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l. Introduccion.

Una alimentacién saludable puede ayudar a prevenir ciertas enfermedades, por
esa razon hoy en dia se presta mas atenciéon a incluir en la dieta alimentos que
ademas de tener un mayor valor nutritivo, aporten algunos compuestos bioactivos,

vitaminas, alto contenido en fibra, etc, (Ponce de Leo6n et al., 2011).

De acuerdo con Gil et al., 2010., Van Duyn y Pivonka (2000), el consumo de una
dieta rica en frutas y hortalizas previene al consumidor de numerosos
padecimientos incluyendo el cancer y cardiopatias coronarias. Entre los
mecanismos que explican las propiedades de las frutas y los vegetales en la
prevencion del cancer se basa en que estos alimentos son fuente de vitaminas y
minerales, carotenoides y otros antioxidantes, incluyendo un gran ndmero de
fitoquimicos, como ditioltionas, flavonoides, glucosinalatos y compuestos

relacionados.

Entre los tejidos vegetales que se consumen en mayor cantidad se encuentran los
germinados o brotes, los cuales son alimentos que se caracterizan por contener
un alto contenido de nutrientes el cual puede ser igual o mayor al de las hortalizas
de tamafio normal, con la ventaja de ofrecer un sabor mucho mas suave y
delicado (Ponce de Leon, et al., 2013). De acuerdo con Bressani et al., (1984) la
germinacion se define como un proceso que incrementa la biodisponibilidad de
nutrientes y la palatabilidad de ciertos alimentos. Durante la germinacion, las
semillas necesitan ciertas condiciones ambientales favorables, como la presencia
de oxigeno, luz, temperatura y humedad que determinan el desarrollo del olor y el
sabor de los germinados (Davila et al., 2003 y Pamplona, 1999). Del mismo modo
existe una tendencia por adquirir mini hortalizas, también conocidas como
hortalizas “baby” o “enanas”, que constituyen un producto importante y saludable

en las dietas alimenticias en los paises en desarrollo y en paises desarrollados de



América del Norte y Europa Occidental, asimismo, el concepto de mini hortaliza se
encuentra ligado a las necesidades de un consumidor cada dia mas exigente en
calidad. Lo que lleva a un cambio en el consumo orientado a la diversificacion de

especies y no tanto al incremento en el volumen.

Dentro de los productos comerciales que han encontrado un lugar dentro del
mercado, se encuentran los tomates cherry, las zanahorias o las lechugas, y las
espinacas baby, estas Ultimas son un excelente recurso natural de vitaminas fibras
y minerales, que en comparacion con las carnes, aporta pocas calorias y no
contiene grasas. Es también rica en fitonutrientes, especialmente el beta-caroteno
y la luteina, convirtiéndola en un vegetal con propiedades antioxidantes que nos
protegen del dafio celular por ejemplo sus tallos son mas ricos en fibra que las
hojas. Todos estos tipos de hortalizas se cultivan utilizando las mismas practicas
agricolas que las hortalizas tradicionales y requieren de un mayor control con el fin

de poder obtener productos de excelente calidad.

Gran parte de los vegetales son consumidos crudos en ensaladas para conservar
el sabor natural y preservar los nutrientes termolabiles. Particularmente los
germinados son de los pocos alimentos que se consumen cuando se encuentran
en las primeras etapas de desarrollo, debido a que estos presentan caracteristicas
propias de las hortalizas del ciclo vegetativo corto que van de tres a diez dias
segun la especie y son cultivados bajo condiciones de manejo intensivo. Las
espinacas baby son un alimento rico en enzimas aminoacidos y proteinas,

clorofila, vitaminas, minerales y oligoelementos (Nestlé, 1997; Kirli et al., 1999).

Aunado a las diferentes propiedades nutricionales de los tejidos vegetales, estos
productos son asociados con casos de enfermedades transmitidas en alimentos
(ETAS), debido al proceso de cultivo (produccién), cosecha y distribucion pueden

verse expuestos a una gran variedad de factores de contaminacién suscitando



preocupacion entre los organismos de salud publica y los consumidores en cuanto
a su inocuidad (CODEX ALIMENTARIUS, 2007). Entre los posibles riesgos van
desde las précticas agricolas inadecuadas, falta de higiene en las fases de
crecimiento hasta la venta al consumidor, empaques o0 venta inadecuada
(Khurdiya, 1995). Ejemplos de casos relacionados con el consumo de vegetales
crudos se han reportado a nivel mundial, se encuentra el caso reportado el 12 de
octubre del 2006 por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) y en el
estado de California se detectd un brote de Escherichia coli O157:H7 proveniente
de una finca de espinacas, dicho brote era proveniente de la materia fecal de
ganado de dicha finca. Otro reporte fue comunicado por la Comisién europea
RASFF (2011), quien confirmd la existencia de toxiinfecciones alimentarias en
Francia asociadas al consumo de germinados frescos distribuidos desde el Reino
Unido. Asimismo autoridades alemanas (COMM ESPRESSO, 2011) asociaron un
brote de E. coli con el consumo de diferentes tipos de germinados producido en

una granja de Hamburgo en Alemania.

Existen investigaciones que reportan que el periodo de germinacion de las
semillas de espinaca varia de 3 a 4 dias y durante este periodo la semilla es mas
propensa a contaminacion. Con referencia a Castro-Rosas y Escartin, 2000, se
observé que Vibrio cholerae O1, Salmonella typhi, y E. coli O157:H7 se multiplican
activamente en las primeras horas de germinaciéon de la semilla y no después de

gue el germinado presenta 24 horas de crecimiento.

El riesgo de contaminacién por microorganismos patégenos en germinados no se
limita Unicamente a su presencia en el alimento, sino que reside en funcion de la
capacidad de los microorganismos para sobrevivir y proliferar en la tierra y sobre
las verduras (Fernandez, 2000). Del mismo modo, cualquier factor que prolongue
la sobrevivencia o incremente los niveles del patégeno en el germinado, aumenta

el riesgo para el consumidor.



De acuerdo con Fernandez (2000), los factores como humedad, temperatura, tipo
de suelo, flora competitiva, luz solar, entre otros, tienen gran impacto en el

comportamiento microbiano.

Otros reportes indican que existe un incremento en los brotes de gastroenteritis
asociados con Salmonella entérica y E. coli, mismos que son considerados los
principales contaminantes de frutas, hortalizas y semillas. Salmonella entérica
incluida sv. Typhimurium 14028 y E. coli, fueron encontrados en tomates, lechugas
alfalfa, cilantro, con poblaciones mayores a 10°-10" UFC/g (Dong, et al., 2003 y
Noel, et al., 2010). Del mismo modo se han reportado mdultiples brotes de
Salmonella y E. coli O157:H7 asociados con brotes de semillas. Particularmente
en el 2006, un brote asociado con el consumo de espinaca pre-empacada ocurrio
en 26 estados de EUA, dando como resultado 183 enfermos confirmados y 3
muertos (Centers for Disease Control and Prevention, 2006; Grant et al., 2008,
Wendel et al, 2009).

Por lo tanto, es importante tomar en cuenta el comportamiento de los
microorganismos patdégenos asociados al consumo de vegetales crudos
incluyendo germinados y hortalizas miniaturas, con la finalidad de tener un mejor

control de las enfermedades que provocan.

Por lo cual se realiz6 el presente trabajo para evaluar el efecto que tiene la
inoculacion de E. coli directamente en la semilla de espinaca, en el agua de riego
y en el suelo de cultivo, para determinar cual de estos factores afectan el
crecimiento de las plantas de espinaca durante las primeras etapas de desarrollo.
Ademas, se determind en qué etapa de crecimiento de la planta existe
internalizacion de la bacteria, comparandolo con los recuentos que pueden

presentarse adheridos a la superficie de la planta.



Il. Objetivos

I. Objetivo general.

Estudiar el comportamiento de E. coli inoculada mediante diferentes mecanismos
de transmision en agua de riego, sustrato y semilla durante el desarrollo del cultivo
de espinaca. Asimismo se evaluaran los mecanismos de sobrevivencia de E. coli
(internalizacion o adherencia) en diferentes estadios de crecimiento como brote,

tallo y plantula.

il. Objetivos particulares.

e Establecer las condiciones de crecimiento de la planta de espinaca hasta la
obtencién de hojas verdaderas.

e Evaluar el desarrollo de E. coli inoculada en agua de riego, sustrato y
semilla durante las diferentes etapas de crecimiento en el cultivo de
espinaca.

e Confirmar la capacidad de internalizacion de E. coli en diferentes tejidos
como brote, tallo y hoja mediante microscopia de inmunofluorescencia.

e Confirmar la capacidad de adherencia de E. coli en diferentes tejidos como

brote, tallo y hoja mediante microscopia electrénica de barrido.



[1l. Marco teorico.
CAPITULO 1

1. Generalidades

La espinaca (Spinacia oleracea L.) es un vegetal anual, rico en compuestos que
promueven la salud incluyendo algunas vitaminas (vitamina C y A), fibra dietética,
minerales y especialmente hierro (Toledo et al., 2003).

En relacion con la descripcidon boténica este vegetal es considerado una planta de
crecimiento lento, consiste en un pequenio tallo alrededor del cual crece un manojo
de hojas sacciformes, lisas (Casseres, 1980), presenta un peciolo largo, limbo de
color verde medio, algo abullonado que llega alcanzar 30 cm de longitud y otros
tantos en base triangular alto apuntado, con extremidad redondeada, algunas de

sus caracteristicas se muestran en la figura 1 (Kader, 2007).

Figura. 1 Caracteristicas fisicas de la espinaca Spinacia oleracea.



Asimismo la espinaca tiene una tasa de respiracion relativamente alta al igual que
el nivel de pérdida de agua lo cual propicia que sea mas propensa a la
descomposicion por el crecimiento microbiano (Hodges y Forney, 2003; Conte et
al., 2008), y pérdida de nutrientes (Bergquist et al., 2006; Pandrangi y Laaborde,
2004); de ahi que se recomiende un tratamiento de preenfriamiento después de la
cosecha y almacenamiento en condiciones con temperatura alrededor de 7.5°C y
humedad relativa mayor a 90%, pudiendo incrementar significativamente la vida
atil del tejido de 10 a 14 dias (Kader, 2002; SAGARPA, 2008).

Reportes indican que la variedad de hoja lisa se comercializa congelada o
enlatada y su consumo esta mas extendido que en el caso de la variedad rizada.
Esta Ultima suele comercializarse en forma fresca porque resiste muy bien el
transporte y esta adaptada para crecer en invierno (Eroski, 2014), normalmente se
cosechan a las 6 o 7 semanas de crecimiento. Uno de los problemas mas serios
con la espinaca es que tiende a marchitarse o producir un pedunculo floral el cual

destruye el valor de la planta (Casseres, 1980; Halfacre, 1984).

1.1 Importancia y datos de consumo

La espinaca es un cultivo importante en muchos paises, cuya germinacion puede
llevarse a cielo abierto en vez de condiciones controladas, sin embargo los
plantios se vuelven mas propensos a enfermedades (Muslim et al., 2003;
Horinouchi et al., 2010).

Reportes recientes por el Economic Research Service, (2010), consideran que se
ha impulsado el consumo de espinaca fresca y como consecuencia la produccion
de este vegetal se ha incrementado notablemente propiciando un ingreso de 61.1
millones de libras en 1970 a 623.9 millones de libras para el 2009. Los datos de la

publicacion FAO del afio 2000 indican que la produccion mundial es de 7, 755,161



toneladas de espinaca y esta distribuida por continentes como se muestra en la
tabla 1.

Tabla 1 Exportacion en toneladas de espinaca en el mundo dividido por continente
en el afio 1999.

Continente Toneladas
Africa 85,000
Asia 6,872,577
Europa 512,675
Ameérica norte y central 266,890
Oceania 7,200
Sudamérica 10,819
Total 7,755,161

Fuente: FAOSTAT Database Results (2000) ( http://www.fao.orq )

Por otra parte cabe resaltar que el volumen de importacién de hortalizas frescas
en EU fue del 13.8% en el afio 2000 ya que tuvo un incremento aproximado de
17% en 2004. En estos afios el volumen de importacion de hortalizas de hoja
verde también aumentd notablemente, siendo México el principal exportador de

espinaca como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2 Crecimiento del volumen de importacion de productos hortofruticolas en
EEUU. (2000-2006).

Cambios en el

Hortalizas | volumen Principal pais Consumo per
importado 2000 — exportador capita
2005 (%)

Espinacas 314 México 2.3
Lechuga 303 México 20.3
Champifiones 62 Canada 2.6
Cebolla 51 México/ Peru 21.2
Esparragos 48 Perd 1.2
Pimiento morrén 60 México 6.6
Jitomate 36 México 20.6
Brécoli 28 México 5.6
Pepino 28 México 6.5

Fuente: http://usda.mannlib.cornell.edu/usda/ers/89011/TableQ72.xls



http://www.fao.org/
http://usda.mannlib.cornell.edu/usda/ers/89011/Table072.xls

En México esta hortaliza se cultiva principalmente en tierras de riego, en un total
de trece estados. De acuerdo con datos del SIAP los principales estados
productores son: Puebla con 428 hectareas de superficie cosechada, lo que da
una produccion anual de 3,768 toneladas, le sigue Baja California con 181
hectareas y 1,510 toneladas anuales, el Distrito Federal con 125 hectareas y 1,141
toneladas, Coahuila con 122 hectareas y la produccion anual con 4,510 toneladas
(Tecnoagro, 2010).

