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I. RESUMEN 

Las bacterias indicadoras de contaminación fecal (FIB) no permiten rastrear 

la fuente de contaminación (MST), por lo que miembros del orden Bacteroidales se 

han propuesto como indicadores alternativos, dada su abundancia en las heces y 

especificidad de hospedero; sin embargo, a la fecha, su compartamiento solo se ha 

evaluado en agua y su persistencia no está bien estudiada. En este trabajo se evaluó 

la persistencia de los marcadores de Bacteroidales y FIB en tomate y melón 

contaminados artificialmente y almacenados bajo dos condiciones de temperatura y 

humedad. Las bacterias utilizadas fueron Escherichia coli ATCC 25922, 

Enterococcus faecalis ATCC 19433; Bacteroides thetaiotamicron (de origen 

humano) y las cepas de Bacteroidales spp. 15PIG y 28COW, de origen porcino y 

bovino respectivamente. Para determinar la persistencia de los Bacteroidales, heces 

estériles se inocularon con las cepas bacterianas y se utilizaron para contaminar 

filtros (superficia lisa), corchos (superficie rugosa), tomates y melones, que se 

almacenaron bajo condiciones de refrigeración (10ºC/95%HR) y medio ambiente 

(25ºC/65%HR) hasta por 25 días, monitoreando la persistencia de las FIB por 

microbiología convencional y marcadores de Bacteroidales por qPCR. Se encontró 

que en filtros y corchos ambas FIB disminuyeron en concentración durante el 

estudio, E. coli redujo hasta 3.28 logUFC/ml en refrigeración a los 25 días y en 

medio ambiente fue indetectable hacia los 10-20 días. Para el caso de E. faecalis a 

los 25 días se redujo de 0.52 a 2.82 logUFC/ml. Cuando el ensayo se realizó en 

vegetales, ambas FIB aumentaron su concentración en ambas condiciones de 

almacenamiento, disminuyendo posteriormente. Para el caso de los marcadores de 

Bacteroidales todos fueron detectados en las muestras; con valores equivalentes a 

1.15-5.68 logUFC. El análisis de ANOVA demostró que la humedad fue el factor 

que mayor efecto tuvo en la persistencia de las FIB; en tanto que para Bacteroidales 

no hubo diferencia (P≤0.05) en los valores durante el tratamiento. Con esto se 

demostró la persistencia de marcadores (general y especie-específicos) de 

Bacteroidales durante la vida de anaquel de tomates y melones contaminados; por lo 

que pueden ser empleados como indicadores para determinación de la fuente de 

contaminación fecal en complementariadad o reemplazo de las FIB. 
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II. ABSTRACT 

Fecal Indicator Bacteria (FIB) requires time and selective culture media to 

grow and do not allow microbial source tracking (MST). Bacteroidales have been 

proposed as alternative indicators due to their abundance on feces and host 

specificity, allowing MST. Bacteroidales marker behavior has been mainly evaluated 

on water and their persistence is not well undestod. Due to this, persistence of host-

specific Bacteroidales markers and FIB on tomatoes and melons artificially 

contaminated and stored under two different environmental conditions was 

evaluated. The strains used were Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus 

faecalis ATCC 19433; Bacteroides thetaiotamicron (human origin); and 

Bacteroidales 15PIG and 28COW (pig and cow origin). To determinate Bacteroidales 

persistence, sterile feces from the different hosts were contaminaed with the strains 

and applied to filters, flat cork, tomatoes and melons, and stored under refrigeration 

(10ºC/95%HR) and room conditions (25ºC/65%HR), Persistence  was monitoring up 

to 25 days. FIB were analyzed by selective agar plating and Bacteroidales markers 

by qPCR. Both FIB showed reductions onto filters and cork surfaces during the 

study, E. coli reduced up to 3.28 logCFU/ml under refrigeration conditions and not 

detected between days 10 to 20 at room conditions. E. faecalis showed reductions 

from 0.52 to 2.82 logCFU/ml in both treatments by day 25. FIB increased numbers 

in produce in both storage conditions, showing a slight reduction by the end of the 

study at room conditions. All Bacteroidales markers were detected in all samples at 

levels 1.15-5.5,569 logCFU/ml. ANOVA analysis showed that persistence of FIB 

was affectd mainy by humidity. Bacteroidales markers did not show differences 

between them. Persistence of universal and specie-specyfic Bacteroidales markers 

were proved during all self life of tomatoes and melons contaminated artificialy. We 

conclude Bacteroidales markers are able to be used for MST pourpuse, together or 

instead of FIB. 
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III. INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial, las enfermedades diarreicas causan la muerte de 1.8 

millones de niños anualmente, siendo la mayor parte de estas muertes debidas al 

consumo de agua o alimentos contaminados con agentes patógenos, por los que las 

estrategias encaminadas a reducir estas enfermedades tendrán un impacto positivo en 

la salud pública (WHO 2015). En México, solo la salmonelosis causó 170,400 casos 

en el año 2011 (Secretaría de Salud, 2012). 

Los cuerpos de agua pueden contaminarse con microorganismos procedentes 

de las aguas residuales domiciliarias, así como de aguas de uso agropecuario y 

posteriormente servir como vehículo para transmitir agentes patógenos a los 

humanos o contaminar alimentos, produciendo brotes de enfermedades transmitidas 

por alimentos (ETAs), Schriewer et al. 2010; Field y Samadpour 2007; Arcos et al. 

2005). 

Los vegetales son productos alimenticios, que al consumirse principalmente 

crudos, pueden fácilmente transmitir agentes infecciosos a los seres humanos; dichos 

gérmenes suelen provenir de la materia orgánica del suelo y del agua, durante la 

producción primaria; o bien, de la manipulación durante la cosecha y postcosecha 

(Castro et al. 2016; León et al. 2009). 

Debido a lo anterior, el monitoreo de la calidad microbiológica de estos 

productos debe ser una practica rutinaria. Dado que es practicamente imposible 

buscar de manera específica cada uno de los posibles microorganismos patógenos, en 

forma regular se buscan aquellos microorganismos que tengan características 

semejantes y cuya presencia pudiera indicar un riesgo de la presencia de patógenos. 

Estos son llamados indicadores de contaminación fecal, sin embargo, presentan el 

inconveniente de requerir mucho tiempo y medios de cultivo para su crecimiento; 

además de que solo indican contaminación fecal y no permiten identificar el origen 

de dicha contaminación. Aunado a ello, muchas veces no se correlacionan con la 

presencia de agentes patógenos, por lo que no son muy útiles en la evaluación de 

riesgo, ni en el diseño de estrategias de prevención de la contaminación (Harwood et 

al. 2014). 
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La tendencia actual a nivel mundial se basa en el rastreo de fuentes de 

contaminación fecal (MST, por las siglas en inglés, microbial source tracking), 

detectando indicadores o microorganismos especie-específicos, de fácil 

identificación y que puedan correlacionarse con agentes patógenos, con la finalidad 

de identificar el origen y poder implementar estrategias de prevención efectivas 

(Mieszkin et al. 2009a; Kildare et al. 2007). 

Los microorganismos del orden de los Bacteroidales son un grupo de bacilos 

Gram positivos, anaerobios estrictos, habitantes normales del tracto gastrointestinal 

de humanos y varios animales, además se ha encontrado que algunos son especie-

específicos de ciertos hospederos, por los que pueden ser utilizados para realizar 

MST. Adicionalmente, sus poblaciones son bastante constantes en los hospederos y 

no se multiplican en el medio ambiente; lo que los hace distintos de los indicadores 

tradicionales (Layton et al. 2006). 

La mayoría de las técnicas para la detección de Bacteroidales se basan en la 

identificación de marcadores especie-específicos del gen 16S rRNA que permiten 

diferenciar entre Bacteroidales de humanos, rumiantes, cerdos, perros, aves, entre 

otros (Dorai-Raj et al. 2011; Wuerts et al. 2011). No obstante, la realización de MST 

por medio de marcadores de Bacteroidales representa algunos retos. Uno de ellos es 

la evaluación del comportamiento de la técnica en modelos distintos al agua; ya que 

la matriz que contiene a los microorganismos puede jugar un pepel importante en la 

detección de los marcadores. Los estudios sobre la persistencia de los Bacteroidales 

en condiciones variables como la temperatura, la exposición a la luz solar o la matriz 

empleada presentan discrepancias sobre el tiempo en el cual estos microorganismos 

pueden ser identificados y servir como indicadores de contaminación fecal (Dick et 

al. 2010; Walters et al. 2009), de ahí la importancia del presente trabajo. 
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IV. ANTECEDENTES 

4.1 Impacto de las ETAs a la salud pública. 

Se estima que entre el 60 y 75% de las enfermedades infecciosas en los 

humanos son de carácter zoonótico y son ocasionadas, generalmente, por vía fecal-

oral por bacterias, virus, hongos, protozoarios y parásitos que se transmiten entre 

animales y humanos utilizando el contacto directo, aerosoles, elementos ambientales, 

alimentos o agua como vehículos. La importancia de patógenos en salud pública se 

ha confirmado en numerosas especies animales silvestres y domésticos, incluyendo 

las mascotas, rumiantes, roedores, reptiles, anfibios, cerdos aves migratorias y de 

granja, entre otros (Conrad et al. 2017). 

Dada la complejidad de los sistemas de producción, así como de la cadena de 

distribución y comercialización, numerosos vegetales han sido implicados en brotes 

de ETAs, siendo los vegetales de texturas rugosas, como los de hojas verdes y 

melones, los considerados de mayor riesgo para la transmisión de patógenos como 

Salmonella spp., diversos patotipos de Escherichia coli y Listeria monocytogenes 

(Castro et al. 2016). 

En Estados Unidos de América y la Unión Europea, tan sólo en diez años, se 

registraron 377 y 198 brotes de ETAs causadas por vegetales lo que representa entre 

23 a 60 brotes anuales en el primer caso y 10 a 42 brotes en el segundo. En ambos 

registros, Norovirus, Salmonella spp. y E. coli fueron los agentes que causaron la 

mayor parte de los brotes. La diferencia encontrada entre los tres agentes fue que 

Norovirus se asoció preferentemente a ensaladas y produjo brotes localizados, en 

tanto que los brotes por Salmonella spp. se diseminaron a varios estados o países y se 

vincularon a vegetales de hojas verdes. E. coli por su parte, fue la segunda causa de 

brotes asociados a varias zonas y en donde una amplia gama de vegetales, frutas, 

germinados y jugos se relacionaron con los episodios (Callejón et al. 2015). 

Es importante señalar que las enfermedades asociadas a este grupo de 

microorganismos no están limitadas a una región del mundo, ni se circunscribe a 

países en desarrollo o desarrollados; ya que representan una amenaza global que 

amerita respuestas coordinadas de los servicios de salud y de la regulación 
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internacional y para ello, determinar la carga y proporción de microorganismos 

presentes en el agua es una necesidad (Arcos et al. 2005). 

 

4.1.1 El agua y los alimentos como vehículos para la transmisión de 

ETAs. 

La mayoría de los brotes de enfermedades zoonóticas en humanos se han 

relacionado con agua o alimentos contaminados y muchos de ellos han sido 

relacionados con el contacto directo con animales o indirectamente por medio de 

elementos ambientales durante la cadena de producción de los alimentos (Conrad et 

al. 2017). 

El agua representa uno de los más importantes vehículos de transmisión de 

enfermedades, niveles altos de contaminación fecal en ella se han relacionado con 

numerosos brotes de enfermedades de manera directa por su consumo o indirecta por 

la contaminación de alimentos (Gómez et al. 2016; Staley et al. 2016; Lee et al. 

2010). En Canadá los estudios sugieren que el número de brotes de ETAs asociadas 

al agua de bebida, al agua de uso recreacional y aquella usada en el riego de cultivos 

ha incrementado en los últimos años, lo que resalta la importancia del monitoreo de 

su calidad (Jokinen et al. 2010). 

Los agentes patógenos (emergentes o reemergentes) implicados en la 

transmisión de enfermedades incluyen a bacterias, virus, protozoos, helmintos y 

cianobacterias, que pueden causar enfermedades que van desde una gastroenteritis 

simple, hasta cuadros diarreicos, disentería, hepatitis o fiebre tifoidea y los vehículos 

pueden ser el agua o alimentos que entran en contacto con agua o materia prima 

contaminada o por malos hábitos higiénicos (Arcos et al. 2005). 

La utilización de agua de desecho sometida o no a diversos tratamientos es 

una práctica común en la cadena de producción primaria de alimentos en muchos 

países, principalmente en vías de desarrollo o sub desarrollados (Orlofsky et al. 

2016). Adicionalmente existen numerosas evidencias de que los fenómenos 

climáticos tales como las tormentas pueden favorecer el movimiento de aguas 

contaminadas contribuyendo a expandila a otros cuerpos de agua causando deterioro 

ecológico, degradación de aguas de recreación e incrementando el riesgo de ETAs 
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por su consumo o por alimentos que en algún momento de su cadena productiva 

entraron en contacto con esta agua (Kapoor et al. 2015). 

En algunos países que carecen de sistemas de tratamientos de aguas 

residuales, las agua grises domiciliarias (aguas de desecho, excluidas las que entran 

en contacto directo con heces y orina) son destinadas al riego de campos de cultivo, 

ya que la legislación lo permite, no obstante estas prácticas pueden contaminar tanto 

el suelo como la vegetación con agentes patógenos presentes en las mismas, muchos 

de los cuales son causantes de enfermedades gastrointestinales y de la piel, 

representando un importante riesgo para la salud humana (Leonard et al. 2016). 

 

4.1.2 Los vegetales como vehículos para la transmisión de ETAs. 

En los últimos años, la comercialización y consumo de vegetales frescos ha 

incrementado de manera explosiva, ya que son reconocidos por los consumidores 

como una importante fuente de nutrientes, vitaminas y fibra, lo que contribuye a una 

dieta saludable, en particular cuando están mínimamente procesados; sin embargo, a 

la par de este incremento, se ha registrado mayor número de brotes de ETAs 

relacionados con vegetales (Castro et al. 2016). Dado que muchos de los vegetales 

son consumidos frescos o requieren mínimo procesamiento, la contaminación con 

algún patógeno puede representar un elevado riesgo que está presente durante toda la 

cadena productiva (Olaimat y Holley, 2012). 

La posibilidad de contaminación microbiana de frutas y vegetales es elevada, 

ya que la superficie del vegetal suele contener elevada humedad y disponibilidad de 

nutrientes, lo que es compatible con el mantenimiento de la vida microbiana y en 

algunos casos favorece su multiplicación. Adicionalmente, la carga estática de la 

superficie vegetal y la textura favorecen la adhesión y establecimiento microbiano y 

retención de materia orgánica que permiten a los microorganismos persistir en estas 

condiciones y en el caso de los patógenos, utilizar el vegetal como vehículo para 

causar brotes de ETAs (Torres et al. 2016). 

Los vegetales frescos se han relacionado con muchos brotes de importancia 

en la última década, siendo Salmonella spp. y E. coli O157:H7 los patógenos 

mayormente implicados y los vegetales de las hojas verdes, germinados, hierbas y 
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frutas como los tomates, son los más frecuentes vehículos (Warriner y Namvar, 

2010). 

México es el tercer país exportador de vegetales a nivel mundial siendo el 

primer exportador de vegetales a Estados Unidos de América; donde el tomate, 

aguacate, chiles, uvas, pepino, melón, fresa, cebolla, espárragos, limón y brócoli son 

los principales cultivos comercializados. No obstante, este mismo país ha reportado 

algunos brotes de ETAs asociadas a productos de origen mexicano (García, 2014). 

Los principales microorganismos asociados a brotes de ETAs por vegetales 

incluyen a Salmonella spp. y E. coli O157H7; aunque tambié se reportan al Virus 

dela Hepatitis A, Cyclospora cayetanesis, Cryptosporidium parvum, Aeromonas 

hydrophila, Bacillus cereus, Clostridium spp., Listeria monocytogenes, Shigella spp., 

Vibrio cholerae, Campylobacter spp., y Yersinia enterocolitica (Olaimat y Holley, 

2012). 

En un estudio analizando el comportamiento de 15 de los 28 patógenos de 

mayor importancia en salud pública en Canadá, se demostró que los vegetales 

frescos son los principales vehículos de diseminación de estos agentes (21.8% de los 

mismos asociados a estos vehículos) y la primera causa de brotes parasitarios y 

virales, con 25.2 y 29.1%, respectivamente (Butler et al. 2016). 

