestinal
humano y de otros mamiferos superiores, las cuales presentan secuencias del gen 16S
ARNTr especificas de huésped. De hecho, son las bacterias que se encuentran en mayor
nimero en el intestino delgado de los humanos, donde se han calculado 10'° células por
cada gramo de heces humanas, en tanto que en otras especies llegan a alcanzar hasta 10"

UFC (Brock, 2014).

El uso de Bacteroidales como microorganismos indicadores de contaminacién fecal ha
funcionado en muestras de agua como una herramienta efectiva para establecer el origen de
la contaminacion y asi poder reducir riesgos potenciales, disefiar estrategias para el control
de los procesos y evitar la proliferacion de microorganismos patdégenos. Por lo que en este
trabajo, simulamos una posible contaminacién fecal en vegetales frescos como tomate y
fresa, donde con la ayuda de anélisis de identificacién molecular de marcadores genéticos,
determinamos el origen de contaminacidn, si era humana o de tipo animal, ademds de que
realizamos un estudio con microorganismos indicadores fecales tradicionales de los
productos frescos para correlacionarlos con miembros del género Bacteroidales y

determinar su importancia como microorganismos indicadores alternativos.



2. ANTECEDENTES

2.1 ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS
Importancia de las enfermedades transmitidas por alimentos

En la actualidad, las cadenas de suministro de alimentos tienen destinos nacionales a veces
lejanos, e incluso atraviesan fronteras, por lo que es necesario garantizar la inocuidad de los
alimentos, dando como resultado un suministro seguro compatible con la economia, el
comercio, la nutricién, y la estimulacién del desarrollo sostenible. Sin embargo, atin se
presentan problemas de salud publica ocasionados por alimentos que contienen bacterias,
virus, pardsitos o sustancias quimicas nocivas que provocan mas de 200 enfermedades, las

cuales van desde una diarrea leve hasta cancer (WHO, 2016).

Segun la OMS, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son el resultado de la
ingestion de alimentos contaminados con microorganismos o sustancias quimicas. La
contaminacion de los alimentos puede ocurrir en cualquier etapa del proceso, desde su
produccion hasta su consumo y puede ser el resultado de la contaminaciéon del medio
ambiente, incluida la contaminacion del agua, el suelo o el aire. Asi mismo, describe que
las ETAs generan sintomas gastrointestinales, sin embargo, tales enfermedades también
pueden terminar en problemas neurolégicos, ginecoldgicos e inmunoldgicos, entre otros
representando una carga economica considerable por discapacidades e incluso la muerte

(WHO, 2014).

De las mas de 250 ETAs que se conocen, tienen diferentes sintomas por lo que no hay un
solo “sindrome” de enfermedad transmitida por alimentos, sin embrago, en la mayoria de
estas enfermedades, el microbio o la toxina entra al cuerpo a través del tacto
gastrointestinal y normalmente causa como primeros sintomas ndusea, vomito, calambres
abdominales y/o diarrea. Cada afio, 1 de cada 6 estadounidenses se enferma por el consumo
de alimentos y bebidas contaminados, y mas de dos millones de personas mueren a causa
de enfermedades diarreicas, muchas de las cuales se adquirieron al ingerir alimentos
contaminados (Global Foodborne Infections Network, CDC 2011). Lamentablemente, los

sistemas de vigilancia tradicionales solo capturan una pequeiia fraccién del estimado de 48



millones de casos reales de enfermedades transmitidas por alimentos al afio, tan solo en los

Estados Unidos (Nsoesie et al, 2014).

Actualmente, las infecciones mds comunes son las causadas por bacterias y virus como
Campylobacter, el cual es un patégeno causante de enfermedades diarreicas en todo el
mundo y vive en el intestino de aves de consumo humano; Clostridium perfringens que es
una bacteria que se encuentra en el ambiente y en el intestino humano y de algunos
animales como aves, algunas de sus cepas producen una toxina que es la causante de
enfermedad y se transmite por comidas mal cocinadas; Norovirus o virus tipo Norwalk,
causa enfermedades gastrointestinales agudas con vomito y diarrea, es contaminante de
agua, y se transmite principalmente por los trabajadores que preparan los alimentos; y
Salmonella, que es una bacteria que se encuentra en el intestino de aves, reptiles y
mamiferos, por lo que se puede propagar a los humanos mediante una gran variedad de

alimentos de origen animal (CDC, 2011).

En el ano 2013, en México se registraron poco mas de 5 millones de casos de infecciones
intestinales en menores de 9 afios, y en el 2014 se reporté un incremento en el nimero de
casos de Enfermedades Diarreicas Agudas (EDA) en menores de 5 afios, siendo Baja
California sur y Sonora las entidades federativas mas afectadas (DGE, 2014). Un estudio
gubernamental realizado en 2003, reportd 4,556 decesos causados por infecciones
intestinales y en 2001, la Secretaria de Salud (SSA) informé que las enfermedades
gastrointestinales, ocasionadas por bacterias o parasitos, ocupaban la decimocuarta causa de
fallecimientos a nivel nacional, siendo los estados con mayor incidencia Chiapas, Oaxaca,
Guanajuato, Veracruz, Puebla y la Ciudad de México. Tan solo en el 2008, el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) brindé 2,000,188 consultas por enfermedades
gastrointestinales y los estados con mayor incidencia de estas infecciones fueron
Chihuahua, Coahuila, Jalisco, Michoacan, Guerrero y Oaxaca. De acuerdo con estadisticas
del IMSS, las infecciones, como salmonelosis, tifoidea, cOlera y gastroenteritis por
rotavirosis representaron un severo problema de salud publica para nuestro pais (Hernandez
Cortez et al, 2011). En Nuevo Ledn, en el afio 2014, se registraron 4,056 nuevos casos de
intoxicacion alimentaria bacteriana, segin la Direcciéon General de Epidemiologia (DGE)

de la Secretaria de Salud, siendo uno de los 3 estados con mayor incidencia, entre los que



se encontraron también Coahuila con 2,872 casos y Baja California con 2,823 nuevos casos

(DGE, 2013).

El impacto econémico de las ETAs en paises ricos como los Estados Unidos, ademas de la
pérdida de vidas, asciende a altos costos por hospitalizaciones, honorarios a abogados,
investigacion en salud publica, salarios bajos y la pérdida de confianza en el consumidor, lo
cual produce pérdidas desde 20 hasta 43 mil millones de ddlares por afo, siendo los
principales patdégenos causantes E. coli O157:H7 y E. coli no O157:H7 productor de Shiga
toxina, Listeria monocytogenes y la salmonelosis humana (Wesley, 2009). La reduccién de
estas enfermedades tan solo en un 10%, mantendria 5 millones de americanos libres de
enfermarse por afo, incluso se ha estimado que solo previniendo los casos notificados de E.

coli 0157, se ahorraria un estimado de $ 7 millones de ddlares (CDC, 2014; FDA, 2014).

Produccion y consumo de vegetales

La produccién de productos frescos se estd incrementado en el mundo cada afio, debido a la
demanda de estos productos por sus numerosos beneficios hacia la salud, los cuales

incluyen la mejoria nutricional y la reduccion de riesgos de enfermedades.

Meéxico es uno de los principales paises en la producciéon y exportacion de vegetales,
principalmente hortalizas. Segin la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), para el afio 2012, México ocupaba el décimo lugar
en la produccién de tomate, consoliddndose como el principal pais exportador de este fruto
a nivel mundial para el afio 2015 con una produccién anual de 2.8 millones de toneladas,
segin la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), el que el Estado de San Luis Potosi ocupa el segundo lugar en produccion
después del Estado de Sinaloa (FAO, 2012 y SAGARPA 2015).

En cuento a la fresa, México ocupa el 3er lugar entre los principales paises productores de
esta fruta, con una cosecha anual de 379,464 toneladas tan solo en el afio 2014, estando por
debajo de Estados Unidos y China, mientras que SAGRAPA report6 en el afio agricola
2014 una produccién de 458, 971 toneladas (FAO, 2015, SAGARPA 2015).



Enfermedades transmitidas por vegetales

Este incremento en el consumo de vegetales frescos se ha visto acompanado por el aumento
del nimero de brotes de enfermedades transmitidas por este tipo de alimentos a nivel
mundial. Basados en los andlisis de datos del Sistema de Vigilancia de brotes por
transmision de alimentos de los Estados Unidos, estos se han incrementado, hasta alcanzar
16 brotes por afio en los noventas. La proporcién de los brotes de ETAs ligadas a la
contaminacion de vegetales en las tltimas dos décadas, se ha incrementado casi 10 veces
(de 0.7% a mediados de 1970s a 6% a mediados de 1990s). De 1990 al 2004, los vegetales
fueron relacionados a 19.3% de los brotes de ATAs y al 33.8% de los casos (Lebn et al,
2009).

Los productos frescos se han incrementado como vehiculos de transmision de
enfermedades entéricas y como regularmente no hay un paso final de calentamiento
importante antes de ser ingeridos, los consumidores son vulnerables aun con dosis bajas del
patogeno. Esto también es debido a que su control es limitado ya que hay muchas etapas en
la produccién en donde los patégenos pueden entrar en la cadena alimentaria. Un ejemplo
de esto son los brotes de Salmonella debido a melones contaminados que se han producido
por décadas y que en el 2011 estuvieron implicados en dos brotes multiestados en los
Estados Unidos (melones Del Monte con 20 enfermos en 10 estados y productos de Jensen

Farms afectando a 139 personas en 28 estados, Tood, 2013).

Otros brotes multiestado de gran importancia que se presentaron en Estados Unidos fueron
uno donde 202 personas enfermaron de gravedad por E. coli O157:H7 presente en
espinacas empaquetadas en bolsas en el 2006; otro en donde 1438 personas se
contaminaron por Salmonella presente en tomate y chile en el 2008; y 106 personas
enfermaron también por Salmonella al ingerir papaya importada de México en 2011 (Tood,

2013).

Como medida preventiva, y con el fin de mejorar la inocuidad en el suministro de
produccion de vegetales tanto para consumo como para exportacion, en nuestro pais entrd
en vigor la Ley Federal de Sanidad Vegetal en 1993, la cual tiene como finalidad promover
y vigilar la observancia de las disposiciones fitosanitarias; diagnosticar y prevenir la

diseminacién e introduccién de plagas de los vegetales, sus productos y subproductos;

5



establecer medidas fitosanitarias; y regular la efectividad bioldgica, aplicacion, uso y
manejo de insumos, asi como el desarrollo y prestacion de actividades y servicios

fitosanitarios (FAOLEX, 2015).

Fuente de contaminacion de vegetales

Muiltiples fuentes en el camino de la “granja a la mesa” pueden causar la contaminacion de
los vegetales, los cuales estdn divididos en pre-cosecha, cosecha y post-cosecha, en donde
el producto puede ser contaminado con algin patégeno humano que pueda persistir y tal
vez crecer. Dependiendo de los factores del huésped, la virulencia del patogeno y la dosis,
el consumo de vegetales puede resultar en una enfermedad o incluso la muerte (Ledn et al,

2009).

