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Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son causadas por el consumo de
alimentos contaminados con agentes fisicos, quimicos o bioldgicos. Actualmente se ha
observado un aumento en la presencia de bacterias con resistencia a antibioticos, ya sean
patdgenas o no patdgenas. El incremento ha ocurrido a consecuencia de la adquisicion de
genes de resistencia en las bacterias, mal uso de antibioticos y/o transferencia de genes

presentes en el microbioma.

Uno de los aspectos del control de la calidad microbioldgica se enfoca en asegurar la
ausencia de agentes bacterianos patdgenos. En este estudio se analiz6 la presencia de
bacterias indicadoras de contaminacion fecal, de E. coli enteropatégena y de Salmonella
spp en el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn. Se tomaron 100 muestras
compuestas de tomate, adquiridas en punto de venta de diferentes locaciones, las cuales
fueron sometidas a analisis de recuento de coliformes totales, y enterococos obteniendo
de 0.44 a 2.44 log UFC/g y 0.82 a 2.56 log UFC/g, respectivamente. Ademas se aislaron
61 cepas de E. coli, el andlisis genético de las cepas de E. coli arroj6 que 2/61 (3.28%) de
los aislados portaban los genes stx1, stx2 y eae, perteneciendo a E. coli productoras de
Shiga toxina o STEC no-0157; no se encontro la presencia de Salmonella spp. Al evaluar
la resistencia a antibidticos, en todos los municipios se encontraron cepas con resistencia
al menos a 3 antibi6ticos, a excepcion de Monterrey y Apodaca, donde algunas cepas
fueron resistentes hasta a 7 antibi6ticos. Estos resultados demuestran la relevancia de los
indicadores de calidad microbiolégica, asi como la presencia de algunos patitpos de E.coli

en vegetales en punto de venta.



ABSTRACT.

Foodborne diseases (FBDs) are caused by the consumption of contaminated food with
physical, chemical or biological agents. There has been a noted increase in the presence
of antibiotic-resistant bacteria, whether pathogenic or non-pathogenic. This is increase is
attributed to the acquisition of resistance genes by bacteria, due to the misuse of

antibiotics, and/or genes transfer within the microbiome.

One aspect of microbiological quality control focuses on ensuring the absence of
pathogenic bacterial agents. This study analyzed the presence of fecal contamination
indicator bacteria, pathogenic E. coli and Salmonella spp. in the metropolitan area of
Monterrey, Nuevo Ledn, Mexico. A total of 100 composite tomato samples, obtained from
various retail locations, were subjected to a microbiological analysis, total coliforms and
enterococci, resulting in 0.44 to 2.44 log CFU/g and 0.82 to 2.56 log CFU/g, respectively.
Additionally, 61 E. coli strains were isolated, Genetic analysis of these strains revealed
that 2/61 (3.3%) carried the stx1, stx2 and eae genes, identifying them as Shiga-toxin
producing E. coli (STEC) non-0157; no Salmonella spp. was detected. Upon evaluating
antibiotic resistance, E. coli strains with resistance to at least 3 antibiotics were found in
all municipalities, except in Monterrey and Apodaca, where some strains were resistant to
up to 7 antibiotics. These results underscore the significance of microbiological quality

indicators and the presence of E. coli pathotype strains in retail vegetables.



1. INTRODUCCION

La resistencia a antibidticos es un problema de salud publica global que sigue en
incremento y se estima que para 2050, los microorganismos resistentes a los antibioticos
podrian causar alrededor de 10 millones de muertes anuales (WHO, 2019). La iniciativa
One Health de la OMS tiene como objetivo optimizar la salud de las personas, los animales
y los ecosistemas. Una parte importante de esta iniciativa es reducir el riesgo de seleccion
y diseminacién de resistencia a los antibidticos. Muchos agentes infecciosos solian ser
controlados por algun antibiotico especifico, pero con el paso del tiempo surgieron
microorganismos resistentes a ellos que han dificultado el tratamiento de enfermedades,
por lo que este tema ha adquirido suma importancia en el area médica y veterinaria, para
el manejo del medio ambiente, asi como los sectores de produccion de alimentos para

consumo humano y animal.

En la industria alimentaria, la presencia de bacterias resistentes a antibioticos es un
problema actual que ha llegado a representar una crisis. Por ello es necesario un monitoreo
y un sistema de vigilancia constante en todos los sectores de la cadena de produccion y

distribucion para minimizar el riesgo de brotes infecciosos.

Las enfermedades trasmitidas por alimentos agricolas se producen a partir de la
contaminacion de ellos en cualquier etapa del proceso. Desde el uso de antibidticos
durante la cria que generan bacterias resistentes y son dificiles de eliminar o por la
contaminacion de la carne (res, aves, puerco, etc) por el manejo inadecuado durante el
sacrificio, proceso de empacado y en los puntos de venta. Igualmente ocurre con vegetales
gue pueden contaminarse desde el cultivo, cosecha, empacado y en los puntos de venta.

Incluso por bacterias existentes en el medio ambiente.

El incremento en la frecuencia de los brotes de enfermedades causados por alimentos
atribuidos a frutas y verduras frescas contaminadas ha sido un foco de atencion a nivel
mundial (Ordaz et al.,2019). La mayoria de estos brotes han sido asociados directa o
indirectamente con el contacto con materia fecal humana o de animales en algin punto de

la cadena de produccion (Conrad et al., 2017; Olaimat y Holley, 2012).

La epidemiologia de las enfermedades producidas por alimentos contaminados ha

cambiado con rapidez en las Ultimas décadas y algunos de los mayores patdgenos en
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humanos como Escherichia coli O157:H7, Salmonella y Campylobacter se diseminan

facilmente debido a que diversos animales actian como reservorios (Hancock et al, 1998).

Los vegetales frescos como los de hojas verdes, tomates, cucurbitaceas, chiles y nueces
han sido registrados como los alimentos mas comunes causantes de epidemias de
enfermedades gastrointestinales causadas por E. coli O157:H7 y Salmonella (Heaton y
Jones, 2008). Salmonella spp. es uno de los agentes entéricos méas frecuentemente
asociados a las infecciones por bacterias transmitida por alimentos y al menos en 12
epidemias documentadas en los Estados Unidos, el tomate se ha involucrado como
vehiculo; este fruto ha sido responsable de al menos 1,990 casos confirmados y de
aproximadamente 75,000 casos sospechosos (CDC, 2007).

El tomate es un cultivo muy importante en el mundo y es uno de los productos esenciales
en la dieta de la mayoria de las personas. Nutricionalmente, los tomates son fuente de
compuestos antioxidantes como - caroteno, licopeno, acido ascorbico y compuestos
fendlicos (Georgé et al., 2011). Es consumido en diferentes variedades y presentaciones,
como fruta fresca lista para comer, puede estar presente en salsas, jugos, bebidas y muchos

otros alimentos.

Segun datos de la FAO la produccion de tomate a nivel global en 2014 sobrepasaba las
4.8 millones de hectareas equivalente a alrededor de 162 millones de toneladas por afio.

China es el principal productor de este fruto seguido de la India (FAO, 2014).

La produccion del tomate en México se ha incrementado en los afios recientes, y
actualmente el pais es uno de los mayores productores. Durante el periodo de 2003 a 2017,
Meéxico produjo en promedio 2.5 millones de toneladas de tomate rojo por afio, generando
14,759 millones de pesos (SIAP, 2020). La mayoria de los tomates consumidos en Estados
Unidos durante el invierno del 2005 fueron importados desde México (Johnston et al.,
2006).

En este trabajo analizamos tomates (Solanum lycopesicum) recolectadas en punto de venta
dentro del area metropolitana de Monterrey, N.L. para detectar enteropatdgenos tales

como Salmonella spp. y patotipos de E.coli que presenten resistencia a antibioticos.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS)

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) se producen por la ingestion de
alimentos y/o bebidas contaminadas con microorganismos patdgenos que afectan la salud
del consumidor en forma individual o colectiva (Rosas, 2001), provocando enfermedades.
En muchos de estos casos los vehiculos han sido alimentos frescos. En Estados Unidos
méas de 25,000 casos de enfermedades y 600 brotes se han reportado en donde los

alimentos involucrados fueron vegetales y frutas frescas (Heredia et al., 2016).