El tipo de irrigación al que son sometidos los cultivos, la fuente de 

aprovisionamiento de agua, el suelo y el tipo de fertilización, entre otros factores, 

pueden contribuir a incrementar la posibilidad de contaminación de los vegetales en 

los campos de cultivo y en muchos casos, algunas prácticas específicas como la 

irrigación con aguas de desecho y la aplicación de estiércol de animales como 

práctica de fertilización, han sido identificados como factores de riesgo para 

desencadenar brotes (Orlofsky et al. 2016; Torres et al. 2016). 

Como parte de un estudio para analizar los brotes de ETAs asociadas a 

vegetales en Estados Unidos de América y la Unión Europea, se identificó que la 

mayoría se relacionaban con establecimientos de procesamiento de los alimentos, lo 

que resalta la importancia de monitorear adecuadamente la calidad microbiológica de 

estos productos en todos los pasos de la cadena productiva para evitar la 

diseminación de agentes (Callejón et al. 2015). 
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4.2 Bacterias indicadoras de contaminación fecal (FIB). 

Debido a que los agentes patógenos son difíciles de identificar, dada la 

heterogeneidad de su distribución, los bajos niveles de contaminación y la 

complejidad de la matriz en que se encuentran, un grupo de microorganismos son 

rutinariamente monitoreados con fines de evidenciar una posible contaminación 

ambiental o con heces humanas y/o animales y por lo tanto el riesgo de la presencia 

de patógenos. Este grupo de microorganismos son usualmente referidos como FIB 

(Castro et al. 2016; Field y Samadpour 2007; Savichtcheva y Okabe, 2006). 

Según varios reportes, las características que debe tener un microorganismo 

para ser considerado como un buen indicador de contaminación fecal incluyen que se 

encuentren en altas concentraciones, que no sea patógeno para el humano y tener 

facilidad, accesibilidad o economía en su cuantificación; además estar relacionados o 

evidenciar la posibilidad de presencia de algún patógeno, tener una reducida o nula 

tasa de multiplicación en el medio ambiente y tasas de persistencia o decaimiento 

similares al de algunos patógenos (Krolik et al. 2016; Harwood et al. 2014). 

 

4.2.1 Indicadores tradicionales de contaminación fecal y métodos para su 

enumeración. 

Las FIB son un grupo de bacterias habitantes normales del tracto 

gastrointestinal de seres humanos y animales, ampliamente utilizados como 

indicadores de calidad microbiológica de agua y alimentos (Odagiri et al. 2015; León 

et al. 2009). 

Existe una amplia gama de microorganismos que se han propuesto como 

indicadores de contaminación fecal, incluyendo diversos géneros, grupos o especies 

bacterianos, virus e inclusive bacteriófagos. Las bacterias pertenecientes a los grupos 

de los coliformes totales (TC) y fecales (FC), Enterococcus spp. y E. coli, han sido 

los más comúnmente utilizados en la práctica (Castro et al. 2016; Odagiri et al. 

2015). Para el caso de aguas, tanto recreacionales como de uso domiciliario y en la 

industria de los alimentos, los denominados FIB son los más utilizados para evaluar 

de manera rutinaria la calidad microbiológica de diversas matrices; siendo en muchas 

ocasiones de carácter obligatorio (Ahamed et al. 2016; Rivera y Rock 2013). 
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Las bacterias pertenecientes al grupo de los TC son bacilos Gram negativos, 

no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, pueden fermentar la lactosa a 

35°C, gracias a la actividad de la enzima β-galactosidasa, produciendo gas en un 

lapso de 48 horas. Ejemplo de este grupo son los géneros Escherichia, Enterobacter, 

Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y Citrobacter; se consideran como buenos 

indicadores de contaminación fecal ya que son habitantes comunes de tracto 

gastrointestinal de hombre y varios animales homeotermos, permaneciendo por 

largos períodos de tiempo incluso en agua. Sin embargo, no son los mejores 

indicadores de contaminación fecal en vegetales, ya que pueden estar presentes en 

grandes cantidades en el suelo (Leon et al. 2009; Arcos et al. 2005). 

Por su parte, los organismos pertencientes al grupo de los FC están asociados 

con el tracto intestinal de animales de sangre caliente pertenecientes a la familia 

Enterobacteriaceae, incluyendo a los seres humanos. Son Gram negativos capaces 

de fermentar la lactosa con producción de gas en un período de 48 h a una 

temperatura de incubación de 44.5 ± 0.1°C y son termotolerantes, esta última 

característica ayuda a distinguirlos de los TC. Constituyen cerca del 10% de los 

microorganismos totales del intestino humano y de otros animales (León et al. 2009; 

Arcos et al. 2005; Ashbolt et al. 2001). 

Dado a que cumple con la mayoría de las características propuestas para ser 

un buen microorganismo indicador, E. coli ha sido ampliamente utilizada como una 

buena FIB (Krolik et al. 2016; Rivera y Rock, 2013). La presencia de esta bacteria en 

vegetales es considerada indicativo potencial de la presencia de patógenos entéricos. 

Sin embargo, su identificación y cuantificación contribuye poco al conocimiento de 

la fuente de contaminación, debido a su presencia en heces animales y humanas, la 

persistencia, la susceptibilidad a los desinfectantes y el crecimiento y proliferación 

en el ambiente (Ravaliya et al. 2014; Rodicio y Mendoza, 2004).  

Algunas especies del género Enterococcus spp., se encuentran casi 

exclusivamente en el tracto intestinal de humanos y animales, mientras que otras 

especies generalmente están presentes como contaminantes del suelo, agua y 

vegetación. Son Gram positivos, crecen en medio selectivo y diferencial como el 

agar bilis esculina, en donde se pueden identificar a miembros de los géneros 
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Enterococcus spp. y Streptococcus spp. (León et al. 2009; Ashbolt et al. 2001). 

Algunas especies del género Enterococcus spp., se encuentran casi 

exclusivamente en el tracto intestinal de humanos y animales, mientras que otras 

especies generalmente están presentes como contaminantes ambientales del suelo, 

agua y vegetación. Son Gram positivos, crecen en medios selectivos y diferenciales 

como el agar bilis esculina, en donde se pueden identificar a miembros de los 

géneros Enterococcus spp. y Streptococcus spp. (León et al. 2009; Ashbolt et al. 

2001). Sus miembros han demostrado correlaciones más fuertes con patógenos, 

debido a que presentan características semejantes como la persistencia y la tasa de 

decaimiento. Evidencias sugieren que este grupo de microorganismos no son muy 

hábiles para multiplicarse en el medio ambiente, salvo en condiciones especiales. Las 

tasas de correlación más elevadas de estas FIB se han registrado con virus y 

Clostridium perfringens; sin embargo presentan pobre correlación con patógenos 

como Salmonella spp. (Savichtcheva y Okabe, 2006; Arcos et al. 2005). 

Por más de cien años se han utilizado los mismos indicadores tradicionales 

para evaluar la contaminación fecal y hacer análisis de riesgo, no obstante esto se 

encuentra en discusión, ya que cada vez son más los estudios que reportan que no se 

correlacionan adecuadamente a las FIB con patógenos; además, muchos estudios 

epidemiológicos han fallado al relacionar el impacto a la salud pública de aguas con 

elevadas niveles de microorganismos indicadores, sobre todo por desconocerse el 

origen de la contaminación (Harwood et al. 2014). 

 

4.2.1.1 Problemática de la utilización de los indicadores tradicionales. 

Algunos estudios han demostrado la relación entre las FIB y la ocurrencia de 

patógenos causantes de ETAs. Sin embargo los animales pueden expulsar estos 

microorganismos sin la presencia de patógenos para humanos, por lo que existe 

incertidumbre respecto a la calidad del agua y productos frescos con elevados 

conteos de estas bacterias y su asociación a una fuente de contaminación (Colford et 

al. 2007). Por lo tanto, su utilización tiene algunas limitantes, como los son: la 

habilidad de los microorganismos para multiplicarse en el ambiente, no ser especie-

específicos, además de que hay estudios que sugieren que la presencia de indicadores 
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no necesariamente evidencía la presencia de contaminación fecal ni patógenos y 

viceversa (Harwood et al. 2014; Schriewer et al. 2010). 

Las evidencias actuales sugieren que el paradigma de las FIB es imperfecto, 

ya que altos niveles de estos indicadores no simpre se correlacionan de manera 

adecuada con patógenos (principalmente virus y protozoos) y no permiten identificar 

una fuente específica de contaminación, por lo que no sirven como herramientas para 

la toma de decisiones. Por lo anterior, se considera que solo pueden ser considerados 

indicadores de contaminación fecal en condiciones específicas en dependencia del 

tiempo y el medio ambiente (Orlofsky et al. 2016; Staley et al. 2016; Anderson et al. 

2005). 

Adicionalmente, se ha evidenciado que la relación/correlación de un 

patógeno con las FIB es altamente aleatoria y suele ser sitio o tiempo específica 

(Bradshaw et al. 2016; Castro et al. 2016), incluso se ha establecido que algunas 

cepas de E. coli de origen animal tienen la posibilidad de multiplicarse en el 

ambiente, además de la posibilidad de entrar en estado viable pero no cultivable, 

causando resultados falsos positivos o negativos (Symonds et al. 2017; Krolik et al. 

2016; Desmarais et al, 2002). Esta pérdida de correlación entre el grupo de los 

coliformes y los microorganismos patógenos puede ser parcialmente explicada por 

las distintas tasas de persistencia que estos microorganismos presentan, ante el efecto 

de las variables ambientales y que al encontrarse en bajos conteos, en el caso de los 

patógenos, puede dificultarse su recuperación en el laboratorio (Haller et al. 2009; 

Savichtcheva y Okabe, 2006; Anderson et al. 2005). 

Varios reportes han señalado que la correlación entre las FIB y la 

contaminación fecal solo es alta cuando los niveles de contaminación fecal son 

elevados, por lo que si los niveles de contaminación son bajos, la posibilidad de 

obtener un falso negativo se incrementa (Staley et al. 2016; Kapoor et al. 2015). 

Adicionalmente, las técnicas convencionales de cuantificación de E. coli y otras FIB 

no permiten diferenciar entre cepas de diferentes orígenes, por lo que no se pueden 

vincular con una fuente específica (Krolik et al. 2016; Mattiolli et al. 2016). El punto 

anterior ha resaltado la importancia de la identificación de la fuente de 

contaminación, ya que si se toma como ejemplo las enfermedades causadas por 
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virus, organismos que son altamente especie-específicos, al encontrarse una matriz 

(agua o alimento) contaminado con heces de origen humano, se corre mayor riesgo 

de presentarse un brote de un agente viral, en comparación con la contaminación 

fecal proveniente de otra fuente (Harwood at al. 2014; Field y Samadpour 2007). 

Utilizando herramientas de modelación para evaluar el posible impacto del 

uso de aguas recreacionales en la salud pública, se ha demostrado que el riesgo es 

más elevado cuando las aguas están contaminadas con heces humanas o bovinas, en 

comparación con otras fuentes; debido a la probabilidad de encontrar patógenos que 

puedan afectar a los seres humanos, a las dosis infectivas y a la densidad en la que 

estos microorganismos se pueden encontrar, así como a su persistencia (Soller et al. 

2010). 

De la misma manera, otros estudios sugieren que la presencia de elevados 

conteos de FIB no necesariamente se relacionan con contaminación fecal reciente, ya 

que se podría deber a un fenómeno de resuspensión de los microorganismos 

presentes en los sedimentos y que provienen de contaminaciones pasadas, junto con 

el efecto selectivo que las condiciones medioambientales ejercen sobre las cepas de 

los diversos microorganismos (Haller et al. 2009; Butler et al. 2016; Fries et al. 2006; 

Anderson et al. 2005). También se ha reportado para el caso de los microorganismos 

que pertenecen al grupo de los coliformes, algunos son fermentadores lentos o nulos 

de la lactosa, como es el caso de Salmonella spp. o Shigella spp. y debido a que las 

pruebas para determinar coliformes basan su principio en la fermentación de este 

carbohidrato, conduciendo con esto a resultados falsos negativos, ya que subestiman 

la presencia de estos microorganismos (Savichtcheva y Okabe, 2006). 

De igual forma, se ha demostrado que la matriz que acompaña a los 

microorganismos tiene un fuerte impacto en la posibilidad de recuperalos por lo 

métodos de cultivo convencionales. Para el caso de la mayoría de las FIB, se estima 

que de aquellas que se encuentran en agua, sólo se logra hacer crecer en medios de 

cultivo artificiales entre el 0.1 y 1% de las células bacterianas presentes, en 

comparación con el número de células viables detectadas por técnicas como la 

citometría de flujo (Baumgartner et al. 2015). 
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También está documentado el efecto de la matriz en que se encuentran los 

microorganismos puede condicionar su persistencia y eventual multiplicación. En 

experimentos trabajando con agua de río con y sin sedimento y con sedimento 

esterilizado; la adición de sedimentos tuvo un efecto en la persistencia y 

multiplicación de Enterococcus spp. y de E. coli, por lo que se observó que el 

sedimento puede jugar un papel tanto de reservorio como de aporte de nutrientes 

para la multiplicación de las FIB, cuestionando su utilización como microorganismos 

indicadores en este tipo de matrices (Badgley et al. 2011; Haller et al. 2009; Fries et 

al. 2006; Desmarais et al. 2002). 

Los factores ambientales también pueden tener un impacto en la persistencia 

y multiplicación de las FIB en la muestra, ya que como señala Tiefenthaler y 

colaboradores (2009), la temperatura en muestras de agua fue el factor que mayor 

efecto tuvo en la persistencia-multiplicación de los indicadores, ya que durante los 

meses de verano, cuando la temperatura del agua sobrepasaba los 10ºC, las cuentas 

bacterianas se incrementaron sobre los límites permitidos; demostrando una 

correlación positiva para el caso de las bacterias del grupo de los TC y una 

correlación leve pero aún significativa para el caso de E. coli y Enterococcus spp. 

 

4.3 El rastreo de fuentes de contaminación fecal (MST). 

De los brotes de ETAs asociadas a vegetales frescos o listos para su consumo 

(RTE, por sus siglas en inglés), una amplia gama de patógenos y de fuentes de 

contaminación (humanos, ambiente, animales) han sido relacionados. Por lo tanto, 

resulta de gran importancia conocer el origen de la contaminación, con la finalidad 

de implementar estrategias de prevención y/o control adecuadas (Castro et al. 2016; 

Rivera y Rock 2013). Es en este último punto en el que las técnicas de MST recobran 

importancia, ya que contribuyen a la identificación de la fuente específica de 

contaminación (Krolik et al. 2016; Odagiri et al. 2015). 

La importancia de las técnicas de MST en la cadena productiva de los 

vegetales radica en que la mayoría de los brotes de ETAs en los que se ha vinculado 

a algún vegetal como vehículo, la fuente de contaminación suele ser el suelo, el agua 

o el ambiente del área de producción agrícola y el origen de la contaminación suelen 
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ser heces de humanos o de diversos animales que están en contacto de manera directa 

o indirecta con los cultivos (Olaimat y Holley 2012). 

Un ejemplo de un sistema de MST, así como de su alcance, es el 

implementado por Okabe y colaboradores (2007), donde partieron del diseño de 

oligonucleótidos específicos para microorganismos del orden Bacteroides-Prevotella 

especie-específicos para humano, bovino y cerdo, demostrando que cada marcador 

específico se encontraba particularmente elevado en muestras de agua de río 

provenientes de zonas cercanas a granjas de cerdos, granjas lecheras y descargas de 

aguas residuales, además pudieron identificar valores elevados de los mismos 

marcadores en zonas río abajo. Con ello se demostró la aplicabilidad de esta técnica 

y su probable contribución a la gestión de las acciones tendientes a la mitigación del 

impacto en la contaminación de estas áreas. Además demostraron una pobre 

correlación con FIB; las cuales que se encontraron en valores constantes en todos los 

puntos muestreados, sin poderse relacionar con una fuente de contaminación 

específica, ni con niveles de contaminación (Okabe et al. 2007). 

Recientemente se reportó una clona de E. coli que demostró ser humano 

específica, tratándose de los miembros de grupo B2 subgrupo VIII serotipo O81, la 

cual se logró relacionar por técnicas moleculares con humanos habitantes de África, 

Europa y América del sur; por lo que se propone como un microorganismo a estudiar 

con fines de MST (Clermont et al. 2008). 