Pre-cosecha: Es considerada la fase mas temprana en la que los vegetales se pueden
contaminar, esta fase incluye la siembra, el crecimiento, irrigacion y tratamientos asociados
con la produccién de la planta. La importancia de la contaminacién durante el crecimiento
y la cosecha no estd bien caracterizada debido a que una vez que ocurre el brote,
normalmente es dificil determinar la fuente especifica de contaminacién pre-cosecha (Ledn

et al, 2009).

Sin embargo, en la mayoria de la produccion de los vegetales frondosos en los EEUU que
se han implicado en brotes se ha vista involucrada el agua de riego potable como fuente de

contaminacién (Mandrell, 2009).

Cosecha: Es la etapa en la que los vegetales pueden ser contaminados por el humano o por
maquinas recolectoras. Las fuentes de contaminacién en esta etapa difieren algunas veces
con las que ocurren durante la pre-cosecha. Ademads, el tipo de contaminacién que ocurre
durante la post-cosecha también se ve afectado por el empacado en el campo para su
inmediata distribucién, o cuando el producto es sometido a un lavado y posteriormente
empacado en la planta procesadora. Algunos problemas higiénicos de los trabajadores del
campo incluyen manos contaminadas, falta de higiene como el lavado de manos, ropa y

cabello sucios, heridas abiertas e infectadas, llagas, etc. Inclusive, los trabajadores enfermos



(por ejemplo de gastroenteritis o hepatitis), en su estado de portadores asintométicos,

pueden contaminar los productos vegetales durante esta etapa (Ledn et al, 2009).

Post-cosecha: Normalmente en esta etapa, la contaminaciéon se desarrolla en los
departamentos de empacado, para posteriormente distribuir los productos vegetales, por lo

que también se pueden contaminar durante el transporte (Ledn et al, 2009).

Particularmente, los grupos de los productos vegetales que parecen causar la vasta mayoria
de los brotes asociados a productos frescos incluyen los vegetales de hojas verdes, tomate,
meldn y hierbas frescas. Muchas de estas enfermedades son entéricas y de origen fecal
(Ravaliya et al, 2014). Por lo que la determinacién de la fuente de contaminacion fecal es
un problema critico en la produccion de vegetales frescos. Una necesidad particular es la
habilidad de diferenciar la contaminacién fecal microbiana que resulta de las evacuaciones
animales contra la que proviene de una fuente humana. El uso de bacterias fecales para
determinar la fuente de la contaminacion fecal estd basado en el supuesto de que ciertas
cepas de bacterias fecales estdn asociadas con animales huésped-especificos y que estas
cepas pueden ser diferenciadas en base a marcadores genotipicos o fenotipicos (Layton et

al, 2000).

2.2 BACTERIAS INDICADORAS DE CONTAMINACION FECAL

Muchos de los productos frescos (frutas y vegetales), se contaminan con patégenos por el
contacto con heces humanas y animales. Por ejemplo, Salmonella spp. y E. coli O157:H7
(y otras E. coli patégenas) tienden a ser transmitidas predominantemente por desperdicios
fecales animales, mediante agua y suelos contaminados directa o indirectamente. La fuente
de contaminacién con virus entéricos humanos (como el virus de la hepatitis A y los
norovirus) y Shigella spp., es el contacto con materia fecal humana con las manos del

humano o directamente con el agua y suelo contaminados (Le6n et al, 2009).



Microflora normal de los productos frescos

En general, las especies bacterianas Pseudomonas fluorescens, Erwinia herbicola, y
Enterobacter agglomerans, son los principales componentes de la flora de la mayoria de las
frutas y vegetales; aunque también se puede encontrar Leuconostoc spp., Lactobacillus
spp., P. fluorescens pectinolectica, Xanthomonas spp., Cytophaga spp. y Flavobacterium
spp. Estas bacterias se encuentran normalmente en estos productos y no son patégenos para
el humano. La interaccién entre la microflora de frutas y vegetales con microorganismos
patégenos, no estd bien estudiada y pueda ser que la flora normal inhiba o promueva el
crecimiento de ciertos patogenos (Ledn et al, 2009). Numerosos estudios han demostrado la
relacion entre las bacterias indicadoras de contaminacién fecal (FIB) y patégenos causantes
de enfermedades transmitidas por agua y alimentos. Sin embargo, también es bien sabido
que los animales pueden expulsar estos indicadores sin el acompafiamiento de patdégenos
para humanos, por lo que hay cierto grado de incertidumbre respecto a la calidad del agua y

productos frescos contaminados, asociados a una fuente (Colford et al, 2007).

Algunos de los organismos indicadores de contaminacion fecal que se utilizan actualmente
incluyen bacterias coliformes totales, coliformes fecales, E. coli, y Enterococcus spp. Los
colifagos han sido propuestos como indicadores alternativos de contaminacién con

patogenos virales, pero aun no son tan usados (Leodn et al, 2009).
Coliformes totales

No son los mejores organismos para usarlos como indicadores de contaminacién fecal en
vegetales ya que pueden estar presentes en gran nimero en el suelo (Leén et al, 2009). Son
bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, pueden
fermentar la lactosa gracias a la actividad de la enzima B-galactosidasa a una temperatura

de 35°C junto la produccién de gas en un lapso de 48 h (Ashbolt et al, 2001).
Coliformes fecales

Estdn asociados con el tracto intestinal de animales de sangre caliente, incluyendo a los
humanos (Ledén er al, 2009). Son Gram negativos capaces de fermentar la lactosa con
produccion de gas en un periodo de 48 h a una temperatura de incubacion de 44.5 + 0.1°C.

Estan también definidos como coliformes termotolerantes (Ashbolt et al, 2001).



Escherichia coli

Es un miembro del grupo de los coliformes fecales, se encuentra exclusivamente en el
tracto intestinal de animales y humanos, y es uno de los organismos indicadores mds
usados. La presencia de E. coli en vegetales es un indicador potencial de muchos otros
patégenos entéricos. Sin embargo, la medicion de E. coli contribuye poco al conocimiento
de la fuente de contaminacién debido a su presencia en heces animales y humanas, la
persistencia y el crecimiento en el ambiente (Ledn, 2009; Ravaliya et al, 2013). Pertenece a
la familia Enterobacteriaceae, son Gram negativos, no esporulados y anaerobios
facultativos que producen indol a partir de triptéfano. Presenta caracteristicas bioquimicas
que permiten diferenciarle de otros coliformes al ser positivo para la prueba de indol

(Ashbolt et al, 2001).
Enterococcus spp.

Algunas especies del género Enterococcus, se encuentran casi exclusivamente en el tracto
intestinal de humanos y animales, mientras que otras especies generalmente estdn presentes
como contaminantes ambientales del suelo, agua y vegetaciéon. Son Gram positivos, crecen
en medio selectivo y diferencial como el agar bilis esculina en donde se pueden identificar
a miembros de los géneros Enterococcus y Streptococcus que poseen el antigeno D de

Lancefield, y son catalasa negativa (Ledn et al, 2009; Ashbolt et al, 2001).

2.3 USO DE Bacteroidales COMO INDICADORES DE CONTAMINACION FECAL

Los Bacteroidales son un grupo de bacterias medioambientales y comensales que
pertenecen al filo Bacteroidetes y constituyen el dnico orden de la clase Bacteroidia. Las
especies del genero Bacteroides son bacterias Gram-negativas con forma de bacilo, son
anaerobias, no forman endosporas y pueden ser moviles o inmdviles, dependiendo de la
especie. El ADN tiene un contenido GC del 40-48%. Inusualmente en las bacterias, las
membranas de Bacteroides contienen esfingolipidos. También contienen &cido
mesodiaminopimélico en su capa de peptidoglicano. Constituyen el principal componente
de la microbiota gastrointestinal, vaginal y bucal en los mamiferos. En el intestino del

huésped juegan un papel importante en el procesamiento de las moléculas complejas en


http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
http://es.wikipedia.org/wiki/Bacteroidetes
http://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)

otras mds simples. Se han encontrado concentraciones altas de estas células por gramo de
heces humanas. Pueden también crecer en azicares simples cuando estdn disponibles, pero

su principal fuente de energia son los polisacéridos de origen vegetal (Brock, 2009).

Las bacterias comprenden una tercera parte del peso total de materia fecal, y de estos, los
Bacteroides representan un 30 a 40% del total de bacterias fecales, lo que corresponde a un
10% de la masa total de las heces; por lo tanto, los miembros del orden Bacteroides
proveen un objetivo abundante para la identificacién de contaminacién fecal (Layton et al,
2006). Mientras que los indicadores fecales tradicionales como los coliformes totales, E.
coli y enterococos intestinales, proveen una indicaciéon de contaminacion fecal general,
ensayos de Bacteroidales especificos de humano y rumiante, pueden ser usados como
rastreo de fuente microbiana. Estos ensayos involucran marcadores genéticos especificos,
de manera que pueden identificar la materia fecal del huésped en particular de humanos y

animales de ganado (Sokolova et al, 2012).

Los miembros del orden Bacteroidales, son los indicadores alternativos mas prometedores,
ya que son considerados los més apropiados debido a que estdn limitados a animales de
sangre caliente, son componentes dominantes de la microflora intestinal y no proliferan en

el ambiente (Ravaliya et al, 2013).

La ventaja de usar genes marcadores de Bacteroidales como método de rastreo de fuente
microbiana (MST), sobre otros métodos, incluyen la deteccién directa de secuencias, no
requiere de cultivo prolongado o de mantenimiento, son abundantes en agua contaminada y
materia fecal, los marcadores son especificos de huésped y la deteccion puede ser asociada
con contaminaciéon resiente, y, por ultimo, estos marcadores estdn conservados

geograficamente (Lee et al, 2010).

2.4 RASTREO DE FUENTE MICROBIANA (MST)

El rastreo de fuente microbiana (MST, por sus siglas en inglés) es una herramienta que
tiene como objetivo determinar el origen de la contaminacién fecal y los patégenos que
puedan estar afectando el agua y la agricultura. Se basa en el supuesto de que haciendo uso

de métodos apropiados con bacterias especificas, las fuentes de los microorganismos
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pueden ser encontradas y caracterizadas como de origen animal o humano. La mayoria de
estos métodos se enfocan en los perfiles de huellas de bacterias fecales como E. coli, sin
embargo, también puede hacer uso de algunos protozoos, virus y marcadores quimicos
como la cafeina. Estos métodos se dividen en dos grupos; aquellos basados en métodos
moleculares y los basados en los métodos bioquimicos. Aunque los métodos tradicionales
incluyen cultivo y cuantificaciéon de bacterias indicadoras fecales (coliformes fecales, E.
coli y Enterococcus spp.), actualmente hay un aumento en el interés de los métodos
moleculares, no solo para la deteccién, sino también para la identificacion de la fuente de la
contaminacion fecal, entre estos se encuentran los perfiles de ADN, usando la genémica o
genes filogenéticos especificos de bacterias fecales, como la secuencia 16S ARNr (Simpson

et al, 2002).

Los indicadores tradicionales como los coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF),
tienen numerosas limitaciones asociadas con su aplicacion como rastreo de fuente
microbiana e incluye la habilidad para proliferar después de ser liberados en agua, su
sensibilidad a los procesos de desinfeccion, su inhabilidad para identificar la fuente de
contaminacion fecal y los bajos niveles de correlacion con la presencia de patdgenos

(Savichtcheva et al, 2007).