1.2 Beneficios segun la etapa de crecimiento de la espinaca

1.2.1. Brote

Recientemente los productos frescos germinados han ganado popularidad con los
consumidores en afios recientes (Xiao et al., 2012). Las verduras recién cortadas
o de crecimiento temprano empacadas, son productos alimenticios populares, ya
gue son convenientes, saludables y listos para comer. Estos son un ingrediente
popular en diferentes platillos y recientemente, han tomado gran popularidad en
varias culturas (Wigmore, 1986). Ademas de ser considerado un producto vegetal
barato y facil de cultivar, los germinados son conocidos por proporcionar altas
concentraciones de vitaminas, minerales, enzimas y aminoacidos (Meyerowitz,
1999 a, b). Debido a la creciente demanda de los consumidores, la industria de
estos productos se ha expandido rapidamente (Chua et al., 2008; Kim et al.,
2005). Los germinados o espinacas baby son plantas tiernas cotiledéneas, con
hojas desarrolladas completamente cuando el primer par de hojas verdaderas
emergen completamente o parcialmente. Comparados con hojas mas maduras lo
germinados tienen un color mas atractivo, sabor intenso y textura tierna (Xiao et
al., 2012).

1.2.2. Hoja

Es un vegetal rico que contiene varios nutrientes, como carotenoides, vitaminas,

acido folico y hierro. Varias funciones biolégicas basadas en estos nutrientes han
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sido reportadas, luteina, una no-provitamina A carotenoide, ha sido, por ejemplo,
fuertemente implicado como agente protector contra la degeneracion muscular
(Johnson, 2000; Riso, et al., 2004). Asimismo hay fracciones de glucopéptidos que
han reportado efectos sobre la actividad de la DNA polimerasa en mamiferos y la
proliferacion de células de cancer (Kuriyama et al., 2005). Mientras que Pamplona,
(2003) reporta que la espinaca es un vegetal cuya composicion nutrimental es
relevante por su elevado contenido de proteinas (2,86%) y reducido composicion
en hidratos de carbono (0.8%) y grasa (0.35%) aportando solamente 22 calorias
por cada 100g (Tabla 3).

Tabla 3 Composicion de la espinaca por cada 100 g de parte comestible cruda,
%de CDR (cantidad diaria recomendada) cubierta por 100g de este alimento.

Composicion Cantidad
Energia 22,0 kcal
Proteinas 2.86¢
Hidrato de carbono 0.800 g
Fibra 2709
Vitamina A 672 ug ER
Vitamina B1 0.078 mg
Vitamina B2 0.189 mg
Niacina 1.37 mg EN
Vitamina B6 0.195 mg
Folato 194 g
Vitamina B12 -

Vitamina C 28.1 mg
Vitamina E 1.89 mg EaT
Calcio 99.0 mg
Fosforo 49.0 mg
Magnesio 79.0 mg
Hierro 2.71 mg
Potasio 558 mg
Zinc 0.530 mg
Grasa total 0.350 g
Grasa saturada 0.056 g
Colesterol -

Sodio 79.0 mg

Fuente; (Pamplona, 2003).
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Capitulo 2

2. Factores de contaminacion.

Los contaminantes son sustancias extrafias dispuestas en el ambiente a causa de
las actividades realizadas por el hombre, ya sea en la industria o el hogar. A través
de los parametros ecoldgicos de aire, agua y suelo, los contaminantes pueden
depositarse en vegetales y animales y en consecuencia en los alimentos
derivados de estos (Schmidt-Hebbel, 1986).

Particularmente las frutas y verduras pueden encontrarse expuestas a
contaminacion por microorganismos patégenos antes, durante, y después de su
cosecha. En la pre-cosecha las plantas pueden contaminarse en el campo a
través del uso del agua de riego contaminada, como las aguas negras o
parcialmente tratadas, agua reciclada, asi como mediante el uso de estiércol
animal para la fertilizacion (Ibekwe, et al., 2010; Gagliardi y Karns, 2002; Wachtel,
et al., 2002). En la post-cosecha destacan la maquinaria y equipo, los recipientes,
animales domésticos y silvestres, los trabajadores, el polvo de la atmosfera y los
vehiculos (Beuchat, 1996).

2.1. Quimicos.

Este tipo de contaminacion se da por la presencia de determinados sustancias
guimicas o toxicas en los alimentos, que pueden resultar nocivos a corto, mediano
o largo plazo. Existen diferentes tipos de contaminantes donde destacan los

toxicos ambientales y agricolas (ELIKA, revisado en 2014).

Los contaminantes toxicos ambientales pueden contenerse en los alimentos como

consecuencia de las malas practicas de agricolas. Dentro de estos contaminantes
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se encuentran los metales que pueden acumularse en los cultivos, ya sea a traves
de su absorcion por el agua de riego contaminada, por la tierra a través de las
raices o por la deposicion en el follaje de particulas aéreo transportadoras (Liva et
al., 2013).

En el suelo, los metales pesados, pueden estar presentes en forma de iones libres
o disponibles, compuestos de sales metédlicas solubles o bien, compuestos
insolubles o parcialmente solubles en forma de Oxidos, carbonatos e hidroxidos
(Pineda, 2004), dentro de los metales pesados, los denominados oligoelementos
pueden servir como micronutrientes para los cultivos, ya que son requeridos en
pequefias cantidades y son necesarios para que los organismos completen su
ciclo vital, donde pasado cierto umbral se vuelven toxicos como el B, Co, Cr, Cu,
Mo, Mn, Ni, Fe, Se y Zn y el metaloide As. También hay metales pesados sin
funcién biolégica conocida, cuya presencia en determinadas cantidades en seres
vivos lleva aparejada disfunciones en el funcionamiento de sus organismos.
Resultan altamente tdxicos y presentan la propiedad de acumularse en los
organismos vivos, elementos tales como el Cd, Hg, Pb, Sb, Bi, Sn, Tl (Garcia y
Dorronsoro, 2005). Cuando el contenido de metales pesados en el suelo alcanzan
niveles que rebasan los limites maximos permitidos causan efectos inmediatos
como inhibicion del crecimiento normal y el desarrollo de las plantas, y un disturbio
funcional en otros componentes del ambiente asi como la disminucién de las
poblaciones microbianas del suelo, conocido como polucion de suelos (Martin,
2000).

La capacidad de las plantas para bioacumular metales y otros posibles
contaminantes varia segun la especie vegetal y la naturaleza de los
contaminantes. Los metales pesados pueden ser absorbidos por las plantas
dependiendo de su disponibilidad en el suelo y de los mecanismos de selectividad
propios de cada especie, variedad y genotipo (Mor y Ceylan, 2008; Liva et al.,
2000).
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Por dltimo los contaminantes agricolas pueden estar presentes debido al uso de
plaguicidas sintéticos para diversos fines, (agricultura, ganaderia, etc.), por lo cual
se han contaminado casi todos los sustratos del ambiente bidtico y abiotico; esto
ha ocurrido a causa de la facil dispersion de estos compuestos y, principalmente,
por la gran persistencia de muchos de ellos en el medio ambiente (Albert y
Renddn-Von Osten, 1988). Dicha contaminacion de los ecosistemas ha originado
problemas muy graves como el de la presencia de residuos de plaguicidas en los
alimentos. Con respecto a los vegetales, los plaguicidas pueden incorporarse por
medio de las raices al ser absorbidas junto con los nutrientes que necesitan como
via de alimento, o a través del agua y aire como medios de translocacion y

dependiendo de su movilidad en dichos medios (Lucho et al., 2005)

En general este tipo de contaminacion puede darse de manera accidental durante
etapas como el transporte, el almacenamiento o elaboracién de los mismos por los
manipuladores, al permitirse el contacto de alimentos con sustancias téxicas como
plaguicidas, combustibles, lubricantes, pinturas, detergentes, desinfectantes u

otros.

2.2. Fisicos.

Se considera contaminacion fisica del alimento, a cualquier objeto presente en el
mismo y que no deba encontrarse alli, y sea susceptible de causar dafio o
enfermedad a quien lo consuma (OIRSA, 2000). Especificamente las frutas y
hortalizas, pueden contaminarse de manera natural con el polvo y tierra durante el
proceso de cosecha, manejo y almacenamiento, de igual forma por los
trabajadores que no llevan a cabo de manera adecuada las buenas practicas de
manufactura. Asimismo durante el proceso de lavado y procesamiento de los
alimentos es posible que se dejen caer cabello, ufias, o accesorios personales

(aretes, pulseras, anillos, etc) o durante el transporte y distribucion pueden
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contaminarse con materiales extrafios como lo son espinas, cristales, trozos de

madera, astillas, entre otros (Diaz-Sobac y Vernon-Carter, 1990).

La principal causa de este tipo de contaminacion se debe a la falta de buenas
practicas de higiene y del lugar en donde se almacenan los alimentos, asi como

por mala manipulacion del material con el que se trabaja.

2.3. Biologicos.

Frutas frescas y vegetales, incluyendo componentes de la planta como hojas,
raices, bulbos y tubérculos, tienen diferentes morfologias y funciones metabdlicas
por consecuencia proveen diversos nichos ecolégicos para microorganismos
(Brackett, 1999; Burnett y Beuchat, 2000; Ponce, Roura, del Valle, y Fritz, 2002).

La contaminacion biologica se produce por seres vivos, tanto microscopicos como
no microscépicos. Los riesgos particulares que presentan este tipo de
contaminacion son que una vez que los microorganismos han contaminado el
alimento, tienen la capacidad de crecer en él, y que pueden presentar un riesgo
para la salud del consumidor cuando se trata de microorganismos patdgenos, ya
gue no alteran de manera visible el alimento (Rodriguez, et al.,, 2005). Se ha
demostrado que este tipo de contaminacién ocurre por lo general en el campo,
principalmente por el riego de los cultivos con aguas negras o con estiércol de
animales de sangre caliente utilizados para fertilizar la tierra de cultivo (Bryan,
1977; Lund, 1992).

La presencia y numero de microorganismos difiere, dependiendo del tipo de
producto, las practicas agricolas, el area geografica de produccion, y las

condiciones ambientales post-cosecha, cosecha, transporte, procesamiento, y la
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manipulacion de los productos puede influir en gran medida en la microbiota

presente en los vegetales (Ahvenainen, 1996; Olaimat y Holley, 2012).

Entre los vegetales a partir de los cuales han sido aislados patdégenos se
mencionan: achicoria, esparrago, brotes de soja y alfalfa, brocoli, repollo, coliflor,
lechuga, zanahoria, espinaca, setas, tomates, pepinos, etc. (Diaz y Vernon, 1999).
Segun Ledn (2007), entre los principales patdégenos humanos aislados a partir de
estos vegetales se encuentran: Aeromonas spp (A. hydrophila) (Mittelman, 1998),
Cryptosporidium spp, Cyclospora cayetanensis, ETEC, E. coli O157:H7 (EHEC)
(Schuhegger, 2006).

2.3.1. E. coli en alimentos.

A pesar de la creciente importancia de los productos frescos como vehiculo de
agentes patégenos humanos, actualmente existe un limitado conocimiento acerca
de dénde se produce la contaminacion en la cadena de suministros o sobre el
mecanismo por el cual los agentes patdbgenos humanos colonizan y sobreviven en
las frutas y verduras. Uno de los microorganismos mas importantes y que se utiliza

como indicador de alimentos contaminados es E. coli (Michanie, 2003).

Las vias de transmision mas comunes para E. coli son el agua, en productos
carnicos y lacteos, asi como en frutas y hortalizas mal lavadas, o bien, lavadas
con agua contaminada (Castafieda, 2000). La presencia de E. coli se ha
convertido en la actualidad, en una de las bacterias enteropatdogena de mayor
preocupacion en la industria alimentaria, debido a que se le ha catalogado como
uno de los principales agentes causantes de epidemias por contaminacion de
alimentos, provocando en el humano, severo trastornos gastrointestinales,

principalmente en nifios y ancianos (Fena, 1996).
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2.3.2. Sobrevivencia de E. coli como factor bioldgico de

contaminacion.

La filosfera se caracteriza por una serie de condiciones ambientales extremas y
con frecuencia fluctuantes, combinados con caracteristicas fisicoquimicas, a las
cuales los microorganismos desarrollan adaptaciones que les permiten crecer en
estos habitats. Los patdgenos humanos normalmente no se consideran como
parte de la poblacion microbiana de la filésfera pero es evidente que pueden

encontrarse.

Muchos estudios se han realizado sobre el comportamiento y la sobrevivencia de
los patdbgenos humanos en las plantas. La mayoria se han centrado en E. coli
(sobre todo E. coli O157:H7) y Salmonella, rociado o aplicado directamente sobre
el follaje de las plantas por una serie de técnicas o aplicada sobre semillas, raices
o en el suelo, cuando se aplica directamente sobre el follaje, tanto E. coli como
Salmonella pueden sobrevivir en perejil en el campo alrededor de 177 y 231 dias
respectivamente (Islam et al.,, 2004). Rociar las plantas de lechuga con agua
contaminada con E. coli O157:H7 (Solomon et al, 2003) resulté en la recuperacion
del agente patégeno en el follaje después de 30 dias. El riego de superficie y riego
por aspersion con suspensiones de E. coli O157:H7 también permitié la

recuperacion del patdgeno en tejidos de lechuga.

En un solo estudio, seis patdgenos humanos incluyendo bacterias y virus fueron
encontrados, los cuales pueden sobrevivir durante 14 dias en la filésfera de melén,
lechuga y pimiento en condiciones de ambiente controlado (Stine et al., 2005), lo
gque demuestra que los patdogenos humanos pueden sobrevivir en importantes

cultivos durante periodos comercialmente relevantes.
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2.3.3. Crecimiento de E. coli en hortalizas.

Hasta el dia de hoy, diversos estudios e investigaciones sobre E. coli en hortalizas
como modelo de contaminacion accidental de agua, suelo, o actividades humanas
no higiénicas, se ha concentrado ante todo en el andlisis de riesgo de los cultivos
documentados como fuentes de epidemias. En lechuga u otras hortalizas y frutas,
como pepino, melén, sandia, alfalfa y rdbano se han reportado que existe una alta
posibilidad de sobrevivencia y crecimiento, siempre y cuando existan las
condiciones de temperaturas apropiadas. Estas condiciones de temperaturas no
son raras en la cadena de distribucion convencional y de manejo en el servicio de
alimentos y puede existir mayor posibilidad en lugares de venta directa al
consumidor (Adbul-Raouf, et al., 1993).