 

4.3.1 Métodos empleados para MST. 

Existe una amplia gama de técnicas que permiten la identificación de fuentes 

de contaminación fecal, aunque de manera general se pueden dividir en: las 

dependientes de librería, las independientes de librería. Entre ellas se describen las 

que utilizan algún microorganismo o marcador del mismo y las que emplean algún 

compuesto químico como analito, estas últimas son referidas como CST (Staley et al. 

2016; Rivera y Rock 2013). 

Los métodos dependientes de una librería basan su principio en un enfoque 

común, que es la creación de una base de datos de fenotípica, y/o genotípica de un 

grupo más o menos homogéneo de microorganismos; con base en una característica 
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o grupo de características en particular, creando subcategorías de los 

microorganismos que son relacionadas con una fuente u origen común. Cabe señalar, 

que la variación de estas subcategorías puede verse influenciada por variables 

ambientales, evolutivas y geográficas; por lo tanto, cuanto más grande sea la base de 

datos, menor sesgo se esperará. Ejemplos de métodos de MTS dependientes de 

librería son: filotipos, patrones de resistencia a los antimicrobianos y electroforesis 

de campos pulsados, entre otros. En todos los casos se utiliza como microorganismo 

blanco algún miembro de las FIB como E. coli o Enterococcus spp. (Wong et al. 

2012; Anderson et al. 2005). 

Los métodos independientes de librería consisten, principalmente, en la 

identificación de un microorganismo que pueda relacionarse específicamente con un 

origen de contaminación, dada su especificidad de hospedero, siempre y cuando 

cumplan con las características deseables para cualquier microorganismo indicador. 

Varias especies de Bacteroides/Prevotella, Bifidobacteria, Clostridium, 

Enterococcus, y Arqueas metanogénicas, entre otras se han relacionado con la 

microbiota de algunos hospederos, lo que ha hecho resaltar su importancia como 

posibles blancos para MST (Wong et al. 2012; Ballesté et al. 2010). 

Recientemente se ha hecho popular la utilización de virus como 

microorganismos para MST, todo ello con el objetivo de vincular la contaminación 

con una fuente, dada la relativa especificidad o tropismo que los virus presentan 

hacia un tipo específico de células. Algunos de los virus propuestos incluyen a 

Adenovirus humano, Poliomavirus humano, Norovirus del genotipo 1, Pepper Mild 

mottle virus, Rotavirus, Colifagos F+, entre otros. La problemática radica en que la 

mayoría de los virus propuestos son de origen humano, algunos de ellos son 

patógenos para los humanos y algunos poseen moléculas de RNA como genoma, por 

lo que requieren de RT-PCR para ser identificados. Adicionalmente los bajos niveles 

en los que se encuentran amerita de pruebas con una elevada sensibilidad para poder 

identificarlos (Symonds et al. 2017; McQuaig et al. 2012; Wong et al. 2012; 

McQuaig et al. 2009). 
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4.3.2 Uso de Bacteroidales como herramienta para MST. 

De la amplia gama de microorganismos propuestos como herramienta para 

MST, los Bacteroidales se distinguen por ser anaerobios estrictos y adaptarse 

preferentemente a un hospedero específico, adicionalmente son microorganismos 

muy abundantes en la heces, representando entre el 26 y 36% de la microbiota 

intestinal, en niveles de 109-1011 UFC/g de heces y no son patógenos (Gómez et al. 

2016; Lee et al. 2010; Mieszkin et al. 2010). Las características anteriores se han 

utilizado para proponerlos como indicadores alternativos de contaminación fecal y en 

comparación con las FIB, presentan especificidad de hospedero, lo que permite MST 

y dada su anaerobiosis, no pueden multiplicarse en el ambiente, por lo que se asume 

que se mantienen en proporciones más estables que los indicadores tradicionales, ya 

que sólo toleran estrés oxigénico por un período menor a seis días a temperaturas 

elevadas y aunque el recuento in vitro de células viables es prácticamente imposible, 

se presume que sus ácidos nucleicos pueden permanecer por períodos prolongados 

(Ahamed et al. 2016; Gómez et al. 2016; Odagiri et al. 2015). 

La utilización de aguas domiciliarias libres de heces (aguas grises) es una 

práctica común en países con sistemas deficientes de tratamiento de aguas residuales, 

ya que se asume que al estar libres de heces fecales representan un reducido riesgo 

de transmitir patógenos. No obstante, utilizando un marcador para Bacteroidales 

específicos de humano, se logró demostrar que este tipo de aguas contenían altos 

niveles de FIB y microorganismos patógenos como Cryptosporidium spp., 

Clostridium spp. y Giardia spp., además de ser positivas al marcador de 

Bacteroidales humanos, lo que se relacionó con contaminación fecal de origen 

humano en algún punto del sistema (Leonard et al. 2016). 

Otro estudio reportó que altos niveles de marcadores para Bacteroidales se 

encontraron positivamente correlacionados con patógenos (E. coli productoras de 

Shigatoxinas, Salmonella spp. y Campylobacter spp.) en sedimento de río; no 

obstante, no encontraron correlación entre dichos marcadores y los patógenos en el 

agua. En el mismo estudio, se demostró que los marcadores específicos para 

rumiantes se encontraban presentes en las aguas residuales de actividades 
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agropecuarias y no en las zonas forestales y urbanas; lo que reforzó la hipótesis de la 

utilización de estos microorganismos para MST (Bradshaw et al. 2016). 

Dada la dificultad de su cultivo, las técnicas de MST que utilizan marcadores 

específicos para Bacteroidales se basan en amplificación de un fragmento del DNA 

bacteriano correspondiente al gen 16s rRNA, mediante PCR o qPCR (según el 

análisis sea cualitativo o cuantitativo (Kapoor et al. 2015; Korajkick et al. 2014; 

Okabe et al. 2007). De manera general se asume que las técnicas de PCR son más 

sensibles y específicas que las técnicas convencionales de aislamiento de indicadores 

o las de enumeración como la de número más probable (MPN), ya que los resultados 

se pueden obtener en 3 a 4 h (Rivera y Rock 2013; Dick y Fiel. 2004). 

El principio para el diseño de los oligonucleótidos del gen 16S rRNA 

comienza con análisis in silico y comparación de las secuencias obtenidas con las 

reportadas en diversas bases de datos (Dorai-Raj et al. 2011; Mieszkin et al. 2009b). 

Se localizan regiones hipervariables contenidas entre regiones conservadas, y se 

utilizan como blanco para diseñar los oligonucleótidos. Posteriormente, después de 

su validación en condiciones de laboratorio, se determina su sensibilidad, 

especificidad y precisión. Cabe señalar que muchos de estos oligonucleótidos se han 

diseñado para cepas huésped-específico que se consideran “no cultivables en 

laboratorio” (Gómez et al. 2016; Savichtcheva y Okabe 2006). 

Comparando la prevalencia de marcadores universales para Bacteroidales y 

específicos para humanos, Krolik y colaboradores (2016) encontraron una alta 

frecuencia del marcador para humanos en fuentes de agua donde se descargaban 

desechos de plantas de tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, no se encontró 

elevado el marcador para bovinos al analizar agua de pozos profundos de áreas con 

alta densidad de ganado, aunque el marcador para humanos permanecía en niveles 

bajos y el marcador general registraba valores elevados; concluyendo que el agua 

que abastecía dichos pozos, se contaminaba con heces no humanas o bovinas, desde 

su fuente de origen. 

La ausencia del marcador para B. thetaiotamicron en muestras de agua de 

ríos del sur de California hizo sospechar que la contaminación fecal detectada por 

presencia de FIB fuera por fuentes distintas a humanos (Tiefenthaler y 
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colaboradores, 2009). También se reportó que un marcador humano para 

Bacteroidales se encontraba elevado en aguas de zonas cercanas a descargas de 

plantas de tratamiento de aguas domiciliarias y que a la par, en la misma zona, se 

encontraban elevados conteos de E. coli, lo que era consistente para considerar  

contaminación fecal de origen humano. El mismo estudio reportó incremento del 

marcador para rumiantes en zonas cercanas a áreas ganaderas (Staley et al. 2016). 

Con dos pares de oligonucleótidos diseñados por Mieszkin y colaboradores (2009b) 

se logró identificar con 98-100% de sensibilidad y 100% de especificidad altos 

niveles de marcadores específicos para cerdos en aguas de un río cercano a una zona 

porcícola en Francia. 

También se ha reportado una fuerte asociación de un marcador de 

Bacteroidales de origen humano en aguas contaminadas con descargas de plantas de 

procesamiento de efluentes urbanos en Australia, reportando una correlación positiva 

entre este marcador y las FIB. La presencia de este marcador fue detectable en 

concentraciones en los que otros microorganismos reportados como MST (virus de 

polioma y adenovirus humanos) no fueron detectados (Ahmed et al. 2016). Otro 

estudio utilizando marcadores para Bacteroidales humanos, FIB y marcadores para 

virus y Arqueas demostró que el primer marcador resultó ser el más frecuentemente 

detectado en aguas contaminadas con aguas de descarga, incluso cuando los otros 

indicadores no pudieron ser identificados (McQuaig et al. 2012). 

Un estudio que intentó correlacionar los marcadores generales y específicos 

de Bacteroidales con la presencia de agentes patógenos en agua de río y heces de 

animales demostró que el marcador general tenía una fuerte correlación positiva con 

E. coli O157:H7 y diversos serotipos de Salmonella enterica; pero no con 

Campylobacter spp. ni con los TC. En el mismo estudio, altos niveles de marcadores 

específicos para cerdos se encontraron en las muestras de agua positivas para 

serotipos de Salmonella que son comúnmente aisladas de los cerdos (S. Mbandaka y 

S. Typhimurium); de la misma forma, las muestras de agua que resultaron positivas 

para E. coli O157:H7 y C. jejuni registraron valores elevados del marcador de 

Bacteroidales para rumiantes, que son reservorios usuales de estos patógenos. 

También se logró demostrar que muchas de las muestras de las que se aisló 
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Salmonella y Campylobacter tenían presente el marcador para Bacteroidales 

humanos, por lo que se presume que la contaminación con heces humanas pueda 

estar jugando un papel importante en la presencia de dichos patógenos en el agua 

(Jokinen et al. 2010). 

Harwood y colaboradores (2014) presentaron evidencias que correlacionan 

positivamente, la presencia o niveles elevados de algunos marcadores específicos 

para humanos o rumiantes con agentes patógenos como Campylobacter spp., E. coli 

patogénicas, Salmonella spp. Crypstoporidium spp. y principalmente enterovirus 

(Adenovirus, Enterovirus y Norovirus de los grupos I y II). Este comportamiento 

refuerza su aplicación como indicadores alternativos. 

El único reporte de la presencia de los marcadores para Bacteroidales en una 

matriz diferente al agua se realizó en una colaboración binacional entre Estados 

Unidos de América y México, y se logró detectar marcadores universales, de humano 

y de rumiante en lavados de las manos del personal encargado del cultivo de 

melones, tomates y chiles, así como en los vegetales y en el agua de riego, lo que 

representó una importante hallazgo del uso potencial de los Bacteroidales como 

MST en la cadena de producción de los mismos, con fines de detectar contaminación 

fecal y realizar análisis de riesgo tendiente a asegurar la inocuidad de dichos 

productos (García 2014; Ravaliya et al. 2014). 

 

4.3.2.1 Persistencia de marcadores para Bacteroidales. 

Como parte del proceso de validación de una nueva propuesta de marcador 

para MST es importante la evaluación de la persistencia de tales marcadores ya que 

de manera adicional a la determinación de la sensibilidad y la especificidad, el poder 

utilizar los marcadores por un largo tiempo es una atributo deseable para ser 

considerado como un buen indicador alternativo (Liang et al. 2017: Mieszkin et al. 

2009a). La mayoría de las investigaciones realizadas sobre la tasa de decaimiento de 

los diversos marcadores para Bacteroidales se han realizado utilizando parámetros 

medioambientales como la exposición a luz solar, la temperatura, la salinidad y la 

depredación por protozoarios; utilizando como matriz el agua; encontrándose 

diversos comportamientos al respecto y variando de acuerdo a la matriz empleada 
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(agua dulce o salada) y con ello el efecto de la variable ambiental a estudiar en la 

tasa de persistencia de los marcadores para Bacteroidales y de los indicadores 

tradicionales (Bae y Wuertz 2015; Bae y Wuertz 2012; Green et al. 2011). Otros 

estudios sugieren que en muestras de agua, durante el verano y en presencia de 

temperaturas altas, los marcadores para Bacteroidales tienden a persistir por menor 

tiempo, producto de las condiciones ambientales y principalmente del crecimiento de 

microorganismos predadores de las bacterias, por lo que incluso el DNA suele 

desaparecer de las muestras (Savichtcheva y Okabe 2006). 

Utilizando marcadores generales para Bacteroidales y específicos para 

humanos, se demostró que ambos persisten en niveles más constantes que otros 

indicadores de contaminación fecal (E. coli y Enterococcus spp.) a condiciones 

drásticas como en las fosas de recolección primaria de las aguas domiciliarias; cuyo 

ambiente es caracterizado por recibir una amplia gama de factores como detergentes 

y desinfectantes, mezclas de agua y orina, etc que pueden afectar la persistencia de 

muchos microorganismos. (Wanjugi, et al. 2016). 

Con el objetivo de evaluar el efecto de la salinidad del agua, la cantidad de 

radiación UV recibida, el tiempo y la microbiota asociada a agua marina, Mattiolli y 

colaboradores (2016), demostraron que la microbiota asociada fue el único factor que 

afectó la disminución de la posibilidad de identificar tres distintos marcadores de 

Bacteroidales humanos en las muestras. Este fenómeno se debe a la conducta 

predatoria por algunas bacterias y protozoos presentes en la matriz ya que un efecto 

similar se había demostrado en agua dulce por Korajkic y colaboradores (2014). 

Estudios recientes señalan que los marcadores para Bacteroidales de origen 

humano y bovino parecen tener diferentes tasas de abundancia y persistencia a 

distintas condiciones ambientales. Lo anterior marca una oportunidad de 

investigación sobre qué tan persistentes son los distintos marcadores y poder evaluar 

la pertinencia de su utilización con fines de MST y la eventual utilización de 

múltiples marcadores en el mismo estudio (Lamendella et al, 2013; Dorai-Raj et al. 

2011). 
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4.3.2.2 Retos para la utilización de Bacteroidales en MST. 

El primer punto a aclarar a este respecto es la validación de la técnica en las 

condiciones de la zona en la que se pretende llevar a cabo, ya que se sugieren 

variaciones espaciales en las poblaciones de Bacteroidales asociados a algunos 

hospederos y con ello de la sensibilidad y/o especificidad de los marcadores. Por lo 

anterior, antes de utilizarse un marcador es indispensable su validación en la región 

geográfica a implementarse (Ahamed et al. 2016; Ballesté et al. 2010; Lee et al. 

2010). Incluso algunos estudios han demostrado que el diseño de oligonucleótidos 

específicos para una especie pueda no tener el comportamiento esperado en términos 

de sensibilidad y especificidad, por lo que se requiere diseñar nuevos 

oligonucleótidos que permitan aumentar la eficiencia en el proceso de MST, 

tomando en cuenta que en muchos de los casos se trabaja con bases de datos 

producto de amplicones secuenciados y obtenidos con primer universales dado que 

muchas cepas de Bacteroidales no han logrado ser cultivadas (Mieszkin et al. 2010). 

Como ejemplo de lo anterior, en un estudio realizado en India, solo uno de 

los seis marcadores específicos para Bacteroidales humanos demostró tener buen 

comportamiento, ya que la mayoría registró baja sensibilidad y algunos presentaron 

reacciones cruzadas con muestras de perros o aves. Además, solo uno de los 

marcadores específicos para rumiantes demostró adecuada sensibilidad y el único 

marcador para caninos demostró 90% de sensibilidad sin embargo se obtuvieron 

falsos positivos con otros animales, no así con muestras de heces humanas (Odagiri 

et al. 2015).  