En paises como Estados Unidos, Canada y México, algunos frutos y vegetales como
melon, tomates y jalapefios, han sido implicados como vehiculos de enteropatdgenos
(Heredia et al., 2016b). La complejidad de los alimentos, aunado a la diversidad de
patdgenos que potencialmente estén asociados a enfermedades y la complejidad de los
sistemas de inocuidad, hacen que esta &rea sea un reto en la priorizacién de los riesgos
(Lake y Barker, 2018). Una revision de estudios enfocados en la gestion de la inocuidad
alimentaria y prevencion de ETAs revel6 los alimentos contaminados son generados por
una manipulacidén incorrecta o faltas en los sistemas de higiene, ademas de otros errores

de saneamiento (Palomino-Camargo et al., 2018).

2.2 Patdgenos responsables de las ETAs.

Segun los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, 2012), un brote
de ETA se define como; “el acontecimiento de dos o mas casos de una enfermedad similar
resultante de la ingestion comun de algun alimento”. Se clasifican en dos grupos (1)
infeccion y (2) la intoxicacion por ingesta de alimentos. En las infecciones suele haber un
periodo de incubacién, desde la ingestion hasta el tiempo que se presenta la aparicion de
los sintomas, suele ser mucho mayor dependiendo de la afeccion, a comparacion con el
periodo de aparicion de sintomas en las intoxicaciones alimentarias. De la mayoria de los
brotes reportados en Estados Unidos durante el 2015, el 33.7% fue asociado a agentes
bacterianos tales como Salmonella spp. (21.8%) y Campylobacter spp. (8.9%) (Bintsis,
2017).

En Europa, los casos provocados por toxinas producidas por bacterias y albergadas en

alimentos y agua han disminuido en los ultimos afios, por otro lado, se han reportado otros
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agentes causantes de ETAs como virus (19.5%), y parasitos (< 3%). Sin embargo, existe
aproximadamente un tercio (34%) de los brotes reportados hasta 2015, con un origen
desconocido. Los vehiculos implicados en la transmision de las ETAs suelen ser
principalmente de origen animal, particularmente huevos y sus subproductos al igual que
las carnes de cerdo (10%), carnes de aves de corral y queso (9 y 8%, respectivamente),
sequido del pescado y derivados (7%), leche y subproductos (5%), carne de bovino (4%)
y crustaceos (3%). Salmonella spp. es la bacteria mas frecuentemente implicada en ETAS
(The European Union Summary Report on Trends and Sources of Zoonoses, Zoonotic
Agents and Food-borne Outbreaks in 2015, 2016).

Como se ha comentado, las bacterias suelen ser causas frecuentes de ETAs. Algunos de
estos patdgenos presentan caracteristicas Unicas que los hacen capaces de resistir a
condiciones adversas e incrementan su habilidad de supervivencia, tales como la
formacion de esporas confiriendo resistencia a altas temperaturas como Clostridium
botulinum, C. perfringens, Bacillus subtilus, y B. cereus. Otras especies bacterianas son
capaces de producir toxinas resistentes al calor, como Staphylococcus aureus, y
Clostridium botulinum. La mayoria de los patdgenos suelen ser mesofilicos con
temperaturas Optimas entre los 20 y 45°C; aunque hay excepciones como Listeria
monocytogenes y Yersinia enterocolitica que son capaces de desarrollarse en condiciones
de refrigeracion por debajo de los 10°C (Bacon y Sofos, 2003).

La contaminacién en alimentos sigue siendo un problema actual. La deteccion y
cuantificacion de patégenos en ambientes es dificil por las bajas concentraciones en que
suelen encontrarse, comparado con los microorganismos comensales. Existen especies de
microorganismos que fungen como indicadores para la calidad y seguridad de algunos
productos. ComUnmente suele utilizarse Enterococcus spp., bacterias coliformes (bacilos,
oxidasas negativas, productoras de gases y con capacidad de fermentar lactosa), asi como
E. coli; estos organismos suelen ser indicativos de la presencia de condiciones insalubres

o de una contaminacion fecal persistente (Heredia et al., 2016a).

2.2.1 Contaminacién presente en vegetales.

El grupo de referencia epidemioldgica de la OMS estimé 33 millones de ETASs en 2010,

40% de los casos afectaron a infantes menores de 5 afios. En la tabla 1, se muestran el
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numero de casos confirmados, hospitalizaciones y muertes causadas por los patdgenos
asociados a ETAs reportados por la red de vigilancia epidemioldgica de la FDA, en
Estados Unidos (Bintsis. 2017). Tan solo en este pais, las enfermedades trasmitidas por
alimentos ocasionaron hasta 5,000 muertes y 300,000 hospitalizaciones al afio, ademas de
estar estrechamente ligado a la actividad econdmica registrando pérdidas de hasta casi $7

billones de ddlares por afio (Jo y Park, 2019).

Tabla 1. Numero de casos, hospitalizacion y muertes causadas por enfermedades de
transmision por alimentos, reportados en Estados Unidos por la FDASN (Foodborne Diseases
Active Surveillance Network) en 2015. Recuperado de Bintsis, 2017.

Patégeno No. de casos  Hospitalizacion (%) Ml(Joe/or; &
Campylobacter spp. 6309 1065 (17) 11 (0.2)
Listeria spp. 116 111 (96) 15 (12.9)
Salmonella spp. 7728 2074 (27) 32 (0.4)
Shigella ssp. 2688 619 (23) 1(0.0)

Shiga toxina producida

por Escherichia coli

O157:H7 463 180 (39) 3(0.6)
Shiga toxina producida

por Escherichia coli no

0157:H7 796 126 (16) 1(0.1)
Vibrio spp. 192 47 (24) 5 (2.6)
Yersinia spp. 139 37 (27) 1(0.7)
Parasitos 1676 272 (16) 8 (0.5)
Total 20107 4531 77

La ingesta de productos frescos se ha incrementado en gran medida, por los beneficios
que otorgan, asi como el impacto de algunas campafas para la mejora de los habitos
alimenticios. El incremento de brotes de ETAs asociadas al consumo de productos frescos
0 vegetales ha sido reportado en todo el mundo. Actualmente es comun escuchar que el
consumo de frutas y vegetales es un factor de riesgo para la poblacion, ya que pueden
acarrear patdgenos entéricos. Casos recientes de brotes relacionados al consumo de
productos frescos han sido reportados que fueron provocados por E. coli (espinacas y
lechuga), Salmonella Typhimurium y S. Newport (tomates y lechuga), S. Thompson

(algunas hortalizas) y hepatitis A (cebolla).
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2.3 Tomate.

Los tomates frescos son productos cotidianos en los hogares, restaurantes o servicios que
proveen algun tipo de insumo alimentario a lo largo del mundo. Los nutrientes mas
comunes presentes en los tomates incluyen vitaminas, minerales, fibra, proteinas,
amino&cidos esenciales, &cidos grasos monoinsaturados, carotenoides y fitoesteroles
(Abdullahi et al., 2016; Ramos-Bueno et al., 2017). Estos nutrientes desempefian diversas
funciones corporales, como la prevencion del estrefiimiento, la reduccion de la presion
arterial alta, la estimulacion de la circulacion sanguinea, el mantenimiento del perfil
lipidico y de los fluidos corporales, la desintoxicacion de las toxinas del cuerpo y el
mantenimiento de la estructura 6sea y la fuerza (Ali et al., 2021).

El tomate se consume de manera fresca o cruda y por lo tanto sin tratamientos para la
eliminacion de patogenos (Maitland et al., 2011). Los tomates también se utilizan en
muchos productos alimenticios procesados, como salsas, sopas y pastas (Lenucci et al.,
2006).

Hay muchos desafios en la investigacion y rastreo de brotes de enfermedades en los
productos agricolas, ya que llegan al final de su vida Gtil antes de detectar algun patégeno.
Por lo que suele ser complejo poder identificar el punto de la contaminacién a través de

la cadena de produccion (Lynch et al., 2009).

En Estados Unidos, los 38 brotes relacionados a consumo de tomates fresco desde 1990
hasta 2015, causaron alrededor de 4,000 enfermedades y 4 decesos. En 30 de estos se

confirmd que el agente patdgeno presente fue Salmonella spp. (Krug et al., 2020.).

2.4 Contaminacion en el tomate.

Los productos frescos, como manzanas, uvas, lechugas, duraznos, pimientos, espinacas y
tomates albergan grandes poblaciones bacterianas (King et al., 1991; Liao et al., 2001),
tanto comensales como patdgenas. Estas ultimas pueden causar enfermedades
gastrointestinales o extraintestinales. Dado que los productos frescos se consumen a
menudo crudos, estos patdgenos pueden causar brotes de enfermedades en la poblacion

que los consume, pero también puede representar un medio importante para introducir
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nuevos linajes de bacterias comensales en el sistema gastrointestinal humano (Leff y
Fierer, 2013).

