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Resumen

En la presente investigacion se analizaron muestras de alimentos expendidos en las calles aledafas a la Universidad Politéc-
nica Salesiana, Sede El Girén y se determiné la presencia de Escherichia coli mediante la técnica de PCR en Tiempo Real con una
comprobacién microbioldgica en tres establecimientos de comida rdpida mas concurridos por la comunidad de estudiantes de las
Universidades cercanas. Para lograr un andlisis estadistico confiable, se analizaron alrededor de 15 muestras de alimentos por cada
uno de los establecimientos con diferentes productos. Se elaboré un protocolo para la cuantificacién de la muestras, utilizando una
curva estdndar para E. coli. Los andlisis microbiolégicos se realizaron por un método estdndar convencional por cultivo en medios
especificos (EMB, Mckonkey) y la PCR en tiempo real con un disefio de primers especificos y el kit de LC FS DNA Master"PLUS
HY-Pb, 96 react. (Roche Diagnostics). Con la PCR se aisl6 E. coli en el 100 % de las muestras, mientras que por el método convencional
se detect6 tan solo el 53,36 %. La prueba de x? mostré significancia estadistica entre ambas técnicas. El método molecular reveld
un total de 100 % de casos positivos en los alimentos expendidos en los tres establecimientos de comida rédpida que presentaron
mayor contaminacién por E.coli, mientras que a través del método convencional se obtuvieron en: hamburguesas 40 %, shawarmas
66.7 % y pinchos 53.3 % de casos positivos respectivamente. Se observé ademas diferencias con respecto al tiempo empleado por cada
una de las técnicas: la PCR permite obtener resultados mucho mas sensibles, rapidos y especificos, en comparacion con el método
convencional de cultivos celulares. Mediante la curva estdndar se logré cuantificar la cantidad de ADN en cada muestra.

Palabras claves: E.coli, alimentos, técnicas, PCR en tiempo real, microbiologia.

Abstract

Using Real Time PCR an microbiology methods we analyzed several food samples expended in streets around Universidad
Politécnica Salesiana, Sede El Girdn in search for the bacteria Escherichia coli. We selected three fast food restaurants, which were
identified as the most important and popular for the community of students from nearby universities. To achieve a reliable statistical
analysis were analyzed approximately 15 samples for each food establishment using different products. We developed a protocol
for the quantification of samples, using a standard curve for E. coli. Microbiological analyzes were performed by a conventional
standard method for cultivation in specific media (EMB, McKonkey) and the real-time PCR with specific primers using the Kit FS
LC DNA Master PLUS " HY-Pb, 96 react. (Roche Diagnostics). Through real time PCR we isolated E. coli in all the samples (100 %
sucess), whereas using the conventional method we detected E. coli in only 53.36 % of the analyzed food. Chi-square (x2) test showed
statistical significance between both techniques. The molecular technique revealed a 100 % of positive E. coli cases in the analyzed fast
food in all three establishments, whereas through the conventional method we identified E. coli in: 40 % of the hambuerguer samples,
66.7 % of the shawarma samples and 53.3 % of the skewers. We also observed differences in the speed each technique requires to show
results: real Time PCR is much more sensitive, rapid and specific compared to the conventional method of cell culture. We quantified
the amount of DNA in each sample through a standard E. coli curve.
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Determinacion por PCR en Tiempo Real de Escherichia coli en muestras de comida rdpida

1. Introduccion

La Escherichia coli diarrogénica, es la principal cau-
sa de gastroenteritis para la poblacién en los pai-
ses subdesarrollados (Instituto Nacional de Salud,
2008). Este patégeno esta asociado con altos niveles
de resistencia a antibidticos, existen 6 categorias de
la bacteria que estdn asociadas a diarreas, las cuales
han sido clasificadas por sus caracteristicas clinicas,
epidemiolégicas y por la presencia de proteinas es-
pecificas y genes de virulencia. En esta afeccion se
ven involucrado ademds otros patégenos entéricos,
como: Salmonella, Shigella, Campylobacter y Vibrio cho-
lerae (Hannaoui ef al., 2010).