En un estudio utilizando muestras de diversas regiones del mundo, se 

evidenció cierto variabilidad en muestras de heces de cerdos frescas y en 

almacenamiento, en comparación con lagunas de sedimentación o suelos impactados 

por la porcicultura; demostrando que el ambiente puede jugar un rol importante en 

estructura y abundancia de las poblaciones de Bacteroidales presentes, 

independientemente de que el origen de la contaminación fecal fuera el mismo en 

todos los casos. Por lo anterior, los autores sugieren que se deberían de utilizar 

diferentes marcadores de la misma especie, para poder identificar correctamente la 

fuente de contaminación (Lamendella et al. 2013). 
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Recientemente se ha cuestionado el hecho de que al amplificar el DNA de 

una muestra, se estaría obteniendo señal, tanto de células vivas como de células 

muertas y de fragmentos de DNA “desnudos” presentes en la matriz y que 

permanezcan estables después del proceso de lisis bacteriana. La problemática de 

este hecho es que no se puede, con las técnicas convencionales, distinguir entre 

contaminación reciente o pasada. Para ello se han propuesto técnicas como la 

utilización de un agente intercalante del DNA (monoazida de propidio) que inhibe la 

amplificación del DNA en células muertas; pero dada la naturaleza de este 

compuesto, su utilización es un tanto limitada y cuestionable (Bae y Wuertz 2015). 

Por otro lado la RT-PCR ha demostrado ser más sensible incluso que la técnica 

convencional y se puede relacionar con la presencia de células vivas y por ende de 

una contaminación reciente (Kapoor et al. 2015). 

Los estudios epidemiológicos  no han logrado relacionar la presencia de uno 

o varios de los marcadores para Bacteroidales con un brote de enfermedad 

específico; señalando que la falta de sensibilidad encontrada para algunos de los 

marcadores probados o la cantidad de datos obtenidos limita la obtención de 

interpretaciones concluyentes; ya que incluso para algunas FIB las correlaciones 

entre la presencia de altos niveles de microorganismos con las enfermedades han 

sido leves (Harwood et al. 2014; McQuaig et al. 2009). 

La recomendación actual es utilizar más de una técnica de MST para poder 

incrementar la sensibilidad y especificidad del proceso y como se ha demostrado en 

algunos países de la Unión Europea, la utilización de algunos de los marcadores para 

Bacteroidales especie-específicos, en combinación con otras técnicas tales como la 

detección del DNA mitocondrial del hospedero o el rastreo de otros 

microorganismos como Bifidobacterias y los mismos indicadores tradicionales (TC, 

FC, Enterococcus spp. y E. coli), entre otros; contribuyen a realizar un estudio que 

identifique correctamente las fuentes de contaminación fecal (Bradshaw et al. 2016; 

Ballesté et al. 2010; Field y Samadpour 2007;  Savichtcheva y Okabe 2006). 
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V. JUSTIFICACIÓN 

A pesar de los esfuerzos encaminados a la reducción de la incidencia de las 

ETAs, éstas continúan siendo un importante problema de salud pública. El 

incremento en el consumo de vegetales aunado con las condiciones prevalecientes  

durante su producción, ha hecho que cada vez más se relacionen con brotes de ETAs. 

Las estrategias empleadas actualmente para evaluar la calidad microbiológica 

de los alimentos se basan, principalmente, en la identificación de microorganismos 

indicadores de contaminación, no obstante su utilización ha sido cuestionada, debido 

a que muchos estudios sugieren que no se correlacionan adecuadamente con la 

presencia de patógenos, impiden realizar de MST, además, de la posibilidad de 

incrementar o disminuir su cantidad durante la exposición a condiciones ambientales 

(temperatura, humedad y tiempo). 

La determinación de marcadores de microorganismos del orden 

Bacteroidales ha demostrado ser una buena herramienta para la realización del MST, 

en razón de ser microorganismos relacionados con un hospedero específico, 

permanecer en números más o menos constantes en el ambiente, debido a la 

imposibilidad de multiplicarse en la presencia de oxígeno y de tener una buena 

correlación con los niveles de contaminación fecal y con microorganismos 

patógenos. 

Por otra parte, la mayoría de los estudios para determinar la presencia del gen 

16S rRNA de Bacteroidales se han realizado en muestras de agua, por lo que es 

importante evaluar el comportamiento de estos marcadores en diferentes matrices 

sólidas. Por lo que en el presente trabajo se analizó la factibilidad de detectar a las 

FIB en 2 vegetales con diferentes texturas (una lisa, tomate y otra rugosa, melón) , y  

se analizó la detección de marcadores de Bacteroidales especie-específicos durante 

el almacenamiento bajo dos condiciones de temperatura y humedad, con la finalidad 

de estimar el tiempo que estos pueden ser utilizados para la realización de MST en 

vegetales. 
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VI. HIPÓTESIS 

Los marcadores especie-específicos del gen 16S rRNA de microorganismos 

del orden Bacteroidales pueden ser utilizados como indicadores de fuente de 

contaminación fecal durante toda la vida de anaquel de tomates y melones 

contaminados artificialmente. 
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VII. OBJETIVOS 

7.1 Objetivo general. 

Evaluar la persistencia de marcadores especie-específicos del gen 16S rRNA 

de microorganismos de orden Bacteroidales e indicadores tradicionales de 

contaminación fecal en tomate y melón contaminados artificialmente y almacenados 

bajo dos condiciones de temperatura y humedad. 

 

7.2 Objetivos específicos. 

1) Aislar cepas de Bacteroidales especie-específicas de humano, bovino, porcino y 

canino. 

2) Evaluar la persistencia del marcador universal y especie-especifico para 

Bacteroidales y las FIB en superficies artificiales lisas (filtros)  y rugosas (corchos) 

contaminadas con heces fecales y almacenadas bajo distintas condiciones de 

temperatura y humedad. 

3) Comparar la persistencia de los marcadores 16S rRNA especie-específico para 

humano, cerdo, perro, bovino y universal y las FIB, en tomates y melones 

contaminados con heces fecales y almacenados bajo dos condiciones de temperatura 

y humedad. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Conservación y manejo de cepas. 

Las cepas utilizadas fueron Escherichica coli ATCC® 25922TM donada por la 

Dra. Lynne McLandsborough, del Departamento de Ciencias de los Alimentos de la 

Universidad de Massachusetts, Enterococcus faecalis ATCC® 19433TM obtenida 

comercialmente y Bacteroides thetaiotamicron ATCC® 29148TM, donada por la Dra. 

LeeAnn Jaykus de la Universidad de Carolina del Norte, EUA. 

Las dos primeras se manejaron en cepario a corto plazo en tubos con agar 

inclinado infusión cerebro corazón a 4°C, del cual se tomó una asada y se inoculó en 

5ml de caldo infusión cerebro-corazón (cICC) para su incubación a 37ºC en 

aerobiosis durante toda la noche; posteriormente una alícuota de 50µl se transfirió a 

5ml de cICC y se incubó en las mismas condiciones hasta alcanzar la absorbancia 

(A600) de 0.64 y 0.42 para de E. coli y E. faecalis respectivamente (aproximadamente 

109 y 106 UFC/ml, respectivamente) que correspondía a la fase exponencial de 

crecimiento. Para determinar a que concentración correpondía cada Absorbancia, se 

realizaron diluciones decimales seriadas y alícuotas fueron plaqueadas en agar 

RAPID’E. coli 2 (REC2, BIORAD) para E. coli y agar Streptococcus KF (SKF, 

ACUMEDIA) suplementado con 1% de cloruro de Trifelintetrazolium, para E. 

faecalis. 

La cepa de B. thetaiotamicron se obtuvo tomado una alícuiota (50µl) del 

cultivo de reserva en caldo Carne Cocida (cCC, OXOID) e inoculandola en medio 

cCC fresco e incubado por 72 h a 37ºC en aerobiosis. La cepa se ajustó a una A595 de 

0.9 de absorbancia, lo que correspondía a 109 UFC/ml, aproximadamente (EPA 

2010). 

 

8.2 Obtención de controles positivos. 

Para el caso de los Bacterioidales, se trabajó con cepas de E. coli DH5α 

transformadas en el LABGEM de la FCB-UANL con el vector del TOPO® TA 

Cloning® (INVITROGEN, 2014) los cuales contenían insertos positivos para cada 

una de las secuencias del gen 16S rRNA de Bacteroidales específicos de especie 

(marcador universal, humano, bovino, cerdo y perro). 
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Para la obtención de heces control con DNA específicos de huésped, 0.5 g de 

heces de las diferentes especies y la cepa B. thetaiotamicron obtenida de la 

centrifugación (10,000 rpm) de 5ml del cultivo se sometieron independientemente a 

la extracción del DNA mediante el kit ISOLATE Fecal DNA (BIOLINE) de acuerdo 

a las indicaciones del fabricante (EPA 2010; Mieszkin et al. 2009b).  

 

8.2.1 Extracción de DNA plasmídico. 

Para la obtención del DNA plasmídico se utilizaron las cepas transformadas. 

Se tomó una asada de cada cultivo y se inocularon en 5 ml de caldo Luria-Bertani 

suplementado de kanamicina (50 µg/ml). Como control negativo se utilizó la cepa E. 

coli DH5α que no contenía plásmido. Los cultivos se incubaron a 37°C por 20 h en 

aerobiosis y al cabo de este tiempo el cultivo fue centrifugado a 10,000 rpm por 5 

min a temperatura ambiente.  

El precipitado obtenido fue sometido al procedimiento del MiniPrep 

(Sambrook y Russell 2001), para lo cual, se resuspendió el paquete celular con 100 

µl de una solución de lisis alcalina I (en relación 1:1:1; solución de glucosa 50mM, 

solución de Tris-Cl pH 8 25mM y solución de ácido etilendiaminotetraacético 0.5M), 

se agitó vigorosamente en vórtex 20 s y se almacenó en hielo el tiempo requerido 

para adicionar 200 µl de la solución de lisis alcalina II (mezcla preparada a 

temperatura ambiente y al momento de ser utilizada, en relación 1:1; solución de 

hidróxido de sodio 10N y duodecil laurisulfato de sodio 20% p/v) mezclándose 10 

veces por inversión, para adicionar 150 µl de la solución de lisis alcalina III (acetato 

de potasio 5M), homogenizando de nuevo por inversión 10 veces el tubo, el cual se 

dejó reposar 5 min en hielo. Posteriormente, el lisado bacteriano obtenido se 

centrifugó a 10,000 rpm durante 5 min a 4ºC colectando el sobrenadante que fue 

transferido a un tubo eppendorf nuevo de 1.5ml. La precipitación de los ácidos 

nucleicos se realizó por la adición de doble volumen de alcohol etílico al 96% a 

temperatura ambiente y homogenizando en vórtex por 30 s, la muestra se dejó 

reposar por 2 min y se centrifugó como previamente se indicó. El sobrenadante se 

eliminó con micropiptea y el exceso se dejó evaporar a temperatura ambiente, para 

finalmente, el DNA precipitado lavarse mediante la adicion de 1 ml de alcohol etílico 
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al 70%, repitiendo los pasos descritos para la precipitación, centrifugación y descarte 

del sobrenadante una vez más. El DNA obtenido se disolvió en 30 µl de agua MiliQ 

estéril y se verificó la concentración final en el NanoDrop 2000 Spectophotometer 

(ThermoSCIENTIFIC). 

 

8.2.2 PCR punto final. 

Todos productos obtenidos (plásmidos y DNA), fueron sometidos a 

confirmación por PCR punto final, para lo cual cada 50 µl de reacción compuesta de 

1x de Buffer de reacción MyTaqTMDNA Polymerase (BIOLINE), 0.4 µM de cada 

oligonucleótido, 5U de MyTaqTM DNA Polymerase, 2-4 µl de DNA templado y agua 

MilliQ estéril. Para la amplificación en el termociclador PCR Express (Thermo 

HYBAID, HBPX110) se realizó 1 ciclo de 95ºC/2min seguido de 35 ciclos a 

95ºC/2min (temperatura de alineamiento)/30s, 72ºC/2 min y por último 1 ciclo de 

amplificación de 72ºC/2min. Los oligonucleótidos utilizados, las temperaturas de 

alineamiento, hospederos y tamaño de los amplicones esperados se describen en la 

tabla 1. 

Tabla 1. Descripción de los oligonucleótidos empleados en los ensayos del presente trabajo.  
Oligonucleótido 

 
Secuencia 5´-3´ Hospedero Alineamiento 

(ºC) 
Producto 

(pb) 
Referencia 

AllBac296f 
AllBac4122 
*AllBac375Bhqr 
 

GAGAGGAAGGTCCCCCAC 
CGCTACTTGGCTGGTTCAG 
FAM-CCATTGACCAATATTCCTCAC 
TGCTGCCT-BHQ 

Todos (AB) **53 106 Layton et 
al. 2006 

BvulgF1 
BFDrev 
*BFDFAM 
 

CATCATGAGTCCRCATGTTCA 
CGTAGGAGTTTGGACCGTGT 
FAM-CTGAGAGGAAGGTCCCCACA 
TTGGA-BHQ 

Humano 
(VB) 

**53 166 Haugland 
et al. 2010; 
Converse 
et al. 2009 

BoBac367f 
BoBac467r 
*BoBac402Bhqf 

GAAGG/ACTGAACCAGCCAAGTA 
GCTTATTCATACGGTACATACAAG 
FAM-TGAAGGATGAAGGTTCTAT 
GGATTGTAAACTT-BHQ 

Bovino (BB) ***54 109 Layton et 
al. 2006 

Pig-1-Bac32Fm 
Pig-1-Bac108R 
*Pig-1-Bac44P 
 
&Pig-2-Bac41F 
&Pig-2-Bac163Rm 

AACGCTAGCTACAGGCTTAAC) 
CGGGCTATTCCTGACTATGGG) 
FAM-ATCGAAGCTTGCTTTGATAGA 
TGGCG-BHQ 
GCATGAATTTAGCTTGCTAAATTTGAT 
ACCTCATACGGTATTAATCCGC 

Cerdo (PB) 60 116 Mieszkin et 
al. 2009b 

BacCan-545f1 
BacUni-690r1 

GGAGCGCAGACGGGTTTT 
CAATCGGAGTTCTTCGTGATATCTA 

Perro (BC) ***58 145 Kildare et 
al. 2007 

*La sondas se utilizarán para los ensayos de qPCR. 
**Temperatura obtenida de otra referencia distinta a la original, con resultados probados en el presente trabajo. 
***Temperaturas distintas a la referencia original; sin embargo determinadas en el presente trabajo como las que demostraron 
mejor comportamiento con base a un gradiente de 53-60ºC. 
&Para este marcador se utilizaron ambos pares de oligonucleótidos sin embargo debido a que en la qPCR no se obtuvo señal de 
la sonda se decidió utilizar Pig-2-Bac y Syber Green para realizar las curva estándar y la cuantificación. 

 



	

	 30	

Los productos obtenidos de la PCR punto final fueron sometidos a 

electroforesis en geles de agarosa al 1%, teñidos con bromuro de etidio (0.2-0.5 

µg/ml), revelados y fotogafiados en el transiluminador GEL LOGIC 200 IMAGING 

SYSTEM (Kodak). Se compararon la presencia de bandas de los controles positivos 

(cepa o DNA de heces) contra los plásmidos extraídos de las cepas transformadas. 

Los resultados positivos se consideraron controles positivos para los próximos 

ensayos. 

 

8.3 Aislamiento de cepas de Bacteroidales. 

Se trabajó con muestras de heces de distintos hospederos, mismas que se 

obtuvieron de cinco individuos adultos, sin evidencia de enfermedad, ni historial de 

recibir tratamiento médico alguno. Las heces de humanos y perros fueron donadas 

por individuos residentes del área Metropolitana de Monterrey, en tanto que las de 

bovinos, cerdos, cabras, borregos, conejos y aves se colectaron en la unidad pecuaria 

de la Facultad de Agronomía de la UANL, con sede en el Municipio de Marín, 

Nuevo León. Todas las heces se colectaron en bolsas estériles individuales y se 

transportaron al laboratorio en refrigeración, para su procesamiento. 

En el laboratorio se realizaron diluciones (1:10) con solución salina 

fisiológica estéril al 0.85% p/v (SSF) y se homogenizaron completamente por 

agitación manual. Una asada del coctel de heces se estrió sobre cajas petri con agar 

Brucella con hemina y vitamina K1 (SIGMA-ALDRICH) suplementado con 5% de 

sangre, Vancomicina (0.0075g/l) y Kanamicina (0.1g/l) y se incubaron en 

anaerobiosis (GasPackTM EZ Anaerobe Pouch System) a 37ºC por 24-48 h. 

Transcurrido el tiempo de incubación se identificaron como colonias sospechosas las 

pequeñas a medianas, redondas y de color blanco a beige (Bacic y Smith 2008; Atlas 

2004, Mangels y Douglas 1989). Se empleó como control positivo del crecimiento la 

cepa B. thetaiotamicron. 