El método de PCR para Bacteroidales especificos de huésped, ofrece una via ripida de
diagnostico, generalmente en agua. Sin embargo, los marcadores Bacteroidales seran
detectados cuando los patogenos estén presentes, ya que ambos son excretados en la
descarga fecal, de manera que se pueda hacer la correlacién, por ejemplo, de humano,
rumiante o cerdo, con patégenos fecales como E. coli O157:H7, Salmonella spp. y
Campylobacter. Se han detectado altas concentraciones de Salmonella cuando estan
presentes marcadores de rumiantes, y Campylobacter spp. cuando estdn presentes

marcadores humanos (Walters et al, 2007).

Los miembros del genero Bacteroidales han sido sugeridos como indicadores fecales
alternativos de E. coli o coliformes fecales, debido a que estdn presentes en gran cantidad
en la poblacién bacteriana fecal, tienen poco potencial de crecimiento en el ambiente y
tienen un alto grado de especificidad de huésped. El enfoque de usar Bacteroidales spp.

como indicadores de fuentes de contaminacion de tipos de huéspedes animales, difiere de la
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bisqueda de E. coli (indicador tradicional mds usado) en dos maneras significativas:
primero, no se hacen cultivos de aislamiento de especies de Bacteroidales ya que solo se
examina la poblacién total de Bacteroidales en muestras fecales; y segundo, que las
metodologias basadas en Bacteroidales estdn disefladas para secuencias especificas dentro
del gen ARNr 16S de Bacteroidales, presentes en las heces de diferentes animales (Layton

et al, 20006)
ADN ribosomal 16S

Siendo que los perfiles genotipicos pueden ser mds estables que los fenotipicos y, en teoria,
son capaces de discriminar entre las diferentes fuentes animales, las técnicas de huellas
dactilares basadas en ADN han recibido una creciente atenciéon como herramientas
potenciales para el seguimiento de fuentes de contaminacién fecal (Simpson et al, 2002).
Desde que se conoce que las especies de Bacteroidales son altamente especificas de
huésped, es posible identificar la fuente de contaminacion fecal y asociarla con patdgenos

por rastreo de sus marcadores genéticos ADNr 16S (Savichtcheva et al, 2007).

El ADN ribosomal 16S es la molécula més utilizada en los estudios de filogenia y
taxonomia bacteriana. Es por esto que se han utilizado para establecer relaciones
filogenéticas, clasificacion e identificacion bacteriana. Entre las caracteristicas que
permiten al ADNr 16S ser utilizado para el andlisis taxondmico de las especies de
microorganismos se incluyen que es una secuencia altamente conservada y se encuentra de
manera universal en todas las bacterias, su estructura y su funcién han permanecido
constantes durante un tiempo prolongado, los cambios ocurren de manera lenta pero
permite la suficiente variabilidad para diferenciar organismos alejados y proximos y su
tamafio es de 1500 pb (Rodicio y Mendoza, 2004). El gen ADNr 16S se compone de 9
regiones hipervariables, donde las secuencias divergen a través del tiempo. Las regiones
altamente conservadas, flanquean estas regiones hipervariables, por ello la importancia de
disefiar oligonucledtidos que puedan unirse a las regiones conservadas y amplificar las
regiones hipervariables (Wu et al., 2010). No se requiere de una amplificacion completa del
ADNr 16S para la identificaciéon de bacterias especificas (Rodicio y Mendoza, 2004;

Chakravorty et al, 2007). En estas secuencias existen secciones altamente conservadas entre
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las especies, lo que puede dar paso a crear oligonucledtidos universales para su

amplificacion (Chakravorty et al, 2007).

Los ensayos por PCR han permitido diferenciar genotipos que son especificos del huésped
animal sin importar la localizacién geogréfica. El disefio de oligonucleétidos que puedan
amplificar genes de ARNr 16S de Bacteroidales ha permitido diferenciar a Bacteroidales de
origen humano y de ganado, asi como de origen de cerdos y equinos. Las técnicas por PCR
tiempo real ha demostrado ser una técnica para identificar y cuantificar bacterias en

alimentos, agua y muestras fecales y de tejidos (Layton et al, 2006).

Andlisis de regresion logistica, revelan que los marcadores ARNr 16S totales y humano-
especificos de Bacteroidales, predicen valores de presencia de E. coli O157, Salmonella y
E. coli enterotoxigénica (ETEC). Estas bacterias patdgenas se vuelven significativamente
altas cuando las concentraciones de marcadores totales y especificos ARNr 16S de

Bacteroidales, exceden 10°y 10* copias/100 ml (Savichtcheva et al, 2007).
Enfoque de los métodos de deteccion contemporaneos

Dependiendo del tiempo que requieren los estudios desde la colecta de la muestra hasta
tener el resultado final, los métodos de deteccion se agrupan en: métodos en base a cultivo
(3-14 dias de duracion), métodos rapidos (24-48 h), ultra rdpidos (8 h o menos) y métodos
de tiempo real (de segundos a minutos). El enfoque de los métodos de estudio ultra rapidos
es similar a los métodos de 24 a 48 h, pero incorpora el método de PCR cuantitativa en
tiempo real o el método de biosensor que tienen un limite de deteccion de 10% a 10* UFC,
por lo que no se necesita de cultivo enriquecido prolongado. Los ensayos de PCR son
altamente sensibles, requieren un minimo de 50 a 10> UFC para un resultado positivo,
aunque es posible que falle debido a los inhibidores presentes en muestras de alimentos

(Bhunia, 2013).
PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método que se realiza en tubos de
ensayo para amplificar una secuencia seleccionada de ADN o ARN, si previamente se
sintetiza su ADN complementario, y permite sintetizar millones de copias de esta secuencia

de nucledtidos en unas cuantas horas. El método puede usarse para cualquier fuente;
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bacterias, virus, plantas o animales. Sin embargo, es un requisito imprescindible que se
conozca la secuencia de una parte de la region de ADN o ARN que se quiera amplificar

(Herrédez, 2012; Champe et al 2006).

El principio del método se basa primeramente en la desnaturalizacion del DNA para dar
moléculas monocatenarias y posteriormente hibridarlas con oligonucleétidos, por lo que se
debe conocer parte de la secuencia, por ultimo, se lleva a cabo la replicacion de la molécula
monocatenaria mediante una ADN polimerasa que emplea el oligonucleétido anterior como

cebador de las nuevas cadenas a amplificar (Herrdez, 2012).

La especificidad de la PCR es muy elevada ya que estd determinada especialmente por la
secuencia de los dos cebadores utilizados y por las condiciones de hibridacion. Se puede
determinar la especificidad, analizando en electroforesis el producto de la PCR, la cual se
ve como la aparicién de una banda tnica para el fragmento especifico. La PCR tiene una
sensibilidad muy alta, tanto que puede detectar una tunica molécula de ADN en casi
cualquier tipo de muestra, sin embargo, esta caracteristica supone también un elevado
riesgo de contaminacién por moléculas de origen ajeno a la muestra. Se han sugerido
numerosas modificaciones derivadas del método bdésico inicial, con el propdsito de mejorar
el rendimiento o la especificidad, adaptarse a muestras particulares, amplificar moléculas
de ARN en lugar de ADN, etc., entre las que se encuentra la PCR en tiempo real (Herrdez,

2012).
PCR en tiempo real

La PCR en su disefio original, es una técnica de punto final, es decir, analiza el producto
obtenido tras finalizar la reaccion (Herrdaez, 2012). Debido a la necesidad de tener un
ensayo medible, se ha desarrollado la técnica de PCR cuantitativa (qQPCR) o PCR en tiempo
real que mide la velocidad a la que se va amplificando el ADN. En concreto, se observa la
fase en la que la reacciéon es aun exponencial por tanto mantiene la proporcionalidad
respecto a la cantidad inicial de ADN, y se cuantifica el nimero de ciclos que han sido
necesarios para alcanzar una cantidad prefijada de ADN producto. La cuantificacion
depende de un compuesto que se une al ADN bicatenario, producto de la reaccién de
amplificacion. Habitualmente se utilizan fluorocromos (intercambiantes o ligandos en el

surco menor del ADN) que se unen muy preferentemente en la cadena bicatenaria e
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incrementan de forma notable su fluorescencia. De forma automatizada, practicamente en
continuo, se mide la intensidad de fluorescencia en cada muestra al finalizar cada ciclo de

amplificacion, como indice del nimero de copias conseguidas (Herrdez, 2012).

Una desventaja de esta técnica, es que no es demasiado selectiva, pues es independiente de
la secuencia del ADN y no permite diferenciar si ese DNA bicatenario corresponde
efectivamente a la amplificacion selectiva del ADN diana (Herrdez, 2012; Ashbolt et al,

2001).
PCR en tiempo real para Bacteroidales

Los ensayos moleculares para Bacteroidales han sido disefiados para identificar regiones
altamente conservadas del gen del ARNr 16S, haciendo que las regiones variables sean
representativas de un huésped especifico. Se han disefiado oligonucledtidos para los genes
ARNr 16S de Bacteroidales para diferenciar entre humano y animales rumiantes, y mds

recientemente para identificar los genes de cerdo y de equinos.

Ensayos realizados para determinar el origen de la contaminacién fecal en muestras de
cuencas de agua utilizando PCR en tiempo real disefiados para genes de Bacteroidales de
bovinos (BoBac) y humano (HuBac), probados en heces de humanos, bovinos, cerdos,
caninos y equinos, demostraron que el marcador BoBac fue especifico e identificable para
muestras fecales de bovinos con un 100% de positivos verdaderos y un 0% de falsos
positivos; mientras que la identificacion del marcador HuBac tuvo un 100% de positivos

verdaderos, pero un 32% de falsos positivos (Layton et al, 20006).

En base a estas nuevas tecnologias y a que las bacterias indicadoras tradicionales de
contaminacion fecal como E. coli presentan un alto grado de diversidad genética no
atribuible a la fuente animal especifica de huésped, es por lo que el siguiente trabajo estara
dedicado al estudio de la validaciéon de secuencias genética conservadas o marcadores,
presentes en el gen 16S ADNr de Bacteroidales en muestras de heces de animales de
diferentes especies de humanos y combinaciéon de todos ellos, simulando una
contaminacion en vegetales a nivel de laboratorio, para posteriormente identificar la fuente

de la que provienen.
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2.5 TOMATE

El tomate (Lycopersicum esculentum) es, en sentido estricto, una fruta, pues nace de una
flor y tiene semillas de las cuales nacerd otro arbusto. Ya sea que le llamemos tomate o
jitomate, dependiendo de la regiéon de México en la que se encuentra, constituye uno de los
ingredientes mds utilizados en la cocina de nuestro pais y de una buena parte del mundo. Se
utiliza sobre todo en ensaladas, platillos y jugo fresco. La industria de la alimentacién lo
prepara de muchas maneras: desde jugos, purés, conservas de tomates enteros y pelados,
fritos, hasta como ingredientes de diversas salsas picantes, dulces, mermeladas, esencia
para la elaboracién de alimentos, saborizantes y mds productos. En otras palabras, el

jitomate estd presente en muchas de las cosas que comemos.