Las infecciones por E. coli pueden causar peque-
fios brotes en la poblacion; entre el 60 % y 80 % de
los casos son esporadicos; pero en ocasiones se pro-
ducen grandes brotes en hospitales, escuelas, cole-
gios, universidades y restaurantes. En Ecuador, en
el afio 2010, se registraron 14.887 casos, con una tasa
de 127,3 por 100.000 habitantes, casi 50 % mds que en
2005. Los productos alimenticios comtinmente aso-
ciados a los brotes son: pescados (22 %), agua (20 %)
y carnes de ganado (14 %), sin dejar de lado también
algunos tipos de frutas y verduras. Estudios previos
realizados han reportado un 10.3 % de E. coli, en ali-
mentos de ventas callejeras o de pequefios bares de
habitual consumo de estudiantes (Gonzéalez y Rojas,
2005).

La vigilancia de los patégenos en todas las eta-
pas en la cadena de procesamiento de alimentos,
constituye un instrumento clave en la investiga-
cién epidemiolégica (Almeida, 2002). Los merca-
dos internacionales, exigen para sus consumidores
productos libres de patdégenos alimenticios (Gélvez,
2011).

Para la prevencién y el control de las enfermeda-
des transmitidas por alimentos, muchos paises, co-
mo Estados Unidos, Canad4, entre otros, tienen es-
tablecido dentro de su legislacién “baja tolerancia”
para los patégenos alimenticios, en funcién de es-
to, es necesario técnicas rdpidas y modernas para la
industria; por lo que la implementacién de los méto-
dos moleculares es necesaria, ya que las técnicas tra-
dicionales toman dias para la identificacién y cuan-
tificacion de E. coli (Bustos, 1997).

La Biotecnologifa moderna presenta nuevos mé-
todos alternativos, que muestran varias ventajas an-
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te los métodos tradicionales, en cuanto a eficiencia,
sensibilidad y rapidez (Barleta et al., 2009). Estos mé-
todos eficaces, por estar basados en biomoléculas
del tipo acidos nucleicos, tienden a ser muy espe-
cificos (Rojas y Gonzélez, 2006). La técnica de PCR
en Tiempo Real basada en la amplificacién in vitro
del ADN tiene la ventaja que lleva a cabo los proce-
sos de deteccién y cuantificacién en el mismo vial y
en cada etapa de la reaccién (Guion et al., 2008).

La cuantificaciéon de ADN bacteriano en las
muestras obtenidas de alimentos, junto con la apli-
cacion de metodologias de microbiologia tradicio-
nal y un posterior andlisis estadistico (Romo, 1973),
ayudé a determinar si la presencia de estos microor-
ganismos, se encuentran dentro de los rangos per-
mitidos por el Instituto Ecuatoriano de Normaliza-
cién RTE INEN 056:2011 mediante el ensayo especi-
ficado en la norma NTE INEN 1529-15. Control mi-
crobiolégico de los alimentos toma, envio y prepa-
raciéon de los mismos (Codex Alimentarius).

La producciéon de alimentos inocuos genera la
certeza de su procedencia y calidad sanitaria, sobre
todo porque la comercializacién de alimentos en la
via ptblica es un fenémeno de gran impacto social,
sociocultural, socioeconémico y sanitario. En nues-
tro pais, esta actividad es muy comtn en las ciuda-
des principales, ya que ofrecen ciertas ventajas co-
mo: facil acceso, bajo costo, variedad de alimentos y
rapidez en su servicio; lo cual los convierte en una
alternativa de consumo de alimentos en jévenes en
su mayoria en edad estudiantil, como parte de su
dieta diaria o frecuente; el reducido espacio de los
establecimientos donde se comercializan y el difi-
cil acceso a servicios como agua y energia, compli-
can el cumplimiento de las normativas sanitarias de
inocuidad en los alimentos y manejo de los mismos,
por lo que podrian llegar a convertirse en un vector
de contaminacién por microorganismos patégenos
(Yéanez et al., 2008).

La presencia de microorganismos patégenos en
alimentos y las enfermedades producidas por los
mismos es uno de los problemas esenciales y cre-
cientes en salud ptblica, por lo cual el surgimiento
de nuevas herramientas moleculares permiten de-
terminar tanto para la identificacién como para la
cuantificaciéon de su material, los patégenos trans-
mitidos a través de los alimentos mal preparados
que son expendidos en la via publica (Arola et al.,
2008).
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2. Materiales y Métodos

2.1 Localizacién y tamafo de la muestra

El presente estudio se llevé a cabo en el Centro de
Investigacién y Valoracién de la Biodiversidad (CI-
VABI) de la Universidad Politécnica Salesiana Qui-
to, Sede El Gir6n.

