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RESUMEN EJECUTIVO

La Escherichia coli O157 H7 es un patogeno transmitido por alimentos, capaz de
ocasionar enfermedades gastrointestinales graves en humanos, como colitis
hemorragica y sindrome urémico hemolitico. La presente investigacion tuvo como
objetivo identificar molecularmente Escherichia coli O157 H7 aislada de carne de
pollo comercializada en Ambato mediante la deteccion de los genes de virulencia Stxi,
Stxs, rfbE y fliC. Se analizaron 31 aislados bacterianos previamente identificados y
conservados en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato. La deteccion molecular de los
genes se realizd mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
seguida de electroforesis en gel de agarosa al 2% todos los genes para la visualizacion
de los productos amplificados mediante un transiluminador. Como resultado, no se
detecto la presencia del gen Stx1 en ninguno de las muestras; sin embargo, se identifico
el gen Stx, en 5 aislados (16,1 %). Asimismo, no se evidencidé amplificacion del gen
rfbE en ninguna de las muestras, el gen fliC fue detectado en los 31 aislados (100 %).
Estos hallazgos sugieren la presencia de cepas con potencial virulento asociadas a la
produccion de toxina Shiga tipo 2 y al antigeno flagelar H7, aunque sin evidencia
molecular del antigeno somatico O157. La investigacion se enmarca en la linea de
inocuidad alimentaria y salud publica, y su aporte cientifico radica en el conocimiento
epidemioldgico y al fortalecimiento de las estrategias de vigilancia microbiologica en

alimentos de origen aviar.

Descriptores: Escherichia coli O157 H;, carne de pollo, PCR, genes de virulencia,
toxina Shiga, inocuidad alimentaria.
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ABSTRACT

Escherichia coli O157 is a foodborne pathogen capable of causing severe
gastrointestinal diseases in humans, including hemorrhagic colitis and hemolytic
uremic syndrome. The aim of this study was to molecularly identify Escherichia coli
0157 isolated from chicken meat marketed in Ambato through the detection of the
virulence genes Stxi, Stxo, rfbE, and fliC. A total of 31 bacterial isolates previously
identified and preserved at the Molecular Biology Laboratory of the Faculty of
Agricultural Sciences of the Technical University of Ambato were analyzed.
Molecular detection of the target genes was performed using the Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique, followed by electrophoresis on 2% agarose gel for all genes
and visualization of the amplified products using a transilluminator. The results
showed that the stx1 gene was not detected in any of the isolates; however, the Stx,
gene was identified in 5 isolates (16.1%). Likewise, no amplification of the rfbE gene
was observed in any of the samples, whereas the fliC gene was detected in all 31
isolates (100%). These findings suggest the presence of strains with virulence potential
associated with the production of Shiga toxin type 2 and the H- flagellar antigen,
although without molecular evidence of the O157 somatic antigen. This research is
framed within the field of food safety and public health, and its scientific contribution
lies in expanding epidemiological knowledge and strengthening microbiological

surveillance strategies for poultry-derived food products.

Keywords: Escherichia coli O157 Hy, chicken meat, PCR, virulence genes, Shiga
toxin, food safety.
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INTRODUCCION

La produccion avicola constituye uno de los sectores pecuarios mas productivos a nivel
mundial, debido a la demanda de proteina de origen animal. En especial la carne de
pollo a nivel mundial se ha consolidado como unas de las principales fuentes de
alimentos por su accesibilidad econdmica, valor nutritivo y por su porcentaje de
proteina. Por lo cual en el Ecuador es una de las principales fuentes de proteina animal,
ya que de acuerdo con CONAVE (2025) menciona que el consumo per capita es de
30 kg por persona al aflo. Ademas, el Ecuador ha alcanzado niveles productivos de

494 mil toneladas de carne de pollo producidas al afio (aviNews, 2025).

El consumo masivo de carne de pollo incrementa el riesgo de exposicion por patdgenos
zoonoticos cuando no se emplean buenas técnicas de higiene- sanitarias durante su
produccion, procesamiento y también en su comercializacion, ya que es importante
tener en cuenta las enfermedades que se relacionan con el consumo de carne de pollo,
debido a que los alimentos de origen animal son fuentes de transmision de agentes
patogenos. En el canton Ambato se ha evidenciado problemas en la calidad
microbioldgica de carne de pollo que se comercializa. La carne de aves de corral ha
sido uno de los principales vehiculos de transmision de patdogenos porque puede
desarrollarse en temperaturas de 35° C hasta - 2°C, lo que sugiere el estudio de
microorganismos patogenos como es la Escherichia coli O157 H7 conjunto con sus
genes de virulencia (Stx;, Stxz, rbfE y fliC) , ya que este tipo de alimento representa un
alto riesgo sanitario teniendo como consecuencia desencadenamiento de brotes de

enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) (Cruz Quintana et al., 2023).