Una sola colonia sospechosa de cada cultivo se transfirió a 5 ml de cCC y 5 

ml de medio fluido Tioglicolato (Bioxon), ambos fueron incubados a 37ºC por 24 h, 

descartándose las cepas que presentaron crecimiento en la superficie del cultivo ya 
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que los Bacteroidales son anaerobios estrictos. Los tubos de cCC inoculados con 

cepas aisladas fueron considerados cultivos de reserva (EPA, 2010). 

Los cultivos en cCC sirvieron para realizar la extracción de DNA con el kit 

ISOLATE fecal DNA (BIOLINE) y el material extraído fue sometido a PCR punto 

final bajo las condiciones descritas con anterioridad en los puntos 8.2.2 y con los 

oligonucleótidos de la tabla 1; seleccionando únicamente las colonias que 

presentaran amplificación con los oligonucleótidos generales y el específico del 

hospedero. Para todos los marcadores se utilizó el plásmido extraído en el primer 

ensayo como control positivo, en tanto que para BC el control positivo fue DNA 

extraído directamente de las heces de perro, ya que con el plásmido previo no se 

observó resultado positivo al tamaño de amplicón esperado (EPA 2010; Bacic y 

Smith 2008). 

 

8.4 Curvas de cuantificación por qPCR. 

Se ajustaron las concentraciones de todos los plásmidos obtenidos para lograr 

adicionar 1000 ng a cada reacción, siendo ésta la concentración más alta y a partir de 

esta se realizaron 6 diluciones decimales seriadas en agua MiliQ estéril. El número 

de equivalentes genómicos en cada reacción se calculó por medio de la aplicación de 

una formula matemática (Staroscik 2004). La qPCR se realizó en el equipo PikoReal 

96 (ThermoSCIENTIFIC, TCR0096) en la que cada 20 µl de reacción contenía: 1x 

de SensiFASTTM Probe Hi-ROX, 400 nM de cada oligonucleótido, 100 nM de sonda 

y la concentración correspondiente de plásmido como templado y completando el 

volumen de reación con agua MilliQ. Únicamente para la curva del marcador PB se 

utilizó SensiFASTTM SYBR, el resto de las concentraciones y condiciones fueron las 

mismas en todos los ensayos. Las condiciones para la qPCR así como los 

oligonucleótidos se describieron en la Tabla 1. Para cada plásmido se realizaron tres 

repeticiones independientes con sus respectivos duplicados, utilizando como control 

positivo el plásmido concentrado y como control negativo agua MilliQ estéril. Se 

calcularon las medias aritméticas de cada dilución y se obtuvo la ecuación de la recta 

y el valor de R2 en cada caso (Odagiri et al 2015; Ravaliya et al. 2014; Mieszkin et 

al. 2010; Kildare et al 2007). 
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8.5 Preparación de inóculos de contaminación. 

Se partió de heces estériles (121°C por 30 min e irradiadas por 4 ciclos de 10 

min bajo luz UV a 380 nm, Ahn et al. 2013) de los distintos hospederos diluidas 1:10 

en SSF que se incularon con cultivos bacterianos en fase exponencial de E. coli y E. 

faecalis (108-109 y 106-107 UFC/ml respectivamente), tal como se describió en el 

punto 8.1 de este apartado. La cepas de Bacteroidales se crecieron en cCC por 72 h y 

el sobrenadante fue lavado y centrifugado a 6000 rpm 3 veces a temperatura 

ambiente en solución buffer de fosfatos con un pH 7.2 (PBS) estéril y se ajustó a una 

A595nm de 0.9 (109-1011 UFC/ml) de acuerdo a la fórmula propuesta por la EPA 

(2010). Las concentraciones bacterianas fueron seleccionadas tratando de simular las 

densidades reales presentes en las heces (McQuanig et al., 2012; Mieszkin et al., 

2010).  

Como control negativo en lugar de los cultivos bacterianos, a las heces de los 

distintos hospederos se les adicionó SSF estéril en las mismas proporciones ya 

descritas. 

 

8.6 Persistencia de FIB y marcador AB en superficies artificiales. 

 Se utilizaron dos texturas diferentes, emulando la rugosidad de la cáscara del 

melón y del tomate, que posteriormentse se describirán. Para simular una superficie 

lisa se utilizó un filtro (F) de membrana (Millipore de 0.45 µm de poro por 47 mm de 

diámetro), mientras que para la superficie rugosa se utilizaron cirulos (2 mm de 

espesor y 47 mm de diámetro) de corcho (C). Ambas superficies se colocaron sobre 

esponjas estériles hidratadas con 5ml de SSF, para evitar su desecación temprana.  

Las unidades fueron contaminadas por duplicado por la técnica de puntos 

añadiendo 10 alícuotas de 10 µl cada una de las diferentes heces fecales previamente 

contaminadas de humano (H) y de perro (D), independientemente (Dubois et al. 

2007). Solo en este experimento, la cepa B. thetaiotamicron fue utilizada para 

contaminar ambas superficies.  

Las muestras contaminadas y controles negativos se almacenaron en la 

cámara bioclimática (Thermo Scientific, 3911) bajo las siguientes condiciones: T1; 

25ºC/95% HR, T2; 10ºC/60% HR, T3; 10ºC/95% HR y T4; 25ºC/65% HR. Los 
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tratamientos T3 y T4 correspondieron a las condiciones de almacenamiento de los 

vegetales y condiciones ambientales promedio del área Metropolitana de Monterrey, 

respectivamente. 

A los 0, 5, 10, 15, 20 y 25 días se realizaron lavados de una unidad de cada 

tratamiento, colocando la misma en una bolsa Whirl-Pack (Nasco) de 4 oz añadiendo 

10 ml de SSF estéril y homogenizando la muestra con agitación y masaje manual 

durante un minuto. De allí se tomó una alícuota y se realizaron  diluciones decimales 

seriadas que fueron sembradas por extensión sobre placas con agar REC2 para E. 

coli y SKF para E. faecalis. Ambas se incubaron a 37°C por 24h y se contaron las 

colonias en sus agares respectivos (E. coli moradas y E. faecalis rojas) tomando en 

cuenta los criterios de la NOM-113-SSA1-1994. 

 

8.6.1 Obtención de DNA a partir de lavados de unidades contaminadas. 

Al mismo tiempo, para la identificación del marcador AB, de los lavados de 

las superficies contaminadas, se filtraron (PALL Corporation) 5 ml a través de  una 

membrana de 0.45 µm de poro. La extracción del DNA se realizó por medio de kit 

ISOLATE Fecal DNA, previamente descrito. Los productos se almacenaron en 

congelación a -20ºC hasta su utilización. La qPCR se realizó con base en las 

condiciones y oligonucleótidos ya descritos y se utilizó la ecuación de la recta 

encontrada para el marcador, para estimar el número de GEC y dividirlo entre 6.5 a 

fin de estimar el logUFC/ml de células de Bacteroidales recuperadas en los lavados 

(Hernández 2017; Ravaliya et al. 2014; EPA 2010). 

 

8.7 Persistencia de FIB y mezcla de Bacteroidales de distintos hospederos 

en superficies artificiales. 

Para esta determinación, sesiguió el porcedimiento previamente con la 

diferencia de que los corchos y los filtros se contaminaron con heces de los distintos 

hospederos (en proporción 1:1:1) contaminadas con las FIB y la cepa de 

Bacteroidales específica de cada hospedero: humano, cerdo y bovino (B. 

thetaiotamicron, Cepa 15pig, Cepa 28bov respectivamente). Las condiciones de 

almacenamiento fueron 10ºC/95% HR (T3) y 25ºC/65% HR (T4) y se siguió el 
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procedimiento descrito para enumeración de las FIB y los marcadores AB, VB, BB y 

PB. En este caso, los lavados se realizaron los días 0, 13, 19 y 25 en las mismas 

condiciones descritas en el punto 8.6.1. 

 

8.8 Persistencia de FIB y mezcla de Bacteroidales de distintos hospederos 

en melones y tomates contaminados artificialmente. 

Los vegetales se adquirieron en un mercado de abastos del área 

Metropolitana de Monterrey y se seleccionaron por la integridad de la cáscara y con 

características de grados de madurez como se describe a continuación: tomates 

(Lycopersicon esculentum) varidead Saladette, con grado de madurez 1-2 (verde 

sazón a pinto inicial) (SAGARPA 2010; Cerda y Montero 2002) y melones (Cucumis 

melo) variedad Cantaloupe, se seleccionaron con grado de madurez 1-3, con una 

coloración verde opaco a obscuro y surcos bien definidos (León 2007). Con los 

grados de madurez seleccionados se esperaba que tuvieran una vida en anaquel de 

entre 20 y 25 días en condiciones de refrigeración (T3) y 10-15 días bajo condiciones 

de medio ambiente (T4), según lo reportado por la literatura y constatado en los 

ensayos preliminares. 

 

8.8.1 Protocolo de descontaminación de vegetales. 

El primer paso fue el protocolo para descontaminación de los vegetales, el 

cual se realizó por medio de la adaptación del reportado por Hernández (2017) y 

Heredia et al. (2015), donde los vegetales se sometieron a un lavado con detergente 

comercial (SALVO) y agua potable, frotándolos gentilmente con una esponja, para 

eliminar el exeso de materia orgánica superficial sin dañar la integridad de la cáscara 

y dejando reposar la espuma por espacio de un minuto, se enjuagaron con agua 

potable, se secaron con toallas de papel desechables y se asperjó toda la superficie 

con alcohol etílico al 70%. Los vegetales se dispusieron en bolsas estériles (1 melón 

o 3 tomates por bolsa, Whirlpak, Nasco de 18 oz) y se adicionaron 500 ml de agua 

destilada estéril y 1 ml de detergente para postcosecha (Likofen B10), agitando por 

un minuto y cepillando gentilmente la superficie (especialmente en la zona del 

pedúnculo), procurando no lesionar la superficie vegetal. Posteriormente se secaron 
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con papel desechable y se asperjó etanol al 70%. En una nueva bolsa se adicionó, 

masajeó y dejó reposar el vegetal con 500 ml de etanol al 96% por 1 y 5min para el 

caso de tomates y melones respectivamente. Transcurrido el tiempo se retiró el 

líquido y se adicionaron 500 ml de hipoclorito de sodio al 2.5% v/v, agitando y 

dejando reposar por el mismo tiempo. Se descartó el último contenido y se realizaron 

3 repeticiones de enjuague y masaje con 500 ml de agua destilada estéril, se retiraron 

los vegetales de la bolsa, se secaron con papel desechable y se asperjaron 

nuevamente con etanol al 70%. Se realizó la aplicación de ozono por medio de la 

inmersión de los vegetales en un baño de agua destilada estéril por espacio de 2 h 

para los tomates y 4 h en el caso de los melones, tiempo durante el cual el 

ozonificador permaneció continuamente operando. La irradiación con luz UV 

(380nm) fue el último paso y se realizó sobre charolas estériles y colocando las 

lámparas sobre la superficie de los vegetales. Los tomates se irradiaron por 6 

períodos de 30 min, moviendo los vegetales cada vez para asegurar cubrir el 100% 

de su superficie y los melones 6 h por por la superficie del pedúnculo y 6 h por el 

lado contrario. 

 

8.8.2 Contaminación de vegetales. 

Por cada tratamiento se contaminaron 4 unidades vegetales (1 unidad vegetal 

correspondió a 1 melón o 3 tomates) y se conservó una unidad como control 

negativo. Los inóculos para contaminación se prepararon con las mismas 

especificaciones del punto 8.5 y en las mismas proporciones descritas para el punto 

8.7 (contaminación en coctel) y la contaminación de las superficies se realizó por la 

técnica de los puntos con 100 µl por tomate y 300 µl por melón, dispersos en tres 

puntos (Dubois et al. 2007). Los controles negativos se contaminaron con la mezcla 

de heces adicionada con SSF estéril. 

Los vegetales contaminados se almacenaron en la cámara bioclimática bajo 

las condiciones descritas para T3 y T4. Los lavados para la enumeración de FIB y los 

marcadores de Bacteroidales se realizaron en una bolsa Whirl-Pack con 300 ml de 

SSF estéril, masajeado las unidades vegetales por un minuto. Los tiempos de 

tratamiento fueron: 0, 10 y 20 días para T3 y para el caso de T4 los días 0, 5 y 10. 
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Solo para este experimento se decidió medir la variable TC sembrando en placas 

REC2 e incubandose a 37ºC por 24 h, para finalmente enumerar las colonias color 

azul o verde (TC) y las violeta (E. coli). Se realizó la extracción del DNA tal como 

se especificó anteriormente filtrando 150 ml de cada lavado. 

Se realizaron tres repeticiones independientes para el procesamiento 

estadístico de los resultados. 

 

8.9 Análisis estadístico. 

 Se realizó la prueba de ANOVA simple para establecer las varianzas en las 

cuentas de FIB en los experimentos con filros y corchos y se determinaron los 

estadísticos descriptivos para cada caso. Para el caso de las FIB en las superficies 

vegetales y dado el comportamiento que demostraron, los valores utilizados fueron 

los logUFC/ml recuperados en los lavados para cada vegetal y a cada tiempo de 

almacenamiento. 

En los experimentos con los marcadores para Bacteroidales y toda vez  que 

no se observó una tendencia o patrón en los logUFC estimados, se procedió a realizar 

la comparación de las medias en los diferentes tiempos de almacenamiento. 

En todos los casos, los cálculos se realizaron utilizando el programa SPSS 

versión 21. 
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IX. RESULTADOS 

9.1 Obtención de controles positivos. 

La importancia de la obtención de estos productos radicó en que fueron 

indispensables para la construcción de las curvas estándar para cada marcador, así 

como servir de controles positivos para el resto de los experimentos. 

Las cepas que contenían las secuencias de diferentes hospederos se 

confirmaron, obteniendo DNA de B. thetaiotamicron, heces de humano, heces de 

bovino, heces de cerdo y heces de perro (Fig. 1). 

 
Figura 1. Gel de agarosa al 1% con los productos obtenidos de la PCR de controles positivos de 

DNA extraído de heces de los distintos hospederos y plásmidos obtenidos de cepas de E. coli 
DH5α transformadas con insertos positivos para Bacteroidales. 

Carril1 y 2 AB (106pb), 3 y 4 VB (166pb), 5 y 6 BB (109pb), 7 y 8 PB (116pb), 9 y 10 a BC (145pb). 

 

No se obtuvo banda positiva con el inserto de BC; sin embargo, del control 

positivo sí se obtuvo el amplicón esperado, por lo que se presume que se pueda haber 

perdido la secuencia durante el proceso de transformación, por lo que se decidió 

seguir utilizando el DNA extraído de heces como control positivo para BC. Para el 

caso del marcador PB se utilizaron los dos pares de oligonucleótidos descritos en la 

tabla 1 y para ambos se obtuvo el mismo comportamiento. 

 

 

1				2			3				4			5				6				7			8				9		10 

100bp 

200bp 
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9.2 Aislamiento de cepas de Bacteroidales. 

Se aislaron 35 cepas con características morfológicas sugestivas de 

Bacteroides spp. El origen de las cepas fue de humano (5), canino (13), ave (2), 

conejo (3), ovino (2), caprino (1) y bovino (4). Las cepas se identificaron con un 

número consecutivo y las iniciales de la especie de origen (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Crecimiento de Bacteroidales aislados de diversos hospederos en cCC y fTG así como 
su identificación mediante PCR. 