La determinacién del nimero de muestras de ali-
mentos se estableci6 mediante un muestreo no pro-
babilistico por conveniencia con los programas Sta-
tistix 8 e Infostat, utilizando la prueba de chi cuadra-
do x?, para el anélisis de la significancia de las dife-
rencias encontradas en los métodos comparativos,
donde el valor de la desviacién estandar es igual a
0,05 correspondiente a un tamarfio de muestra igual
a 15 de cada alimento.

Estas muestras fueron tomadas en tres estableci-
mientos de comida rdpida en las calles cercanas a la
UPS Quito en un periodo constante.

Por lo que, el tipo de alimento segtn el estable-
cimiento se determiné con una pequefia encuesta y
observaciéon de las preferencias de los estudiantes
universitarios cercanos al sector, los cuales fueron
analizados por métodos de biologia molecular y mi-
crobiologia tradicional.

2.2 Recoleccion de Muestras Para Anéli-
sis

La recoleccion de las muestras de alimentos se reali-
z06 en base a La Norma Técnica Ecuatoriana INEN
1529-2:99 donde se encuentra definida la metodolo-
gfa de muestreo para alimentos de comida répida.

Las muestras fueron tomadas con rapidez, en
condiciones asépticas, de tal manera que fue repre-
sentativa de la cantidad del alimento. En este caso,
se tomaron muestras correspondientes a una unidad
de producto que es expendida en el establecimiento
de comida répida (100 g. minimo).

Posterior a esto, las muestras fueron enviadas al
laboratorio de microbiologia para realizar el trata-
miento respectivo de conservacién y mantenimien-
to, protegiéndola de cambios de temperatura, ilumi-
nacién y manipulacién para conservar su estado.

El almacenamiento, se lo realiz6 en conformidad
con la misma norma (Chequeo de condiciones, eti-
quetado adecuado, temperatura de acuerdo al tipo
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de alimento) para posteriormente realizar un enri-
quecimiento de las muestras en agua de peptona, lo
cual permiti6 mantenerlas en condiciones estables
tanto para el andlisis molecular como el microbiolé-
gico.

2.3 Protocolo para la Determinacién Mi-
crobiolégica de E. coli en alimentos

Asi mismo, esta metodologia se la realiz6 conforme
a la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529.14:1998
(Control Microbiolégico de Alimentos). Para esto, se
llev6 a cabo la preparacién de los medios especificos
para cultivo microbioldgico de E. coli a partir de las
muestras ya preparadas. Posteriormente, se realiza-
ron las lecturas respectivas de las cajas de siembra
y mediante andlisis, metodologias bioquimicas y fe-
notipicas, determinando asfi, la presencia y concen-
tracién de la bacteria en los alimentos. Las pruebas
principales de determinacién son las Pruebas Bio-
quimicas de Identificacién con su software de detec-
cién Microgen ID version 1.2.

24 Aplicacion de la Técnica de PCR en
Tiempo Real

Para la aplicacién de la técnica, se utilizé el equipo
LightCycler ® 2.0 de Roche; con los kits de purifica-
cién de ADN y amplificacién en Tiempo Real.

En una primera parte del desarrollo de la técni-
ca, se realiz6 la purificaciéon de ADN, aplicando el
Kit de Preparacion de Muestras de Alta Pureza para
PCR (High Pure PCR Template Preparation Kit).

Para la extraccién del ADN se pesaron 25 g de ca-
da muestra de alimento y se colocaron en 225 ml de
agua con peptona, la cual se incub¢ a 37°C durante
24 horas. A partir de este, se transfirieron 200 ul de
cada muestra a los tubos de microcentrifuga, afia-
diendo el buffer de unién con la enzima y se trans-
firié a los tubos de purificacién realizando varios la-
vados y filtraciones, se afiadi6 el buffer de remocién
de inhibidores y finalmente el buffer de elucién. Se
centrifug6 el conjunto final por 1 minuto a 8000 rpm,
con lo que se obtuvo el dcido nucleico que fue alma-
cenado a 18°C para andlisis posteriores.

Posterior a la purificacién del ADN, se procedi6
a la aplicacion de la técnica de PCR, para esto se to-
maron 5 il del sobrenadante anterior, y se adicioné
10,2 ul de Agua grado Biologia Molecular, 0,4 ul del
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Primer FW, 0,4 ul del Primer RW y 4yl del Master
Mix (ya adicionada la enzima), en cada capilar con
capacidad de 20 ul con los que se ensambl6 el equi-
po para realizar la prueba del PCR en Tiempo Real,
la mezcla del ADN y PCR mix se centrifuga a 3.000
rpm durante 3 segundos.