El jitomate es una fruta de forma generalmente redondeada y achatada, excepto algunas
variedades de fruto alargado, como el saladette. Aunque son de diferentes tamaios, por lo
general es un fruto grande. A veces no es completamente liso, sino que presenta gajos algo
profundos. Al madurar adquiere un color rojo en la céascara y en la pulpa, que es un tanto
gelatinosa y dividida en 16culos con semillas. El color del jitomate, verde al principio y rojo
cuando madura, se debe a una sustitucién de clorofila por carotenos. Las variedades més
conocidas son saladette, bola y cherry. Es una planta muy versétil que crece bien en casi
todos los climas y terrenos. Una tierra rica en nutrientes y en especial el estiércol bien
descompuesto favorecen que los frutos sean mdas gruesos, y por tanto, mas solicitados.

(SAGARPA-SIAP, 2014)

2.6 FRESA

La fresa (Fragaria vesca) es un fruto nativo de las regiones templadas del planeta. Se cultiva
en grandes cantidades tanto con fines comerciales como por parte de horticultores
aficionados. Son también un importante insumo para la industria alimenticia. Se emplean
sobre todo en la pasteleria para hacer pasteles, mousses, suflés, asi como en confiteria. Con
las fresas también se elaboran mermeladas y jaleas. Ademds, se les atribuyen grandes

propiedades curativas y antioxidantes.
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La planta de la fresa es una hierba perenne, es decir, vive mds de un afo. Sus raices son
fasciculadas; se componen de raices y raicillas. En condiciones Optimas, la planta puede
alcanzar entre dos y tres metros de longitud, aunque lo normal es que no sobrepasen los
cuarenta centimetros; aun en estos casos, la mayor parte de la planta se encuentra en los
primeros 25 centimetros. Las flores son blancas y se organizan en cimas. Tienen céliz de
cinco piezas hendidas, cinco pétalos redondeados y numerosos estambres y pistilos. El fruto
es el resultado de la agregacion de muchos carpelos secos diminutos sobre un receptaculo
pulposo de color rojo escarlata. La fresa es la tinica fruta que tiene las semillas en la piel,

por lo que su superficie es algo irregular.

Las fresas deben sembrarse a una profundidad tal que el cuello de la raiz quede a nivel del
suelo, de manera que no queden raices expuestas. La fruta se recolecta manualmente, cada
tres dias, ya que es altamente perecedera. Una fresa cosechada en plena maduracion se
deteriora casi por completo en s6lo ocho horas, a temperatura ambiente. Cuando empieza la
recoleccion se van separando de acuerdo a su calidad y se empacan en el mismo sitio. Mds

tarde vendrd el proceso de transporte y almacenamiento (SAGARPA-SIAP, 2014).
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3. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La incidencia de las enfermedades transmitidas por los alimentos asociados con vegetales
frescos ha ido en aumento durante las dltimas décadas acompafiada de grandes pérdidas
financieras en el campo. La mayoria de los brotes normalmente son causados por bacterias
provenientes de contaminacién fecal, por lo que la preocupacién de tener alimentos mas
seguros ha llevado al desarrollo de técnicas que puedan establecer la fuente principal de
contaminacion en estos alimentos, ya que son facil de contaminar antes, durante y después
de su cosecha, hasta que llegan al plato para ser ingeridos. Algunos de los organismos
indicadores de contaminacién mds utilizados actualmente para asegurar la inocuidad de los
vegetales frescos incluyen bacterias coliformes fecales, E. coli, y Enterococcus spp. Sin
embargo, entre los indicadores mas prometedores se encuentran los miembros del orden
Bacteroidales, los cuales son considerados como los mas apropiados debido a que estidn
limitados a animales de sangre caliente, son los componentes dominantes de la microflora

intestinal en humanos y animales, y no tienen la habilidad de proliferar en el ambiente.

Los métodos convencionales como el cultivo enriquecido, medios selectivos y
confirmacion, para la deteccion de patdgenos transmitidos por alimentos, suelen ser algo
tardado y no muy especificos, por lo que se ha optado por utilizar métodos mds eficientes
como la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) que remplaza estos tres pasos en uno
solo, siendo incluso éste un método con mayor sensibilidad y especificidad. El andlisis de
Bacteroidales es de los mds utilizados para la deteccion e identificacion de la fuente de
contaminacion fecal en agua, mientras que en alimentos como los vegetales frescos, es muy
escaso, por lo que la justificacion del proyecto se centra en proponer el uso de
microorganismos del género Bacteroidales como indicadores alternativos para el rastreo de
la fuente de contaminacién fecal en vegetales, mediante técnicas moleculares que puedan
dar no solo la deteccion, sino la cuantificacion de estos organismos para hacer una
correlacién con la presencia y cantidad de indicadores tradicionales presentes en estos
alimentos. De esta manera, podremos mejorar el control higiénico y asi atacar de raiz el
problema de contaminacién, repercutiendo esto en la salud humana y en la economia

alimentaria.
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4. HIPOTESIS

El uso de marcadores genéticos de Bacteroidales especificos de humano, perro y vaca,
permiten el rastreo e identificaciéon de la fuente de contaminacién fecal en lavados de

tomate y fresa.
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5. OBJETIVO GENERAL

Demostrar el uso de marcadores genéticos de Bacteroidales especificos de humano, perro y
vaca, para el rastreo e identificacién de la fuente de contaminacién fecal y compararlo con

las bacterias tradicionales indicadoras de contaminacion fecal, en lavados de tomate y fresa.
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2)

3)

4)

5)

6. OBJETIVOS PARTICULARES

Validar oligonucleétidos para marcadores especificos de Bacteroidales en heces

de humano, vaca, perro, cerdo y ave mediante PCR punto final.

Construir una curva de cuantificacion del marcador universal AllBac de una
cepa E. coli transformada con un pldsmido del gen ARNr 16S mediante PCR

tiempo real.

Disefiar protocolos de descontaminacion y contaminacion fecal para tomate y
fresa; y determinar el limite de deteccion de células Bacteroidales en lavados de

tomate y fresa, en base a la cuantificacion del marcador universal AllBac.

Enumerar indicadores tradicionales (E. coli, Enterococcus spp. y coliformes
totales) mediante técnicas microbioldgicas, cuantificar el marcador AllBac para
Bacteroidales mediante qPCR e identificar los marcadores especificos de
huésped en lavados de tomate y fresa contaminados artificialmente con heces de

humano, perro y vaca.

Realizar un andlisis de correlacion entre presencia de Bacteroidales con

indicadores bacterianos tradicionales con contaminacion fecal
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7. MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se realizé la cuantificacion del marcador genético universal Allbac para
Bacteroidales spp. mediante qPCR, la identificacion de los marcadores de Bacteroidales
especificos de huésped y la enumeracién de E. coli, coliformes totales y Enterococcus spp.,
en lavado de tomate y fresa contaminados artificialmente con heces de animales en el

laboratorio.
Obtencion de las muestras

Las muestras de tomate y fresa fueron obtenidas de supermercados del drea metropolitana
de Monterrey, Nuevo Ledn. Se seleccionaron los vegetales que no tuvieran dafio visible
como cortaduras o que presentaran zonas con hongos o putrefaccion, estas fueron
transportadas en refrigeracion y se analizaron durante las siguientes 24 h de haber sido

obtenidas.

Las muestras de heces de cerdo, vaca y ave se obtuvieron del Rancho Agricola-Ganadero
de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn con sede en
Marin, Nuevo Ledn, mientras que las de humano y perro se tomaron en diferentes puntos
del 4rea metropolitana de Monterrey N. L. Todas las muestras se transportaron en

condiciones de refrigeracion y fueron congeladas a -20°C al llegar al laboratorio.
Activacion de las cepas bacterianas
Se utilizaron 2 cepas control para el andlisis de Bacteroidales

- Bacteroidales thetaitaomicron ATCC 29148, la cual esta conservada en crioviales a
-80°C a una concentracién de 1.1 x 10" unidades formadoras de colonia (UFC) por
ml. La cepa se activo en 7 ml de caldo Fluido Tiogicolato a 37° C por 48 h y de alli
se pas6 una asada al medio Agar Soya Tripticasa con 5% de sangre y se colocé en
anaerobiosis (Gas Pack) para ser incubada a 37°C por 48 h. Esta cepa se utilizd
como cepa control positivo para el marcador universal Allbac.

- Escherichia coli que contiene un plasmido (4071 pb) con un inserto positivo para el

gen AllBac (171 pb), la cual estd conservada en crioviales a -80°C. La cepa se
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activo en tubos de 4 ml de caldo Luria Bertani con Ampicilina y se incub6 a 37°C
por 20 h.
Las cepas fueron donadas por la Universidad Estatal de Carolina del Norte, Estados
Unidos, y sirvieron para la elaboraciéon de curvas de crecimiento de Bacteroidales presentes

en las muestras.

VALIDACION DE MARCADORES GENETICOS PARA Bacteroidales

Los marcadores genéticos de Bacteroidales especificos de huésped se validaron mediante la
técnica de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en punto final a diferentes
condiciones de temperatura (Tabla 1), especialmente a diferente temperatura de
alineamiento en donde los oligonucledtidos se unen a la hebra de ADN. Se valid6 el
marcador universal para Bacteroidales, AllBac, en muestras de heces de humano, perro,
vaca y cerdo, asi también el marcador especifico Bvulg para Bacteroidales de humano,
Bobac para vaca, Pig-2-Bac para cerdo y BacCan para perro. Para la validacion, se tomaron
0.2 g de cada muestra de heces y se colocaron en un tubo de lisis para la extracciéon de

ADN mediante el kit comercial ISOLATE Fecal DNA de la marca Bioline.

La deteccion del marcador universal para el gen ARNr 16S para Bacteroidales spp. Allbac,
asi como para los marcadores especificos de humano (Bvulg) y para vaca (BoBac), fue
realizada utilizando oligonucleétidos y sondas especificas. Los 20 ul del master mix de la
gPCR contenian 1X del buffer PCR (SensiFast, marca Bioline), 200 nM de
desoxinucleosido de trifosfato (ANTP), 1.5 mM de MgCl,, 200 nM de oligonucleétidos, 80
nM de sonda, 1U de Taq polimerasa, de 2 a 5 ul de ADN experimental y el resto de agua
libre de DNasas hasta completar el volumen. En el caso del marcador especifico para cerdo
(Pig-2.bac) y perro (BacCan), los 20 ul contenian la misma concentracion de los reactivos
antes mencionados a excepcion de la sonda (Tabla 2), y ademds contenia la fluoresceina

SYBR Green (iQ SYBR Green Supermix, marca BIORAD).