La Escherichia coli es una enterobacteria comuin que esta presente en humanos y
animales de sangre caliente, formando parte de la microbiota intestinal. Sin embargo,
en determinadas circunstancias, algunas cepas pueden representar un alto riesgo para
la salud publica. Siendo una de las principales razones, las enfermedades por alimentos

(ETA), uno de los problemas mas estudiados actualmente son las cepas productoras



de toxinas Shiga (STEC), dentro de las cuales este grupo se encuentra el serotipo O157

H7 siendo el mas estudiado (Alarcoén et al., 2020).

Ademas del serotipo O157 H:7, existen otros serotipos que son considerados como
patogenos potenciales y que representan un riesgo para la salud publica de acuerdo a
la Organizacion Mundial de la salud (OMS) son los serotipos O:H como; 026 H11,
0103 H2, O113 H21 representan una amenaza debido a que puede causar cuadros
clinicos severos como diarrea, sindrome urémico hemolitico (HUS), dafio renal y
colitis hemorragica, lo que le convierte en un microorganismo de interés para
vigilancia sanitaria (Gambushe et al., 2026). Se caracteriza por ser un patogeno que
con mas frecuencia ha sido transmitido mediante alimentos y es una de las cepas mas

importantes para la salud publica (Cardozo et al., 2012).

Por lo cual la identificacion molecular de Escherichia coli O157 H7 en carne de pollo
constituye una herramienta fundamental para la vigilancia epidemioldgica y para la
seguridad alimentaria, permitiendo evaluar su presencia y también su potencial riesgo
que representa para la salud publica. En esta investigacion permite generar
informacion relevante sobra la contaminacion que puede existir en alimentos que se
expenden, contribuyendo al disefio de estrategias de control y para la prevencion de

enfermedades transmitidas por alimentos.



CAPITTULO |

1. MARCO TEORICO

1.1.- Antecedentes investigativos

Los productos carnicos son una fuente vital dentro de la nutricion, pero también se
asocia con las enfermedades que son transmitidas por los alimentos en todo el mundo.
La Escherichia coli O157 H7 es una de las cepas mas patdgenas que causa cuadros
clinicos graves, como por ejemplo puede causar sindrome urémico hemolitico, colitis
hemorragica y también problemas digestivos como diarrea, y esta puede ser

transmitida por carne contaminada (Dahmani et al., 2025).

La carne de pollo es uno de los alimentos de mayor consumo en todo el mundo porque
de acuerdo con la OECD-FAO (2024) menciona que el consumo de pollo a nivel
mundial llego a 133 millones de toneladas, lo que representa un 89% del total de carne
de ave consumida. Este consumo elevado se lo atribuye por su accesibilidad, precio y

por su valor nutritivo.

Sin embargo, debido a la alta demanda también se convierte las avicolas en un
potencial vehiculo de transmision de patdgenos y agentes zoonoéticos, especialmente
cuando no se cumple adecuadamente con las medidas de inocuidad en la cadena
alimenta porque constituye un eje fundamental para poder garantizar la salud publica,

la inocuidad y el bienestar animal (Tarr & Neill, 2001).



A nivel internacional, estudios han demostrado que la carne de pollo actia como un
vehiculo de transmision de este patdégeno, ya que de acuerdo a una investigacion que
se realizd en Colombia mediante la deteccion y serotipifacion de Escherichia coli
0157 H7 en productos carnicos que se comercializa, donde concluyeron que existen
niveles bajos de este microorganismo, pero que esto no garantiza la ausencia del
serotipo O157 H7 ya que aproximadamente el 32,5 % de las muestras de carne de pollo
que fueron provenientes de mercados privados dieron como positivo, concluyendo que
existen fallas en la inocuidad alimentaria representando un riesgo sanitario (Franco et

al., 2023).

De igual forma, en Costa Rica se realizd una investigacion de la presencia de
Escherichia coli O157 H7 en alimentos especialmente de origen animal, incluyendo
derivados de aves que se comercializaba, donde se analizaron 100 muestras de
menudos de pollo que fueron obtenidas de supermercados, ferias del agricultor,
carnicerias y mercados del area metropolitana. Donde Reuben et al. (2003) menciona
que los productos de consumo de origen animal han sido descritos como principal
fuente de contaminacion de diversos patégenos que incluye la Escherichia coli O157
H?7 por lo cual la identificacion de este microorganismo era esencial para la evaluacion
epidemioldgica de las patologicas que puede causar, generando un gran impacto en la
salud publica. Lo que concluyo que dio un 3% del total de las muestras positivo para
este patégeno. Por lo cual estos hallazgos refuerzan la necesidad de la vigilancia
microbioldgica constante de carne de pollo, por su alto consumo a nivel mundial y

nacional (Dahmani et al., 2025).