En los dltimos afos, la E. coli O157: H7 se ha aislado cada vez con mayor
frecuencia a partir de los productos frescos, incluyendo brotes de soya, melones,
manzanas y lechuga (Ackers, et al., 1998; Hillborn, et al., 1999). Los mecanismos
por los cuales el agente patégeno se presenta en la planta de lechuga no se
conocen completamente, sin embargo, una hipétesis afirma que la planta se
contamina cuando se cultiva en campos fertilizados con estiércol tratado

inadecuadamente, riego con aguas contaminadas (Beuchat, 1999).

17



Capitulo 3

3. Incidencia y brotes asociados al consumo de vegetales crudos

Como ingrediente importante en una dieta saludable se encuentran los vegetales,
ya que su consumo previene y protege de numerosas enfermedades como el
cancer y problemas cardiovasculares. Sin embargo el consumo de frutas y
vegetales de vegetales de hoja verde son consumidos en crudo (Berger, et al.,
2010).

De igual manera el consumo de germinados crudos ha resultado cada vez mas
popular entre los consumidores conscientes de su salud (Xiao et al., 2012), por lo
cual estos pueden estar contaminados por bacterias entéricas, virus y parasitarios,
resultando ser un vehiculo para la transmision de estos agentes (Amoah, et al.,
2007). Asimismo varios brotes de Salmonella y Escherichia coli O157 han sido
asociados con semillas germinadas (Mahon et al., 1997; Michino et al., 1999;
Taormina et al.,1999; Van Beneden et al., 1999; Breuer et al., 2001; Honish y
Nguyen, 2001; Mohle-Boetani et al., 2001; Proctor et al., 2001; Stratton et al.,
2001; Center for Disease Control and Prevention, 2002; van Duynhoven et al.,
2002; Winthrop et al., 2003; Ferguson et al.,, 2005; Emberland et al., 2007;
Erickson y Doyle, 2007; Werner et al., 2007).

De acuerdo con el Centro de Control de Enfermedades y Prevencién (Center of
Disease Control and Prevention) CDC, los vegetales contribuyeron a nivel mundial
durante el periodo de 1973 a 1987 con el 5% de las enfermedades trasmisibles
por alimentos (ETAS) (Center of Disease Control, 1988). Asimismo, desde 1973 a
2009 se han reportado a nivel mundial mas de 40 brotes de enfermedades
asociadas al consumo de germinados crudos (Waje et al., 2009). Otro reporte
significativo durante el 2010 iniciando en Arizona, se relaciona con el brote

multiestatal causado por el consumo de lechugas romanas contaminadas con

18



Escherichia coli 0145 provocando 34 casos de enfermedades (Andnimo, 2010).
Mientras que en Europa reportes recientes asocian al serotipo O104:H4 de
Escherichia coli presente en brotes o germinados de fenogreco causando 50
muertes y mas de 4,000 hospitalizaciones en 16 paises (WHO, 2011). En este
mismo aflo en California, lechugas romanas contaminadas con Escherichia coli
0157:H7 crecidas en este estado, fueron las responsables de causar un brote
multiestatal con 60 infecciones (Anénimo, 2012).

Las fuentes de contaminacion de los vegetales pueden darse durante la
produccion, recoleccion, transporte y preparacion o durante el procesamiento.
Normalmente las fuentes de contaminacién animal son usualmente heces, ya sean

en el agua o en el suelo (Slifko, Smith, y Rose, 2000).

El nivel de contaminacién depende de diversos factores los cuales incluyen, entre
otros, el uso de agua sin tratar y suministros de aguas contaminadas con aguas
residuales para el riego, condiciones antihigiénicas durante la pos-cosecha y o
bien condiciones inadecuadas durante la preparacion de los alimentos en
establecimientos o en casa (Beuchat, 2002; Simoes et al.,, 2001). Entre los
agentes patodgenos involucrados se encuentran principalmente Salmonella spp.,
Escherichia coli O157:H7 y Bacillus cereus (Fett, 2006).

3.1 Brotes asociados al consumo de espinaca cruda

Particularmente los brotes asociados con alimentos contaminados por Escherichia
coli son un problema grave, especificamente en Estados Unidos, se estima que
anualmente ocurren mas de 73,000 casos de infeccion y 61 muertes cada afio
(Seto, Soller, y Colford, 2007). EI CDC (2006 a, b), reportd6 dos brotes de
enfermedades por Escherichia coli enterohemorragica asociados a espinacas

baby empacadas y lechuga picada, cobro 3 vidas y 254 personas enfermas. En
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septiembre 13 del 2006, funcionarios de la CDC fueron alertados por
epidemidlogos en Wisconsin y Oregon que la espinaca fresca era la principal
sospechosa de pequefios brotes de Escherichia coli O157:H7. En esa misma
fecha en Nuevo México se reporta un brote por consumo de espinacas frescas,
para el 26 de septiembre un total de 183 personas infectadas con brotes de
Escherichia coli O157:H7 fueron comunicadas por la CDC, provenientes de 26
estados diferentes en Estados Unidos (CDC, 2006).

3.1.1 Brotes en México

Cravioto et al., (1985) reportan que en México el principal agente etioldgico de
diarrea es E. coli, tres grupos de patdgenos de Escherichia coli son endémicos:
Escherichia coli enteropatégena (EPEC), Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)

y Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) (Fernandez, 2000).

Otro trabajo publicado, reportdé el 28% de aislamiento para EPEC y 13% para
ETEC en un estudio de casos y controles, en la Ciudad de México (Valdespino,
1994). En 1990 se encontr6 que ETEC causa la diarrea del viajero en todo el
mundo y es endémica de nuestro medio (Guerrant, 1990). Y un afio después se
aislé la cepa EHEC en 17% de un grupo de nifios que vivian en una comunidad
rural (Benitez et al., 1991).

3.2 Escherichia coli

Escherichia coli es la especie predominante de la microbiota normal aerobia y
anaerobia facultativa del tubo digestivo en muchas especies de animales y se
elimina por las heces, es un bacilo Gram negativo que se aisla con mayor
frecuencia en pacientes con septicemia (figura 2). Varios de los patogrupos de
Escherichia coli pueden resultar no patogénicos sin embargo varios pueden

causar infecciones en el tracto urinario, otras pueden causar la muerte por diarrea
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y aumentar el numero en la mortalidad infantil, en la Tabla 4 se describen las

caracteristicas de algunos patogrupos de Escherichia coli.

Bacilos Gram negativos aislados frecuentemente

e Fscherichia
= Kiebsiella
== Enterobacter
s Profeus
s Serrafia
e Cifrobacter
mm Otros

Figura. 2 Incidencia de enterobacterias que se asocian a bacteriemia. (Barnes-
Jewish Hospital, St. Louis.)

Podemos encontrar a E. coli en el medio ambiente ya que es capaz de sobrevivir
durante cierto tiempo en el agua y los alimentos, de manera que su aislamiento es
un indicador de contaminacion fecal. Las cepas patdgenas pueden producir
importantes infecciones entéricas (diarrea, colitis hemorragica, sindrome urémico
hemolitico) o extraintestinales (infecciones del tracto urinario, bacteremias o
septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis, e infecciones respiratorias y de
heridas) en seres humanos y animales (Martinez, 2007). El grupo de los
EHEC/VTEC/STEC, es un grupo de cepas de E. coli capaces de producir toxinas,
muy similares a la toxina producida por Shigella dysenteriae tipo 1. En este grupo
se han descrito dos tipos de toxinas: la toxina Shiga 1 (Stx1) o verotoxina 1 (VT1),

que difiere de la verdadera toxina Shiga en uno a siete aminodacidos y la toxina
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Shiga 2 (Stx2) o verotoxina 2 (VT2), que comparte un 60% de homologia con Stx1.

A pesar de estas diferencias con la verdadera toxina Shiga (Stx) se consideran

gue todas las toxinas Stx1 y Stx2 pertenecen a la familia de las toxinas Shiga, de

ahi la denominacion de E. coli productoras de toxinas Shiga (STEC). Las toxinas

Stx activas pueden detectarse utilizando el test de toxicidad en células Vero, por lo

gue también se denomina a este grupo como E. coli verotoxigenicos o productores
de verotoxinas (VTEC) (Martinez, 2012).

Tabla 4 Caracteristicas de los patotipos de E. coli diarrogénica para el humano.

Patotipos
EPEC ETEC EIEC EHEC EAEC
Edad Mayores de Todas las Todas las Todas las
Lactantes )
afectada. cinco afios edades edades edades
Tipo de ) ) Persistente y
) Secretora Secretora Inflamatoria Inflamatoria
diarrea. aguda
026:H11 06:H11 044:H18
026:H11
O55:H6 08:H9 028ac:H11 055
. 045:H2
Serotipos o 0O86:H34 O11:H27 029:NM O111
O111:H8
Serogrupos O111:H2 020:NM 0O112ac:NM 0125
0121:H19
0O114:H 025:H42 0124:H30 0126
0O157:H7
0127:H9 O78:H11 0128
. Enterotoxinas Adherencia
Adherencia ) ) )
) STylo LT Citotoxinas agregativa
Factor de localizada o o i
] ] ) ] Factores Invasividad similares a Toxinas Pety
virulencia Adherencia intima o . .
) antigénicos de shiga Pic
Esfacelamiento o )
colonizacion Sideroforos
Nifios menores de
Distribucion 2 afios ) Paises en vias ) .
o o Mundial Mundial Mundial
geografica Distribucion de desarrollo
mundial
Codificacion Plasmidos de 60 Plasmidos de Plasmidos de . Plasmidos de
agos
de virulencia mDa Genes aea 60 mDa 130 mDa 9 60 mDa

(Departamento de Salud Publica, Facultad de Medicina, UNAM)
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3.2.1. Caracteristicas generales

Las células de Escherichia coli presentan forma de bacilo, alrededor de 3
micréometros de largo y alrededor de 1 micrometros de diametro. E. coli es una
bacteria no termodurica, susceptible a la congelacion y descongelacion,

desecacion y acidez excesiva (FDA, 1998).

Conforme las células van creciendo, tienden alargarse en un medio nutritivo y se
dividen en el centro. El proceso de duplicacion celular le lleva aproximadamente,
20 minutos, la célula tiene una pared de tres capas delgadas (Membrana
citoplasmatica, pared celular y membrana externa) que encierra un numero
relativamente homogéneo de otros organelos. Ademas E. coli contiene ciertos,
filamentos delgados y rectos llamados pili, los cuales son capaces de adherirse a
sustratos especificos, y filamentos méas gruesos largos y helicoidales, llamados

flagelos que hace capaz a la bacteria pueda desplazarse como se muestra en la

figura 3.
La mayorfa de las cepas de Escherchia  Periodo b _ﬁfawz:m’sﬁc
col (E. cob) son inocuas. de incubacion ¢ gmwg'aap}gérmzau
Sin embargo, 2igunas, Como por -8 di provecan graves enfermadades
epemplo 13 £, coll enterohemarrdgica 3-8 dlaS '
(ENEC) implican peligro para 3 saiud y
13 vida de s personas @
4 Sintomas de enfermedades
‘ \ @""“' provocadas por E. coli (EHEC)
* Espasmos de los musculos
Is0s Gal 3parato dgestivo
La camne + Diarrea (en algunos cascs,
sometida d un con sangre)
tratamiento térmico insuficente y * Fiebre
12 leche o pasteurizads o Rbusaas
Para Oestruir s Dacterias se requiere und
@ temperatura de o menos 70*C Complicaciones
£l g8nado vacuna y okros .0. Verduras y lrulas Sindrome urémico hemolioes (SUH
rumiantes son portadores (excrementos de animales Infecta-
principales de E. col (EHEC) ' dos acaban en los embalses) Tasa
deacs 3+5 %
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Figura. 3 Colonizacion intestinal de bacterias patdgenas en humanos.
3.2.1.1. Composicién de la pared celular de E. coli.

En las células bacterianas, la pared de peptidoglicano es la estructura que
determina la morfologia y protege a la bacteria de la lisis osmotica. En bacterias
Gram negativas es el sitio de anclaje de la membrana externa (Ruiz, 2008). En los
altimos afos, se demostré que la morfologia celular juega un rol importante en la
regulacion de funciones bacterianas como son la adhesion, movilidad, dispersion,

diferenciacion polar, depredacién y diferenciacion celular (Young, 2006).

3.2.1.2. Membrana Externa.

La membrana externa de tipo bicapa proteo-lipidica de E. coli estd conformada por
mas de un millon de moléculas de lipopolisacéridos (LPS), formados por tres
dominios covalentemente unidos: 1) lipido A, endotoxina; 2) core, regidn bisagra,
oligosacaridos fosforilados no repetitivos; 3) antigeno O, polimeros de
oligosacaridos inmuogénicos repetidos (1-40 unidades) (Scheutz y Strockbine,

2005) en la figura 4 se muestra un ejemplo de la estructura externa celular.

—_

E b Antigeno O

J |\

J |

mO0oe

Core
o —
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Core
—
Kdo internc

j_EJ_L Lipido A
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Figura. 4 Estructura del lipopolisacarido de membrana externa.

3.2.1.3. Estructuras accesorias.

Las cepas de E. coli méviles, normalmente poseen entre 5y 10 flagelos por célula,
distribuidos al azar alrededor de la superficie (flagelacion peritrica). El filamento
flagear mide alrededor de 0.02 um de diametro y puede alcanzar mas de 0.20 pm
de longitud. Consiste en subunidades de una Unica proteina, flagelina, la cual esta
codificada en el gen fliC (Sheutz y Strockbine, 2005).