23



Tabla 1. Condiciones de PCR para marcadores de Bacteroidales

Contaminacion | Marcador | Nombre del Secuencia 5°- 3~ Tamaifio | Condiciones qPCR Referencia
oligonucledtido/s (pb) S
onda
(conc. en nM)
General AllBac AllBac296f (200) | GAGAGGAAGGTCCCCCAC 108 1 ciclo: 2 min a 95°C Ravaliya, et
AllBac AllBac412r (200) | CGCTACTTGGCTGGTTCAG 45 ciclos: 15 seg a al, 2013
AllBac AllBac375Bhgr CCATTGACCAATATTCCTCACTGCTGCCT 95°C
(80) I ciclo: 30 seg a 53°C
Humano Bvulg BVulgF1 (200) CATCATGAGTCCACATGTTCA 166 30 sega 72°C
Bvulg BFDRev (200) CGTAGGAGTTTGGACCGTGT
Bvulg BFDFAM (80) CTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGA
Vaca BoBac BoBac367f (200) | GAAG(G/A)CTGAACCAGCCAAGTA 116 1 ciclo: 2 min a 95°C
BoBac BoBac467r (200) | GCTTATTCATACGGTACATACAAG 45 ciclos: 15 seg a
BoBac BoBac402Bhqr TGAAGGATGAAGGTTCTATGGATTGTAAAC 95°C
(80) TT 1 ciclo: 30 seg a 57°C
30 sega72°C
Perro BacCan BacCan-545f1 GGAGCGCAGACGGGTTTT 145 1 ciclo: 2min 50° Silkie, et al,
(200) 10 mins 95° 2009
BacUni BacUni-690r1 CAATCGGAGTTCTTCGTGATATCTA 40 ciclos: 15 s a 95°
(200) 1 min a 60°
Cerdo PigBac Pig-2-Bac41F GCATGAATTTAGCTTGCTAAATTTGAT 116 1 ciclo: 10 min a 95°C | Mieszquin,
(200) 40 ciclos: 15 seg a et al, 2009
Pi gB ac Pi g_2_B acl63Rm | ACCTCATACGGTATTAATCCGC 95°C

(200)

1 min a 60°
C

FAM, 6-carboxyfluorescein; BHQ-1, black hole quencher 1; TET, 6-carboxy-2-,4,7,7=-tetrachlorofluorescein succinimidyl ester
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Tabla 2 Preparacion de la qPCR para los marcadores de Bacteroidales

Ingredientes Concentracion inicial Cantidad Concentracion final
(1)
Master Mix 2X 10 1X
Primer F 4000 nM 1 200 nM
Primer R 4000 nM 1 200 nM
Sonda 80 nM 1 80 nM
H20 Completar hasta un volumen final de 20 ul
ADN 30 ng/ul 2-5 60-150 ng/ul
experimental

ESTANDARIZACION DE LA CURVA DE CUANTIFICACION AllBac

Para la construccion de la curva de cuantificacién del marcador Allbac se utilizé una cepa

control de E. coli transformada que contenia un plasmido con el inserto Allbac, la cual se

activo en tubos con 4 ml de caldo Luria Bertani con ampicilina (50 pg/ul), 20 h antes de la

extraccion. Para la extraccion de ADN plasmidico, se tomaron 2 alicuotas del cultivo y se

centrifugaron a 14,000 x g por 2 min, se desechoé el sobrenadante y al pellet se le realiz6 la

extraccion por lisis alcalina segtn lo especificado por el Protocolo No. 1 (Preparacion del

ADN plasmidico por lisis alcalina con SDS) del manual Molecular Cloning (Green y

Sambroock, 2012), siguiendo el mismo protocolo para muestras de cultivo bacteriano de

baja escala (1-2 ml). Esto se realiz6 con el fin de verificar la presencia de los genes

deseados en las cepas de E. coli transformadas y el funcionamiento de los oligonucle6tidos

(Green y Sambroock, 2012). El protocolo que se siguié consistio en lo siguiente:
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Extraccion de ADN plasmidico de cepa control E. coli — AllBac mediante lisis alcalina
con SDS.

Se inocularon 4 ml de caldo Luria Bertani con kanamicina (50ug/ml) con una sola colonia
de bacteria transformada y se dej6 en incubacion por 20 h a 37° C, del cultivo se tomaron 3
ml y se repartieron en dos tubos Eppendorf de 1.5 ml para centrifugarse a méxima
velocidad por 30s a 4° C. Después se removié el medio por aspiracion, dejando el pellet 1o
mads seco posible. En cada tubo se resuspendio el pellet bacteriano en 100 ul de solucién I
por vortex y se adicionaron 200 pl de solucién II mezcldndolo por inversién 5 veces.
Seguido de eso se le adicionaron 150 ul de solucién III y se mezcld por inversidon 10 veces
para posteriormente almacenarlo en hielo de 3 a 5 min. Pasado el tiempo se centrifugé el
lisado bacteriano a maxima velocidad por 5 min a 4° C y se transfiri6 el sobrenadante a un
tubo nuevo para precipitar los dcidos nucleicos afiadiendo 2 volimenes (de 900 ul) de
etanol al 96%, mezclando la solucién en vortex y dejdndolo asentar por 2 min a temperatura
ambiente, después se centrifugé a maxima velocidad por 5 min a 4° C y se decant6 el
sobrenadante. Al pellet se le afiadié 1 ml de etanol al 70% o isopropanol y se invirtio 10
veces para posteriormente centrifugarlo a méixima velocidad por 2 min a 4° C para
recuperar el ADN removiendo el sobrenadante gentilmente por aspiracion asegurandose
que no queden restos de etanol en el tubo manteniéndolo abierto a temperatura ambiente de
5 a 10 min hasta evaporarse todo el etanol. Por ultimo, se disolvié el acido nucleico en 50
ul de buffer TE o agua miliQ libre de DNAasas, re suspendiéndolo en vortex por unos

segundos y se almacend el tubo a -20° C hasta su uso.

Solucion I

lucion 11 Solucién 1T

~ Glucosa 50 mM Solucién olucioén

- EDTA 10 mM - NaOHO0.2N - KOAC 5M

- Tris-Cl1 25 mM - SDS 1% - Acido acético glacial
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Curva de cuantificacion de marcador Allbac

Una vez obtenido el DNA plasmidico, se cuantific6 en el equipo Nanondrop 2000 (Thermo
Scientific), obteniendo entre 800 y 1000 ng/ul por extraccion. A partir de este ADN se
hicieron diluciones seriadas 1:10 (correspondientes a 100 ng/ul a 1x10™ pg/ul [0.0000001
ng/ul]) y se realizé la reaccion de qPCR en el equipo Piko Real (Thermo Scientific (Tabla
3). Cada concentracién del ADN del plasmido equivalia a un nimero especifico de copias
génicas logaritmicas correspondiente al tamafio del pldsmido, el cual se calcul6 en base a la

férmula:

Numero de copias = (cantidad ADN * 6.022x10>) / (longitud * 1x10° * 650)

Numero de copias = (ng * numero/moles) / (pb * ng/g * g/ moles de bp)

Este célculo estd basado en la suposicion de que el peso medio de un par de bases (pb) es
de 650 Daltons, esto significa que un mol de un pb pesa 650 g y que el peso molecular de
cualquier molde de ADN de doble cadena puede ser estimado tomando el producto de su
longitud (en pb) y 650 (URI Genomics & Sequencing Center, 2004). El nimero de
moléculas o nimero de copias del ADN molde en la muestra se puede estimar mediante la

multiplicacién por 1x10° para convertir a ng y luego multiplicando por la cantidad del ADN

(en ng).
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Tabla 3. Numero de copias logaritmicas del plasmido (con inserto del marcador Allbac) en
base a la concentraciéon de ADN.

Concentraciéon ADN Copias génicas | Ct (Ciclo de
plasmidico (ng/ul) log 10 amplificacion)
100 10.35 14.5

10 9.35 15.73

1 8.35 19.11

0.1 7.35 21,76

0.01 6.35 23.42

0.001 5.35 25.35
0.0001 4.35 27.42
0.00001 3.35 29.83
0.000001 2.35 32.72
0.0000001 1.35 34.66

CONTAMINACION ARTIFICIAL DE LOS VEGETALES CON HECES DE
HUMANO, PERRO Y VACA.

Descontaminacion de tomate y fresa

Al llegar al laboratorio, los vegetales se colocaron en charolas en donde se les retird
cualquier material orgédnico o suciedad visible con ayuda de una torunda con etanol al 95%,
después se lavaron con un jabén comercial y se desinfectaron colocdndolos en una solucién
de plata coloidal al 0.32% sumergiendo 7 tomates en 1 L de solucion o 7 fresas en 500 ml
durante 15 min seguidos de 3 lavados con agua destilada estéril durante 1 min con agitacion
delicada, se dejaron secar por 1 h y se expusieron a luz UV durante 20 min, esto con el fin

de asegurarnos que no hubiera ADN de Bacteroidales que pudieran darnos falsos positivos.
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Preparacion del in6culo de heces

Se hicieron mezclas de 4 muestras de heces por tipo de huésped de manera independiente,
es decir, se mezclaron 4 muestras de heces de humano en un tubo cénico de 50 ml, 4 de
perro en otro tubo y 4 de vaca en otro tubo, y se homogenizaron. De cada muestra de heces
se tomd6 1g y se diluyeron en solucién salina estéril hasta completar un volumen de 40 ml
(dilucién 1:10, 4 g de heces + 36 ml de SS), se mezcl6 en vortex y por dltimo se filtré en
gasa estéril para eliminar restos de alimento no digerido. A partir de la mezcla filtrada se

hicieron 4 diluciones seriadas, las cuales se utilizaron para inocular los tomates y las fresas.

Contaminacion de tomate y fresa con heces diluidas a partir de una mezcla filtrada.

Se tomaron 3 tomates o 3 fresas previamente descontaminadas y se contaminaron
inoculando 100ul de la dilucién de heces, colocando en 10 ocasiones alicuotas de 10ul en

la superficie de cada vegetal. Este procedimiento se realizé por triplicado.

Los vegetales contaminados se colocan en una cdmara bioclimética (Thermo Scientific) a
25°C y 30% de humedad relativa durante 1h con el fin de favorecer la adherencia de las
células bacterianas a la superficie de los vegetales. Posteriormente, los vegetales se lavaron
con agua peptonada al 0.1% en una proporcion de 100 ml por cada tomate y de 36 ml por
cada fresa (300 ml para una bolsa con 3 tomate y 110 ml para una bolsa con 3 fresa) y se
homogenizaron por 1 min. De cada lavado se filtraron diferentes volimenes a través de una
membrana de nitrocelulosa de 0.45 um. Las membranas se colocaron en agar Rapid E. coli
2™ para la enumeracién de coliformes totales y de E. coli, y en agar KFStreptococcos para
la enumeracién de Enterococcus. Por ultimo, se filtraron 200 ml del resto del lavado en el
caso de los tomates y 70 ml en el caso de las fresas a través de membranas, las cuales se
cortaron en dos, se colocaron en tubos cénicos de 15 ml y se congelaron a -20 °C para su

posterior extraccion de ADN mediante el kit ISOLATE Fecal DNA (Bioline).
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Figura 1. Preparacion de las diluciones de heces para la contaminacion de vegetales

100 pl

Se tomaron 0.1
© tort £ 100 pl 100 pl 100 pl

)
)
)

Dilucidn 1:10 de heces

Dilucién 1 Dilucién 2 Dilucioén 3 Dilucién 4
01lg 00lg 0.00l g 0.0001 g
100 ul 100 pl 100 pl 100 ul
Se toman 0.01 g Se toman 0.001 g Se toman 0.0001 g Se toman 0.00001 g
para contaminar para contaminar para contaminar para contaminar

sTomares ) @ @ Vo0 Vo0 Vo0

3 Fresas X K | B 88 B 80 ® 80

30



ENUMERACION DE INDICADORES DE CONTAMINACION FECAL EN
TOMATE Y FRESA

Enumeracion de E. coli y coliformes totales

De cada bolsa de lavado de tomates o fresas contaminados, se filtraron de 3-5 ml o 1- 3 ml
respectivamente a través de membranas de nitrocelulosa de 45 um. Los filtros fueron
removidos y colocados sobre una placa Petri conteniendo agar Rapid’ E. coli 2 para ser
incubadas a 37°C por 24 h. Se contaron las colonias considerdndose como coliformes a
colonias azul-verdosas o colonias rosas o violetas para E. coli. Todos los ensayos se

realizaron por duplicado.
Enumeracion de Enterococcus spp.