Los resultados de la amplificacién se compara-
rén con un control positivo representado por un es-
tdndar de E. coli, realizado en el laboratorio y un
control negativo en el cual el ADN de la muestra
serd reemplazado por 5 ul de agua estéril.

La técnica de PCR en Tiempo Real se llev6 a ca-
bo segtn el protocolo de LC FS DNA Master"PLUS
HY-Pb, 96 react. LightCycler (Roche Diagnostics),
el cual consiste en 40 ciclos compuestos por cuatro
pasos: Denaturacion: 95°C, 10 min; Alineamiento:
62°C, 10sg; Melting: 95°C, 0; Enfriado: 4°C, 30sg.

2.5 Curva Estandar

Se realiz6 la Curva Estandar para cuantificar E. co-
li, utilizando muestras con concentraciones conoci-
das que fueron previamente cuantificadas con un
espectrofotémetro y posteriormente con un Qubit.
Los datos fueron incorporados al equipo, pudiéndo-
se asi cuantificar cada una de las reacciones y mues-
tras.

3. Resultados

Se obtuvieron los puntos de la curva estdndar a par-
tir de las concentraciones obtenidas en el espectro-
fotémetro y el Qbit para poder realizar la cuantifica-
cién de las muestras analizadas.

De cada una de las muestras de alimentos ana-
lizadas en este estudio se logré determinar a través
del método molecular un total de 100 % de casos po-
sitivos, mientras que a través del método convencio-
nal se obtuvieron en: hamburguesas 40 %, shawar-
mas 66.7 % y pinchos 53.3 % de casos positivos res-

pectivamente, en una poblacién total de 45 muestras
de alimentos.

Segtin la prueba estadistica de Chi cuadrado x?
para analizar las frecuencias observadas de las espe-
radas, mediante el uso del programa SPSS; las técni-
cas utilizadas para determinar Escherichia coli en los
alimentos mostraron un (p = 0,0475) y un valor de
x> = 1,491 al 99 % por lo que se acepta la hipote-
sis, que se espera tener mayor nimero de casos de
deteccién con la técnica Molecular en comparacion
con la técnica microbiolégica.

El método convencional revel6 un total de
53.36 % de casos positivos para E. coli, mientras que
la técnica molecular mostré un total de 100 % de ca-
sos positivos; por lo que también se realiz6 un andli-
sis de varianza (ANOVA) entre los grupos para de-
terminar la diferencia entre las técnicas, con ello se
obtuvo un (p = 0,000)y un valor de F = 8,56, por
lo que a su vez se efectdo una discriminacién por
medio del test de Duncan al 5% obteniéndose dos
grupos bien determinados que presentan diferen-
cias significativas en cuanto a la presencia de E.coli
en cada uno de los alimentos analizados; con lo que
se concluye que hay diferencia entre las medidas,
reportdndose que las técnicas son diferentes y que
visualizando los promedios se determina que el mé-
todo molecular es més sensible y especifico que el
método convencional.

En la Figura 1 se observa la curva estdndar con
la que se trabajé la cuantificacién de las diferentes
muestras de alimentos, ésta presenta una eficiencia
de 2 puntos y un error muy bajo de 0,025 que sig-
nifica que los ensayos son certeros. En la Figura 2
se muestran algunas de las curvas obtenidas para la
determinacién: deteccién y cuantificaciéon de E. co-
li, 1a fluorescencia es detectada desde el ciclo 25 con
lo que se ratifica que se tiene una carga bacteriana
importante ya que la relacion de ciclos y carga es in-
versamente proporcional.
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Figura 1. Curva Estandar obtenida para la cuantificacién de E. coli en muestras de alimentos.
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Figura 2. Curvas de Amplificacioén de E.coli: Fluorescencia vs ciclos.

Tabla 1. Casos positivos de E.coli por tipo de alimento y método utilizado.

Origen de las Muestras N. Método convencional PCR en Tiempo Real
muestras
(+) % (+) %
Alimentos Pincho 15 8 53,33 15 100
en la via Shawarma 15 10 66,77 15 100
publica Hamburguesa 15 6 40 15 100
Total/Promedio 45 24 53,36 45 100

Tabla 2. Distribucién del ntiimero de repeticiones por ali-
mento con sus respectivas concentraciones promedio en

(ug/ml).

Promedio Conc.