Las fimbrias son estructuras filamentosas largas compuestas por cientos de copias
de una subunidad mayor, denominada fimbrilina, E. coli puede expresar
simultAneamente mas de 200 copias del filamento, lo que representa esta accion
como el mayor gasto de energia. La funcion primaria de las fimbrias que es la
adhesién, esta medida por un componente menor llamado adhesina la cual puede
estar localizada en el extremo del filamento y en algunos sitios a lo largo del
mismo. Ayudando a la adhesividad a los tejidos hospedadores y a los compuestos
circundantes, es una de las caracteristicas mas importantes de E. coli la cual se ve
reflejada en el elevado numero de tipos de adhesinas y sus altos niveles de
expresion sobre la superficie bacteriana. La capacidad de adhesién es
determinante, en el proceso de colonizacion bacteriana y ayuda a E. coli a resistir

los mecanismos de defensa del hospedador.

Los inconvenientes en definir un tipo de fimbria, proceden principalmente de las
variaciones inmunoldgicas, dentro y a traves de las mismas, asi como de las
variaciones en las secuencias menores de la subunidad adhesina. Mientras que
las variaciones seroldgicas de las fimbrias, estdn determinadas por la estructura
de la subunidad mayor llamada fimbrilina, una pequefia variacion en la secuencia
de la subunidad menor (adhesina), puede ocasionar profundos efectos en la
adhesion; por lo tanto, la identidad serolégica y la funcion biolégica pueden variar

independientemente (Westerlund-Wikstrom y Korhonen, 2005).
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La construcciéon de las fimbrias requiere el plegamiento coordinado, secrecion y
montaje ordenado de multiples subunidades proteicas. En E. coli las fimbrias
pueden ensamblarse por diversas vias, incluyendo la de las chaperonas (la méas
frecuente entre cepas patdgenas) y la de ensamblaje de pili tipo IV (Sauer et al.,
2000).

Aunque la mayoria de las adhesinas estan compuestas por varias subunidades
gue posteriormente se ensamblan, otras estan compuestas por una unica proteina
de membrana externa. Estas incluyen adhesinas de la familia autotransporte e
intimina y cada una juega roles muy diferentes en la patogénesis bacteriana (Le

Bouguénec, 2005).

Cualquiera que sea el patotipo de E. coli, la habilidad de adherencia a las células
epiteliales es un factor esencial en el proceso de colonizacién de las células
hospedadoras y en el futuro desarrollo del proceso infeccioso (Le Bouguénes,
2005).

3.2.2. E. coli enteropatogenica (EPEC)

Cepas de EPEC causantes de diarrea, no producen la toxina shiga, en adultos
sanos, la diarrea causada por EPEC puede ser iniciada por una dosis de 10° a
10 UFC, aunque es probable que se necesite una dosis menor para nifios
(Donnenberg et al., 1998). EPEC es una de las mayores causas de diarrea en el
mundo, con brotes poco frecuentes en los paises desarrollados (Nataro y Kaper,
1998).
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3.2.3. E. coli enterotoxigénica (ETEC)

En su mayor parte, E. coli representa el tipo mas comun de E. coli diarreogénica
en paises en desarrollo donde los patégenos son endémicos. Los nifios pequefios
gue viven en las regiones endémicas tienen mas probabilidades que los adultos de
infectarse con ETEC y desarrollan una enfermedad grave, pues se ha demostrado
que la inmunidad aumenta con la edad. Estudios han demostrado que ETEC ataca
con mayor frecuencia a nifios menos de 3 afios de edad asi como a hombres mas
gue a mujeres. En México, por ejemplo, ETEC fue reportado por causar diarrea en

un 37.5% de 32 nifios menores de 2 afios (Manning, 2010).

3.2.4. E. coli enterohemorragica (EHEC)

Diferentes serotipos de EHEC se han relacionado con la etiologia de la diarrea
esporadica en adultos, en brotes asociados a la ingesta de alimentos
contaminados, causando colitis hemorragica, sindrome urémico hemolitico y
puarpura trombocitopénica. Estos padecimientos se han observado con mayor
frecuencia en paises con climas templados como los Estados Unidos, Canada,
Inglaterra, Argentina, Alemania y Japén (Eslava, 2014). Dentro de este serotipo se
incluye a E. coli O157:H7, la cual ha sido una causa importante en brotes de

enfermedades causadas por agua y alimentos en varios paises desarrollados.

3.3. Mecanismos de sobrevivencia de E. coli

A diferencia de otros miembros de las enterobacterias asociadas a plantas, E. coli
no produce enzimas capaces de degradar los polimeros de la pared celular de las

plantas y su genoma no codifican homologos de pectinasas y hemicelulasa
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(Abbott, 2007; Rodionov, 2004). Por lo tanto puede proliferar dentro de los tejidos
de la planta sin degradar su estructura (Kyle, 2010).

3.3.1. Adherencia bacteriana en vegetales crudos

Los microorganismos residentes en la superficie de hojas de verduras se
encuentran sujetos a condiciones estresantes que comprometen su viabilidad, por
ejemplo, cambios en la humedad relativa, luz ultravioleta, entre otras. La
capacidad para superar esas adversidades contribuye a establecer la diferencia
entre una bacteria patdégena a la planta o no (Wilson et al., 1999). Especificamente
los reportes vinculados con semillas o germinados contaminados demuestran que
las etapas en las cuales pueden presentar contaminacién son durante la cosecha,
empacado y distribucion (Andrews et al., 1982). Asimismo en base a evidencias
epidemioldgicas, asi como el aislamiento directo en las semillas utilizadas para la
germinaciéon se han encontrado que pueden ser una de las fuentes mas comunes

de estos patégenos (Fett, 2006).

Las bacterias y otros microrganismos tienen una tendencia natural a adherirse a
las superficies como un mecanismo de sobrevivencia. Después de la etapa inicial
de la colonizacién bacteriana a la superficie, las células pueden formar una
biopelicula que consta de microorganismos inmovilizados en una variedad de
compuestos poliméricos, generalmente conocido como polimeros extracelulares
(Aruajo et al., 2010). Otros factores que repercuten en la adherencia de las
bacterias en el alimento son los flagelos (Meadows, 1971). Los flagelos
desempefian un papel en la adhesion bacteriana y la colonizacién, debido a que
las bacterias deben tocar la superficie para rapida fijacion (Butler, et al., 1979;
Dickson y Rosenberg, 1990; Herald y Zottola, 1988; Husmark y Ronner, 1990). La
uncion de las bacterias a las superficies se ha reportado que puede ser un
proceso de dos fases. En la primera fase, las células se asocian con la superficie a

través de la solucion, generando una sorcidn reversible, y en la segunda fase,
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después de transcurrido un lapso de tiempo la sorcidn se vuelve irreversible
mediante el desarrollo de polimeros viscosos (Firstenberg-Eden et al., 1979).
Mientras que Reina et al., (2002) observo la adhesion a las superficies de pepino
fresco en suspensiones acuosas, demostrando que la adherencia dependia del
tiempo de incubacion, las especies y de la concentracion de inoculo y la

temperatura.

3.3.2. Adherencia de E. coli en vegetales crudos

La adherencia a la superficie de las hortalizas es un requisito previo para la
colonizacion y la posterior transmision de patdgenos a través de las partes
comestibles de las plantas. De hecho, una vez realizada la adherencia, es muy
dificil eliminar los patégenos de frutas y verduras contaminadas por lavado
(Beuchat y Scouten, 2002).

Entre los mecanismos relacionados con la adherencia de E. coli O157 y otros
patdogenos se encuentra la formacion de biopeliculas bacterianas, las cuales se
forman cuando se encuentran en medios nutricionalmente deficientes (agua, suelo
y superficies inertes) (Sanz et al., 1998). De acuerdo con Rangel (2005), los
biopeliculas son comunidades bacterias que viven adheridas a superficies
mediante fimbrias y exopolisacaridos producidos por las mismas bacterias. Se ha
encontrado que E. coli 0157 y Salmonella entérica serovar Typhimurium se unen
a los tejidos por mecanismos alternativos, especificamente en E. coli se
encuentran implicados el sistema de agregacion tipo lll, flagelos y fimbria curli,
junto con la celulosa, siendo los componentes mayoritarios de la matriz
extracelular de la biopelicula (Ryu y Beuchat, 2005). La transcripcion de la unidad
proteica de curli (CsgA) esta regulada por el Csg D y por un regulador metabdlico
general (Crl) (Van Houd y Michiels, 2005). Distintos fenotipos de curli han sido
identificados en los patotipos de E. coli enteropatogeno (EPEC) y E. coli
enterotoxigénico (ETEC) (Brokrans et al., 2005).
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E. coli O157:H7 es capaz de expresar multiples adhesinas fimbriales y no
fimbriales que no tienen un rol especifico en la patogenicidad, pero pueden estar
involucrados en la adhesion de superficies (Torres, 2005). Por ejemplo, puede
expresar fimbrias curli delgadas, las cuales son raramente reportadas en E. coli
0157:H7 comparados con otras cepas patdgenas de E. coli (Uhlich, 2001). Se ha
reportado que la matriz proteica extracelular eucaridtica ayuda a mejorar la
formacion del biopelicula de E. coli O157:H7 en superficies inertes (Cookson,
2002). La formacioén de la biopelicula puede incrementar la sobrevivencia de E.
coli O157:H7 y dar como resultado una proteccion contra muchas condiciones

ambientales.

3.3.2.1 Formacion de biopeliculas

Las biopeliculas que se encuentran en la naturaleza consisten en comunidades de
microorganismo primarios viables y no viables protegidos por sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) polianiénicas fijadas a la superficie (Chmielewski,
2003). Las EPS pueden contener polisacaridos, proteinas, fosfolipidos, acidos
nucleicos, acidos teicoicos y otras sustancias poliméricas hidratadas con un
porcentaje de agua entre 85y 95%. Las EPS protegen a los microorganismos que
hacen parte de la biopelicula contra agentes antimicrobianos, previenen el acceso
de biocidas, secuestrantes metalicos, toxinas, evitan la deshidratacion, refuerzan
la resistencia de la biopelicula al estrés ambiental y permiten a los

microorganismos capturar los nutrientes (Carpentier y Cerf, 1993).

Dependiendo del tipo de células involucradas en la biopelicula, las colonias
pueden estar formadas por 10-25% de células y 75-90% de matriz EPS (Garret, et
al., 2008). Los requisitos para el crecimiento de la biopelicula son la presencia de
microorganismos y el sustrato; si alguno de estos no se encuentra disponible, la

biopelicula no se formara.
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El proceso de formacion de las biopeliculas inicia con la adherencia de células a la
superficie formando colonias, con la produccion de EPS y una subsecuente

maduracion de la biopelicula como se muestra en la figura 5.
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Figura. 5 Mecanismo de formacion y maduracion de la biopelicula por bacterias

adheridas en la superficie.

El mecanismo de adhesion al sustrato puede ser activo o pasivo dependiendo de
la motilidad de las células. Una adhesion pasiva se da por la gravedad, difusion y
dinamica del fluido. En una adhesién activa la superficie de la célula bacteriana
facilita el proceso. Los flagelos, permiten la movilidad de las células hasta el sitio
especifico de adhesién y los pili, proteinas de adhesion, capsulas y carga de las

superficies, facilitan el proceso de agregacion y adhesion (Chmielewski, 2003).

En la segunda fase, un numero de células adsorbidas reversiblemente,
permanecen inmovilizadas y se adsorben irreversiblemente por los apéndices de
la bacteria (flagelos, pili y fimbrias), el contacto de los apéndices estimula las
reacciones quimicas de oxidacion e hidratacién, permitiendo la formacion de
enlaces con la superficie (Stephens, 2002), y habilitan la asociacion irreversible

con la superficie. Este tipo de uniones toman entre 20 minutos hasta cuatro horas
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para formarse, a una temperatura de 20°C (Chmielewsk, 2003), pero son tan

fuertes que impiden la remocion de estas colonias ya formadas.

1.3.3. Internalizacion de E. coli

La internalizacion es el fenomeno mediante el cual las raices de las plantas
absorben microorganismos y los transportan hacia las hojas y tallos aéreos (Figura
6). Algunos estudios realizados en laboratorio y camaras de crecimiento indican
que las hortalizas de hoja pueden absorber E. coli y de esta manera contaminarla
y ser consumidas por el ser humano (Koike et al., 2014). Asimismo se han descrito
casos de internalizacion de E. coli O157 en tomates (lbarra-Sanchez et al., 2004).
La presencia de E. coli O157:H7 enterohemorragica viable se ha encontrado en
tejidos internos de brotes de rabano y estomas procedentes de semillas

experimentalmente contaminadas con la bacteria (Itoh et al., 1998).
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Figura. 6 Internalizacion de bacterias en tejidos vegetales (a y b) raices de
espinaca después de 7 dias de crecimiento inoculadas con E. coli O157:H7, (c)

internalizacion de bacterias en tejidos de lechuga.
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V. Metodologia

Se presenta un diagrama general de trabajo (figura 7) dividido por etapas en las

cuales se hace una descripcion general y breve del trabajo.

Metodologia
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Preparacion del Cultivo del Inoculacién y
microorganismo material vegetal recuento
(E. coli) (Spinacia microbiano del
oleracea) material vegetal

Etapa 4

Microscopia
Electronica de
barrido (SEM)

Microscopia de
fluorescencia (IF)

Resistencia del
microorganismo

Desinfeccién de
la semilla

Ajuste del
inoculo

Esterilizacion del

agua de riego y

desinfeccion del
sustrato

Inoculacion del
agua de riego,
sustrato y semilla

Prueba
microbiologicas

Obtencién y
procesamiento
de la muestra

(tallo, hoja y raiz)

Obtencioén de
anticuerpos

Observacion en
microscopio

Obtencién y
procesamiento
de la muestra

(tallo, hoja y raiz)

Siembra'y
condiciones de
crecimiento

Recuento
microbiolégico
en plantas (71,

360, 720 h)

Observacion en
microscopio

Figura. 7 Diagrama general de trabajo considerando las diferentes etapas de la

metodologia.
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4.1 Etapa 1. Obtencion del Microorganismo.