Se sigui6 el procedimiento especificado en el punto anterior, con la diferencia que el agar
que se utiliz6 fue KFStreptococcus y la incubacién fue a 37°C durante 48 h. Se contaron las
colonias pequenas de color rojo de 0.3 a 2 mm, con halo amarillo que corresponden a las

sales biliares precipitadas.
Cuantificacion del marcador AllBac y enumeracion de Bacteroidales

De los lavados de tomate y fresa, se filtraron de cada dilucién 250 ml de tomate y 90 ml de
fresa a través de membranas de nitrocelulosa de 45 pm, las cuales fueron cortadas y
colocadas en tubos cénicos de 15 ml. En ellas se realiz6 la extracciéon de ADN mediante el
kit ISOLATE Fecal ADN. Todas las muestras de ADN obtenidas de estas extracciones, se
resuspendieron en 50 pl de agua mili Q estéril y fueron cuantificadas en un equipo
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) para posteriormente realizarles qPCR (Piko Real,
Thermo Scientific) utilizando 5 ul de ADN que correspondia a 100 y 150 ng/ul. Por dltimo,
se cuantific6 el marcador Allbac extrapolando el ciclo de amplificacién de cada muestra en
la ecuacion de la recta de la curva estdndar, dando como resultado el total de copias génicas
logaritmicas del fragmento de amplificacion correspondiente al marcador de interés, el cual

se dividi6 entre 6.5 para obtener el nimero de células Bacteroidales.
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Identificacion de marcadores especificos de Bacteroidales en muestras compuestas de

lavado de tomate y fresa contaminados artificialmente.

Con el mismo ADN extraido a partir de los lavados de tomate y fresa, se realizé PCR punto
final (termociclador PCR Express, Thermo Hybaid) utilizando los oligonucledtidos de los
marcadores Bvulg (para humano), BoBac (para vaca) y Bac Can (para perro). Terminada la
amplificacion, las muestras se corrieron en un gel de agarosa al 2% con un tinte libre de
agentes toxicos y cancerigenos (Hydra Green). Por ultimo, los geles se observaron en un

transiluminador de UV.
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8. RESULTADOS

8.1 VALIDACION DE MARCADORES GENETICOS PARA Bacteroidales
TOTALES Y ESPECIFICOS.

El marcador genético universal AllBac, para todos los Bacteroidales se validé mediante la
técnica de PCR punto final en muestras de ADN extraidas de heces de humano, perro, vaca,
cerdo, ave y en las cepas control E. coli - Allbac y una cepa de Bacteroidales
thethaiotamicron, observandose una banda correspondiente a 108 pares de bases de este

marcador en todas las muestras de los diferentes huéspedes (Fig. 2).

Los marcadores genéticos para Bacteroidales especificos de huésped, Bvulg para humano,
PigBac para credo, BoBac para vaca, BacCan para perro y Lac para Lactobacillus de ave,
también se validaron mediante PCR punto final en muestras de ADN extraidas de heces y
posteriormente por la PCR tiempo real. Estos marcadores correspondieron a un peso de

entre 100 y 345 pares de bases (Fig. 3).

100 pb -

Figura 2. Detecciéon del marcador universal Allbac (108 pb) en muestras de heces de
humano (carriles 7 y 8), animales (carriles 3 a 6) y cepas control E. coli — Allbac (carriles 9
y 10) y B. thethaiotamicron (carril 2) mediante PCR punto final.
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1000 pb -

100 pb --

Figura 3. Deteccion de marcadores genéticos de Bacteroidales especificos de huésped
mediante PCR punto final. Carriles 2 y 3 marcador humano (Bvulg) de 166 pb, carriles 4 y
5 marcador de cerdo (PigBac) de 116 pb, carriles 6 y 7 marcador de vaca (BoBac) de 116
pb, 141 pb para marcador de perro (BacCan) y carriles 8 y 9 marcador de ave (Lac) de 345
pb.

Todos los marcadores alinearon los oligonucledtidos, aunque en algunos casos hubo
necesidad de variar la temperatura de extension de la polimerasa. En la Tabla 1 se resumen
todas las condiciones de la validacion de los marcadores utilizados, y de estos marcadores
se escogieron Bvulg para humano, BacCan para perro, BoBac para vaca y el universal

Allbac para la realizacion de la contaminacion artificial del tomate y la fresa.
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8.2 LIMITE DE DETECCION Y CUANTIFICACION DEL MARCADOR
UNIVERSAL ALLBAC PARA Bacteroidales TOTALES.

El limite de cuantificacion del marcador AllBac para la enumeraciéon de Bacteroidales
totales, en base a las copias génicas logaritmicas de la curva de cuantificacién fue de 1.35
CEQG, siendo el rango dindmico de cuantificacién de 1.35 a 10.35 CEG (Fig. 4), que
corresponde al rango de 2 a 10° células, tomando en cuenta que existen de 4 a 7 copias del

gen ARNr 16S en una célula de Bacteroidales spp.

Se realizaron ensayos preliminares de contaminacion de los vegetales con diferentes
diluciones de la mezcla de heces y se determiné el limite de deteccidn, el cual fue de 0.6

copias génicas logaritmicas, que corresponden a 1 célula.

Curva de cuantificacion (marcador AllBac)
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Figura 4. Curva estandar del marcador universal AllBac mediante PCR tiempo real para la
cuantificacion de Bacteroidales totales.
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8.3 ENUMERACION DE Bacteroidales E INDICADORES TRADICIONALES DE
CONTAMINACION CON HECES

Contaminacion con heces humanas

Para los lavados de los tomates contaminados con cuatro diluciones correspondientes a una
concentracién de 10 a 0.01 mg de heces humanas a partir de un inoculo de 10’ log UFC de
Bacteroidales, se recuperaron 6 logaritmos en aquellos contaminados con 10 mg de heces, y
en las contaminadas con 0.01 mg (4ta dilucién) fue posible realizar el recuento, aunque fue
menos de 1 logaritmo (Tabla 5). En cuanto a los coliformes totales y Enterococcus spp.,
estos se recuperaron hasta la contaminacioén con 0.01 mg de heces, tomando en cuenta el
inoculo inicial de cada uno, sin embargo, en el caso de E. coli, este se recuperd hasta la
contaminaciéon con 0.1 mg (tercera dilucién) con un inoculo inicial de 10° log de UFC
(Tabla 4). El marcador genético Bvulg para la identificacion de la fuente de contaminacién
humana, se logré detectar en el 100% los lavados de muestras compuestas de tomates
contaminados con 10 mg y 1 mg mediante PCR punto final, siendo que en las mismas
muestras de lavado se cuantific un promedio de 10° log UFC Bacteroidales spp. utilizando
el marcador Allbac, sin embargo, este inéculo no correspondié al total de Bacteroidales

especificos de humano presentes en la muestra (Fig. 5B).

En los lavados de fresas contaminadas con heces humanas a partir de un inoculo de 10’ log
UFC de Bacteroidales, se recuperaron 6 logaritmos en las primeras dos contaminaciones
(10 y 1 mg) asi como con 0.01 mg aun fue posible detectar a estos microorganismos (Tabla
6). En cuanto a los indicadores tradicionales de contaminacién fecal (E. coli, coliformes
totales y Enterococcus spp.) estos se pudieron recuperar en todas las diluciones analizadas
(Tabla 4). El marcador genético Bvulg para la identificacion de la fuente de contaminacion
humana en los lavados de fresas, se logro detectar en el 100% de 10 mg y 1 mg de las
muestras analizadas, y en el 33% de las contaminadas con 1 mg mediante PCR punto final.
Cabe sefialar que en estas muestras se cuantificé un promedio de 10° log UFC
Bacteroidales spp. utilizando el marcador Allbac, que tampoco concord6 con el total de

Bacteroidales especificos de humano inoculados (Fig. 6B).
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Contaminacion con heces de perro

En este caso se recuperaron 6 logaritmos de UFC de Bacteroidales en los lavados de
muestras de tomate contaminadas con 10 mg de heces, pudiéndose detectar en las
contaminadas con 0.01 mg (2 logUFC) (Tabla 5). Los indicadores tradicionales de
contaminacion fecal, se recuperaron en los lavados de muestras contaminadas hasta con 0.1
mg (Tabla 4). El marcador genético BacCan para la identificacién de la fuente de
contaminacién canina en los lavados de tomate, se logré detectar en el 100% de las
muestras compuestas contaminadas con 10 y 1 mg, y hasta en un 66% de las muestras

contaminadas con 0.1 mg (10° log UFC Bacteroidales spp.) (Fig. 7B).

En los lavados de fresas se recuperaron 6 logaritmos de UFC de Bacteroidales en aquellas
contaminadas con 10 mg, siendo adn cuantificable hasta en las contaminadas con 0.1 mg (<
1 log UFC, Tabla 6). Los indicadores tradicionales se recuperaron en las fresas
contaminadas con hasta 1 mg de heces, y los coliformes totales hasta las contaminadas con
0. 01 mg (Tabla 6). El marcador genético BacCan en los lavados de fresas, se logré detectar
en el 100% de las muestras compuestas contaminadas con 10 y 1 mg, y hasta en un 33% de

las muestras contaminadas con 0.1 mg (0.5 log UFC Bacteroidales spp., Fig. 8B).

Contaminacion con heces de vaca

En el caso de los lavados de tomate a partir de un inoculo de 10° log UFC de Bacteroidales
spp., se recuperaron 6 logaritmos en los lavados de muestras contaminadas con 10 mg,
siendo atn cuantificable hasta 2 logaritmos de UFC en aquellos contaminados con 0.1 mg
(Tabla 5). Los indicadores tradicionales de contaminacion fecal, E. coli y Enterococcus
spp., se recuperaron aun en los lavados de muestras contaminadas con hasta 0.1 mg, y los
coliformes totales hasta los contaminados con 0.01 mg, tomando en cuenta el inoculo
inicial de cada uno (Tabla 4). El marcador genético BoBac para la identificacién de la
fuente de contaminacion bovina en los lavados de tomate, se logré detectar en el 100% de
las muestras compuestas contaminadas con 10 y 1 mg (correspondiente a un inoculo de 10°

y 10° log UEC Bacteroidales spp., Fig. 9B).
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Para los lavados de fresas se recuperaron 6 logaritmos de UFC de Bacteroidales en aquellas
contaminadas con 10 mg, siendo ain cuantificable hasta las contaminadas con 0.1 mg (3
log UFC Bacteroidales spp., Tabla 6). De los indicadores tradicionales de contaminacién
fecal, E. coli y Enterococcus spp., se recuperaron aun en las muestras contaminadas con 1
mg, y los coliformes totales hasta las contaminadas con 0. 01 mg de heces (Tabla 6). El
marcador genético BoBac para la identificacion de la fuente de contaminacién bovina en
los lavados de tomate, se logré detectar en el 100% de las muestras compuestas
contaminadas con 10 mg, y en un 33% en las contaminadas con 1 mg, siendo que en estas
dltimas muestras de lavado se cuantificé un promedio de 10* log UFC Bacteroidales spp.