ID cCC fTG AB VB BB PB BC Observaciones 
1HUM + + + + - + - D 
2HUM + + + + + - - D 
3DOG + + + + - - - Continúa. 
4DOG + Aerobiosis NR NR NR NR NR D 
5DOG + + + - - - - D 
6DOG + + + - - - - D 
7DOG + + + + + - - D 
8DOG + Aerobiosis NR NR NR NR NR D 
9DOG + Aerobiosis NR NR NR NR NR D 

10DOG + Aerobiosis NR NR NR NR NR D 
11HUM + + + + - + + D 
12HUM + + - NR NR NR NR D 
13HUM + + + - - - - D 
14PIG + + + - - + - Continúa 
15PIG + + + - - + - Continúa 
16PIG + + + + + - - D 
17PIG + + + + + - - D 
18PIG + + + - - - - D 
19BIR + + + + + - - D 
20BIR + + + + + + - D 
21RAB + + + - - - - D 
22RAB + + + - - - - D 
23RAB + + + + - + - D 
24LAM + + + - + + - D 
25LAM + + + - - - - D 
26GOA + + + - + - - Continúa 
27COW + + + - - - - D 
28COW + + + - + - - Continúa 
29COW + + + - - - - D 
30COW + + + - - - - D 
31DOG + + + + - + - D 
32DOG + + + + - + - D 
33DOG + + + + - + - D 
34DOG + + + - - - - D 
35DOG + + + - - - - D 

B. thetaiotamicron + + + + - - - Continúa 
ID. Identificación de la cepa, cCC. Crecimiento en caldo Carne cocida. fTG. Crecimiento en fluido tioglicolato, AB. AllBac, 
VB. VulgBac, BB. BoBac, PB. PigBac, BC. BacCan, HUM. Humano, DOG. Canino, PIG. Porcino, BIR. Aviar, RAB. Conejo, LAM. 
Ovino, GOA. Caprino, COW. Bovino, D. Cepa descartada por no cumplir con los criterios requeridos. + positivo, - negativo. NR: 
no realizado 
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De las 35 cepas aisladas, 4 se descartaron por presentar crecimiento en la 

zona de aerobiosis del fTG (4, 8, 9 y 10 DOG). Otra se descartó por no amplificar con 

los oligonucleótidos para AB (12 HUM). De las cepas restantes, sólo 12 presentaron 

banda positiva para AB y 13 amplificaron con más de un par de oligonucleótidos 

específicos. La cepa de B. thetaiotamicron (identificada como cepa de origen 

humano) y utilizada como control positivo sólo amplificó con los oligonucleótidos 

AB y VB (Fig. 2a). Las 5 cepas aisladas que cumplieron con los requisitos 

planteados fueron la 3DOG que fue positiva para AB y VB (Fig. 2b), las cepas 14PIG y 

15PIG que amplificaron con AB y PB (Fig. 2c y 2d) y las cepas 26GOA y 28COW que 

amplificaron con AB y BB (Fig. 2e y 2f). No obstante, la cepa 26GOA se contaminó. 

No se obtuvieron cepas positivas para BC, aún cuando el control positivo de heces de 

perro dió bandas compatibles en todo momento.  

 
Figura 2. Amplicones obtenidos para las distintas cepa de Bacteroides obtenidas, con los 

oligonucleótidos empleados en el presente estudio.  
 

 
Se decidió continuar los experimentos con las cepas B. thetaiotamicron, 15PIG 

y 28COW, dado que fueron las que se lograron aislar del hospedero de interés, 



	

	 40	

presentando además un comportamiento idóneo frente a los oligonucleótidos 

universal y específico, produjeron amplicones sin bandas inespecíficas y con 

crecimiento abundante en cCC; lo cual era requerido para tener las densidadaes 

requeridas para los ensayos posteriores. 

 

9.3 Curvas de cuantificación por qPCR 

Los valores obtenidos de las curvas de cuantificación de los plásmidos para 

los distintos marcadores empleados en el trabajo se encuentran expresados en la tabla 

3, en tanto que las gráficas obtenidas se pueden visualizar en la figura 3. 

 
Tabla 3. Valores obtenidos de las curvas de calibración de los diferentes marcadores para 

Bacteroidales especie específicos, mediante qPCR. 
 

Marcador/hospedero R2 Ecuación obtenida 

AB universal 0.98229 y=-3.8767x+45.378 

VB humano 0.96904 y=-2.3881x+37.824 

BB bovino 0.96832 y=-2.8404x+36.418 

PB porcino 0.96499 y=-2.3881x+37.824 

 

a) b)  

c) d)  

Figura 3. Gráficas obtenidas de las curvas estándar para la cuantificación de los marcador 
universal AB (a), humano VB (b), bovino BB (c) y porcino PB (d). 

 

Cabe señalar que en estos experimentos utilizó Syber Green ya que no se 

obtenía señal de la sonda, aún en los controles positivos de plásmido concentrado; 
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por lo que el resto de los experimentos en lo que se utilizó la qPCR se realizaron con 

estas condiciones. 

El límite de detección obtenido para los marcadores AB, BB y PB fue de 26 

UFC (equivalente a 172 GEC). En tanto que para el marcador VB fue de 58 GEC lo 

que correspondió a 9 células (Staroscik 2004). 

 

9.4 Persistencia de FIB y marcador AB en las superficies artificiales. 

 Los resultados de la persistencia de ambas FIB en las  diferentes condiciones 

de almacenamiento y considerando ambas superficies mostraron una reducción de 

1.87-4.02 logUFC/ml para E. coli, bajo condiciones de 95% HR, entanto que la 

misma bacteria no pudo ser recuperada entre los días 5 y 25 de los experimentos con 

baja humedad. Para el caso de E. faecalis, las reducciones fueron de 0.05-2.31 y 

1.65-4.23 logUFC/ml en condiciones de humedad alta y baja, respectivamente. Las 

tendencias demostradas por ambas bacterias bajo las distintas condiciones de 

almacenamiento de filtros y corchos, así como las reducciones en los logCFU 

recuperados se detallan en las figuras 4A-D y la tabla 4. 

Al realizar la prueba de ANOVA simple, se demostró que todos los factores 

(temperatura de almacenamiento, textura utilizada y tipo de heces) tenían un efecto 

significativo en la reducción de ambas FIB; sin embargo, de acuerdo a los resultados, 

la humedad ejerció la mayor influencia (Fig. 5). Por lo tanto, se seleccionaron los 

tratamientos T3 y T4 para realizar las repeticiones requeridas para su análisis. 
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A 

 
B 

 
C 

 
D 

 
Figura 4. Persistencia de FIB en filtros (F) y corchos (C) contaminados artificialmente con heces 
de humano (H) o perro (D) y almacenados por 25 días a 25ºC y 95% HR (A),  10ºC y 65% HR 

(B), 10ºC y 95% HR (C) y  25ºC y 65% HR (D). 
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Tabla 4. Reducciones de E. coli y E. faecalis en filtros y corchos contaminados con heces de 
humano o perro y almacenados por 25 días bajo cuatro condiciones controladas. 

 
FIB 

Superficie 
Origen de 
las heces 

Reducción (log UFC/ml) 

25ºC/95%HR 10ºC/65%HR 10ºC/95%HR 25ºC/65%HR 

E. coli filtro 
perro 

3.28 5.93 4.02 7.07 

corcho 2.96 5.59 1.87 6.89 

filtro 
humano 

4.11 5.59 2.67 6.10 

corcho 2.27 4.80 0.48 6.57 

E. 

faecalis 

filtro 
perro 

1.10 1.69 2.31 2.74 

corcho 0.37 1.81 1.33 4.23 

filtro 
humano 

1.48 1.65 0.05 1.71 

corcho 0.23 1.99 0.21 3.69 

 

 
Figura 5. Representación de los logUFC de reducción de las FIB en filtros (F) y corchos (C) 

contaminados artificialemente con heces de humano (H) o perro (D) y almacenados por 25 días 
bajo cuatro combinaciones de humedad y temperatura. 

 

Los valores de las GEC del marcador AB para las condiciones de 

almacenamiento T1 y T2 (tabla 5) registraron un promedio general de 2.63±0.84. En 

este caso el marcador fue detectado en todos los lavados, sin importar la textura de la 

superficie analizada, el tipo de heces o las condiciones de almacenamiento. 
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Tabla 5. Valores medios estimados (logUFC/ml) de B. thetaiotamicron que persistieron en filtros 
y corchos contaminados con heces de humano o de perro y almacenados bajo dos condiciones 

controladas durante 25 días. 

 B. thetaiotamicron (logUFC/ml) 

Día 25ºC/95% HR 10ºC/65% HR 

0 3.46 ±0.19 2.85±0.31 

5 3.24±0.44 3.26±0.92 

10 2.27±0.79 2.80±0.29 

15 2.25±0.57 2.82±0.41 

20 2.11±0.40 1.68±0.72 

25 1.93±0.57 2.85±0.73 

 

Los resultados de la persistencia de ambas FIB en las dos condiciones de 

almacenamiento y considerando ambas superficies mostraron una reducción de 1.50-

3.28 logUFC/ml para E. coli, bajo condiciones de 95% HR, entanto que la misma 

bacteria no pudo ser recuperada entre los días 10 y 25 de los experimentos con baja 

humedad. Para el caso de E. faecalis, las reducciones fueron de 0.57-1.75 y 2.37-2.82 

logUFC/ml en condiciones de humedad alta y baja, respectivamente. Las tendencias 

demostradas por ambas bacterias bajo las dos condiciones de almacenamiento de 

filtros y corchos, así como las reducciones en los logCFU recuperados se detallan en 

la figura 6 A y B y la tabla 6. 

 
Tabla 6. Reducciones  de E. coli y E. faecalis recuperados de filtros y corchos 

contaminados con heces de humano y perro, almacenados por 25 días bajo dos condiciones 
controladas. 

 
FIB 

Superficie 
 

Origen de las heces 
Reducción (logUFC/ ml) 

10°C/95% HR 25°C/65% HR 

E. coli 

Filtro 
perro 

3.28±0.74 6.27±0.65 

Corcho 1.57±0.53 6.37±0.38 

Filtro 
humano 

2.07±0.40 6.16±0.08 

Corcho 1.50±0.62 6.17±0.28 

E. faecalis 

Filtro 
perro 

1.75±0.30 2.73±0.32 

Corcho 0.79±0.49 2.61±0.38 

Filtro 
humano 

0.85±0.37 2.82±0.54 

Corcho 0.57±0.30 2.37±0.37 
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A 

 
B 

 
Figura 6. Persistencia de FIB en filtros (F) y corchos (C) contaminados artificialmente con heces 
de humano (H) o perro (D) y almacenados por 25 días a 10ºC y 95% de humedad relativa (A) y 

25ºC y 65% de humedad reativa (B). 
 

Cuando se analizó la tendencia de las FIB a lo largo de los tratamientos,  se 

demostó (P≤0.01) que todas las variables evaluadas (superficies, tipo de heces y 

especie bacteriana) influenciaron la concentración de las bacterias, sin embargo la 

humedad fue, nuevamente, el factor que demostró el valor de F más elevado 

(629.11), siendo el doble de lo obtenido por el tipo de bacteria, que fue la variable 

con el segundo mayor efecto en la persistencia. 

El marcador AB fue detectado en el 100% de los lavados de los corchos y 

filtros contaminados, los valores individuales para cada tratamiento y variable, así 

como las desviaciones estándar se pueden observar en la tabla 7. La media general 

para T3 fue 4.56 logUFC/ml (+0.29) y para T4 4.47 logUFC/ml (+0.44). 

El análisis estadístico mostró que ningún factor tuvo efecto sobre la 

posibilidad de recuperar el marcador y la prueba Tukey para la comparación de 

medias demostró que todos los valores pertenecían a un mismo subconjunto. 
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Tabla 7. Valores medios estimados de logUFC/ml de B. thetaiotamicron recuperados de 
lavados de filtros y corchos contaminados con heces de humano y de perro y almacenados bajo 

dos condiciones controladas. 
Tiempo 
(días) 

Superficie Origen de las 
heces 10ºC/95% HR 25ºC/65% HR 

0 Filtro 

Humano 

4.52±0.16 4.52±0.16 
5 3.60±0.36 3.15±0.52 

10 4.78±0.23 2.47±0.21 
15 4.04±0.31 4.74±0.09 
20 4.12±0.08 4.33±1.06 
25 3.81±0.28 3.96±0.19 
0 Corcho 3.72±0.75 3.72±0.75 
5 3.41±0.30 3.59±0.40 

10 3.07±0.34 3.71±0.42 
15 4.43±0.60 4.36±0.05 
20 5.08±0.49 3.53±0.52 
25 4.10±0.27 4.24±0.15 
0 

Filtro 

Perro 

4.06±0.37 4.06±0.37 
5 4.42±0.00 3.38±0.37 

10 3.89±0.00 3.57±0.06 
15 3.96±0.02 4.98±0.34 
20 4.53±0.15 3.82±0.47 
25 4.33±0.29 4.08±0.36 
0 

Corcho 

4.62±0.32 4.87±0.17 
5 4.22±0.37 3.09±0.30 

10 4.41±0.11 4.20±0.04 
15 4.26±0.33 4.00±0.27 
20 4.26±0.30 4.42±0.72 
25 3.51±0.30 4.19±0.05 

 

 

9.5 Persistencia de FIB y mezcla de Bacteroidales en superficies 

artificiales. 

Las FIB al someterse a 10ºC y 95% de humedad relativa (T3) se mantubieron 

estables hasta el día 19 y posteriormente disminuyeron al día 25 registrando valores 

de 1.20-2.24 logUFC/ml para E. coli y 0.52-2.24 logUFC/ml para E. faecalis; en 

tanto que en el tratamiento a 25ºC y 65% de humedad relativa (T4) las reducciones 

fueron de 1.68-5.78 y 1.95-2.09 logUFC/ml para E. coli y E. faecalis, 

respectivamente (Fig. 7A y B, Tabla 8). El análisis estadístico indicó asociación 

altamente significativa para todas las variables evaluadas (P≤ 0.01 y F=92.25) y 
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nuevamente la humedad fue el factor que mayor efecto tuvo en la persistencia de 

ambas FIB. 

A 

 
B 

 
Figura 7. Reducciones  de E. coli y E. faecalis recuperados de filtros y corchos contaminados con 

un coctel de heces de humano, bovino y cerdo, almacenados por 25 días bajo dos condiciones 
ambientales controladas. 

	 

Tabla 8. Reducciones  de E. coli y E. faecalis recuperados de filtros y corchos contaminados con 
un coctel de heces de humano, bovino y cerdo, almacenados por 25 días bajo dos condiciones 

ambientales controladas. 
 

FIB 
Superficie 

Reducción (logUFC/ml) 

10°C/95%HR 25°C/65%HR 
E. coli Filtros 2.24±0.15 5.78±0.83 

Corcho 1.20±0.34 1.68±0.21 
E. faecalis Filtros 1.89±0.25 1.95±0.23 

Corcho 0.52±0.21 2.09±0.06 
 

Los marcadores universal y especie-específicos de Bacteroidales persistieron 

durante los 25 días de tratamiento en ambas superficies, los valores medios de 

logUFC/ml estimados con base en los Cq obtenidos para cada uno de ellos, así como 

sus desviaciones estándar se presentan en la tabla 9. Cabe señalar que se presentaron 
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valores de desviación estándar de hasta 2 logUFC/ml; lo cual se discutirá más 

adelante en el trabajo. 

 

Tabla 9. Recuentos de Bacteroidales (logUFC/ml) universal y especie-específicos, 
recuperados de lavados de filtros y corchos contaminados con heces, después de su 

almacenamiento por 25 días bajo dos condiciones ambientales. 

Condición de 
almacenamiento Superficie Día 

Marcador de Bacteroidales 

Universal Humano Bovino Porcino 

10ºC/95% HR 

Filtro 

0 5.21±0.17 3.85±1.23 1.02±0.49 2.43±0.20 

13 5.68±0.36 4.06±2.07 1.35±0.49 2.39±0.26 

19 4.87±0.43 4.33±0.74 1.94±0.83 2.69±0.30 

25 4.68±0.41 4.88±0.20 2.03±0.82 2.25±0.28 

Corcho 

0 4.67±0.21 4.74±0.83 1.25±0.23 2.53±0.53 

13 4.67±0.21 4.46±0.31 1.20±0.28 2.59±0.09 

19 4.61±0.15 2.29±0.71 1.14±0.59 1.69±0.06 

25 4.91±0.25 4.54±0.44 1.23±0.23 2.38±0.14 

25ºC/65% HR 
 

Filtro 

0 4.79±0.19 4.94±0.58 1.22±0.29 2.03±0.24 

13 4.56±0.19 3.60±1.29 2.73±0.21 2.37±0.13 

19 4.52±0.23 3.85±1.73 1.69±1.06 2.28±0.01 

25 4.79±0.23 3.88±1.65 1.97±1.18 3.04±0.10 

Corcho 

0 5.08±0.06 3.79±0.99 0.88±0.65 2.33±0.25 

13 4.85±0.12 4.12±0.59 1.25±0.15 2.52±0.01 

19 4.99±0.28 3.39±1.17 1.24±0.38 2.39±0.14 

25 4.61±0.26 4.21±0.49 1.96±0.84 2.35±0.28 

 

La prueba de Tukey utilizada demostó que los promedios de cada una de las 

variables analizadas perteneció a un subconjunto independiente (Tabla 10A); sin 

embargo, al considerar las medias para cada día de tratamiento, se observó que todas 

corresponden a un mismo subconjunto (Tabla 10B) por lo que es lógico que no se 

presentaran diferencias significativas entre ellos. El análisis de ANOVA aplicado 

señaló que el único factor con asosicación significativa (P≤0.05) para las cuentas 

microbanas estimadas fue el propio marcador analizado. 
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Tabla 10. Prueba de Tukey para la comparación de valores medios estimados (logCFU/ml) de 
Bacteroidales recuperados de lavados de filtros y corchos contaminados con un heces, después 

de su almacenamiento por 25 días bajo dos condiciones ambientales. 