Las diferentes condiciones de cultivo, los procedimientos de transporte y las condiciones
de almacenamiento de vegetales influyen en la diversidad y composicion de las
comunidades microbianas asociadas a los productos de consumo fresco. Por otra parte, las
practicas agricolas también tienen una influencia importante, aunque poco estudiada, en
la composicidn de las comunidades microbianas asociadas a los productos (Leff y Fierer,
2013). Se ha encontrado que las comunidades bacterianas de los tomates estan

numéricamente dominadas por las gamma proteobacterias (Critzer et al., 2010).

2.4.1 Salmonella.

Salmonella spp. es el agente etiologico identificado méas comunmente en infecciones de
productos frescos. En 2006 dos brotes de Salmonella relacionados con consumo de tomate
en Estados Unidos representaron el 23.2% de los casos de Salmonella notificados (CDC,
2007). Estas bacterias llegan al suelo a través de agua de riego no tratada, contaminada
con aguas residuales (Greene et al., 2008). Algunas de ellas se adhieren a la materia
organica (como el estiércol, los residuos vegetales, etc.) manteniéndose en biopeliculas.
Estas bacterias migran tanto en el suelo como dentro de las plantas y llegan a los organelos,
estos al ser ingeridos se propagan pudiendo infectar el intestino, higado y bazo bovino,

homologa a la ruta de infeccion en humanos (Karmakar et al., 2019).

Salmonella es una bacteria mesofilica con crecimiento 6ptimo entre 25° y 43°C, aunque
es capaz de crecer a temperaturas de refrigeracion (4 a 10°C), es sensible a temperaturas
superiores a 55°C. Salmonella crece activamente en el rango de pH de 3.6 a 9.5y su pH
Optimo es cercanos a la neutralidad (D’ Aoust et al, 2001).

Se encuentra ampliamente distribuido en animales, principalmente aves de corral y cerdos,
en tanto que las fuentes ambientales incluyen agua, suelo, superficies de fabricas,
superficies de cocina, asi como puede estar presentes en insectos, heces animales, carne

cruda, aves de corral crudas, pescados y mariscos crudos, entre otras (FDA, 2009).

Las serovariedades de S. enterica difieren en la especificidad del hospedero, asi como en

caracteristicas clinicas y epidemioldgicas. La serovariedad Typhi so6lo infecta a humanos,
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mientras que las serovariedades Typhimurium y Enteritidis infectan a una amplia variedad
de hospederos, incluyendo humanos, roedores y aves de corral. También, las distintas
serovariedades difieren en sus rutas de transmision, S. typhimurium y S. enteritidis
infectan aves de corral; sin embargo, S. typhimurium es mas probable que se transmita a
humanos a través de carne de ave mientras que S. enteritidis lo hace a través de huevos de
aves. Ademas, se observa variacion geografica en las principales serovariedades; S.
typhimurium es la variedad méas comunmente asociada a salmonelosis en humanos en los

paises europeos y en Estados Unidos (Clavijo et al., 2006; Garcia y Heredia, 2009).

2.4.2 Escherichia coli.

E. coli es una bacteria anaerobia facultativa, Gram negativa que se encuentra presente en
la microbiota intestinal de humanos y animales. Algunas cepas causan enfermedades
desde leves hasta diarrea tipo colera y en algunos casos presentan complicaciones fatales
como el sindrome urémico hemolitico (SUH) (Garcia y Heredia, 2009).

Las cepas patdgenas se clasifican en al menos 6 grupos (patotipos) distintos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli adherencia difusa (DAEC) y E. coli
enteroagregativa (EAEC). Todos los patotipos estan asociados a la ingesta de alimentos,
mientras que los primeros 4 son los que mas cominmente se ven involucrados (Feng y
Weagant, 2002).

EPEC es una de las principales causas de la diarrea infantil humana, sobre todo en los
paises menos desarrollados. La infeccion por EPEC suele ser aguda y persistente. Estos
patégenos colonizan el intestino delgado, induciendo la degeneracion de las
microvellosidades epiteliales y la adhesién a la célula huésped, originando lesiones que
resultan en la reduccion de la capacidad de absorcidn de la mucosa intestinal, como se

muestra en la Figura 1 (Clarke et al., 2003; Nataro y Kaper, 1998).
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Figura 1.

Modelo de adhesion a las células host de EPEC (Torres, 2006).
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EHEC, también conocida como E. coli productora de toxina Shiga (STEC), es responsable
de infecciones humanas serias como diarrea, colitis hemorragica y SUH. Esta cepa es
conocida por la produccién de toxina Shiga 1 (Stx 1) y/o toxina Shiga 2 (Stx 2). El periodo
de incubacion de la diarrea por EHEC suele ser de 3 a 4 dias, aunque puede alargarse a 5
a 8 dias o acortarse a 1 0 2 dias. Los sintomas iniciales incluyen diarrea sin sangre y dolor
abdominal tipo colico, fiebre y vomitos. Después de 1 o 2 dias, la diarrea aparece con
sangre, el dolor abdominal aumenta y puede durar entre 4 y 10 dias (Betts, 2000; Feng y
Weagant, 2002).

EIEC consiste en 11 serogrupos conocidos y causa enfermedades en humanos sanos, con
una dosis infectiva de 10° células 0 mas. La infeccion se presenta como diarrea acuosa o

disenteria.

La ETEC es uno de los principales agentes etioldgicos de la diarrea en lactantes y viajeros.
Las cepas pueden producir enterotoxinas, ya sea una toxina termolabil o una termoestable.

La dosis infectiva esta estimada en al menos 108 UFC (Nataro y Kaper, 1998).

EAEC, es considerada un enteropatdgeno emergente, responsable de casos de diarrea
aguda y cronica en nifios y adultos a nivel mundial (Hebbelstrup Jensen et al., 2014). Esta
ha captado mayor atencion debido a los brotes causados por una cepa hibrida
hipervirulenta (Stx2-expressing EAEC) la cual ocasion6 SUH (Navarro-Garcia, 2014). La
adhesion al epitelio intestinal es facilitada por la fimbria y es el primer paso para la
colonizacién bacteriana, como se muestra en la Figura 2, junto al mecanismo de

patogénesis (Hicks et al., 1996).

Entre los sintomas mas comunes reportados se encuentran: la diarrea acuosa algunas veces
mucoide, con o sin sangre y dolor abdominal, nauseas, vomito y baja fiebre (Harrington
et al., 2006).

Las cepas de EAEC son caracterizadas especialmente por su habilidad de formar un patron
de ladrillos apilados o adherencia agregativa (AA) en las células HEp-2, la cual es mediada

por la fimbria de adherencia agregativa (AAF) (Keper et al., 2004)

La transcripcién de AFF y al menos otros 44 genes (incluyendo AFF/Il biogénesis,

dispersina y el sistema de secrecion), estan regulada por el Regulador de Adherencia
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Agregativa (AggR) (Estrada-Garcia y Navarro-Garcia, 2012). Este es un activador
transcripcional y regulador de la expresion de algunos factores de virulencia presentes en
el cromosoma y en el plasmido pAA2 de la cepa EAEC 042 (Harrington et al., 2006).

Mucoid 8§oﬂlm

Adherence

Toxins

Figura 2. Modelo de 3 pasos de la patogénesis de EAEC. 1) adherencia abundante a la
mucosa intestinal, 2) elaboracion de enterotoxinas y citotoxinas y 3) induccion de la respuesta
inflamatoria (Elias W.P. y Navarro-Garcia., 2016).
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DAEC, fue el ultimo patotipo diarreico de E.coli que fue reconocido (Meza-Segura y
Estrada-Garcia. 2016).