Durante la etapa 1 se realizaron todos los tratamientos que correspondian al uso
de E. coli donde se explican las condiciones de incubacion de la bacteria ademas

de todos los tratamientos a los cuales se mantuvo para su uso (figura 8).

Preparacion del Se mantuvieron los cultivos en TSB més glicerol [80%]
microorganismo |
(E. coli)
Se tomaron 3 asadas en 100 mL de TSB e incubaron a 37

°C durante 24 horas.

Se ajusto el caldo con espectrofotometria a 620 nm

Se determind mediante recuento en placa de EMB

Resistencia del Se transfirié a TSB con 4cido nalidixico [100mg/L]
microorganismo |

Se incubo a 37 °C durante 24 horas

Se determiné mediante recuento en placa de EMB con
acido nalidixico

Ajuste del inoculo Se transfirié la cepa resistente a TSB y se incubo a 37 °C
durante 24 horas

Se ajustd mediante espectrofotometria 620 nm

Figura. 8 Subdiagrama de la etapa 1 referente a la obtencion del microorganismo.
Donde TSB corresponde a Caldo soya Tripticaseina.

4.1.1 Preparacion del microorganismo.

La cepa de E. coli patogrupo enterotoxigénica (ETEC), usada en este estudio fue
aislada previamente en suelos de invernaderos y frutos de tomate (Luna-Guevara
et al., 2012). Los cultivos se mantuvieron a -80°C en Caldo de Soya Tripticaseina

(TSB, BD Bioxon) y glicerol al 80%. Fueron transferidas tres asadas sucesivas en
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100 mL de TSB incubados a 37 °C en intervalos de 24 horas; los cultivos se
ajustaron a una densidad optica (OD1.1) a 620 nm con una poblacion aproximada
de 107 UFC/mL. Las poblaciones del inéculo fueron determinadas por recuento en

placa en Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB, BD Bioxon).

Las placas fueron incubadas a 37° C por 24 horas previo al recuento de las
colonias y confirmadas por pruebas bioquimicas basicas IMVIC figura 9 (Prueba

de indol, Rojo de Metilo, Voges Proskauer y Citrato).

Figura. 9 Pruebas bioquimicas béasicas IMViC.

4.1.2 Resistencia de microorganismo.

El inéculo fue transferido a un caldo nutritivo de soya Tripticaseina suplementado
con acido nalidixico (100 mg/L), mismo que se dejo incubar a 37 °C por 24 horas

las cepas fueron conservadas a -80°C (lturriaga, 2006).

4.1.3 Preparacion del inéculo.

Para la preparacion del in6culo se transfirio la cepa en el caldo nutritivo de Soya
Tripticaseina (TSB) el cual fue incubado a 37 °C en agitacion constante, durante
24 horas. El ajuste del caldo se realizé mediante espectrofotometria, donde se

midio la absorbancia del caldo inoculado a 620 nm para tomar de este los mililitros
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necesarios para realizar un ajuste con una absorbancia de 1.1 el cual es

equivalente a 10’ UFC/mL (Guo et al., 2001).

4.2 Etapa 2. Cultivo del Material Vegetal

Durante la etapa 2 se realiz6 el crecimiento de la semilla y se consideraron las

condiciones ambientales para garantizar la uniformidad del cultivo (figura 10).

Desinfeccion de la
semilla

Se desinfectaron sobre la superficie

Colocando en agitacién en una solucién de hipoclorito de
sodio al 2.6% durante 20 minutos

Se enjuagaron con agua estéril eliminando los restos de
hipoclorito de sodio

Esterilizacion del
agua de riego

Se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15 minutos

Esterilizacion del
sustrato

Se mantuvo en ebullicién (100 °C) durante 30 minutos,
eliminando el exceso de agua

Siembray
condiciones de
crecimiento

Los almacigos fueron desinfectados previo al relleno de
cada cavidad con 5 g de sustrato humedo y estéril

Figura. 10 Subdiagrama de la etapa 2 referente a los materiales para la siembra.

Se colocaron de 6 — 8 semillas por cavidad cubriéndolas
con el sustrato y realizando los riegos cada 48 horas
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4.2.1 Desinfeccion de las semillas.

Se desinfectaron las semillas sobre su superficie manteniendo en agitacion
durante 20 min en una solucién de hipoclorito de sodio al 2.6% como se muestra

en la figura 11. Las semillas se enjuagaron con agua destilada estéril para eliminar

exceso de agentes desinfectantes
(Torres, 2005).

Figura. 11 Desinfeccion de semillas con solucion de hipoclorito de sodio al 2.6% y
enjuague de las mismas

4.2.2 Esterilizacion del agua de riego y del sustrato.

El agua se esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 minutos en frascos de vidrio
almacenados para su posterior uso. Asimismo el sustrato (PeatMoss musgo,
Sphagnum figura 12) se desinfectd en agua en ebullicion durante 30 minutos
(Garcia, 2011).

SPHAGNUM

PEAT, MOSS
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Figura. 12 Peat Moss musgo, del género Sphagnum

4.2.3 Siembra y condiciones de crecimiento.

Para la siembra se utilizaron almacigos con medidas de 66.4cm de largo x 33.5cm
de ancho x 6.7cm de alto y un numero de cavidades de 200 el cual fue llenado con
5 g de sustrato como se muestra en las figuras 13 y 14. Depositaron entre 6 y 8
semillas controlando el nivel del almacigo y no se afectara la uniformidad de la
germinacion. Asimismo, las semillas fueron sembradas realizando presion suave
sobre el sustrato previamente humedo, para expulsar el exceso de aire que
pudiese haber quedado alrededor de la semilla y aumentar el contacto de la

misma con el sustrato como se muestra en las figura 15.

Figura. 14 Almacigos para siembra de espinacas.
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Figura. 15 Colocacion y siembra de las semillas de espinacas en los almacigos.
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4.3 Etapa 3.Inoculacion y pruebas microbioldgicas.

Durante la etapa 3 se establecieron todas las condiciones de inoculacion, la
concentracion de indculo, el método de inoculacién, asi como los diferentes

tiempos de incubacion (figura 16).

Inoculacién del Se agregaron los mililitros necesarios para garantizar una
agua de riego concentracién de 10°UFC/mL
(AGI)
Inoculacion del Se agregaron 4 mL de indculo por cada 5 g de sustrato, el
sustrato (Sul) cual se incubo a 37 °C durante 0.5 horas
Inoculacién de la Se consideraron grupos de 4 semillas utilizando un
semilla (Sel) inéculo de 10° UFC/mL

Las cuales se mantuvieron en agitacion durante 5
minutos

Figura. 16 Subdiagrama de la etapa 3 referente a la inoculacion de los materiales
para el cultivo de espinaca.

4.3.1 Inoculacion del agua de riego y sustrato.

Para la inoculacién del agua (Agl) y sustrato (Sul) se utilizé un cultivo bacteriano
correspondiente a una concentracion de 10° UFC/mL (Barac, 2004).
Particularmente para la inoculacion del sustrato se procedié con la metodologia
propuesta por Rattray (1990), la cual consiste en agregar 5g de sustrato por cada

4 mL de in6culo, mezclar e incubar a 37°C por 0.5 horas.

4.3.2 Inoculacion de la semilla.
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Las semillas (Sel) se colocaron en placas de estériles en grupos de 4, con 5mL de
agua destilada estéril para continuar con su inoculacion en concentraciones
cercanas a las 5x10° UFC/mL. La inoculacién de la semilla se realizé utilizando la
metodologia de Torres (2005) con algunas adecuaciones agitacion durante 5

minutos.

4.3.3 Recuento microbiano en los diferentes tejidos.

Recuentos Se pesaron 5 g de muestra por cada experimento
microbianos incluyendo el blanco y los tiempos de 0, 72, 360, y 720
horas

Se agregaron 45 mL de agua peptonada estéril

Se homogenizé usando Stomacher Se homogenizo6 usando una
durante 2 minutos (M1) licuadora durante 5 minutos (M2)

. . . . -7
Se realizaron diluciones seriadas hasta 10

Se tomaron 100 pl de cada dilucién y se colocaron en
agar EMB con acido nalidixico

La siembra se llevd a cabo por extension en superficie
realizando triplicados por cada dilucion

Incubando a 37 °C durante 24 horas para realizar los
recuentos de las colonias

Se eligieron placas al azar y se les realizaron pruebas
bioquimicas para confirmar la presencia de E. coli

Figura. 17 Subdiagrama de la etapa 3 referente a las pruebas microbiolégicas.

Como se muestra en la figura 17 se realizaron recuentos microbianos en tejidos
vegetales como semilla (O horas), brotes o germinados (72horas), un recuento

intermedio (360 horas) y hoja verdadera (720 horas). Se utilizaron 5 gramos de
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tejido a los cuales se agregd 45 mL de agua peptonada estéril y se
homogenizaron por 2 minutos en un Stomacher, para el método de recuento y
recuperacion superficial (M1). Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de
cada muestra en 9 mL de peptona y la siembra se llevé a cabo por extension en
superficie en el medio Agar Eosina de Metileno (EMB) con antibidtico (acido
nalidixico) en una relacion 1:10, agregando 100 pL de la muestra sobre la

superficie del agar figura 18.

Para los recuentos en superficie y homogenizacion (M2) se tomaron 5 gramos de
cada muestra brote (72 horas) un recuento intermedio (360 horas) y hoja
verdadera (720 horas) y se licuaron en peptona durante 5 minutos hasta realizar la
homogenizacion. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas de cada
muestra en 9 mL de peptona y la siembra se realiz6 en el medio Agar Eosina de
Metileno con antibiético (acido nalidixico) siguiendo el mismo procedimiento que

en M1 (figuras 19 y 20).

Tras haber realizado la siembra por extension en superficie las placas de EMB se
incubaron en condiciones de 37°C durante 24 horas, y se realizaron los recuentos
de las colonias en la superficie para cada una de las diluciones como se muestra
en la figura 21, ademas se tomaron colonias al azar para realizar pruebas

bioquimicas.

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml
~ ,—’c\ ;’C\ ,;’Q\ ,;’C\ ,;’Q\
SO0 T ST RSOSSN~
r— r= r= r= r= r=
! ' P! 11 P! 11
! ' P! 1 P! 1
1 y1 0lmy o OImL oy 0a1myt O01lmyt 0d1mlf
- -~ ~ -~ ~ -
V\// \// \// \// \// \//
-1 -2 -3 -4 - -6
10 10 10 10 10° 10
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Figura. 18 Método de dilucion seriada para el recuento en placa.

Figura. 20 Siembra de diluciones en agar EMB con acido nalidixico.
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Figura. 21 Recuento de E. coli en cajas agar eosina azul de metileno.

4.4 Etapa 4. Microscopias para confirmar la adherencia e

internalizacion.

Se realizaron dos tipos de microscopias, inmunofluorescencia con la que se
pretendié observar el efecto de la internalizacion de E. coli en los diferentes de los
tejidos de la planta y microscopia electrénica de barrido para confirmar la

adherencia.

Tabla 5 Relacion entre los métodos de recuento y tipo de microscopia para
confirmar el crecimiento de E. coli.

Microscopia Método de recuento y recuperacion Mecanismo de sobrevivencia
IF M2 Internalizacién
SEM M1 Adherencia
CF M2 Internalizacién

IF; inmunofluorescencia, SEM; Scan Electronic Microscopy (Microscopia electrénica de barrido),
CF; confocal, M1 (Método de recuento y recuperacion superficial), M2 (Método de recuento y
recuperacion superficial y homogenizacion).

4.4.1 Deteccién de E. coli por Microscopia electronica de barrido

( Obtencidn de la muestra A las muestras se les realizan cortes de 5x2x2 mm aproximadamente
dependiendo del tiempo de crecimiento y tipo de tejido

I

Se fijaron con glutaraldehido al 2.5% por 24 horas

|

Se realizaron dos lavados con amortiguador de fosfatos (PBS)

T
|

Las muestras fueron deshidratadas a diferentes concentraciones de
etanol (30 a 70%) por 50 minutos

[

Se secaron a punto critico

|




Figura. 22 Subdiagrama de la etapa 4 referente a las microscopias electrénicas de
barrido.
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4.4.2 Obtencion de la muestra (tejido vegetal).

Las muestras se prepararon para la microscopia electronica de barrido de acuerdo
con lo establecido por Iturriaga et al. (2007) y algunas modificaciones segun
(Thompson et al., 2006). Las tejidos se cortaron en un tamafio de
aproximadamente de 5x2x1 mm dependiendo del tiempo y tipo de tejido (raiz, tallo
y hoja), estas se fijaron con glutaraldehido al 2.5% por 24h. Posteriormente se
realizaron dos lavados seriados de cinco minutos con amortiguador de fosfatos
(PBS), para poder deshidratar las muestras con diferentes concentraciones de
etanol (30 a 70%) durante 50 min.

El secado de los tejidos se realiz6 a punto critico en una secadora marca Quorum
K850 (figura 23), después del secado los tejidos se colocaron y orientaron sobre
un porta-muestras usando una cinta doble adhesiva de carbon (Figura 24) y se

recubrieron con oro durante 4 min en una ionizadora de metales (Figura 25).

Figura. 23 Deshidratadora a punto critico Quorum K850

Figura. 24 Porta muestras para microscopio electrénico de barrido
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Figura. 25 lonizadora de metales Quorum Q150R S

4.4.3 Microscopia electronica de barrido.

Las muestras resultantes se observaron en un Microscopio Electronico de Barrido

con un radio de operacion de 3 a 15 Kv.skipe QUANTA FEG 250 (figura 26).

c
>
<
o
>
)
™m
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N

Figura. 26 Microscopio electronico de barrido QUANTA FEG 250
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4.4.4 Obtencion de los anticuerpos.