A          B 

 
Marcador 

 
N 

Subconjunto   
Días 

 
N 

Subconjunto 
1 2 3 4  1 

Bovino 48 1.5079     19 48 3.0146 
Porcino 48  2.3367    0 48 3.1881 
Humano 48   4.0579   13 48 3.2048 
Universal 48    4.8183  25 48 3.3133 

 

9.6 Persistencia de FIB y mezcla de Bacteroidales en melones y tomates 

contamiandos artificialmente. 

Cuando se analizó la presistencia de FIB en las muestras vegetales se obtuvo 

crecimiento (P≤0.01) en vez de reducciones, por lo que el análisis realizado fue la 

comparación entre las medias de los distintos tiempos para cada tratamiento y no las 

reducciones de logUFC/ml como en el resto de los experimentos (Fig. 8A y B). En 

estos ensayos el tipo de vegetal, fue el que influyó de manera más importante en las 

cargas microbianas recuperadas. 

 

Los marcadores universal y especie-específicos, de Bacteroidales persistieron 

durante todo el tiempo de almacenamiento en ambos vegetales (Tabla 11). el tipo de 

marcador fue el que mas influyó en la persistencia (P≤0.01). 

Como en el ensayo previo, la prueba de Tukey demostró que las medias de 

los logUFC/ml de cada uno de los Bacteroidales pertenecieron a distintos 

subconjuntos (Tabla 12 A); pero al comparar entre los distintos días de 

almacenamiento; todos pertenecieron al mismo subconjunto (Tabla 12B). 
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A 

 
B 

 
Figura 8. Viabilidad de E. coli, coliformes totales (TC) y E. facealis en tomates (T) y melones 

(M) contaminados artificialmente con un coctel de heces de humano, bovino y cerdo y 
almacenados por 20 días a 10ºC y 95% de humedad relativa (A) y 10 días a 25ºC y 65% de 

humedad relativa (B). 
 

Tabla 11. Recuentos de Bacteroidales (logUFC/ml) universal y especie-específicos, 
recuperados de lavados de tomates y melones contaminados con heces, después de su 

almacenamiento por 10 y 20 días bajo dos condiciones ambientales. 

Condición de almacenamiento Fruto Día 

Marcador de Bacteroidales 

Universal Humano Bovino Porcino 

10ºC/95% HR 

Tomate 

0 2.58±0.35 3.63±1.69 1.75±1.06 2.82±0.18 

10 2.25±0.44 2.67±0.97 1.35±0.15 2.68±0.36 

20 2.38±0.40 2.58±1.97 1.69±1.18 2.61±0.01 

Melón 

0 2.37±0.25 2.20±1.31 1.45±1.20 2.71±0.16 

10 2.78±0.02 3.34±1.65 1.60±0.99 2.59±0.08 

20 1.19±0.39 3.47±1.51 2.51±1.12 2.55±0.09 

25ºC/65% HR 
 

Tomate 

0 4.01±0.18 3.86±1.56 2.21±1.12 2.15±0.68 

5 2.30±0.48 3.43±2.64 1.90±1.34 2.73±0.10 

10 2.34±0.11 4.22±2.42 1.57±1.59 2.17±0.68 

Melón 

0 2.39±0.52 3.93±0.90 1.68±0.83 2.72±0.28 

5 1.58±0.28 3.00±1.52 1.51±0.60 2.44±0.21 

10 2.94±0.28 2.81±1.80 1.65±1.21 2.46±0.25 
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Tabla 12. Prueba de Tukey para la comparación de valores medios estimados (logCFU/ml) de 
Bacteroidales recuperados de lavados de tomates y melones contaminados con un heces, después 

de su almacenamiento por 10 y 20 días bajo dos condiciones ambientales. 

A      B 

 
Marcador 

 
N 

Subconjunto   
Días 

 
N 

Subconjunto 
1 2 3  1 

Porcino 36 1.20.69    10 48 2.0698 
Bovino 36 1.7397 1.7397   20 24 2.0763 

Universal 36  2.4239 3.2636  5 24 2.1654 
Humano 36     0 48 2.2850 
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X. DISCUSIÓN 

Se sabe que el microbioma intestinal de los humanos y de muchos animales 

se caracteriza por el establecimiento de múltiples relaciones mutualistas en donde 

tanto los microorganismos como el hospedero resultan beneficiados. La porción 

distal del tracto gastrointestinal puede ser considerada una cámara biorreactora que 

alberga una amplia cantidad y diversidad de organismos comprendidos en los tres 

dominios de la vida. Del dominio Bacteria, Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides 

y Firmicutes cada uno representa cerca del 30% de los microorganismos totales, en 

tanto que las Proteobacterias suelen estar presentes mas no son dominantes (Bäckhed 

et al. 2005). Por lo tanto, los Bacteroides han sido propuestos como buenos 

indicadores de contaminación fecal, ya que al estar presentes en niveles más 

elevados, en comparación con las FIB, debe resultar más fácil su identificación. 

El objetivo de obtener cepas de Bacteroides que amplifiquen con los 

marcadores universal y especie-específico, fue reducir el efecto que otras variables 

como diversidad y abundancia microbiana pudieran ejercer al evaluar la persistencia 

de los marcadores (Lamendella et al. 2013; Dorai-Raj et al. 2011). 

Al considerar que el grupo de los Bacteroidales como uno de los 

microorganismos más abundantes de las heces, se esperaría que al utilizarse como 

indicadores de contaminación sea muy eficaz; no obstante algunos reportes han 

señalado como limitantes de estas técnicas la baja especificidad de hospedero 

observada en algunos ensayos, ello debido a la transmisión horizontal de genes entre 

hospederos que coexisten en regiones muy cercanas (Odagiri et al. 2015; Mieszkin et 

al. 2010). Por lo tanto, al utilizar una cepa específica, que guarda relación con un 

hospedero en particular, se reducen las variables que puedan producir un efecto en la 

persistencia de los marcadores debido a la sensibilidad y especificidad de la prueba u 

otros elementos que al utilizar heces de diversos hospederos, pudieran conducir a 

resultados falsos positivos o negativos. 

Las regiones hipervariables del gen 16S rRNA que se utilizaron en este 

trabajo presentaron diversidad entre especies bacterianas, por lo que la utilización de 

estas secuencias con fines de rastreo de patógenos, tal como se ha propuesto 

anteriormente (Harwood et al. 2014; Chakravorty et al. 2007). 
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Aunado a lo anterior, dada su relativa facilidad de identificación y el 

comportamiento que han mostrado en numerosos estudios, los Bacteroides han sido 

considerados buenos indicadores de contaminación fecal, por su alta sensibilidad y 

especificidad y por permitir rastrear una fuente específica (Tambalo et al. 2012; 

Ahmed et al. 2009), estableciendo una sensibilidad 100 veces mayor en comparación 

con la determinación de FIB (Fremaux et al. 2009; Field y Samadpour, 2007). 

El marcador universal para Bacteroidales utilizado en el presente estudio, ha 

sido previamente utilizado. Se demostró in silico que los iniciadores presentan gran 

homología con los genomas de Bacteroidales aisladas de diversas fuentes, lo que en 

términos prácticos debe resultar en una buena capacidad de identificar la secuencia 

blanco (Layton y colaboradores 2006). En otro trabajo, también este marcador fue el 

más sensible de todos, logrando detectar 2.3logGEC (Ravaliya et al. 2014). 

Como se pudo observar en los resultados del presente trabajo, solo una baja 

proporción de cepas (5/35) mostraron el comportamiento típico de Bacteroidales 

especie-específico (Mienszkin y colaboradores 2010), sin embargo, como se ha 

reportado previamente no siempre los oligonucleótidos muestran el comportamiento 

esperado en términos de sensibilidad y especificidad, por lo que se requiere diseñar 

nuevos oligonucleótidos para aumentar la eficiencia en el proceso. 

Por lo anterior se puede especular que el hecho de obtener 12 cepas que 

fueron positivas únicamente para el marcador AB, en tanto que 13 amplificaron a 

más de un marcador específico, pueda ser debido a una probable baja especificidad 

de los marcadores bajo las condiciones en las que se llevó a cabo el estudio tal como 

ha sucedido en otros trabajos (Lamendella et al. 2013; Dorai-Raj et al. 2011).  

Aunque se ha postulado que las poblaciones de microorganismos en el 

intestino humano se suelen mantener estables, se sabe que algunos factores como la 

dieta pueden alterar el equilibro poblacional, favoreciendo que dominen ciertos 

grupos microbianos, en detrimento de otros; lo que puede generar la variabilidad que 

se ha registrado al tratar de identificar marcadores para Bacteroidales específicos 

para algunas especies (Bäckhed et al. 2005).  

En un estudio solo uno de seis marcadores específicos para Bacteroidales 

humanos mostró buen comportamiento, ya que el resto registraron baja sensibilidad, 
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e incluso algunos presentaron reacciones cruzadas con muestras de perro o ave, así 

como los marcadores específicos para rumiantes si mostraron una sensibilidad 

adecuada para utilizarse en ensayos de MST (Odagiri et al. 2015). 

En este trabajo fue posible identificar 5 cepas con el comportamiento deseado 

frente a los marcadores probados. La cepa B. thetaiotamicron mostró amplicones 

tanto para el marcador general como para humano. Esta bacteria es un habitante 

común del colon distal humano que está adaptado a digerir polisacáridos 

indigestibles para el hospedero, y es comúnmente aislado de heces de pacientes 

sanos ya que se elimina con facilidad en la heces por carecer de estructuras que le 

permitan adherirse a la mucosa intestinal permaneciendo unido a las pequeñas 

moléculas de polisacáridos en la luz intestinal (Bäckhed et al. 2005). Para el diseño 

de los oligonucleótidos utilizados, se consideró una cepa de origen humano, B. 

vulgatus (Haugland et al. 2010; Converse et al. 2009), y la habilidad de estos 

iniciadores para identificar a esta cepa ya se ha comprobado. 

El hecho de encontrar en el presente estudio una cepa de origen canino (3CAN) 

que fue positiva para los oligos de humanos puede ser debido a la inespecificidad de 

los oligonucleótidos usados o al efecto de la transmisión de microorganismos entre 

diversos hospederos estrechamente relacionados; lo cual puede ser debido al tomar 

en cuenta que las muestras de perro fueron obtenidas de animales domésticos; en 

contacto directo con humanos. Tanto la baja sensibilidad como las transimisón entre 

especies ya ha sido documentada con anterioridad (Odagiri et al. 2015; Lamendella 

et al. 2013; Mieszkin et al. 2010). 

Aunque algunos autores han reportado niveles variables de sensibilidad para 

los diversos marcadores de Bacteroidales específicos para humanos, el HF183 ha 

sido el más estudiado, mostrando en algunos casos especificidad reducida y 

amplificación cruzada con muestras de heces de perros, gatos y otros animales 

(Kildare et al. 2007, Okabe et al. 2007 y Layton et al. 2006). Lo anterior resalta la 

importancia de la validación de los oligonucleótidos a utilizar en cada estudio 

(Harwood et al. 2014; McLain et al. 2009). Otra opción propuesta ha sido utilizar los 

oligonucleótidos diseñados para amplificar un gen constitutivo (gyrB) de B. fragilis 

que es una cepa altamente adaptada al humano con lo que podrían evitarse los falsos 
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positivos y comportarse como un buen indicador en MST, sin embargo presenta baja 

sensibilidad (110 UFC); pero, tomando en cuenta que la abundancia de esta especie 

en heces humanas puede ascender a 106-108, se presume pueda compensarse la baja 

sensibilidad (Lee y Lee 2010). Se ha establecido que existen un correlación positiva 

de la presencia de Bacteroidales de origen humano con presencia de Campylobacter 

spp y Salmonella spp en nuestras de agua (Walters et al. 2007). De ahí la importancia 

de la identificación de estos marcadores. 

Los marcadores específicos para Bacteroidales de cerdos han demostrado 

buen comportamiento en MST, debido a su sensibilidad, especificidad, la ausencia de 

falsos positivos, así como a la correlación con serotipos de Salmonella  spp en 

muestras de agua (Jokinen et al. 2010; Mieszkin et al. 2009a). Los oligonucleótidos 

Pig1 Bac y Pig 2 Bac empleados en este trabajo han mostrado 100% de sensibilidad 

y 98-100% de especificidad en muestras de heces; incluso se ha demostrado que el 

segundo marcador fue más sensible a concentraciones bajas identificando 62.5% de 

las muestras problemas contra 25% registrado por Pig 1 Bac. (Mieszkin et al. 2009b). 

En otro estudio, trabajando con los mismos marcadores, se detectó 13-17% 

de su presencia en muestras de agua (Heaney et al. 2015), al analizarse por PCR 

punto final, sin embargo, es probable que este número se incrementara si se hubiera 

utilizado qPCR (Mieszkin et al. 2009b). 

Las dos cepas de Bacteroides de origen porcino que se aislaron en este 

trabajo (14PIG y 15PIG) son ejemplo de la especificad de especie, por lo que pueden 

ser considerados buenos indicadores de contaminación fecal y refuerzan su 

utilización en MST (Harwood et al. 2014; Chakravorty et al. 2007; Bäckhed et al. 

2005). 

La importancia de obtener marcadores específicos para bovinos o rumiantes, 

radica en que estos son importantes reservorios de patógenos como C. parvum, E. 

coli O157:H7 y con ambos se ha correlacionado con un aumento de entre 10 y 37 

veces la posibilidad de encontrar patógenos, por lo que además de servir como 

indicador de MST, también se puede emplear para realizar análisis de riesgo 

(Walters et al. 2007). Se ha reportado que la presencia del marcador específico para 

Bacteroidales de rumiantes (CF128) mostró 12 veces mas la probabilidad de que la 
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muestra de agua tuviera a Salmonella spp (Fremaux et al. 2009). De tal suerte que en 

conjunto con las heces de humano, las bovinas se consideran las de mayor 

importancia en términos de análisis de riesgo (Jokinen et al. 2010). 

Los oligonicleótidos para el marcador de Bacteroidales bovinos (que se 

utilizaron en este estudio) mostraron >95% de similitud con una cepa de Bacteroides 

no cultivables obtenida de heces de bovinos; sin embargo también se ha reportado 

una elevada homología con cepas cultivables y no cultivables de diversos orígenes 

tales como venados u otros animales con similares hábitos alimenticios o 

condiciones (Harwood et al. 2014), por lo que no es raro haber obtenido cepas que 

presentaran reacción cruzada con este marcador (Layton et al. 2006). En este trabajo 

se aislaron 2 cepas de rumiantes (26GOA y 28COW) que dieron reacción positiva con 

los oligonucleótidos utilizados. Estos resultados cruzados pudieran deberse a la 

transmisión de cepas de Bacteroidales entre especies que coexisten en un mismo 

hábitat, o bien que la dieta y otras condiciones jueguen un papel en la adaptación de 

las cepas a dichos hospederos. En tal caso, muchos de estos marcadores más que ser 

reconocidos como marcadores para bovinos, podrían ser rferidos como marcadores 

para rumiantes o herbívoros (Tambao et al. 2012; Kildare et al. 2007; Layton et al. 

2006). 

A pesar de que los marcadores para Bacteroidales específicos de perro no han 

sido ampliamente evaluados, los iniciadores utilizados en este estudio han sido 

evaluados previamente (Silkie y Nelson, 2009), reportando incluso que fue el menos 

específico de los que , con reacciones cruzadas de mas del 50% de los casos (17 de 

30) en muestras de heces de gansos, de equinos y de aguas residuales y con 

sensibilidad del 63 y especificidad del 57% (Kildare et al. 2007), por lo que su 

aplicación para fines de MST puede ser cuestionable. El comportamiento observado 

pudiera deberse a que los oligonucleótidoss seleccionados han mostrado homologías 

de hasta 100% con secuencias de cepas de origen humano. 