Las cepas de DAEC, estan definidas principalmente por la presencia del patron
caracteristico de adherencia difusa (AD) en las celulas HeLay HEp-2 (Nataro et al., 1985).
Este grupo esté identificado en dos grupos basado en la expresion de adhesinas: Afa/Dr
DAEC y AIDA-1 DAEC, estas son responsables de los fenotipos de AD. Mientras que no

todas las cepas de E.coli muestran la expresion de estas adhesinas (Scaletsky et al., 2002).
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Figura 3. Infeccion por DAEC. a) los receptores hDAF y hCEACAMSs en las superficie de
las células epiteliales intestinales son reconocidas por las adhesinas Afa/Dr. 1) La infeccion
por DAEC provoca la secrecion de IL-8, lo que da lugar a la migracion de leucocitos
polimorfonucleares (PMNL), 2) La migracion de PMNL induce TNF y-1RIL, 3) aumentan la
expresion de hDAF y se induce la agrupacion de hDAF y hCEACAMSs acompariada de la

movilizacion de las balsas lipidicas (LR), 4) la infeccion por DAEC causa dafios en las células
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epiteliales, incluida la pérdida de la estructura de las microvellosidades, 5) el deterioro de las
actividades enziméticas de las proteinas asociadas al borde funcional de los cepillos y la
pérdida de las uniones adherentes (AlJ), 6) la toxina auto transportadora secretada (Sat) induce
dafos en las células epiteliales y altera la integridad de las uniones estrechas (TJ), 7) los pili
bacterianos de tipo 1 y la flagelina desencadenan una produccién secundaria de IL-8 tras
unirse a los PMNL y al TLRS5, respectivamente, 8) por otro lado, las células enterocitarias
provocan respuestas protectoras frente a la infeccion por DAEC, como la liberacion de puntas
de microvellosidades debajo de las bacterias adheridas, 9) la secrecién de péptidos
antimicrobianos (AMP), 10) a liberacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NET), 11)
y la expresion de moléculas MICA que pueden activar respuestas inmunitarias innatas contra
la infeccion, 12) Sin embargo, la infeccion de PMNL con DAEC reduce su capacidad
fagocitica e induce la apoptosis, b ) Células epiteliales indiferenciadas son invadidas por
DAEC. El proceso de internalizacion requiere la integridad de las balsas lipidicas y
microtubulos dinamicos inestables, 14). se han propuesto dos hipétesis. La primera sugiere
que las subunidades de AfaD/DraD reconocen a5R1 la integrina unida a la membrana y
desencadenan la entrada de bacterias. 15) La segunda hip6tesis propone una internalizacion
mediada por AfaE/DraE a través de la interaccion con hDAF o hCEACAM. Una vez dentro,
DAEC forma inclusiones en las que son capaces de sobrevivir durante al menos 72 h (Meza-
Segura y Navarro-Garcia., 2016).

Las adhesinas Afa/Dr expresadas en la membrana externa en DAEC son las responsables
del patron de adherencia difusa y la adherencia al epitelio intestinal, como mecanismo de
infeccion mostrado en la Figura 3. Este grupo engloba adhesinas fimbricas y afimbricas.
Las primeras son apéndices filamentosos, mientras que las otras estan compuestas por
subunidades no-covalentes que presentan una apariencia similar a capsulas (Goldhar.
1996)

Debido a que las EPEC y DAEC Afa/Dr negativas puede producir patrones de adherencia
en las células HEp-2 y Hela, los ensayos de adhesion celular resultan inadecuados
(Hernandes et al., 2009). Por tanto, se suelen utilizar ensayos moleculares dirigidos a los

operones afa o daa para la identificacion de estas cepas DAEC (Bilge et al., 1989)

En general, E. coli tiene caracteristicas de crecimiento y supervivencia similares a otros

microorganismos entéricos. Sobrevive a la refrigeracion y congelacion hasta -20°C.
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Mientras que la E. coli O157:H7 tiene una resistencia inusual al calor y también tolera
niveles de sal similares a los de otros patdgenos tipicos, algunas cepas tienen resistencia
extrema al estrés acido (Betts, 2000).

2.5 Resistencia a antibioticos.

Los antibi6ticos han sido los farmacos mas eficaces que se han desarrollado hasta ahora
para controlar enfermedades infecciosas. Tras su descubrimiento, el uso desmedido
hizo evidente que las bacterias podian resistir. Durante varias decadas, este problema se
ha solucionado con la introduccion constante de nuevos antibiéticos. El aumento de la
resistencia a los antibiéticos puede afectar a la salud humana al tener un efecto directo
sobre la posibilidad de tratar las infecciones (Levy y Marshall, 2004). La Organizacion
Mundial de la Salud (WHO, 2020), ha afirmado que la aparicion y la desapariciéon de
bacterias resistentes a los antibidticos en los hospitales significa que "procedimientos
médicos comunes que antes se daban por sentados” podrian convertirse en un malestar

médico.

La resistencia a los antibidticos en los patdgenos bacterianos es un rasgo adaptativo que
se adquiere tras el contacto con los antibidticos. Por definicion, los patdgenos son
susceptibles (desde el punto de vista clinico) a un antibidtico recién lanzado al mercado y
la resistencia se adquiere posteriormente. Las mutaciones que conducen a la resistencia a
los antibidticos suelen producirse en tres tipos de genes: los que codifican los objetivos
del antibidtico, los que codifican para sus transportadores y los que codifican para los
reguladores que reprimen la expresion de los transportadores o de los elementos
descontaminantes de los antibioticos (principalmente las enzimas modificadoras de los
antibidticos codificadas por los cromosomas y las bombas de flujo maltiple) y aunque las
mutaciones en estos elementos contribuyen a la adquisicion de resistencia a los

antibidticos, no son en si mismas genes de resistencia a los antibioticos (Martinez, 2014).

En la transferencia horizontal de genes (HGT), los genes implicados proceden de bacterias
ambientales o del medio ambiente, ya que no estaban en los patdgenos humanos antes de

usar antibidticos (Davies J, 2010).

La aparicion de un fenotipo resistente a los agentes antimicrobianos depende de varios

factores en la bacteria enfrentado un estres; grado de expresion de la resistencia, capacidad
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de un microorganismo para tolerar el mecanismo de resistencia, lugar de colonizacién
inicial, etc. Cuando los determinantes de resistencia se encuentran en los plasmidos, se
propagan rapidamente dentro del género e incluso en géneros bacterianos no relacionados.
Cuando la resistencia esta asociada a los genes de los cromosomas, los microorganismos

resistentes se propagan mas lentamente (Dzidic et al., 2008; Vaiciuvénas et al.,2005).

El uso de agentes antimicrobianos en los alimentos para animales esta relacionado con la
adquisicion de resistencia bacteriana; Salmonella y Campylobacter adquieren resistencia
a los antibidticos y transfieren estos genes a la microbiota intestinal humana, por ejemplo,

a enterococos (De la Fuente-Salcido et al., 2015).

El uso extensivo de antimicrobianos por parte de los seres humanos y en la produccién
ganadera ha conducido a la resistencia a los antimicrobianos (AMR) entre cepas
bacterianas. En algunas partes del mundo se ha informado de la presencia en alimentos de
Salmonella entérica resistente a los medicamentos (Miko et al., 2005; Van et al., 2007).
La alta resistencia de E. coli a la ciprofloxacina esta asociada al uso de fluoroguinolonas

en avicultura (Rice et al., 2003).

Los aislamientos de Salmonella resistente a fluoroquinolonas, quinolonas y cefalosporinas
de espectro extendido son preocupantes porque estos antibioticos se usan para el

tratamiento de enfermedades (Hur et al., 2012).

La resistencia a los antimicrobianos de E. coli se ha reportado en varios paises, aunque las
comparaciones pertinentes son dificiles. Hasta la fecha el panorama mundial indica que la
susceptibilidad de E. coli a los antimicrobianos sigue siendo alta. En particular, las -
lactamasas de espectro extendido (ESBL) o las cefalosporinas sobre-expresadas (AmpC).
(Dahmen et al., 2013; Freitag et al., 2017; Su et al., 2016).
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3. JUSTIFICACION.

La aparicion y propagacion de la resistencia a los antimicrobianos merece la atencion
inmediata de los profesionales de la salud y los lideres politicos por igual. La naturaleza
compleja y multifactorial de la resistencia a los antimicrobianos no se comprende bien,

especialmente en términos de interaccion entre humanos, animales y el medio ambiente.

Actualmente, los patdgenos bacterianos son cada vez mas propensos a resistir los
medicamentos usados tradicionalmente para combatirlos, por su capacidad de adaptacion
a los ambientes desfavorables por la adquisicion de elementos genéticos moviles (como

transposones o plasmidos) y otros mecanismos de transferencia de genes.

Se ha considerado que las bacterias presentes en el ambiente agricola son reservorios
importantes de genes de resistencia a antibioticos. La presencia bacteriana en ambientes
que favorecen la formacion de biopeliculas facilita la adherencia de comunidades
microbianas, las cuales podrian incluir enteropatdégenos de importancia médica como

Salmonella spp. y E. coli O157:H7.