Obtencion de
anti-E. coli

La cepa se hizo crecer en TSB con 4cido nalidixico al 100%
por 24 horas a 37 °C

Se centrifugo (5000 rpm/10 minutos/4 °C) 2 veces
realizando lavados entre cada una con PBS

Las bacterias se resuspendieron en FH 1% durante 1 hora
en agitacion, centrifugando y lavando 1 vez mas

Se ajustd a una concentracion de 10° ufc/mL mediante
espectrofotometria

Se almacenaron en alicuotas de 500 uL

Inmunizacion de
los conejos

Se utilizé el protocolo de inmunizacion ROSHKA via
subcutdnea en conejas New Zeland White de 1.5 kg

Inmunizando 1 vez por semana durante 4 semanas

Utilizando 250 pL y 1mL de adyuvante completo de Freud
para la primer semana e incompleto para las demds

Recuperacién del
paquete celular

Figura. 27 Subdiagrama de la etapa 4 referente a las microscopias

En la quinta semana se extrajo la sangre y se colocé en
tubos para incubar durante 40 minutos a 37 °C

El suero que resultaba en la parte baja del tubo se
centrifugd a 2500 rpm/ 4 °C/ 7 minutos

inmunofluorescencia, para el tratamiento de la muestra (continuacion).

4.4.5 Obtencion del antisuero de E. coli.

La cepa del inoculo fue aislada de suelos en invernaderos, y se hizo crecer en un

caldo de soya Tripticaseina (TSA) por 24 horas a 37°C agregando acido nalidixico



como antibiético para asegurar que solo las bacterias resistentes a una
concentracion al 100% sean las sobrevivientes (Guo et al., 2001). La bacteria se
lavé dos veces con PBS (buffer fosfato al 0.1 M, pH 7.2) centrifugando a 5000 rpm
por 10 minutos a 4°C entre cada lavado como se muestra en la figura 28. Las
bacterias lavadas fueron resuspendidas en formaldehido al 1% durante 1 hora en
agitacion (Shepard, 1970), las cuales se centrifugaron una vez mas en las mismas
condiciones y se finalizé realizando un dltimo lavado con PBS. Se realiz6 un ajuste
llegando a una concentracion de 10°UFC/ml mediante espectrofotometria,
utilizando el sedimento de bacterias resultante del dltimo lavado en PBS, se

almaceno en alicuotas de 500 pL en refrigeracion.

Figura. 28 Centrifuga marca eppendorf, marca 5810 R para la obtencion del
antisuero de E. coli

4.4.6 Inmunizacion de los conejos para la obtencion de los

anticuerpos.

Se utiliz6 un protocolo de inmunizacién de ROSHKA, por via subcutanea figuras
30 y 31, en conejas New Zealand White de 1 y medio kilogramos figura 29, las
cuales fueron inmunizadas una vez por semana durante 4 semanas, con una
suspension de bacterias con 250 pL y 1 mL de adyuvante completo de Freud para

la primer semana y adyuvante incompleto para la siguientes tres semanas.
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Figura. 29 Conejas New Zealand White lista para iniciar la inmunizacion.

Figura. 31 Confirmaciéon de estimulacion de reaccion inmunoldgica para la

produccién de anticuerpos.

4.4.7 Recuperacion del paquete celular.

Después de haber transcurrido las 5 semanas desde la primera inmunizacion, se
extrajo la sangre de las conejas figura 32 y se coloc6 en tubos, los cuales se

dejaron incubar a 37°C durante 40 minutos como se observa en la figura 33.
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Figura. 33 Recoleccion de la sangre para obtencion de suero inmune.

Tras lo cual se despeg6 el coagulo de sangre de las paredes del tubo y se realizé
la extraccidon del suero figura 34, el cual se centrifugo durante 7 minutos a 4 °C a
2500 rpm removiendo el sedimento. Ademas se realiz6 una prueba de aglutinacion
para cada conejo con el fin de determinar la especificidad del anticuerpo frente a la
bacteria usada (Ball, 1974).

Figura. 34 Separacion del coagulo de sangre del suero del conejo.

51



4.4.8 Microscopia por inmunofluorescencia.

Procesamiento de Se realizaron corte de 30 micras utilizando un microtomo
la muestra (brote, raiz, hoja y tallo) a (360 y 720 horas)

Se colocaron en un portaobjetos y se agregd
formaldehido al 4% durante 30 minutos

Se agrego el anticuerpo primario (anti-E. coli) en una
concentracion 1:1500 incubando durante 1 hora a 37 °C

|

Se agrego el anticuerpo secundario (anti-lgG-Rodamina)
en una concentracién 1:1000 incubando durante 1 hora a
37°C

Cada paso se realizé en condiciones de humedad y
realizando un lavado intermedios

Se agrego la solucidon de montaje Vectashield y se
cubrieron con cubreobjetos largos sellando los extremos
con barniz

Fueron almacenados en oscuridad y refrigeracion

Se observaron por epifluorescencia y microcopia confocal

Figura. 35 Subdiagrama de la etapa 4 referente a la microscopia por
inmunofluorescencia.

4.4.9 Obtencioén de la muestra (tejido vegetal).

Se realizaron cortes de 30um de los diferentes tejidos de la planta (brote, raiz,
hoja y tallo) para los diferentes tiempos (72 horas, 360 horas y 720 horas),
haciendo un corte de la raiz, brote y tallo de la parte interna y en forma
longitudinal. Particularmente para la hoja se consideraron cortes transversales,
ambos utilizando un micrétomo (MICROM HM 505 EVP) como se observa en la

figura 36.
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Figura. 36 Cortes de los tejidos utilizando un micrétomo (MICROM HM 505 EVP) a
30 pm

Los cortes se colocaron sobre un portaobjetos figura 37, al cual se agregé
formaldehido al 4% durante 30 minutos, las muestras se lavaron con PBS al 1x,
después se coloco el anticuerpo primario especifico (anti-E. coli 1:1500) y se dejé
incubar durante 1 hora a 37 °C en una atmosfera hiumeda, al terminar se realizo
un lavado con PBS, para poder agregar el anticuerpo secundario marcado (anti-
IgG-Rodamina 1:1000) este fue incubado a 37°C durante 1 hora, al finalizar se
realiz6 un ultimo lavado con PBS y dejando escurrir el exceso de la solucion. Para
finalizar se agregé una gota de solucibn de montaje (Vectashield®) antes de
cubrirlo con cubreobjetos largos, los cuales fueron sellados con barniz en los
extremos y se mantuvieron en condiciones de obscuridad y refrigeracién hasta su

observacion.

Las muestras fijadas se observaron en un microscopio de epifluorescencia con los
filtros en verde que permitia la luminiscencia en color rojo y en campo claro con
los diferentes objetivos (40x, 60x, 100x) y posteriormente las observaciones se
confirmaron en un microscopio confocal marca Leica modelo TCS SP8 acoplado a

un microscopio invertido DMI 6000CS (figura 38)
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Figura. 37 Preparacion de las muestras para su observacion por epifluorescencia.

Figura. 38 Microscopio confocal marca Leica TCS SP8 acoplado a un microscopio
invertido DMI 6000CS.
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4.5 Etapa 5 Andlisis estadistico.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, analizando el efecto de
los mecanismos de transmisioén, los método de recuento y recuperacion y el
tiempo sobre la variable de respuesta sobre los recuentos microbianos (tabla 6),
utilizando un analisis tipo ANOVA (a= 0.05) y analisis de comparacién de medias,
mediante pruebas de Tukey, para determinar si presentdé una diferencia
significativa entre los recuentos del microorganismo. El software utilizado fue
statistix version 10 (Statistix 2015).

Tabla 6. Disefio experimental

Tipo de variable

Variable independiente Variable dependiente

Suelo inoculad (Sul)
Mecanismos de transmision  Semilla inoculada (Sel)
Agua inoculada (Agl)

Método de recuento y Superficial (M1)
recuperacion Superficial y homogenizacion (M2) Recuentos microbianos
0 horas
) 72 horas
Tiempo
360 horas
720 horas
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V Resultados y discusion
5.1 Desarrollo vegetal.

En relacion con el crecimiento de la planta se observo que si bien los cultivos
fueron expuestos a las mismas condiciones ambientales (humedad relativa,
radiacion fotosintética y temperatura), fue posible observar en aquellas plantas
provenientes de sustratos y agua inoculados un incremento en la talla y en la
aparicion de la primera hoja verdadera en los cultivos en comparacién con el
cultivo control (Figuras 39 y 40).

=

Figura. 39 Crecimiento de las plantas segun los diferentes mecanismos de
transmision a) semilla inoculada, b) sustrato inoculado y ¢) agua inoculada.

Figura. 40 Crecimiento de las plantas para el control, semilla, agua y suelo
desinfectado.
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Estudios realizados por Kroupitski et al., (2009) encontraron que la temperatura y
la incidencia de luz son factores determinantes para la sobrevivencia de
patégenos en las plantas. La temperatura afecta al metabolismo y la produccion
de energia y por consecuencia se ve afectada la motilidad bacteriana. Mientras
gue una mayor incidencia de luz produce que los estomas de las plantas se abran
mas durante la fotosintesis y la produccién de sacarosa aumente, dando pie a una
internalizacion mas efectiva de microorganismos como Salmonella y E. coli. En
este mismo estudio se observé una mayor tasa de internalizacion y de adherencia

a temperaturas entre 25y 37°C.

Otros estudios demostraron que la forma y el estadio de crecimiento de las hojas
son factores determinantes para la adherencia, ya que hojas mas viejas y rugosas
presentaron poblaciones microbianas mas altas que las hojas jovenes sobre la
superficie, ya que estas facilitan su adherencia en los espacios y las protegen del

estrés y medio ambiente.

Los enteropatdgenos normalmente no se consideran parte de la poblacion
microbiana de la filésfera, pero es evidente que pueden estar asociados con
brotes de enfermedades trasmitidas por alimentos. Estudios que se han realizado
sobre el comportamiento y la sobrevivencia de los patdgenos humanos en plantas
y la mayoria se han centrado en E. coli (particularmente en el patogrupo E. coli
0157:H7) y Salmonella, transmitidos o aplicados directamente sobre el follaje de

las plantas, semillas, raices o en el suelo.
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5.2 Comparacion entre los dos métodos de recuperacion de E. coli.

En esta seccion se abordaron los resultados obtenidos de la poblacion de E. coli
considerando dos métodos de recuento y recuperacion microbiana en tejidos de
espinaca (Método 1: Superficial M1 y Método 2 Superficial y Homogenizacién M2)
tomando en cuenta diferentes mecanismos de transmision: Sustrato inoculado
(Sul), Agua inoculada (Agl) y Semilla inoculada (Sel). Lo anterior con la finalidad
de relacionar los recuentos microbianos y los posibles mecanismos de
sobrevivencia de E. coli a nivel superficial o de internalizacion en tejidos como
raiz, tallo y hoja verdadera, considerando como periodos de crecimiento 72, 360 y
720 horas (Figura 41).

" 4

Figura. 41 Etapas de crecimiento de la espinaca a) 72 horas, b) 360 horas y c) 720

horas.

En la tabla 7 se comparan los resultados obtenidos de los recuentos con M1y M2
mediante un analisis tipo ANOVA y de acuerdo con el valor de P< 0.05 se pudo
observar un efecto significativo por el método de recuento y recuperacioén de E.
coli, independientemente del tipo de mecanismo de transmision y tiempo de
recuento. Este efecto puede atribuirse a que en M2, la homogenizacién de los
tejidos favorecio el recuento total de E. coli a nivel de internalizacion y superficial,

mientras que M1 consisti0 en el enjuague superficial de las plantas con la
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posibilidad de que solo la poblacién bacteriana analizada correspondiera aquella

que permaneci6é adherida al tejido vegetal.

Tabla 7. Analisis estadistico tipo ANOVA de los recuentos promedio de E. coli
(Logio UFC/g) obtenidos con los métodos utilizados en los analisis
microbioldgicos.

Métodos Log ufc/g P value
M1 7.6698
M 2 8.3005 <0.05

Se utilizé un indculo inicial de 10° UFC/mL de E. coli ETEC.

La diferencia significativa entre cada uno de los métodos muestra a su vez que el
efecto de la internalizacién de E. coli aumenta los valores de Log;o UFC/g en M2.
Esta tendencia coincide con diversos estudios que reportan la relevancia de la
internalizacion en patogenos transmitidos por los alimentos. De acuerdo con
Klerks et al., (2007) mencionan que la internalizacion por agentes patdégenos en
tejidos vegetales particularmente a nivel de raiz, es mas frecuente en sistemas
donde la competencia con otras bacterias sea menor, dando lugar a que los
patdogenos tengan ventajas fisiolégicas de colonizacion en comparacion con la
microflora presente. De acuerdo con el analisis ANOVA para evaluar del efecto
que tenian los tiempos de recuento independientemente del mecanismo de
transmision (tabla 8), se presenté diferencia significativa entre los recuentos
(P<0.05), siendo en el tiempo con 72 horas donde se observo un incremento en la
poblacién microbiana con mas de 1 Log, partiendo de un recuento de 7.44 Logio
UFC/g (tiempo 0) a 8.9366 Logio UFC/g. De acuerdo con el reporte de Pu et al.,
(2009), mencionan que la transmision de E. coli en tejidos de espinaca puede
darse a partir del suelo y depende del estadio de crecimiento de la planta,
confirmando que el cultivo es mas susceptible a contaminacion dentro de las 2y 5

semanas, tiempos que coinciden con los encontrados en este estudio.
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Tabla 8. Andlisis estadistico ANOVA para evaluar el efecto del tiempo de
recuperacion de los recuentos en E. coli (Logio UFC/Q).

Tiempos (h) Log ufc/g P value
(0 horas) 7.6388

(72 horas) 8.9366

(360 horas) 7.7419 <0.05
(720 horas) 7.6234

Se utilizéd un indculo inicial de 10° UFC/mL de E. coli ETEC.