(Fig. 10B).
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CONTAMINACION CON HECES HUMANAS

Enumeracion de indicadores en lavados de tomate

7
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E
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0 - L
10 mg 1 mg 0.1 mg 0.01 mg
m Allbac 6 5 3 0.79
m Total coliforms 4.09 3.74 2.26 1.25
B E. coli 3.85 2.54 0.37 0
B Enterococcus 3.84 3.12 2.12 0.37

Figura 5 (A). Representacion grafica del promedio de UFC log de indicadores fecales en
los lavados de tomate contaminados con heces desde una concentracion de 10 hasta 0.1 mg.
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Figura 5 (B). Mercador genético Bvulg (166 pb) detectado por PCR de punto final en
lavados de tomate correspondiente a los carriles 4 al 9.
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Enumeracion de indicadores en lavaos de fresa

6

5
E 4
=N
Y 3
[=1)]
=
@] 2
=
=]

0

10 mg 1 mg 0.1 mg 0.01 mg

m Allbac 6 5 2 1
m Total coliforms 4.06 3.98 3.23 1.61
B E. coli 3.83 3.71 2.96 1.20
m Enterococcus 3.54 2.49 1.64 1.01

Figura 6 (A). Representacion gréfica del promedio de UFC log de indicadores fecales en

los lavados de fresa contaminados con heces desde una concentracion de 10 hasta 0.1 mg.
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Figura 6 (B). Marcador genético Bvulg (166 pb) detectado por PCR punto final en los
lavados de fresas contaminados correspondiente a los carriles del 4 al 12.
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CONTAMINACION CON HECES DE PERRO

Enumeracion de indicadores en lavados de tomate
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m Allbac 6.00 4.00 3.00 2.00
m Total coliforms 4.30 3.23 1.90 0.00
B E. coli 3.38 1.34 1.40 0.00
B Enterococos 3.79 2.20 0.47 0.00

Figura 7(A). Representacion grafica del promedio de UFC log de indicadores fecales en
los lavados de tomate contaminados con heces desde una concentracion de 10 hasta 0.1 mg.
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Figura 7(B). Marcador genético BacCan (141 pb) detectado por PCR punto final en los
lavados de tomates contaminados correspondiente a los carriles 4 al 12.
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Enumeracion de indicadores en lavados de fresa
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Figura 8(A). Representacion grafica del promedio de UFC log de indicadores fecales en
los lavados de fresa contaminados con heces desde una concentracién de 10 hasta 0.1 mg.
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Figura 8(B). Marcador genético BacCan (141 pb) detectado por PCR punto final en los
lavados de fresas contaminados correspondiente a los carriles del 2 al 7.
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CONTAMINACION CON HECES DE VACA

Enumeracion de indicadores en lavados de tomate
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Figura 9(A). Representacion gréfica del promedio de UFC log de indicadores fecales en
los lavados de tomate contaminados con heces desde una concentracion de 10 hasta 0.1 mg.
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Figura 9(B). Marcador BoBac (116 pb) detectado por PCR punto final en los lavados de

tomates contaminados correspondiente a los carriles 2 al 7.
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Enumeracion de indicadores en lavados de fresa
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m Allbac 6 4 3 0
m Total coliforms 3.36 291 1.37 1.17
B E coli 2.32 1.65 0 0
B Enterococos 3.20 191 0 0

Figura 10(A). Representacion grafica del promedio de UFC log de indicadores fecales en
los lavados de fresa contaminados con heces desde una concentracion de 10 hasta 0.1 mg.
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Figura 10(B). Marcador genético BoBac (116 pb) detectado en los lavados de fresas
contaminados correspondientes a los carriles 2 al 5.
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Tabla 4. In6culo inicial de indicadores fecales en log UFC/100 ul de las diluciones

contaminantes de heces para tomate y fresa.

Heces de huésped
Humano Perro Vaca

Concentracion de EC|CT |EN |BC |EC |CT |EN |BC |EC |CT |EN |BC
heces agragadas por
fruto (mg)

5 5 5 7 5 5 5 7 3 4 4 6
10 100100 |100 |10° 100 |10 |10° |10 |10 |10 |10 |10

7 ! 7 6 ! ! ! 6 2 3 3 3
1 10 (10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10 |10
0.1 1010 100 [10° [10° [10° [10® [10° |10 [10° [10° |10
0.01 10010 [10° [10° [10° | 10" | 10" | 10" o |10 |10 10°

Indicadores de contaminacién fecal; E. coli (EC), coliformes totales (CT), Enterococcus spp. (EN)
y Bacteroidales spp. (BC).

Tabla 5. Enumeracién promedio de indicadores fecales en 250 ml de lavado de tomates

contaminados.

Concentracion | E. coli Coliformes totales Enterococcus spp. Bacteroidales spp.

contaminante = 3 Y H P Y H P Y H P Y

(mg)/indicador

por huésped

10 3.85 3.38 3.35 4.09 4.30 4.17 3.84 3.79 3.95 6 6.00 6
0.18) | (0.23) | (0.05) | (0.02) 0.13) | (0.17) | (0.07) | (0.1) | (0.10) | (0.17) | (0.4) | (0.27)

1 2.54 1.34 2.65 3.74 3.23 3.12 3.12 2.20 2.58 5(0.32) | 4.00 5
0.20) | (1.16) | (0.11) | (0.36) 0.24) | (0.14) | (0.08) | (0.53) | (0.33) (0.33) | (0.11)

0.1 0.37 0.93 1.03 2.26 1.90 1.95 2.12 0.47 0.93 3(0.54) | 3.00 2
(0.63) | (0.8) | (0.91) | (0.11) (1.65) | (0.43) | (0.08) (0.8) | (0.81) 0.2) | (0.47)

0.01 0.00 0.00 0.00 1.25 0.85 1.09 1.10 0.00 0.00 0.79 2.00 0.00

0.21) (1.2) | (0.97) | (0.63) 027) | (0.26)

Fuentes de contaminacién; humano (H), perro (P) y vaca (V). ( +) Desviacion estandar.
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Tabla 6. Enumeraciéon promedio de indicadores fecales en 90 ml de lavado de fresas
contaminadas.

Concentracion | E. coli Coliformes totales Enterococcus spp. Bacteroidales spp.

contaminante

(mg)/indicador H P \Y% H P A% H P \Y% H P \Y%

por huésped

10 3.83 2.94 2.32 4.06 3.62 3.36 3.54 3.11 3.20 6(0.2) | 6.00 6
0.2) (0.01) | (0.6) (0.26) | (0.24) | (0.15) | (0.14) | (0.06) | (0.10) (0.26) | (0.40)

1 3.71 1.97 1.10 3.98 3.10 291 2.49 2.09 1.91 5(0.4) | 3.00 4
(0.03) | (0.28) | (0.95) | (0.06) | (0.06) | (0.16) | (0.1) (0.23) | (0.24) (0.46) | (0.33)

0.1 2.96 0.39 0 3.23 2.31 1.37 1.64 1.27 0 2(0.8) | 0.50 3
(0.08) | (0.67) (0.04) | (0.2) (0.35) | (0.11) | (0.17) (0.34) | (0.20)

0.01 1.2 0 0 1.61 1.08 0.39 0.81 0 0 106) [0 0
0.5) 0.2) (1.03) | (0.67) | (0.28)

Fuentes de contaminacién; humano (H), perro (P) y vaca (V). ( +) Desviacion estandar.
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8.4 Correlacion de Bacteroidales e indicadores tradicionales en lavados de tomate y

fresa

Se realiz6 una correlacion tipo Pearson mediante el paquete estadistico SPSS (IBM SPSS
Statistics 20) de los logaritmos de UFC de los indicadores tradicionales y Bacteroidales
totales para tomate y fresa con los datos de la contaminacién utilizando la primera dilucién
de las heces correspondiente a una cantidad de 10 mg, ya que era donde la mayoria de las

muestras se podian detectar por PCR y método de cultivo en placa.
a) Tomate y fresa contaminados con muestras humanas

La correlacion encontrada en las muestras de lavados de tomate entre Bacteroidales y E.
coli, Coliformes totales y Enterococcus, mostraron una = -1.000, -.982 y -1.000,
respectivamente (Tabla 8), lo que indicé que no hay correlacion entre los microrganismos
probados. En el caso de la fresa, la correlacion fue de = 400, .650 y .998
respectivamente, lo que indicé baja correlacion entre los Bacteroidales con E. coli 'y
moderada con coliformes totales, sin embargo, mostré correlacion alta con Enterococcus

(Tabla 8).
b) Tomate y fresa contaminados con muestras caninas

La correlacion entre Bacteroidales y E. coli, coliformes totales y Enterococcus, en los
lavados de tomate mostré una r* = .500, .945 y -.23, respectivamente (Tabla 8). Esto indico
de moderada a baja o inexistente correlacion entre Bacteroidales con E. coli y
Enterococcus, sin embargo, mostré alta correlacion con coliformes totales. En el caso de la
fresa, la correlacién fue de r* = 1.000, .84 y .99 respectivamente, lo que indicé alta

correlacion entre Bacteroidales y los tres indicadores tradicionales (Tabla 8).
¢) Tomatey fresa contaminados con heces de vaca

La correlacion entre Bacteroidales y E. coli, coliformes totales y Enterococcus, en los
lavados de tomate no pudo ser obtenida debido a que las cuentas (6 log UFC), de los
Bacteroidales siempre fueron constantes (Tabla 8). En el caso de la fresa, la correlacion fue
de r* = -.500, -.99 y 1.000 respectivamente, lo que indic6 que no hubo correlacién entre
Bacteroidales con E. coli y coliformes totales, sin embargo, si se encontré una alta

correlacion con Enterococcus (Tabla 8).
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Tabla 7. Datos estadisticos para la correlacion entre indicadores tradicionales y Bacteroidales en los lavados de tomate y fresa.

log de UFC
| Contaminacion de heces 0.01g 0.001 g 0.0001 g 0.00001 g

muestras BC EC CT ENT|BC EC CT ENT|BC EC CT ENT| BC EC CT ENT

tomate 1 7 085 406 3751 5 0.7 4.07 3.07] 2 03 235 2211099 O 14 1.1

tomate 2 6 078 409 388 5 0.7 38 321| 3 0 214 21106 O 1.1 0

humano  tomate 3 6 078 41 388 5 0.7 336 3.08] O 0 23 205106 O 0 0

tomate 1 6 324 441 386 4 2.1 296 1621 3 14 301 O 2 0 0 0

tomate 2 5 324 417 382 4 0 329 2321 3 14 268 0 2 0 1.7 0

perro  tomate 3 6 3.65 433 3.68|] 4 192 345 2.66| 3 0 0 14] O 0 0 0

tomate 1 6 341 432 398| 5 273 327 294 2 1.7 244 14| O 0 188 O

tomate 2 6 334 42 402 5 252 3 232| 2 0 17 0 0 0 14 0

tomate vaca tomate 3 6 332 399 383 5 27 308 246 0 14 17 14| O 0 0 0
fresa 1 6 36 376 346 5 3.74 402 256 2 3.02 322 156] 1 1.61 183 1.13

fresa 2 7 392 424 37| 5 372 4.01 237 2 299 327 177 0 135 15 0.65

humano  fresa 3 6 396 418 345 5 3.68 391 256 1 2.87 3.18 1.61| 0 065 15 0.65

fresa 1 6 293 368 308 3 213 3.03 195|105 1.17 255 147 O 0 117 0

fresa 2 7 295 384 3.17| 3 1.65 3.14 235| O 0 217 117 O 0 207 O

perro  fresa 3 6 293 335 3.07| 2 213 3.13 195] O 0 221 1.17] 0O 0 0 0

fresa 1 6 226 33 326| 4 0 3.08 2.13] 3 0 177 0 0 0 117 O

fresa 2 5 235 353 3.08| 4 1.65 277 1.65| 3 0 1.17 0 0 0 0 0

fresa vaca fresa 3 6 235 324 326| 4 1.65 2.88 195] 0O 0 117 O 0 0 0 0

Indicadores de contaminacion fecal; E. coli (EC), coliformes totales (CT), Enterococcus spp. (EN) y Bacteroidales spp. (BC).
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Tabla 8. Tabla de correlacion tipo Pearson entre indicadores tradicionales y Bacteroidales

especificos de huésped.