La vigilancia efectiva en el medio ambiente amerita conocer la realidad del terreno y
desarrollar estrategias y politicas para salvaguardar la salud pablica. En concordancia con
lo anterior, este estudio se realizd para analizar e identificar genes de resistencia a
antibidticos presentes en enteropatdgenos bacterianos comunes en la corteza del tomate

obtenidos en puntos de venta.
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4. HIPOTESIS

Los tomates obtenidos en punto de venta del area metropolitana de Monterrey, Nuevo
Ledn tienen la presencia de las bacterias enteropatogenas Escherichia coli y Salmonella

spp. resistentes a antibioticos.
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5. OBJETIVO GENERAL

Rastrear enteropatdgenos tales como Salmonella spp. y patotipos de E. coli que presenten

resistencia a antibioticos en muestras de tomate (Solanum lycopesicum) recolectadas en

los puntos de venta dentro del area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn.

5.1 Objetivos especificos

1. Aislar enteropatdgenos, Salmonella spp. y patotipos de E.coli presentes en el
tomate.

2. Determinacion de los microrganismos indicadores de calidad microbioldgica
(enterococos y coliformes totales).

3. Confirmacion por PCR punto final de las cepas aisladas.

4. Determinar la resistencia fenotipica a antibioticos en las bacterias aisladas.
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6. MATERIALES Y METODOS.
Como controles positivos se utilizaron las cepas, Salmonella Typhimurium ATCC 14028,
E. coli O157:H7 ATCC 43894 (EHEC), E. coli O111: NM ATCC 43887 (EPEC), E. coli
0O111: NM ATCC 35401 (ETEC), E. coli O78:H11y E. coli 042 (EAEC); y como control
no patdgeno E. coli ATCC 25922. Las cepas conservadas a -80°C, se inocularon en agar
infusién cerebro corazén (ICC) y se crecieron a 37°C durante 24 h, posteriormente se

conservaron a 5°C hasta su uso.

6.1 Recoleccién de muestras.

Se recolectaron 100 muestras de tomate, siguiendo el criterio estadistico en el cual, para
un nivel de confianza del 95% y una desviacion media de 1.96 y un margen de error del
5% las muestras se tomaran aproximadamente 385 en poblaciones de 450,000 a 4,500,000
y en el &rea metropolitana de Monterrey la poblacion se encuentra alrededor de 5,785,000
(INEGI, 2023) se realiz6 una relacion y en nuestro estudio se colectaron un total de 500
tomates, esto se utilizd para determinar la cantidad en los diferentes puntos de venta. Cada
muestra estuvo compuesta por 5 unidades de tomate para cumplir con el criterio de 500
unidades. Las muestras compuestas fueron colocadas en bolsa estériles Whirl-Park
(Nasco, Fort Arkinson, W1), y se transportaron y almacenaron a 4 °C hasta el proceso de
los analisis microbioldgicos, los cuales se realizaron durante las primeras 48 h desde la

colecta de las muestras.

6.1.1 Procesamiento de las muestras

Las bolsas fueron llenadas con 500 ml de agua peptonada al 0.15% estéril con 5 tomates
en cada una con una relacion 1:10 en peso. La corteza de los tomates se enjuago por
agitacion durante 90 s a través de la bolsa, una primera agitacion de 30 s, un masaje en la
superficie por 30 sy, por ultimo, 30 s de agitacion final, segun el método descrito por
Heredia et al. (2016).

6.2 Busqueda de bacterias indicadoras de contaminacion.
Se realizo la busqueda de bacterias indicadoras de contaminacion fecal (coliformes totales
y Enterococcus spp.) en las muestras de tomate, por el método de filtracion por
membranas descrito por Heredia et al. (2016). A los filtrados se le realizaron diluciones
seriadas y fueron inoculadas en agar de Bilis y Rojo Violeta (RVBA, Difco, BD Dioxon),
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para el crecimiento de E. coli y coliformes totales las cuales se incubaron a 45°C por 24
h. A la par, placas Petri con agar Streptococcus KF (Neogen) fueron inoculadas, las cuales
se incubaron a 37°C por 48 h, para el crecimiento de Enterococcus spp. siguiendo el
método descrito por Merino-Mascorro et al., 2018. Posteriormente se realizo el conteo por
UFC/ml segun lo estipulado por la NOM-092-SSA1-1994.

6.3 Deteccion de bacterias patogenas.

Las muestras de 500 ml fueron filtradas segun el método de filtracion por membranas
descrito por Heredia et al. (2016). Las membranas se afiadieron a bolsas estériles (Nasco,
Fort Arkinson, WI) con 90 ml de medio de enriquecimiento universal (Difco, BD, Sparks,
MD) y se incubaron a 37°C durante 24 h para la deteccion de Salmonella spp. y patotipos
E. coli (Bailey y Cox., 1992; Kim y Bhunia., 2008; Zhao y Boyle., 2001). Posteriormente
se tom6 un inoculo de 1:10, 100 ul de cada muestra y se utiliz6 un caldo de
enriquecimiento para la deteccion de Salmonella spp, Rappaport-Vassiliadis R10 Broth
(BD Rappaport Vassiliadis Broth; Difco, BD) incubado a 41.5 + 0.5 °C durante 18 a 48 h

en un bafio de calentamiento, para después subcultivarlo en medios selectivos.

Se prepararon placas con medios de cultivo selectivos diferenciales para la identificacion
del crecimiento bacteriano, se utilizaron el agar MacConkey con sorbitol (CT-SMAC,
CondaLab) como medio selectivo diferencial de E. coli 0157:H7, el a agar cromogénico
para E.coli Rapid’E.coli 2 (BIO-RAD), para la deteccion y recuperacion de los patotipos
de E. coli y la utilizacion de agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD; Difco, BD) y el agar
bismuto sulfito (BS; Difco, BD) para Salmonella. Todas las placas fueron incubadas por
20 ha37°C.

6.3.1 Aislamiento de enteropatdgenos

Se tom0 una asada de las colonias tipicas (Tabla 2) y se sembraron en placas Petri con
agar infusion cerebro y corazon (ICC, BD Difco) las positivas a Salmonella spp. y en agar
Luria Bertani (LB, Lennox MCD LAB) las positivas a E. coli, incubado durante 24 h a
37°C, y se almacenaron en caldo ICC en caso de Salmonella 'y caldo LB en caso de E. coli

con glicerol al 20% a -20°C pasa su posterior estudio.
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Tabla 2.

Caracteristicas para la sospecha de microorganismos (E. coli y Salmonella spp.).

Microorganismo

Agar

Colonias Caracteristicas

E. coli O157:H7

CT-SMAC Agar

Colonias transparentes con aspecto marron

palido y diametro de ~1 mm.

Patotipos E. coli

RAPID’E.coli 2
Agar

Colonias de color violeta a rosa

Salmonella spp.

Colonias de negro a gris verdoso puede tener

BS Agar brillo metalico (Typhimurium), colonias negras
con brillo metélico (Typhi)
XLD Agar | Colonias rojo claro con centro negro.

6.3.2 Extraccion ADN de cultivo bacteriano.

Este procedimiento se realiz6 tomando las colonias presuntivas de Salmonella o E. coli

crecidas en agar ICC o LB respectivamente. Las colonias se rasparon con una punta de

pipeta; esta se suspendié en una solucion tampdn de PBS estéril (1.5 ml) y se centrifug6

a 10,000 rpm durante 5 min y se descart6 el sobrenadante. Se traté con un buffer de lisis
compuesto por Tris-HCI 1M pH 7.4, EDTA 0.2M, NaCl 1M y Triton-X100 2%. La

suspension se homogenizo6 con ayuda de vértex (alrededor de 15 s), luego se puso en bafio

maria a 100 °C por 15 min, se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min y se recolecto el

sobrenadante.

6.4 PCR de punto final.

La presencia de enteropatogenos se confirmé por PCR con cebadores dirigidos para la

amplificacion de los genes que codifican para factores de virulencia para E. coli y

Salmonella spp. (Tabla 3).

Tabla 3. Factores de virulencia de interés en E.coli y Salmonella
E. colientero | E.colientero | E.colientero | E. colientero
L - o . Salmonella
hemorragica patogenica toxigenica agregativa
stx1 stx2 eae bfp It stll aafll invA
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La mezcla de PCR se realizé en una campana de flujo laminar previamente expuesta a luz
UV. En microtubos de 200 pl en hielo, se afiadian 0.4 pl de cada uno de los cebadores
forward y reverse, posteriormente se adicionaba 10 pl de Colorless GoTag® Reaction
Buffer, 1 ul de dNTPs Nucleotide Mix a 10 mM, 0.25 pl de GoTag® DNA Polymerase
(5u/uL) y finalmente se afiaderieron 5 pl de la muestra de DNA para resultar en un
volumen total de 50 pl por muestra. Las condiciones de amplificacion se muestran en la
Tabla 4, utilizando un termociclador Thermo Fischer Scientific (Veriti™ 96-Well

Thermal Cycler).