A pesar de lo anterior, se decidió incluirlos en el estudio sin embargo, las 

muestras analizadas no dieron resultados positivos. Este resultado no es 

sorprendente, ya que con anterioridad se ha señalado el hecho de que muchas de las 
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cepas de Bacteroides son consideradas incultivables (Harwood et al. 2014; Jofre et 

al. 2014; Mienszkin et al. 2010; Kildare et al. 2007 Bäckhed et al. 2005). 

Cuando se realizaron los ensayos de detección de Bacteroidales por qPCR, 

los valores de R2 obtenidos en las curvas de estandarización en el presente estudio 

para cada uno de los marcadores, son similares a los reportados por Kildare y 

colaboradores (2007), quienes señalan que valores superiores a 0.95 son compatibles 

con una buena linealidad en la prueba; por lo que al conseguirse valores de 0.96 a 

0.98 se puede asumir que se presentará un buen comportamiento en la amplificación 

de los templados sometidos a qPCR. 

En el presente estudio se obtuvieron límites de detección equivalentes a 

2.5X105 a 2.8X105 logGEC por reacción, lo que equivale a valores estimados de 9 y 

26 UFC, lo cual coincide con los reportado por Green y colaboradores (2011) 

quienes obtuvieron 101-102 logGEC para diversos marcadores universales de 

Bacteroidales. Sin embargo, otros autores han mostrado límites de sensibilidad 

mucho mas elevados, de 5.6X104 GEC/100ml (Dick et al. 2010).Se ha reportado que 

los límites de detección pueden variar dependiendo del tipo de muestra de la que 

provenía el DNA (Mieszkin et al. 2009b). Ravaliya y colaboradores (2014) 

reportaron límites de detección 2.3 y 2.9 logGEC/100ml para Bacteroidales totales y 

de humanos, que fue mas bajo para el marcador de humanos y similar para 

Bacteroidales totales que lo obtenido en el presente estudio. El único reporte de LOD 

y LOQ que no coincide con los resultados obtenidos en el presente trabajo, es el 

desarrollado por Kildare y colaboradores (2007); pero su metodología es distinta a la 

aplicada en los experimentos de este estudio. 

Una de las ventajas de la utilización de FIB en la detección de contaminación 

fecal es la relativa sencillez de su aislamiento y cuantificación, además de que las 

tasas de supervivencia en ambiente y durante el transporte, así como su correlación 

con agentes patógenos están relativamente estudiadas; sin embargo como desventaja 

se encuentra que no permiten identificar fuentes específicas de contaminación, por la 

capacidad de estos microorganismos de habitar varios hospederos y permanecer y 

multiplicarse en el medio ambiente (Harwood et al. 2014; Schriewer et al. 2010; 

Colford et al. 2007; Field y Samadpour, 2007). 
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Los resultados obtenidos cuando se contaminaron los filtros y corchos 

sugieren que las FIB siguen una tendencia a disminuir conforme a tiempo. No 

obstante, varios autores han señalado que ese efecto puede ser debido en parte a la 

muerte celular o bien por la capacidad de las células de entrar en estado viable pero 

no cultivable, lo que puede conducir a reportar resultados falsos negativos, de ser 

éste el único indicador evaluado (Symonds et al. 2017; Krolik et al. 2016; Desmarais 

et al, 2002). Éste efecto puede ser tan importante ya que se ha reportado que en 

algunos casos las variables ambientales pueden inducir una recuperación menor al 

1% por métodos  cultivables lo cual tendría como efecto la subestimación de los 

valores reales de contaminación señalada por las FIB (Baumgartner et al. 2015). 

El efecto de las variables evaluadas en el presente estudio en la persistencia 

de las FIB ya ha sido documentado por otros estudios como el de Tiefenthaler y 

colaboradores (2009), quienes encontraron que la temperatura de la muestra de agua, 

influyó en la persistencia de los indicadores tardicionales tales como E. coli y E. 

faecalis. Adicionalmente los indicadores tradicionales de contaminación fecal 

presentan un dinamismo muy variado y por ende, tasas de persistencia variables, 

incluso entre condiciones ambientales muy similares (Wanjugi et al. 2016). 

La persistencia y tolerancia de las cepas de Enterococcus spp., se ha 

documentado, estableciendo que posee habilidad de formar biopelículas en 

superficies bióticas o abióticas, lo que a su vez le permite soportar condiciones 

adversas en el medio y persistir por períodos prolongados superiores a 28 días en 

condiciones de desecación, radiación UV, variaciones en la temperatura, entre otros 

(Balzer et al. 2010). 

Además de las características ya mencionadas sobre las FIB, es deseable que 

el microorganismo a monitorear no tenga la capacidad de crecer y multiplicarse en el 

medio ambiente, ya que de esta forma se puede obtener resultados falsos positivos 

producto de la multiplicación de los microorganismos (Field y Samadpour 2007). En 

el presente trabajo se encontró que Enterococcus spp. presentó tasas de decaimiento 

más lentas que E. coli, lo cual concuerda con lo reportado prevamente (Savichtcheva 

y Okabe, 2006; Arcos et al. 2005). 
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En los experimentos realizados sobre las superficies vegetales, los FIB 

estudiados registraron un comportamiento aleatorio y una clara tendencia a crecer. El 

crecimiento de los microorganismos en la superficie de vegetales ha sido reportado 

(Haller et al. 2009; Butler et al. 2016). Este comportamiento de las FIB se puede 

deber al elevado contenido de humedad en la superficie y la disponibilidad de 

nutrientes y materia orgánica. Adicionalmente, la carga estática de la superficie suele 

tener un papel favorecedor en la proliferación microbaian, además de su persistencia 

(Torres et al. 2016). 

Un comportamiento similar se ha reportado en agua y sedimentos de río 

esterilizados y contaminados artificialmente, en estos casos la materia orgánica 

presente en las muestras sirvió tanto de sustrato para la multiplicación microbiana,  

como de reservorio para la persistencia (Badgley et al. 2011). 

 Por todo lo anterior se considera que la enumeración de indicadores 

tradicionales no debe ser utilizada como único indicador de contaminación fecal 

(Symonds et al. 2017; Krolik et al. 2016). Adicionalmente, las FIB no sirven como 

indicadores para MST, por lo que no se pueden utilizar para realizar análisis de 

riesgo, ni para la implementación de estrategias específicamente dirigidas al control 

de una fuente específica de contaminación (Krolik et al. 2016; Mattiolli et al. 2016; 

Orlofsky et al. 2016; Staley et al. 2016). 

Los brotes de ETAs asociados a vegetales frescos o productos listos para su 

consumo han sido provocados por una amplia gama de patógenos y en donde existen 

diversas fuentes de contaminación (humanos, ambientales y/o animales), por lo que 

resulta muy importante conocer el origen de la contaminación, con la finalidad de 

implementar estrategias de prevención y/o control efectivas. Para este fin, los 

microorganismos del órden de los Bacteroidales han sido propuestos y estudiados, 

demostrando ser una de las herramientas más promisorias para tal fin (Krolik et al. 

2016; Odagiri et al. 2015; Castro et al. 2016; Rivera y Rock 2013). 

Dada su naturaleza anaerobia, se sabe que la mayoría de los Bacteroidales no 

no sobreviven en el ambiente, aunque se han identificado algunas cepas de B. fragilis 

que pueden incluso multiplicarse a concentraciones bajas de oxígeno; sin embargo, 
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DNA puede persistir en el ambiente en niveles detectables por varios días e incluso 

semanas (Gómez et al. 2016; Odagiri et al. 2015; Saunders et al. 2009). 

Cada vez son más los reportes que señalan que los marcadores para 

Bacteroidales específicos de especie son un buen indicador para MST y en general 

han mostrado cumplir con la mayoríade las características deseables para ser 

reconocidos como un buen indicador de contaminación fecal. Además,algunos 

Bacteroidales muestra correlación con las FIB, persistiendo por perídos de tiempo 

más prolongados y a menor concentración (Ahmed et al. 2016; McQuaig et al. 2012). 

Adicionalmente las técnicas de biología molecular son más sensibles y específicas 

que las técnicas convencionales de aislamiento y enumeración de FIB; además de ser 

menos laboriosas y reducir el tiempo de procesamiento de muestras, permitiendo 

obtener resultados confiables en tiempos tan cortos como 3-4 h; lo que posibilita la 

toma de desiciones y acciones correctivas inmediatas (Rivera y Rock 2013; Dick y 

Fiel 2004). 

El comportamiento de B. thetaiotamicron comparado con el comportamiento 

de las FIB, fue semejante al previamente reportado por Wanjugu y colaboradores 

(2016); siendo más constantes que los indicadores tradicionales. No obstante, 

también se ha reportado variabilidad en en el número de copias genómicas 

determinadas en diferentes muestras, tal como se encontró en el presente trabajo, 

sugieriendo que hacen falta más estudios del comportamiento y dinamismo que 

presentan los marcadores durante su exposición a diversos factores o variables 

(Stapleton et al. 2009), tales como la falta de correlación con las FIB, variaciones 

temporales en el numero de copias genómicas y la proporción de los marcadores 

especie-específicos (Wanjugu et al. 2016; Jokinen et al. 2010; Fremaux et al. 2009).  

El presente trabajo se realizó en condiciones más controladas que las 

utilizadas en reportes previos y pudiera ser se haya reducido el efecto del dinamismo 

de un sistema abierto y la depredación por bacterias y protozoarios acompañantes 

(Mattiolli et al. 2016; Korajkic et al. 2014), que han sido propuestos como factores 

que influyen en la tasa de decaimiento de los marcadores para Bacteroidales (Torres 

et al. 2016; Rivera y Rock 2013; Savichtcheva y Okabe 2006).  
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En un estudio en condiciones controladas como el presente trabajo, 

empleando agua inoculada artificialmente con B. vulgatus se demostró que la 

recuperación de las células en cultivo solo se pudo realizar en las 24 h posteriores a 

la inoculación; sin embargo, se logró demostrar que las células aún permanecían 

intactas durante los primeros 20 días del experimento y la concentración del gen 

RNA 16S también se mantuvo estable y posteriormente empezó a decrecer de 

manera uniforme en el caso del agua convencional, en tanto que en agua estéril 

permaneció hasta por 200 días (Saunders et al. 2009). Esta observación permitió 

explicar la persistencia del marcador universal durante los 25 días en los ensayos 

preliminares y de los macadores (general y especie-específico) utilizados en los 

ensayos de contaminación de filtros, corchos y vegetales.  

Existen un reportes en donde se ha señalado un decaimiento acelerado de los 

marcadores de Bacteroidales; sin embargo, en ese reporte se analizaron heces en 

almacenamiento que pudiera estar influenciada por las poblaciones microbianas 

existentes y por las técnicas basadas a la detección de DNA de células vivas o RNA 

(Bae y Wuertz 2015; Rogers et al. 2011). 

Con la técnica utilizada en el presente trabajo solo fue posible identificar el 

número de copias genómicas sin poder diferenciar entre DNA libre en las muestras, 

proveniente de células muertas o DNA intacto de células metabólicamente activas. 

Sin embargo, para minimizar este aspecto se ha reportado que la adición de 

monoazida de propidio, permite diferenciar el DNA “desnudo” del obtenido de 

células intactas. Además señalaron que el decaimiento de Bacterodiales (universal, 

de humano, de bovino y de perro), es más ácelerado cuando se toma en cuenta de 

solamente al DNA de células intactas y parece afectarse por factores como la 

temperatura, la salinidad de la muestra y otras variables ambientales estudiadas (Bae 

y Wuertz 2015, 2009).  

Existen reportes en donde se realiza precipitación y recuperación de los 

ácidos nucleicos directamentes de muestras de heces o agua tratada, o mediante 

sistemas de filtración para concentrar la muestra (Sokolova et al. 2012; Walters y 

Field 2009, Ravaliya et al. 2014; Layton et al. 2006 y el presente estudio). Sin 

embargo, mediante esta filtración el DNA tanto del interior celular como el libre,  se 
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pudiera quedar atrapados en la membrana, lo que podría contribuir a la variabilidad 

en las copias genómcas determinadas (Bae y Wertz 2015), tal como se observó en 

este trabajo. 

Se ha establecido que un incremento en la temperatura puede disminuir en la  

persistencia de los marcadores universal, humano y porcino (Heaney et al. 2015; 

Savichtcheva y Okabe 2006) y que su persistencia en sistemas controlados parece ser 

más constante y seguir una tendencia a decaer de forma más lenta (Green et al. 2011) 

tal como se observó en el presente trabajo y lo reportado por otros autores  

(Gourmelon et al. 2010; Solecki et al. 2011). 

Liu y colaboradores (2017) y Mika y colaboradores (2017) obtuvieron 

resultados similares a los encontrados en el presente trabajo, suguiriendo que 

marcadores para Bacteroidales pueden ser utilizados como una herramienta para 

evaluar contaminación fecal en aguas frescas y de contaminación pasada; sirviendo 

incluso como indicadores de contaminación fecal en condiciones en que las FIB 

puedan ser poco concluyentes; como es el caso de matrices con contaminación añeja.  

Queda claro que en el presente trabajo se seleccionaron cepas con un 

comportamiento idóneo (que amplifiquen únicamente con los marcadores universal y 

específico), con la finalidad de eliminar las diversas variables que pudieran tener un 

efecto en los resultados obtenidos; pero ello a su vez puede limitar algunas 

conclusiones al respecto, toda vez que los resultados solo reflejan la persistencia de 

una cepa de cada tipo. Sin embargo, daba la variabilidad de las cepas y el diferente 

comportamiento de cada uno de los marcadores específicos, es preciso hacer 

evaluaciones integrales que reflejen el comportamiento tanto en variabilidad del 

marcador en cada hospedero, como al efecto de las condiciones ambientales y el 

efecto en la persistencia de cada uno de los marcadores general y específicos 

(Lamendella et al. 2013; Dorai-Raj et al. 2011). Además, resultaría importante 

validar otros oligonucleótidos con la finalidad de determinar tanto la sensibilidad, 

como la especificidad de los mismos y seleccionar los idóneos para las condiciones a 

emplearlos. Adicionalmente verificar el comportameinto en persistencia que los 

marcadores obtenidos de las cepas en el presente trabajo (Liang et al. 2017: Mieszkin 

et al. 2009a). 
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XI. CONCLUSIONES 

1) Se aislaron cinco cepas que amplificaron únicamente con el marcador AllBac 

y el específico de especie: para el marcador humano 3DOG; para el marcador 

de bovino, 26GOA y la 28COW y para el marcador de porcino, 14PIG y 15PIG. 

2) Los límites de detección obtenidos para al utilizar los marcadores de 

Bacteroidales fueron de 9 UFC para el marcador humano y 26 UFC para el 

resto de los marcadores. 

3) El marcador universal de Bacteroidales persistió durante 25 días de 

almacenamiento de los filtros y corchos, en niveles equivalentes a 4.04±0.53 

logUFC/ml.  

4) La textura de la superficie, condiciones de almacenamiento y tipo de heces 

influyeron en la persistencia de la FIB; no así para los Bacteroidales. 

5) La humedad de almacenamiento fue la condición que influyó más en el 

decaimiento de las FIB. 

6) El tipo de vegetal fue el factor que mayor influencia ejerció en la 

recuperación de las FIB; sin afectar la persistencia de los Bacteroidales. 

7) Los marcadores universal y específicos evaluados persistieron en valores 

similares sin efecto aparente del resto de las variables evaluadas. 

8) Los marcadores universal y específicos para Bacteroidales persistieron en 

todas las superficies analizadas de manera más constante que las FIB. 
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XII. PERSPECTIVAS 

A pesar de los resultados obtenidos en el presente trabajo, es importante 

señalar que la nuevas técnicas de rastreadores de la fuente de contaminación deben 

continuar bajo evaluación y seleccionar las mejores con base en su comportamiento 

en la práctica para poder implementar programas que permitan diseñar estrategias 

integrales y dirigidas para disminuir el impacto de la contaminación fecal en el agua, 

en los alimentos y en la salud pública. 

No obstante; los resultados obtenidos ratifican a los Bacteroidales como una 

buena herramienta para realizar MST y acorde a lo propuesto por varios grupos de 

investigación, es probable que se requieran incluir más técnicas para poder 

discriminar correctamente entre las diversas fuentes de contaminación, con el fin de 

hacer análisis más precisos. 

De igual forma es probable que se requiera la validación y/o diseño de 

nuevos oligonucleótidos con un mejor comportamiento; así como probar la 

persistencia de los marcadores en diversas matrices para poder traspolar su 

aplicación a diversos modelos de alimentos; tal como se verificó en el presente 

trabajo. 
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