Correlacion tipo Pearson (P > 0,05)

Fuente fecal Determinacién
Tomates Fresas
E. coli - 1.00 (NC) 0.40 (NC)
Humana Coliformes totales -0.98 (NC) 0.65 (AC)
Enterococcus - 1.00(NO) 0.99 (AC)
E. coli 0.50 (MC) 1.00 (AC)
Canina (perro) Coliformes totales 0.945 (AC) 0.84 (AC)
Enterococcus -0.23 (NO) 0.99 (AC)
E. coli ND -0.50 (NC)
Bovina (vaca) Coliformes totales ND -0.99 (NC)
Enterococcus ND 1.00 (AC)

NC: No correlacion
AC: Alta correlacion
MC: Moderada correlacion

Valores por arriba de 0.6 indican correlacion
Valores por debajo de 0.4 indican no correlaciéon

Valores entre 0.4 y 0.6 indican MC

ND: No determinado, debido a que al menos una de las variables es constante.

(Daniel W. Wayne, 2005)
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Figura 11. Graficas de correlacion entre los indicadores tradicionales y Bacteroidales en los lavados de tomate contaminados con
heces de humano (A), perro (C) y vaca (E), y en lavados de fresa contaminados con heces de humano (B), perro (D) y vaca (F).
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9. DISCUSION

Para este estudio, se validaron marcadores genéticos de Bacteroidales especificos de
humano, bovino, y canino. La validacion de estos marcadores mediante PCR punto final se
realizé tomando en cuenta las posibles fuentes u origenes de contaminacién con que los
vegetales como tomate y fresa pudieran contaminarse durante su produccién, que pudiera
deberse al mal uso de la composta animal, la fuente de agua utilizada para la irrigacién y la
invasion de animales salvajes que con sus excretas contaminan el drea de siembra

(Ravaliya et al, 2014).

Una de las vias principales por las que el agua de riego utilizada para la producciéon de
vegetales se contamina con excretas animales es por el uso de agua sin tratar de rios o lagos
aledafios a las granjas en donde animales como vacas y cerdos defecan al momento de
beber agua (Simpson et al, 2002). Otra via importante de contaminacién animal en los
cultivos de vegetales estd dado por las heces de las aves transitorias que contaminan
directamente el cultivo y de las aves que normalmente habitan cerca como las gallinas, sin
embargo, los marcadores mas utilizados para la identificacién de esta fuente ademds de los
Bacteroidales, son miembros de la familia de Lactobacillus y Bifidobacterium (Cisar et al
2010, Phong et al, 2010, Lu et al, 2007). Sin embargo, en nuestro estudio fue dificil
estandarizar una PCR para el marcador Bacteroidales y/o Lactobacillus de aves debido a
que las muestras de heces de diferentes especies, entre ellas, gallina, codorniz y pato,
mostraron consistencias menos sélidas y mas dispersas, por lo que al momento de obtenerla

duraban fresca muy poco tiempo.

Se escogieron los marcadores especificos Bvulg para humano, BoBac para bovino y
BacCan para canino para la identificacion de la fuente, y el marcador universal Allbac para
la enumeracion total de Bacteroidales en los lavados de tomate y fresa, ya que estos estan
entre los mas reportados para la deteccion de la fuente de contaminacion fecal en aguas de
uso de riego para cultivos y agua tratada para consumo humano (Ravaliya et al, 2014;

Silkie et al, 2009; Lee et al, 2010; Kobayashi et al, 2012).
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Dentro de nuestro rango dindmico de cuantificacion de copias génicas logaritmicas del
marcador Allbac para la enumeracion de Bacteroidales totales, fue posible detectar de 1.35
a 10.35 log de copias de genes, correspondiente a un limite de cuantificacién de hasta 2
células, siendo incluso mas sensible que lo reportado previamente de 6.5 a 10 copias del

gen ARNT 16S para 1 célula de Bacteroidales spp. (Lee et al, 2010)

En nuestro estudio, detectamos los marcadores especificos en el 100% (3/3) de los lavados
de tomate y fresa contaminados de heces de las tres fuentes a una concentracion de 0.1 mg
de heces, con 1g de heces en 1L de agua, y el 33% (1/3) de los enjuagues de tomate
contaminados con heces caninas. Previos estudios en lavados de meldn, tomate y chile,
agua de riego y lavados de mano de trabajadores, en la region del noreste de México,
mostraron una prevalencia del marcador Allbac en un 37% del total de las muestras, en
donde reportaron una media de concentracion de este marcador de 2.1 log;o CEG/100ml de
los tres tipos de lavado. En nuestro estudio, el marcador se identific6 en el 100% de los
lavados de vegetales contaminados con 0.01 mg de heces, donde la media de concentracioén
del marcador fue de 3.8 CEG log;o /250 ml en el caso del tomate, y de 2.12 CEG log; /90
ml en el caso de la fresa. En el mismo reporte, el marcador especifico de humano Bvulg y
otros marcadores especificos, se detectaron hasta en un 46% de las muestras, de las cuales
el 58% eran de melén y 19% de tomate. Sin embargo, el mismo marcador se ha detectado
en agua de riego y en lavados de manos de los trabajadores del campo en México en baja
cantidad, por lo que esto también abre otra drea para la identificacion de la contaminacién

fecal en la produccion de vegetales (Ravaliya et al, 2014).

El marcador especifico BacCan fue el marcador que se detecté a mayor concentracion de
heces aplicado (10 mg), tanto para fresa como tomate, sin embargo, aunque no se ha
reportado la presencia de este marcador en lavados de vegetales, en muestras de 100ml de

aguas negras se ha encontrado en un 83% (Slikie et al, 2009).

Se ha encontrado baja prevalencia del marcador BoBac (especifico para bovino) en
muestras tomadas en campo de tomate y melén, sin embargo en este trabajo tanto en tomate

y fresa contaminados con 10 mg de heces, se detectd a este marcador en el 100% de los
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lavados y en donde el marcador Allbac pudo ser cuantificado en una contaminacién de 0.1
mg de heces, en donde el promedio fue de 2.88 CEG log;¢/250 ml en tomate y de 4.01 CEG
log10/90 ml en fresa (Ravaliya et al, 2014).

En cuanto a la correlacién de los indicadores tradicionales de contaminacion fecal humana
y los Bacteroidales totales, en el caso del tomate, encontramos que la enumeracién de
Bacteroidales tiene poca o ninguna correlacion con recuentos de E. coli y Enterococcus
spp., ya que la prueba Pearson dio una r* menor de 0.5; encontrando a los Bacteroidales
con cuentas elevadas (hasta 2 log de UFC) cuando se compararon con los recuentos de los
indicadores tradicionales en la mayoria de las muestras bovinas, sin embargo para las heces
caninas agregadas a tomate y fresa encontramos que si existid correlacion (r* = .945) entre

Bacteroidales y coliformes totales.

Para la fresa, obtuvimos correlacion alta (r2 entre .650 y 1.000) entre Bacteroidales con
coliformes totales y Enterococcus spp., 1o que indica una posible asociacion entre ambos
indicadores en las contaminaciones provenientes de las 3 fuentes, sin embargo hacen falta
mds estudios para confirmarlo. También encontramos que no habia correlacion entre
Bacteroidales y E. coli en las muestras contaminadas con heces humanas y bovinas, asi
como no la habia entre Bacteroidales y coliformes totales en fresas contaminadas con heces

bovinas. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Lee y colaboradores (2010), en
2
donde han reportado una baja correlacion de Bacteroidales con E. coli (r = 0.22) y
2
Enterococcus (r = 0.40), en agua de lagos aledafios a ranchos ganaderos. Por otra parte, se

ha reportado baja correlacion entre Bacteroidales y Enterococcus (r2 = 0.417) en muestras
fecales de animales domésticos. Adicionalmente hay reportes en donde no se encontraron
relaciones estadisticamente significativas entre E. coli y el marcador para Bacteroidales
Allbac utilizando la prueba de Pearson y Spearman (P > 0,05) en lavados tomate, melén y
chile (Converse et al, 2009). Por lo que podemos decir que la cantidad de indicadores

tradicionales no esta relacionada con la cantidad de Bacteroidales.

Los resultados encontrados en este estudio dejaron ver al uso de marcadores Bacteroidales
como una herramienta valiosa para no solo determinar que existe una contaminacion de
origen fecal, sino que ademads permite identificar de donde proviene esta contaminacion en
productos frescos.
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10. CONCLUSIONES

El marcador genético universal Allbac (Bacteroidales totales) en lavados de tomates
y fresas contaminados, se cuantificé en el 100% de los casos cuando se agregaron
10, 1.0 y 0.1 mg de heces sobre la fruta.

En el caso de tomate contaminado con 0.01 mg de heces de perro, el marcador
especifico BacCan se detect6 en el 100% (3/3) de las muestras, y fue el marcador
con mayor prevalencia en los lavados.

No se encontr asociaciéon entre el nimero de UFC de Bacteroidales y el de
indicadores tradicionales E. coli, coliformes totales y Enterecoccus spp., en la
mayoria de los lavados de tomates contaminados con las tres fuentes fecales,
excepto entre Bacteroidales y coliformes totales en las muestras contaminadas con
heces caninas.

Se encontré una alta correlacidon entre Bacteroidales y Enterococcus spp. en las
fresas contaminadas con las tres fuentes fecales, sin embargo no se hall6 correlacion
entre Bacteroidales y E. coli en fresas contaminadas con heces humanas y bovinas,
asi también entre Bacteroidales y coliformes totales en las contaminadas con heces
bovinas.

Fue posible dectar la fuente de contaminacion fecal en el 77% (20/26) y 70%
(18/26) de los lavados de tomate y fresa respectivamente mediante el uso de los
marcadores Bacteroidales especificos de huésped humano, canino y bovino.

El uso de los marcadores genéticos de Bacteroidales especificos de huésped
humano, canino y bovino, permitieron la identificacion de la fuente de
contaminacion fecal ademas de la enumeracidon de Bacteroidales totales, siendo mas

sensible que los indicadores tradicionales E. coli, coliformes totales y Enterococcus

SpPp.
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