Tabla 4. Temperaturas de reaccion para PCR punto final.
Condiciones de reaccion.
Paso Temperatura Tlempo Ciclos
(min)
Desnaturalizacion inicial 95°C 2 1
Desnaturalizacion 95°C 1
Alineamiento 60°C 1 35
Extension 72°C 1
Extension Final 72°C 5 1
Soak 4°C o0 1
Tiempo total - 95 -

A continuacion, el producto amplificado para cada gen se separ6 mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% en TBE 1X, al cual se le agregaron 5 pul de GelRed® Nucleic Acid
Stain para la tincion del gel, a continuacion, se corrieron las muestras en una cdmara de
electroforesis (Cell GT BIO-RAD) a 100 V durante aproximadamente 1 h, para su
posterior visualizacion en un fotodocumentador de imagenes (Gel Logic 200, Kodak,
Rochester, NY, USA). En la Tabla 5, se muestran los cebadores para la determinacion de

la presencia de bacterias enteropatdgenas en las muestras analizadas.

A continuacion, se muestran los cebadores utilizados para la determinacién de los
patotipos de E. coli, basandonos en brotes mayormente reportados para el tomate las
cuales son los patotipos: ETEC, EPEC, EAEC, STEC y EHEC, usando los genes
ilustrados en la siguiente Tabla 3.
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Tabla 5.

Cebadores utilizados para la determinacion de la presencia de bacterias patogenas

en el tomate.
- F |5 CAGTTAATGTGGT AAGG 3'
E coli - 5'C G GTGGTGGCGAAGG 3. 248 pb
entero R |5 CACCAGACAATGTAACCGCTG 3
hemorragica o0 F |5 ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG 3' 584 ob
(STEC) R |5 GCGTCATCGTATACACAGGAGC 3' P
E coli F |5 TCAATGCAGTTCCGTTATCAGTT 3'
: eae 482 pb
entero R |5 GTAAAGTCCGTTACCCCAACCTG 3'
patogénica o F |5 GGAAGTCAAATTCATGGGGGTAT 3' 200 05
(EPEC) P R |5 GGAATCAGACGCAGACTGGTAGT 3 P
- F |5 GCACACGGAGCTCCTCAGTC 3'
E. coli It : : 218 pb
entero R |5 TCCTTCATCCTTTCAATGGCTTT 3
toxigénica i F |5 AAAGGAGAGCTTCGTCACATTTT 3' 199 ob
(ETEC) R |5 AATGTCCGTCTTGCGTTAGGAC 3' P
E. coli F |5 CACAGGCAACTGAAATAAGTCTGG 3'
entero
. aafll 378 pb
agregativa R |5 ATTCCCATGATGTCAAGCACTTC 3'
(EAEC)
. F |5 TATCGCCACGTTCGGGCAA '3
Salmonella |invA 275 pb
R |5 TCGCACCGTCAAAGGAACC '3

6.5 Identificacidn de resistencia a antibioticos en las cepas aisladas.

Se realiz6 una prueba de dilucién en placa, como un ensayo preliminar para el posterior

estudio de la resistencia a antibidticos, por lo cual se realiz6 una preseleccion de las

colonias de estudio analizando diversos antibidticos para analizar la resistencia de los

aislados, siendo estos utilizando los criterios del manual M07-AQ09 del Clinical and

Laboratory Standards Institute, CLSI (2023), utilizando los antibi6ticos enlistados en la

Tabla 6.
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Tabla 6. Antibioticos utilizados para prueba de susceptibilidad a antibi6ticos.

Antibidticos CMI Abreviacion
(Hg/ml)

Ciprofloxacina 5 CIP
Gentamicina 10 |GE
Ampicilina 10 |AMP
Kanamicina 30 |KM
Espectinomicina 10 |SCP
Eritromicina 15 |E
Clindamicina 5 CN
Tetraciclina 30 |(TE
Rifampicina 5 RIF
Trimetoprima 5 TMP

Se utilizé la técnica de Kirby-Bauer de difusion en disco reportada en el manual M02—
Al1 del Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI (2023).

Los antibidticos que se utilizaron son los mas comunmente usados para el tratamiento de
infecciones por bacterias Gram negativas: acido nalidixico (NA, 30ug),
sulfametoxazol/trimetoprima (SXT, 1.25/23.75ug), tetraciclina (TE, 30ug), gentamicina
(CN, 10pg), ciprofloxacina (CIP, 5ug), ampicilina (AMP, 10pg), ceftazidima (CAZ,
30ug), cefotaxima (CTX, 30ug) y cloranfenicol (C, 30pg) todos adquiridos de la compaiia
Oxoid (Cambridge, UK).

6.6 Analisis estadistico.

Se realizd el analisis de medias para la comparacion entre los controles y los genes
analizados, por lo cual se utilizé el programa IBM SPSS Statistics, Windows, Version
20.0 (IBM Corp., Armonic, NY, EUA) con un valor de confianza del 95%.
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7. RESULTADOS.
7.1 Indicadores de contaminacién microbiolégica.
Se analizo la presencia de microorganismos indicadores de contaminacion fecal en los
tomates recolectados (Tabla 7, Figura 4). Obteniendo un rango entre 0.44 a 2.44 log
UFC/gy 0.82 a 2.56 log UFC/g de indicadores de calidad microbioldgica, valores para la
presencia de coliformes fecales y enterococos respectivamente, esto por g de muestra
recolectada de los tomates que fueron previamente pesados y estandarizados en un rango

de peso de 250 g.

Tabla 7. Promedio de indicadores en las muestras de tomate.

Indicadores de contaminacién fecal en tomates recolectados

en el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon.

UFC/g Log UFC/g

Coliformest. Enterococos Coliformest. Enterococos
18384.25 14492.31 244+199 256+1.74

El porcentaje de los indicadores de contaminacion fecal fue del 70% en el caso de
coliformes totales y el 78% para enterococos en las muestras analizadas (n=100). Esto
subdividido por regiones especificas del area metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon
(Tabla 8, Figura 4 y 5), la cual muestra una que dentro de los rangos de contaminacion el
municipio de Escobedo (ES), se encuentra con una incidencia mayor en la cantidad de log
de Enterococos a comparacion de las otras zonas de estudio, mientras el municipio de San

Pedro muestra una mayor concentracion de coliformes totales.
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Figura 4. Presencia de coliforme totales (log UFC/ml) en muestras de tomate adquiridas en

punto de venta en municipios del area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn (n=100).
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Figura 5. Presencia de enterococos en muestras de tomate adquiridas en punto de venta en

los municipios del &rea metropolitana de Monterrey, Nuevo Leon (n=100).
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Tabla 8.

venta en el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn.

Indicadores de contaminacién fecal en muestras de tomate adquiridas en punto de

Indicadores microbioldgicos en el area metropolitana de Nuevo Leon.

UFC/g Log UFC/g
Muestra ~ Municipio Coliformes Enterococos Coliformes t. Enterococos
1 M 13452.58 22179.68 413+1.81 435+1.76
2 GP 3905.26 7168.42 359+1.95 3.86+1.81
3 AP 2544211 6391.58 441 +2.04 3.81+1.90
4 ES 39465.00 32019.29 4.6+1.98 451+ 165
5 SN 10914.17 2574.17 4.04 £2.08 3.41+1.48
6 SP 42275.00 4437.50 4.63+0.53 3.65+0.47

7.2 Presencia de bacterias enteropatogenas en las muestras.

La evaluacidn de la presencia de bacterias enteropatégenas presentes en tomate, asi como
su resistencia a antibioticos, se realizo recolectando 100 muestras compuestas dentro del
area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn, México (Tabla 9). Los muestreos se
realizaron entre mayo a noviembre de 2022, y se realiz6 la distribucion estadistica segun
los datos de densidad poblacional obtenidos por el INEGI, 2022. Los muestreos se

realizaron en las fechas proximas a la temporada de cosecha del fruto.

Tabla 9. Distribucion de las muestras colectadas (n=100).

Monterrey 13 9 2 32

Apodaca 6 7 1 19

Guadalupe 5 2 7 19

General Escobedo 5 4 1 14

San Nicolas de los Garza 3 4 2 12

San Pedro Garza Garcia 1 2 1 4
Poblacién total 68 15 17 100

Detectamos la presencia de E. coli en un total de 42 muestras (42%), mientras que no

detectamos Salmonella (0%) en ninguna de las muestras procesadas (n=100).