En la figura 42 se puede observar que no se presentaron diferencias entre los
mecanismos de transmision (Sel, Sul, Agl) dentro de un mismo método de
recuperacion M1 y M2 (figuras 42a y 42b), sin embargo se observd diferencia
cuando fueron comparados todos los mecanismos de ambos métodos (figura 42c).
Siendo mayores los valores de M2 dando como resultado que el efecto de la
internalizacion puede llegar a ser un gran problema para el consumo de vegetales
crudos, debido a que, si las bacterias se internalizan son mas dificiles de eliminar

mediante los métodos de desinfeccidon usados comunmente.
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Figura. 42 Comparacion del comportamiento de E. coli inoculada en agua suelo y
semilla considerando dos métodos de recuento y recuperacion: a) M1: recuento
superficial, b) M2 recuentos superficial y con internalizacion y c¢) comparacion
entre M1 y M2. Los valores promedio con letras iguales indican que no existe
diferencia significativa entre los recuentos de E. coli.
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5.3 Analisis de los recuentos de E. coli para M1 de acuerdo con el

mecanismo de transmision.

Particularmente las frutas y verduras pueden encontrarse expuestas a
contaminacion por microorganismos patdogenos antes, durante y después de su
cosecha. En la pre-cosecha las plantas pueden contaminarse en el campo a
través del uso del agua de riego contaminada, como las aguas negras o
parcialmente tratadas, agua reciclada, asi como mediante el uso de estiércol para
la fertilizacion (Ibekwe, et al., 2010; Gagliardi y Karns, 2002; Wachtel, et al., 2002).
En la post-cosecha destacan la maquinaria y equipo, los recipientes, animales

domésticos y silvestres, los trabajadores, el polvo y los vehiculos (Beuchat, 1996).

En este estudio se hizo hincapié en la contaminacion de E. coli durante la etapa de
pre cosecha de espinaca, particularmente se consider6 con M1 observar el efecto
de la adherencia en tejidos de espinaca incluyendo raiz, tallo y hoja.

Dichos tejidos fueron expuestos a los diferentes mecanismos de trasmision Sel,
Agl y Sul con una poblacion inicial de 7.44 Logio UFC/g (figuras 43a a 43c)
Especificamente se present6é un incremento de aproximadamente 2 Log;o UFCl/g
en la poblacion de E. coli particularmente en las plantas que provinieron de semilla

y suelo inoculados (figuras 43a y 43b) a las 72 horas de crecimiento.
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Figura. 43 Crecimiento de E. coli (Logio UFC/g) en plantas de espinaca, las cuales
provinieron de: a) Semilla, b) Suelo y ¢) Agua inoculados, considerando el método
M1 para el recuento y recuperacion.
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En la tabla 9 se muestran los valores del crecimiento de E. coli en Log;o UFC/g
hasta los 28 dias (720 horas), inoculada en semilla, suelo y agua; estos tiempos

de sobrevivencia con E. coli coincide con lo reportado por Nicholson et al. (2005).

De acuerdo con el analisis estadistico ANOVA se observo un efecto significativo
(P<0.05) para los tres mecanismos de transmisiébn y en cada uno tiempos de
analisis y se identificO que los recuentos mas altos correspondieron a plantas
provenientes de suelo inoculado (figura 43b). Asimismo de acuerdo con el analisis
de comparacion de medias Tukey se presentaron diferencias significativas entre
todos los mecanismos de transmision y dentro de un mismo tiempo (tabla 9). Para
los dias 360 y 720 la tendencia se mantuvo, teniendo mayor crecimiento en el
tratamiento para suelo inoculado lo cual comprueba los resultados obtenidos por
Mitra et al., (2009).

Tabla 9. Valores de los recuentos microbianos de E. coli (Logip UFC/g)
considerando los tres mecanismos de transmision y como método de recuento M1
(colonizacion superficial).

Tratamiento
Mecanismos de Tiempo (horas)+

transmision 79 360 720
Suelo inoculado 9.00+0.2412 7.68+0.1922 7.37+0.1032

Aguainoculada  8.50+0.102° 6.62+0.275" 7.12+0.4932
Semilla inoculada  8.64+0.085% 7.36+0.1392 6.84+0.1422

*Los valores resultantes para el tiempo cero fueron de 7.44 Log,, UFC/g,
+Valores en la misma columna con diferentes letras son significativamente diferentes.
+ DS, desviacién estandar.

En estudios realizados por Islam et al., (2004 a, b), demostraron la sobrevivencia
de E.coli y Salmonella durante 177 y 231 dias, inoculados directamente sobre
tejidos de perejil. Mientras que Solomon et al., (2003) demostraron en plantas de
lechuga con agua inoculada con E. coli O157:H7, la sobrevivencia durante 30
dias. En otro estudio similar demostraron que la sobrevivencia de E. coli en tejidos
de hoja de lechuga se ve afectada cuando el tipo de riego utilizado corresponde a

goteo por aspersion.
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De acuerdo con lo reportado por Araujo et al.,, (2010) bacterias tales como S.
enteritidis y otros microorganismos tienden adherirse sobre superficies de
vegetales incluyendo hojas, lo anterior como un mecanismo de sobrevivencia. Lo
anterior podria explicar en este estudio la sobrevivencia de E. coli en espinaca con
los diferentes medios de transmision, ademas de que las condiciones utilizadas
resultaron favorables para su crecimiento y formacion de micropeliculas. Este tipo
de estructuras tienen como etapa inicial la colonizacion bacteriana en la superficie,
las células de microorganismos inmovilizados en una variedad de compuestos
poliméricos, generalmente referidos como polimeros extracelulares, dando lugar a

la sobrevivencia de bacterias en las hortalizas incluyendo hojas verdes.

65



5.4 Analisis de los recuentos de E. coli para M2 de acuerdo con el
mecanismo de transmision.

Frutas y hortalizas frescas, incluyendo hojas, raices, bulbos y tubérculos, tienen
diferentes morfologias y funciones metabdlicas y consecuentemente proveen
diversos nichos ecoldgicos para microorganismos (Brackett, 1999; Burnett y
Beuchat, 2000; Ponce, Roura del Valle y Fritz, 2002).

Los riesgos particulares que presentan este tipo de contaminacion son que una
vez que los microorganismos han contaminado el alimento, tienen la capacidad de
crecer en él, y que pueden presentar un riesgo para la salud del consumidor
cuando se trata de microorganismos patégenos, ya que no alteran de manera

visible el alimento (Rodriguez, et al., 2005).

Para las pruebas de recuento y recuperacion por medio de M2 y observar el efecto
de adherencia e internalizacion de E. coli, se analiz6 la planta completa de
espinaca incluyendo los tejidos de raiz, tallo y hoja. Dichos tejidos fueron
expuestos a los diferentes mecanismos de trasmision (Sel, Agl, Sul) con una
poblacion inicial de 7.44 Logio UFC/g (figuras 44a a 44c) este valor se relaciona
con lo reportado por Manan et al., quienes mencionan que la Unica limitante para
la internalizacién de E. coli depende de los niveles de poblacion inicial en los

cuales crece la planta.

Como se puede observar en las figuras 44a 'y 44b, se presentd un incremento en
la poblacién de E. coli particularmente en las plantas provenientes de semilla y
suelo inoculados de aproximadamente 1.5 Logio UFC/g. Asimismo para el tiempo
3 (360 horas) la poblacidon microbiana se redujo y se mantuvo casi constante como
se muestra en las plantas provenientes de suelo y semilla inoculados (figuras 44a
y 44c).
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Figura. 44 Crecimiento de E. coli (Logio UFC/g) en plantas de espinaca, las cuales

provinieron de: a) Semilla, b) Suelo y ¢) Agua inoculados, considerando el método
M2 para el recuento y recuperacion.
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Los analisis estadisticos realizados para el método M2 (adherencia e
internalizacion) mostraron un efecto significativo por el mecanismo de transmision
Sul, Sel y Agl, considerando un mismo tiempo de sobrevivencia con valores de
P<0.05 para 72 horas, 360 horas y 720 horas. Realizando una prueba de Tukey se
observé que existia diferencia significativa entre los tratamientos (Sul y Sel y Agl),
resultando los recuentos mas altos los correspondientes a suelo y semilla
inoculados (tabla 10). Estos los valores pueden estar relacionados con lo
reportado por Melotto, et al., (2006) y Underwood, et al., (2007), otros estudios
asocian la internalizacion bacteriana con la busqueda de un entorno mas favorable
y esta colonizacion endofitica es resultado de la infeccion de las raices o de la
contaminacion de las semillas (Cooley, et al., 2003; Dong, et al., 2003; Tyler, et al.,
2008).

El crecimiento de la poblacién encontrada en el recuento de E. coli por M2 puede
estar asociado a lo reportado en estudios recientes donde las bacterias se

internalizan en las plantas, dandoles un entorno més favorable.

Tabla 10. Valores de los recuentos microbianos de E. coli (Logis UFC/g)
considerando los tres mecanismos de transmision y como método de recuento M2
(colonizacion superficial e internalizacion).

Mecanismo de

e Tiempo (horas)+
transmision

360 720

Sueloinoculado  9.24+0.0832  8.75+0.1562  8.05+0.248"
Aguainoculada  8.84+0.040°  7.61+0.184°  7.58+0.044°

Semillainoculada 9.39+0.0932 8.44+0.1462  8.78+0.2412
* Los valores resultantes para el tiempo cero fueron de 7.44 Log,, UFC/g, ademas se incluyé un
control dentro del modelo experimental para el cual sus valores fueron de 0 ufc/mL por lo cual no
se incluyen en la tabla.
+ Valores en la misma columna con diferentes letras (a, b) son significativamente diferentes.
+ DS, desviacion estandar.
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Los resultados obtenidos en este trabajo para el método de recuento y
recuperacion 2 superficie y homogenizacion, correspondientes a los recuentos de
bacterias a las 720 horas (28 dias) se mantuvieron relativamente constantes, en
comparacion con los resultados obtenidos en el recuento por M1 (tabla 8). Estos
cambios pueden estar relacionados con el tiempo, durante el cual las bacterias
logran internalizarse, ya sea por medio de los estomas de las hojas o por medio de
la quimiotaxis hacia las raices (Kroupitski et al., 2009) y sobrevivir durante este
periodo de tiempo. La tendencia de E. coli en su sobrevivencia en los tejidos
espinacas pueden estar relacionado con lo estudiado por Golberg, et al., (2011),
quienes mencionan una mayor internalizacién en vegetales que presentan hojas
como lechuga y arugula. Lo anterior debido a que el nivel de internalizacion se
encuentra relacionado con el nivel de abertura de los estomas mismo que
depende de la regulacién del intercambio de gases y del equilibrio en la pérdida de

agua.
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5.5 Microscopias.

De acuerdo con los métodos de recuento y recuperacion y su relacién con el
mecanismo de sobrevivencia de E. coli, ya sea por adherencia en la superficie
(M1) o bien por internalizacion en los tejidos (M2), se analizaron las muestras con
diferentes tipos de microscopias. Lo anterior con la finalidad de poder confirmar la
presencia de E. coli mediante su adherencia y formacién de biopelicula asi como
internalizacion en los tejidos (Tabla 11).

Tabla 11. Relacion entre los métodos de recuento, mecanismos de sobrevivencia
y tipo de microscopia para evaluar el crecimiento de E. coli a diferentes tiempos en

y tipos de tejidos de espinaca.

. . Método de recuento y Mecanismo de ) Tipo de Agl Sul Sel
Microscopia Iy . . Tiempo -
recuperacion sobrevivencia tejido
72 Raiz
wo o
IF M2 Internalizacion p
Raiz +
720 Tallo +
Hoja +
72 Raiz
w T
SEM M1 Adherencia p
Raiz +
720 Tallo +
Hoja +
72 Raiz
w R
CF M2 Internalizacion p
Raiz +
720 Tallo +
Hoja +

IF; inmunofluorescencia, SEM; Scan Electronic Microscopy (Microscopia electrénica de barrido),
CF; confocal, M1 (Método de recuento y recuperacion superficial), M2 (Método de recuento y
recuperacion superficial y homogenizacion), Agl; Agua inoculada, Sul; Suelo inoculado, Sel;
Semilla inoculada, + microscopia positiva (presencia de bacterias).

5.5.1 Microscopia de epifluorescencia

Tras haber realizado los recuentos en placa para E. coli con los dos diferentes
métodos de recuento y recuperaciéon (M1 y M2), para los 3 tipos de mecanismos
de transmision (Sel, Sul y Agl) se realizaron observaciones por epifluorescencia y
asi confirmar la internalizacion de las bacterias en los diferentes tejidos (raiz, tallo

y hoja) de la planta en la figura 45 y 46 se observa tejidos de tallo a las 720 horas
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de crecimiento, en el cual se pueden confirmar la presencia de bacterias que se

han logrado internalizar en este tejido.

Figura. 45 Corte transversal de tejido de tallo (30um) tras haber sido inoculado el
sustrato y con crecimiento de 720 horas, observado mediante microscopia de
epifluorescencia a 40x y un filtro en rojo. EC; E. coli.

Figura. 46 Corte transversal de tejido de tallo (30um) tras haber sido inoculado el
sustrato y con crecimiento de 720 horas, observado mediante microscopia de
epifluorescencia a 60x y un filtro en verde. EC; E. coli.

En la figura 47 podemos observar a E. coli que se ha logrado internalizar en hoja

tras 720 horas, lo cual confirma los estudios realizados por Kroupitski et al., (2009)
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donde la incidencia de la luz produce que los estomas de las plantas se abran mas
durante la fotosintesis lo cual promueve a que suceda la internalizacién de
microorganismos como Salmonella y E. coli. También existen reportes en donde
se menciona una mayor incidencia de internalizacion de E. coli en las hojas de
diversas hortalizas (Golberg, et al, 2011). Diversos estudios en donde se observan
las interacciones entre la E. coli O157: H7 y hojas de lechuga cortadas
demostraron apego eficiente de las bacterias a la superficie, tricomas, estomas, y
cortes de bordes (Seo y Frank, 1999; Takeuchi y Frank, 2000, 2001 a, b).

/EC

Figura. 47 Corte transversal de tejido de hoja (30um) tras haber sido inoculada el
agua y crecido durante 720 horas, mostrado mediante microscopio de
epifluorescencia y observada con 60x y un filtro en rojo. EC; E. coli.
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5.5.2 Microscopia confocal.