Tratamiento  Repeticiones E.coli (ug/ml)
Pincho 12 7,25
Shawarma 18 6,02
Hamburguesa 8 15,73

En la Tabla 1 se muestran los casos positivos de
E.coli por tipo de alimento analizado y el método
utilizado y finalmente en la Tabla 2 se muestra la
distribucién del ntimero de repeticiones por trata-
miento con los promedios de sus respectivas con-
centraciones en ug/ml.
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4. Discusién y conclusiones

Al comparar los resultados obtenidos en el presente
trabajo, se encontraron similares resultados con res-
pecto a la concentracién de E. coli en alimentos ex-
pendidos en la via publica. Al igual que Yénez et al.
(2008), con respecto al uso de la PCR en Tiempo Real
para la detecciéon rdpida de E. coli., directamente de
alimentos, se encontré que esta técnica presenta va-
rias ventajas.

La PCR en Tiempo Real para la deteccién y cuan-
tificacion de bacterias causantes de enfermedades
trasmitidas por alimentos, presenta mayor sensibili-
dad, especificidad y capacidad para procesar gran-
des cantidades de muestras en poco tiempo. En ese
sentido, esta metodologia durante el presente tra-
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bajo demostr¢ alta sensibilidad y rapidez debido al
corto tiempo utilizado para la deteccién E. coli. Ca-
be mencionar, que la técnica de PCR en Tiempo Real
tarda en promedio 24 horas, en contraste con el mé-
todo convencional que tarda alrededor de tres a cua-
tro dias.

En la Tabla 2 se muestra la concentracién de E.
coli con sus repeticiones y el tipo de alimento anali-
zado, asi: las muestras de Shawarma presentan una
carga de 6,02 ug/ml, seguido de las muestras de
Pinchos con 7,25 ug/ml y las muestras de Hambur-
guesas 15,73 ug/ml. En conclusién después de los
andlisis se pudo determinar que la mayor carga bac-
teriana estd asociada a las hamburguesas, esto pue-
de deberse a varios factores: que contienen la mayor
carga bacteriana. Hubiese sido imposible por el mé-
todo convencional detectar toda esta carga bacteria-
na especifica.

Se puede pensar que al realizar un muestreo se-
manal, podrian existir cambios en la carga bacteria-
na por muestra de alimento y por establecimiento,
ya que existe también un cambio de equipo de tra-
bajo que preparan los alimentos, que puede incidir
en los resultados que se obtienen.

Ademas, existen otros estudios como por ejem-
plo el de (Daum et al.) en donde se corrobora que se
puede encontrar mayor presencia bacteriana en ali-
mentos que contengan carne de res, carne molida,
verduras y legumbres mal limpiadas y desinfecta-
das como es el caso de las Hamburguesas en este
estudio. Como se sabe es muy importante mantener
una adecuada asepsia en el procesamiento y expen-
dio de los alimentos, en Ecuador es dificil un ade-
cuado mantenimiento de limpieza y el correcto ac-
ceso al agua y electricidad en los establecimientos
de comida rdpida en la via publica.

Se puede concluir entonces, que los diferentes
establecimientos de comida rdpida que se encuen-
tran adyacentes a la Universidad Politécnica Salesia-
na, presentan falencias en el manejo, procesamiento
y distribucién de los alimentos que expenden. Adi-
cionalmente, se conoce que varios de los estudian-
tes que son asiduos consumidores de este tipo de
alimentos y establecimientos han presentado gra-
ves problemas gastrointestinales asociados a la mala
manipulacién en estos procesos.

Al encontrar un 100 % de los casos positivos pa-
ra las muestras analizadas, se realiz6 una comproba-
cién en el equipo y se corrieron dos veces las mues-
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tras para poder tener la certeza en la cuantificacion
y deteccién, al ser este método tan sensible se ob-
tuvieron incluso valores minimos que hubiese sido
imposible detectar por el método convencional, to-
da esta carga bacteriana especifica.

En conclusién, los resultados obtenidos permi-
ten determinar que la técnica molecular presenta
muchas ventajas para la deteccién de patégenos en
alimentos y sobre todo para el andlisis de la distribu-
cién de productos inocuos para los consumidores.

Finalmente y dejando de lado la diferencia en-
tre las técnicas se considera preocupante y como un
riesgo de salud publica la carga bacteriana (Sharma
y Carlson, 2000) de E. coli (Tabla 2) en los alimentos
que se venden sin control sanitario en las cercanias
de los establecimientos de educacién en Quito, sien-
do una causa de interés conocer cuéles son los ali-
mentos que se pueden consumir en mayor o menor
medida con seguridad y seguir realizando estudios
como estos.
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