Durante la aislamiento y determinacién de las cepas presuntivas de E. coli, se verifico en

el agar CT-SMAC que las colonias caracteristicas para el grupo EHEC sorbitol negativas,
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es decir incoloras y sorbitol negativas y en RAPID’E. coli 2 las cepas positivas presentaron

una coloracion morada como es caracteristico (Figura 6).

Figura 6. Crecimiento de E. coli en agares selectivos diferenciales A) RAPID’E. coli 2y
B) CT-SMAC.

7.3 Confirmacion de patotipos de E. coli mediante PCR punto final.
De las 100 muestra de tomate recolectadas se obtuvieron 61 muestras presuntivas a E.
coli, las cuales se analizaron para la determinacion de la presencia de los patotipos. Se
encontro que el 3.28 % (2/61) de las muestras fueron positivas para los genes buscados
para la confirmacion de la presencia de alguno de los patotipos (aafll, It, stx1, stx2, eae y
bfp). perteneciendo a E. coli productoras de Shiga toxina o STEC no-O157 como se

muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Muestras positivas a los patotipos de E. coli.
Cepa Genes Patotipo Municipio
MO003 Stx; +, Stx, +, eae - STEC Monterrey
SP004 stx; +, stx, +, eae - STEC San Pedro
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Figura 7. Confirmacion de E.coli STEC presente en una cepa aislada del tomate.

En la Figura 7, se muestra la confirmacion de las cepas positivas a patotipos de E.coli;
donde MPM (marcador de peso molecular); 1) Control para gen It E. coli O78:H11
(ETEC), 2) Control para stx1,2, E. coli 0157:H7 (EHEC), 3,7) E. coli aislada M010, 4,8)
E. coli aislada M003, 5) Control gen aafll E. coli 0111 (EPEC), 6) Control gen eae E.
coli 03.K2A,2B(L):H2 (EAEC).
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Figura 8. Confirmacion de E.coli STEC presente en una cepa aislada del tomate.

Segln lo mostrado en la Figura 8, el MPM (marcador de peso molecular); 1) Control para
stx1,2, E. coli O157:H7 (EHEC), 2) Control gen eae E. coli 03.K2A,2B(L):H2 (EAEC),
3) Control para gen It E. coli O78:H11 (ETEC) ,4) E. coli aislada SP004, 5 a 8) E. coli
aisladas SP003, SP002, SN012, SN010.

Asi mismo se realizé el estudio de los indicadores de calidad microbioldgica destacando
la concentracion de las muestras positivas para los patotipos encontrados siendo la muestra
MO009 y SP004, se puede observar que estas tienen concentraciones por encima del

promedio, principalmente la muestra MOOO9.

Al revisar los indicadores de contaminacion fecal en las muestras donde se detecté E. coli
patotipo STEC, se observo que las cuentas de estos estaban por encima del promedio
(Tabla 11).

Tabla 11. Indicadores de contaminacion fecal.

Indicadores de contaminacion fecal en las muestras positivas para E. coli

patotipos.
Log UFC/g
Muestra Municipio Coliformes t. Enterococos
MO009 M 4.69 5.21
SP004 SP 3.94 3.92
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7.4 Determinacion del perfil de resistencia a antibidticos.

Figura 9. Muestras resistentes de E. coli a cada antibidtico.

De las 61 colonias presuntivas de E. coli enteropatogenas mostraron al menos una
resistencia y se determino un perfil de resistencia a antibidticos utilizando los principales
para combatir las infecciones entéricas, para hacer un estudio mas conclusivo se realizd
un primer screening en el cual todas las cepas de E.coli recuperadas se sometieron a las
concentraciones indicadas por el manual de la Clinical and Laboratory Standars Institute,
CLSI (2023) para la determinacion de microorganismos resistentes como se muestra en la

Figura 9.

En la Figura 10, se muestra los resultados del cribado en los cual se muestran que la
resistencia a eritromicina (E) con el 89.71% y a espectinomicina (SCP) con el 86.76 %
fueron las mas frecuentes. Mientras que los antibidticos que mostraron menos resistencia

fueron ciprofloxacina (CIP) y gentamicina (CN) con el 1.47% y 5.88% respectivamente.
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Perfil de resistencia a antibioticos de las cepas aisladas de E. coli.

Perfil de resistencia a antibidticos por aislados de E. coli de muestras de tomate
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En la Tabla 12, se muestra el porcentaje desglosado de todas las muestras analizadas. En
la Figura 11, se desglosa el perfil de resistencia de las cepas a los antibi6ticos con su
relacion por municipio, destacando que los aislamientos en Monterrey, Apodaca y San

Pedro Garza, los aislamientos tuvieron resistencia a mas antibioticos.
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Figura 11. Resistencia a antibidticos en las cepas aisladas por municipio (n=61).

Durante el primer filtro para la seleccion de las cepas, se seleccionaron las cepas
multirresistentes,las cuales se decidieron a partir de 3 0 mas resistencias presentes en el
estudio preliminar y se tomaron para realizar el perfil de resistencia utilizando sensidiscos
y la metodologia estandar para la determinacién de la difusion en disco utilizando la
técnica de Kirby-Bauer reportada por el manual del Clinical and Laboratory Standars
Institute, CLSI (2023) en la tabla 13, se muestras los criterios para la evaluacion para las
cepas (n=17) usando las reportadas en el suplemente M100-Ed33 (2023) se tomaron las

muestras positivas a los 2 patotipos de E. coli y 15 cepas de E. coli no patdgenas.
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Tabla 13. Zonas de inhibicion estandar para bacterias de la familia Enterobacteriaceae,
CLSI (2023).

Zona de inhibicion (mm)

Concentracion

Antibioti : . . )
ntibiotico (ng) Sensible Intermedio Resistente

AMP 10 >17 14-16 <13
SXT 1.25/23.75 >16 11-15 <10
TE 30 >15 12-14 <11
C 30 >18 13-17 <12
NA 30 >19 14-18 <13
CN 10 >15 13-14 <12
CAZ 30 >21 18-20 <17
CTX 30 >26 23-25 <22
CIP 5 >26 22-25 <21

Para analizar los perfiles de resistencia, elegimos los 2 patotipos de E. coli encontrados y
15 cepas de E. coli no patégenas, las cuales mostraron las mayores resistencias en el
ensayo inicial de resistencia y se analizaron por la técnica de difusion en disco obtenido
los resultados mostrados en la Tabla 14. La cepa control fue E. coli ATCC 25922. Los
resultados obtenidos estan de acuerdo con los descritos en las tablas suplementarias del
Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI (2023) en el anexo M100-Ed33 (2023).
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Tabla 14. Zonas de inhibicion y sensibilidad a antibidticos en aislados de E. coli por

difusién en disco (n=17).

epa ofipo  ODeco NA CAZ cIp CN CTX TE AMP C SXT
M009 STEC 0.085 18?80)'47 262"3)'47 352—'80)'47 122,05 (1) 292—'3?)'62 (SR') (??') (??') (??')
SP004  STEC 0.09 (SR') 14(%25 102"%55 21?;’)' % (;) Si(%f ? (SRJ) (;) (IS?I)
M025 NP 0.086 © & o 9 5 5 B o ©
ES013 NP 0.1 (ZSO) (251) Z(f) %;1) ?3 %37) (lrf) (280) (187)
ES005 NP 0.097 (280) (lé) Z(f') (157) (le) ?é’) (255) (253) (|SQI)
AP019 NP 0.085 (1RZ) fso) (351) (251) (1RO) fSS) (?z) (252) (Fge)
APO17 NP 0.087 (}QO) (25?) (355) (SF:) (1R7) (157) (?ql) %I? (1F\?)
GP007 NP 0.107 (232) %;‘; (355) (25?) (lRS) (251) (1F§) ?SS) (257)
SN009 NP 0.1 (g) (253; (356) (250) (1R5) (161 (?el) (Fge) (?el)
M004 NP 0.098 (139) 537) (35?) (SRI) (259) (;) (??I) (??I) (??I)
v we | o1 | X2 ST mTana e e
M032 NP 0.082 0 & 5 © m 6 0 s s
SPO04 NP 0.092 ?g) (332) (45?) (232) ?g) (1853 (231) (330) (335)
MO010 NP 0.084 (1R1) (%') (35) (2;) (1RO) fg) (330) h?) (SSAS
s v o | S @ E e m e e w2
AP016 NP 0.085 (SF;) (239) (359) (253; (13) 1(|3) (SRI) (SF;) %S
APO15 NP 0.092 %IG) (?’Sl) (35) (2;) (1R5) (15?) (1R2) (280) (235)

*Sin Inhibicion (SI), Sensible (S), Intermedio (1) y Resistente (R).