Las primeras determinaciones se realizaron por epifluorescencia Optica sin
embargo para la confirmacion de los resultados obtenidos se realizaron
observaciones con microscopia confocal. Esta técnica reduce el corte a 200 nm,
ademas reduce la autofluorescencia de las muestras y facilita la observacion de
las bacterias en diferentes planos. Asimismo las tomas pueden observarse de
manera simultdnea en campo claro, y dos canales en fluorescencia, verde para la
planta (fluorescencia basal) y rojo para la tincibn o visualizacion de E. coli
(flourocromo especifico, rodamina) y una Ultima toma donde se realiza una

superposicion de imagenes (over light).

Al haber realizado las tomas con microscopia confocal, se logré observar mucho
mejor las capas internas del tejido muestra ya fuera hoja, tallo o raiz,
particularmente para el mecanismo de transmision agua inoculada a las 720 horas
de crecimiento de la planta se encontré la presencia de bacterias internalizadas de
E. coli en raiz y hoja como se muestran en la figura 48 y 49, donde la
fluorescencia especifica del fluor6foro se observa en el extremo superior derecho

en rojo.

En las imagenes de la 48, 49 y 50 se muestran los diferentes cortes de las
muestras de espinacas inoculadas con E. coli por medio del agua (hoja, raiz y
tallo, respectivamente) en los resultados obtenidos se identificd la internalizacion
de la bacteria en hoja y raiz, lo que es similar a lo obtenido en la investigacién
realizada por Seo y Frank (1999), quienes observaron ocasionalmente células de
E coli O157:H7 atrapadas de 20 a 100 micras debajo de la superficie de estomas y
en los borde de cortes de lechuga iceberg. En un estudio reciente, se muestra que
E. coli O157: H7 puede entrar en el tejido interno de hojas de espinaca bebé
(Kroupitski et al., 2009).
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Figura. 48 Corte longitudinal de hoja (30um) después de 720 horas tras haber sido
inoculada el agua de riego, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)
Superposicion de los campos. EC; E. coli.

Por otra parte, diversos estudios demuestran que el reciclaje del agua del lavado,
una practica comun en el lavado e hidroenfriamiento, puede conducir a la
contaminacion cruzada (Brackett, 1998). Los microorganismos en el agua pueden
contaminar la fruta a través de las lenticelas, estomas y heridas incurrido durante

la cosecha.

En microscopias confocales realizadas por Golberg et al. (2011), se encontr
Salmonella en superficie e internalizacion en las hojas de rdcula con una alta
incidencia de internalizacion, en albahaca con incidencia de internalizacion media,
y el perejil sin internalizacion. Y se mostré que esta se encuentra en el espacio
subestomatico y en la region intercelular (apoplasto) del parénquima esponjoso en

hojas de racula.
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Figura. 49 Corte transversal de raiz (30um) después de 720 horas tras haber sido
inoculada el agua de riego, microscopia confocal a 63x A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)
Superposicion de los campos. EC; E. coli.

Figura. 50 Corte transversal de tallo (30um) después de 720 horas tras haber sido
inoculada el agua de riego, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)
Superposicion de los campos.
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De acuerdo con Lusasik et al.,, (2001) la internalizacion bacteriana puede
presentarse en cicatrices superficiales por ejemplo en flores, asimismo Annous et
al., (2001), y Reina et al., (2002), encontraron que E. coli es capaz de adherirse
principalmente a caliz y cicatrices en tallos contaminados de manzanas Golden

Delicious y pepino.

En semilla inoculada se refiere solo se encontrd internalizacion de E. coli en el
tejido para tallo como se muestra en la imagen 52 a diferencia de los otros tejidos
donde la fluorescencia no se observa (figuras 51 y 53). El hecho de que no se
observaran bacterias en las tomas de hojas y raices de espinacas indica que no
estén presentes, ya que durante el tratamiento de las muestras se pudieron haber
perdido. Itoh et al., (1998) hallaron que E. coli O157:H7 se internaliza en los
estomas de cotiledones de brotes de rdbanos, los cuales fueron contaminados con

la bacteria a partir de las semillas.

A pesar de que solo se observa internalizacion en los tallos de espinaca, esto no
quiere decir que sea un riesgo menor, ya que una vez internalizadas las bacterias
ya no son susceptibles a los métodos de desinfeccion convencionales en la
elaboraciéon de alimentos y produccion de hortalizas (Seo y Frank, 1999). Lo que
plantea un peligro potencial para la seguridad de los consumidores. Ademas de
gue existe la posibilidad de que con el transcurso del tiempo estas bacterias se

desplacen hacia otras partes de la misma hortaliza.

Ademas de que la contaminacién de semillas con E. coli representa un peligro
latente, como el caso reportado por Breuer et al., (2001) donde e reporta un brote
de Escherichia coli O157:H7 ocurrido en Estado Unidos de Junio a Julio en 1997,
en el que varias personas presentaron la patologia y se encontré que el Unico

vinculo en comun fue el uso del mismo lote de semillas de alfalfa, crecido y se
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expedido en Idaho, que indica que la semilla estaba contaminada antes de que
fuera enviado a las instalaciones, el brote terminé después de los brotes de alfalfa
del lote de semillas implicado ya no se vendieron. Esta fue la primera evidencia de

la importancia de los métodos de desinfeccion en materias primas.

Figura. 51 Cortes transversal de raiz (30um) después de 720 horas tras haber sido
inoculada la semilla, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)
Superposicion de los campos.
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Figura. 52 Cortes longitudinal de hoja (30um) después de 720 horas tras haber
sido inoculada la semilla, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)

Superposicion de los campos.

'}'u

Figura. 53 Cortes transversal de tallo (30um) después de 720 horas tras haber
sido inoculada la semilla, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)

Superposicion de los campos. EC; E. coli.
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Resultados obtenidos por Sharma et al.,, (2009), donde hacen observaciones
similares con microscopio de inmunofluorescencia para la internalizacion de E. coli
en espinacas después de haber sido inoculadas, se asemejan a lo encontrado en

este trabajo.

Por ultimo para el mecanismo de transmision de suelo inoculado, no se presento
la fluorescencia lo cual indica que no se internalizd la bacteria en ningun tipo de
tejido (figuras 54, 55 y 56), lo cual difiere de lo encontrado con los recuentos
donde el mecanismo de transmision de suelo inoculado tuvo los recuentos mas
altos durante todo el periodo de crecimiento de la planta incluso para el método de

recuento y recuperacion M2.

En un estudio realizado por Solomon, et al., (2002), se encontré presencia de E.
coli O157:H7 y la subsecuente internalizacion de la misma en plantas de lechuga
producidas por medio de estiércol contaminado incorporado al suelo y en agua de
riego contaminado. En este mismo estudio se determiné que la E. coli puede ser
transportada desde el sistema de raiz en la parte comestible, supuestamente por
el sistema vascular de la planta.
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Figura. 54 Cortes longitudinal de hoja (30um) después de 720 horas tras haber
sido inoculado el suelo, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)

Superposicion de los campos.

Figura. 55 Cortes transversal de raiz (30um) después de 720 horas tras haber sido
inoculado el suelo, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del tejido),
Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)

Superposicion de los campos.
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Figura. 56 Cortes transversal de tallo (30m) después de 720 horas tras haber
sido inoculado el suelo, microscopia confocal a 63x. A) Campo verde (color del
tejido), Fluorescencia basal, B) Campo rojo fluorocromo, C) Campo claro, D)

Superposicion de los campos.
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5.5.3 Microscopia electronica de barrido (SEM).

Debido a que uno de los mecanismos de sobrevivencia de algunas bacterias es la
adherencia y la formacién de biopelicula sobre la superficie de los vegetales, se
realizaron observaciones con un microscopio electronico de barrido de los

diferentes tejidos.

En las figuras 57, 58, 59 y 60 se observar tomas macroscopicas de raiz (figura 57)
y tallo (figura 59) a las cuales se les hizo un acercamiento hasta 10,000x donde en
las figuras 58 y 59 podemos observar la presencia de bacterias sobre las

superficie de estos dos tejidos.

Figura. 57 Corte de raiz de espinaca donde fue inoculada el agua de riego y
crecida durante 360 horas, observada mediante SEM, Barra: 500pum.
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Figura. 58 Corte de raiz de espinaca donde fue inoculada el agua de riego y
crecida durante 360 horas, observada mediante SEM, Barra: 5um. EC; E. coli. A;
Adherencia, B; Biopelicula.

Figura. 59 Corte de tallo de espinaca donde fue inoculada el agua de riego y
crecida durante 360 horas, observada mediante SEM, Barra: 500um.
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Figura. 60 Corte de tallo de espinaca donde fue inoculada el agua de riego y
crecida durante 360 horas, observada mediante SEM, Barra: 5um. EC; E. coli. A;
Adherencia, B; Biopelicula.
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En la figura 61 se observa una parte de raiz después de haber sido deshidratada y
sometida a un recubrimiento de oro, partiendo de esta imagen se buscé sobre la

superficie de la muestra bacterias, y la formacion de biopeliculas.

2:17:07 PM | 155x / INECOL

,3? ‘ 5/8/2015 | mag OJ

Figura. 61 Corte de raiz de espinaca donde fue inoculada la semilla y crecida
durante 720 horas, observada mediante SEM, Barra: 1Imm. PR; Pelos radicales de
la raiz.

En las imagenes que corresponden para el mecanismo de transmision de semilla
inoculada, después de las 720 horas (Figuras 62, 63 y 64), para los tres tejidos se
observan tanto bacterias adheridas sobre la superficie, como la formacion de
biopelicula. Particularmente para la seccion de tejido correspondiente a raiz se

logran observar mayor numero de bacterias en la superficie.

85



;& 5/8/2015 mag [ WD
2:30:19 PM | 10000 x | 25.0 mm | INECOL

Figura. 62 Corte de raiz de espinaca donde fue inoculada la semilla y crecida
durante 720 horas, observada mediante SEM, Barra: 20um. EC; E. coli. A,
Adherencia, B; Biopelicula, PR; Pelos radicales de la raiz.

En la figura 63 podemos observar los estomas de la hoja, y como se mencioné en
la seccion anterior pueden ser una entrada para las bacteria (Kroupitski et al.,
2009), dando como resultado que esta técnica de microscopia no sirva solamente
para observar la adherencia, sino también como interactian las bacterias sobre

estos.
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Figura. 63 Corte de hoja de espinaca donde fue inoculada la semilla y crecida
durante 720 horas, observada mediante SEM, Barra: 50um. EC; E. coli, A;
Adherencia, Es; Estoma, B; Biopelicula

- 1
5/8/2015 mag [ WD — 20 m
8:07:17PM | 10000 x | 26.1 mm INECOL

Figura. 64 Corte de tallo de espinaca donde fue inoculada la semilla y crecida
durante 720 horas, observada mediante SEM, Barra: 20um. EC; E. coli, A;
Adherencia, B; Biopelicula.
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Estudios realizados previamente demuestran que las hojas de lechuga se
mantuvieron contaminadas con E. coli O157:H7 incluso después del lavado, lo que
indica que la superficie y el agua de riego que se utiliza plantea riesgos
importantes (Solomon et al., 2002), asi pues, en el trabajo realizado para espinaca
se demuestra la sobrevivencia superficial después de 720 horas

independientemente del mecanismo de transmision al que fue sometido.
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VI Conclusiones y sugerencias

e Fue posible recuperar a E. coli tras 720 horas de crecimiento de los tejidos
vegetales sin importar el mecanismo de transmisién suelo, agua y semilla
inoculados.

e Los valores de los recuentos de E. coli aumentaron cercanos a 1.3 Logio
UFC/g después de 72 horas, sin importar el mecanismo de transmision, y el
meétodo de recuento y recuperacion, confirmando la fase exponencial del
microorganismo.

¢ El método de recuento y recuperacion 2 superficial y homogenizacion (M2),
resultd ser méas efectivo para evaluar el crecimiento de E. coli debido a que
se consideraron bacterias tanto internalizadas como superficiales presentes
en los tejidos de espinaca.

e Para el método de recuento y recuperacion superficial (M1), los recuentos
fueron mayores para suelo inoculado a las 72 horas con valores de 1.5
Logio UFC/g.

e Dependiendo del posible mecanismo de transmision se incrementaron los
valores de Logip UFC/g para el método de recuento y recuperacion
superficial y homogenizacion (M2) en semilla inoculada con 1.8 Logig
UFC/g.

e Se confirma la internalizacion de E. coli en tejidos de raiz y hoja para agua
inoculada y tallo para semilla inoculada, por las microscopias de
inmunofluorescencia y confocal transcurridas las 720 horas de desarrollo de
la planta.

e Las microscopias electronicas de barrido confirman la adherencia y
desarrollo de E. coli en superficies y estomas lo cual puede favorecio la
internalizacion en tejidos como hoja.

e La adherencia e internalizacion de E. coli en tejidos de espinaca se
relacionan con el riesgo potencial de adquirir una enfermedad transmitida

por alimentos por el consumo de este vegetal.
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Se sugiere realizar estudios relacionados con las posibles fuentes de
contaminacion para disefilar medidas preventivas que garanticen la
inocuidad de vegetales como la espinaca u otros vegetales que se
consumen crudos.

Deberia tomarse en cuenta para futuras investigaciones la determinacion
de recuentos para los diferentes tejidos raiz, hoja y tallo y confirmar a que
nivel se produce la contaminacién microbiologica.

Aumentar los tiempos de analisis considerando los tres mecanismos de
transmision semilla inoculada, agua inoculada y suelo inoculado, en los dos
métodos de recuento y recuperacion superficial y superficial y
homogenizacion de E. coli, como se evaluaron en este estudio.

Desarrollar tratamientos de limpieza y desinfeccion eficientes para el

consumo de estos vegetales de acuerdo con los resultados obtenidos.
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