Como resultado del estudio se pudo determinar que de las 17 cepas analizadas el 70.6 %,
fue resistente a ampicilina, seguido el 52.9 % de las cepas fueron resistentes a cefotaxima,
el 41.2 % fue resistente a ac. nalidixico y trimpetroprima/sulfametoxazol, 29.4 % a
cloranfenicol, 17.65 % a ceftazidima y tetraciclina, 11.8% a gentamicina y 5.9 % a
ciprofloxacina, es importante mencionar que la mayor resistencia que se presentd fue ante
ampicilinay lamenor de estas a la ciprofloxacina en las cepas estudiadas, como se muestra

en la Tabla 15y Figura 12.
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Tabla 15. Resistencia de antibioticos de las cepas aisladas.

A pI10tICO
A. nalidixico 47.06
Ceftazidima 76.47
Ciprofloxacina 82.35
Gentamicina 76.47
Cefotaxima 29.41
Tetraciclina 70.59
Ampicilina 23.53
Cloranfenicol 58.82
Trimethoprim-sulfamethoxazole 52.94

100
90
80

Porcentaje, %

11.76
5.88
11.76
11.76
17.65
11.76
5.88
11.76
5.88
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60
50
40
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0

41.18
17.65
5.88
11.76
52.94
17.65
70.59
29.41
41.18

m Sensible (S)
Intermedio (1)
Resistente (R)

NA CAZ CIP CN CTX TE AMP
Antibidtico
Figura 12. Evaluacién de la resistencia a antibidticos de las cepas de E.coli presentes en las
muestras.
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8. DISCUSION.

Meéxico, es un pais con una elevada tasa de enfermedades entéricas asociadas al consumo
de agua o vegetales contaminados (Corzo-Ariyama et al., 2019). Estas enfermedades se
han asociado con frecuencia a Salmonella a través de tomates contaminados

principalmente con el agua de irrigacion en los cultivos (Zarkani et al., 2019)

En nuestros resultados no se observd correlacion entre la presencia de Salmonella y E.
coli, aunque en estudios previos se han reportado prevalencias del 22 al 51% de
Salmonella entérica en tomates deshidratados en puntos de venta en donde (Vazquez et
al., 2022).

La presencia o proliferacion de patdgenos como Salmonella, Listeria y E. coli en las
superficies en contacto con los alimentos pueden ser fuentes de contaminacién cruzada.
En caso de los tomates puede ocurrir durante las practicas posteriores a la cosecha, como

el preenvasado y la distribucion (Topalcengiz et al., 2022).

En estudios realizados en Querétaro, México en tomates, los coliformes totales estaban
presentes en rangos de 0.5 a 3.0 log UFC/g (Vézquez et al., 2022). Un estudio realizado a
tomates de tiendas locales en Sudafrica en 2020 encontro6 coliformes en rangos de 0 a 8.2
log UFC/g de tomate (Richter et al., 2021). Mientras que los resultados obtenidos
muestran que estos se encuentran por lo general, en el rango promedio de 0.19 a 5.52
UFC/g. Mientras que las muestras con presencia de cepas patdgenas superaron hasta 2

veces este parémetro.

Las cepas STEC son en su mayoria bacterias comensales en animales, pero cuentan con
un alto potencial de transmision a seres humanos (Caprioli et al., 2005). En nuestro estudio
encontramos la presencia de 61 cepas de E. coli y el Unico patotipo presente entre estas,
fue la STEC, lo cual concuerda con un estudio realizado en tomates de mercados
mexicanos se reporto que el patotipo mas comun de E. coli fue el STEC (Goémez-Aldapa
et al., 2013). Ademas, algunas cepas de STEC no-O157 se han encontrado en alimentos
crudos, como frutas, ensaladas de verduras y zumo de zanahoria (Castro-Rosas et al.,
2012; Torres-Vitela et al., 2013).Lo cual sugiere que la presencia de este patotipo sigue

esta tendencia de ocurrencia. Esta incluso puede ser debido al manejo desde la linea de
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produccién, la cadena de distribucion o incluso eventos de contaminacion cruzada con
otros reservorios; como las manos de trabajadores, materiales o incluso otros elementos

organicos con los cuales se pudo tener contacto.

El tratamiento postcosecha de frutas y hortalizas también influye en la contaminacion de
los alimentos, asi como la manipulacion, almacenamiento, transporte y limpieza (Faour-
Klingbeil et al., 2016).

Actualmente, la aparicién de cepas resistentes a antibidticos es comin a nivel global,
generalmente debido al uso de estos compuestos en tratamientos de humanos, animales o
como suplementos alimentarios en el ganado. Los aislados de E.coli en la cadena de
produccién del tomate mostraron una mayor resistencia a los antibiéticos, especialmente
a la ampicilina y la tetraciclina (29.9 y 28.6% de los aislados, respectivamente) (Corzo-
Ariyama et al., 2019). En México, solo se dispone de muy pocos informes sobre los
perfiles de resistencia a antibidticos en aislados de E. coli de alimentos, esto puede aportar
informacidn sobre el abuso de antimicrobianos y la dindmica de transmision (Martinez-
Vazquez et al., 2021). Amézquita-Lopez et al, en 2016, reportaron que en el noreste de
México se encontraron cepas STEC multirresistentes en agua de canales y fueron
correlacionadas con heces de bovinos. Estas cepas pueden transferir las resistencias a
cepas sensibles a humanos, ademas de que pueden propagarse al suelo, los alimentos y las
aguas subterraneas mediante la aplicacion de abonos/estiércol a los campos agricolas
(Wichmann et al., 2014).

En el 100% de las muestras se encontraban al menos 3 resistencia a los antibidticos mas
comunmente utilizados como primera linea para el tratamiento de infecciones por
bacterias entéricas, mientras que un estudio realizado en 2019, en el agua para riego de
vegetales en Sinaloa establecid que el 90% (26/29) de las cepas de E. coli diarreinogénicas
encontradas en las muestras, eran resistentes al menos a un antibiético; el 51% (15/29)
eran resistentes al menos a dos; y el 17% (5/29) eran multirresistentes a farmacos
(Canizalez-Roman et al., 2019). Por otro lado, segin nuestros resultados el 90% de

nuestras cepas analizadas muestran multirresistencia a los farmacos utilizados.
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En diversos estudios alrededor del mundo (China, Iran, Corea, Egipto, México) las cepas
de E. coli fueron muy resistentes a la amoxicilina, el trimetoprim-sulfametoxazol
amoxicilina-4cido clavulénico, tetraciclina, cloranfenicol, nitrofurantoina, ampicilina,
estreptomicina y kanamicina, asi como completamente sensibles a los antibidticos

norfloxacina y azitromicina (Pakbin et al., 2021).
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9. CONCLUSIONES.

Segln los anélisis de calidad microbioldgica realizados muestran; la presencia de
coliformes totales las cuales fueron encontradas en el 89 % de las muestras, en valores de
menos de 0.19 a 5.52 log UFC/g, manteniéndose en rangos normales segun la literatura,
mientras que los Enterococos, se encontrd en el 98% de las muestras, en valores de 0.97
a5.98 log UFC/g.

De las 100 muestras compuestas analizadas, se obtuvieron 61 cepas aisladas de E. coli,

mientras no se detectd a Salmonella spp.

De las cepas aisladas de E. coli el 97.5 % (n=59) fueron no patégenas y el 2.5 % (n=2) se

identificaron como patogenas del pato grupo STEC.

En todos los municipios que conforman el area metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn
se encontraron cepas con resistencia al menos a 3 antibidticos, pero en los tomates

adquiridos en Monterrey y Apodaca, algunas cepas fueron multirresistentes.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar ensayos mas robustos, en los que se considere la presencia de diferentes

patdgenos entéricos, para la determinacion de la seguridad alimentaria del producto.

Desarrollar un analisis mas exhaustivo de la trazabilidad de la cadena de produccion para
determinar las posibles fuentes de brotes y poder contar con una respuesta adecuada para

evitar un problema a mayor escala.

Evaluar los pardmetros de obtencidn y transporte de las muestras, para lograr realizar una

asociacion mas concreta de la presencia bacteriana.

Evaluar y analizar la procedencia y los posibles genes de resistencia a antibidticos

presentes en el microbioma de las muestras.

Determinar la multiresistencia de estas cepas de interés a través de estudios

metagendmicos y el uso de herramientas de nueva generacion.

Asi pudiendo utilizar estos estudios como fuente de informacion para la mejora de los

servicios de inocuidad alimentaria.
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