En Ecuador, la contaminacion microbiologica de alimentos de origen animal es un
problema recurrente que han sido reportados en multiples estudios realizados en
mercados, camales y también en los diferentes centros de faenamiento y de las cadenas
de distribucién como son los frigorificos. La investigacion en el &mbito de la inocuidad
alimentaria ha evidenciado la presencia de bacterias patdgenas como Escherichia coli,
Salmonella spp. y Listeria monocytogenes en diversos productos destinados al

consumo humano. De acuerdo con Gémez (2023) quien realiz6 un estudio orientado



a la identificacion de Escherichia coli y Salmonella spp en carne de pollo
comercializada en la ciudad de Ambato, provincia de Tungurahua. Los resultados del
estudio fueron positivos para la presencia de ambos patdgenos, destacandose el
aislamiento de aproximadamente 56 cepas de Escherichia coli. A partir de estos
hallazgos, concluy6 que la comercializacion de carne de pollo en los puntos de
expendio evaluados representa un riesgo para la salud publica, lo cual se asocid a

deficiencias en las practicas de higiene, manipulacion y conservacion del producto.

Diversos estudios han evidenciado que la carne de pollo se encuentra entre los
alimentos mas frecuentemente contaminados. De acuerdo con Cevallos et al. (2020)
identificaron la presencia de Escherichia coli y Salmonella en canales de pollo
expendidas en mercados de Quito, indicando fallas en la cadena de frio, manipulacion
inadecuada y contaminacion cruzada durante el faenamiento. De igual manera Panchi
(2021) menciona que la contaminacién bacteriana en productos de aves y derivados
que son comercializados en Ambato y Latacunga existe alta prevalencia de coliformes

fecales, lo que concluye que existe malas practicas de higiene.

En la ciudad de Guayaquil, el estudio de Zambrano (2019) mencionan que mas del
40% de las muestras de pollo crudo que fueron analizadas presentaban contaminacioén
por Escherichia coli, aunque no todas las muestras pertenecian a cepas que representan
un riesgo sanitario, ya que presentaba cuadros clinicos leves principalmente con
problemas gastrointestinales como vomito y diarrea, lo que no representaba un alto
riesgo sanitario a nivel nacional y mundial. Sin embargo, esto representa un riesgo mas
notorio de exposicion al consumidor ante microorganismos que son altamente
patdgenos. Ademas, en Cuenca mediante una investigacion similar demuestran que la
carne de pollo que son expendidas en mercados populares presenta una alta carga
microbiana, que incluyen la posibilidad de presencia de cepas STEC (toxinas shiga)
porque se emplearon técnicas moleculares para su deteccion, dando un positivo para

este tipo de cepa (Gallegos Chavez, 2023).



En la ciudad de Ambato, la carne de pollo es expendida en mercados, establecimientos
que estan autorizados y locales de expendio informal, que en dichos establecimientos
no cumple con todas las medidas sanitarias, tanto es su proceso de faenamiento,
transporte y almacenamiento. Dichas condiciones son propicias para el crecimiento
bacteriano y también son factores que favorecen la contaminacion de los productos
carnicos en los centros de distribucion (Piaggio et al., 2021). Aunque la Escherichia
coli se encuentra comunmente en el tracto intestinal de las aves, la presencia de cepas
enterohemorragicas como O157 H:7 en productos avicolas constituye un riesgo para la
salud publica, especialmente por la baja dosis infectiva que requiere para causar
enfermedad (Silva et al., 2009). Sin embargo, existe poca informacion local sobre la
circulacion de esta cepa en la carne de pollo que se encuentra disponible para el
consumo, lo que limita la capacidad de vigilancia sanitaria en la region, debido a que
no hay investigaciones previas de este patdgeno. Esta situacién plantea por lo cual
representa una necesidad de identificar molecularmente la presencia de Escherichia
coli O157:H7 en la carne de pollo que se comercializa en Ambato, con el fin de

determinar el nivel de riesgo al que se expone al consumidor (Lopez et al., 2009).

La inocuidad alimentaria constituye uno de los pilares fundamentales en la salud
publica debido a que los productos animales conforman la dieta diaria de toda la
poblacion, por lo cual el estudio de la Escherichia coli O157 Hy se destaca por su
capacidad de virulencia. En la ciudad de Ambato, la carne de pollo es expendida en
mercados y frigorificos donde pueden presentarse problemas dentro de la cadena de
frio, deficiencia en practicas de manipulacion y condiciones higiénicas, lo que
favorece la contaminacion bacteriana, por lo que las avicolas constituyen un riesgo
dentro de la salud publica, por lo cual esta situacion plantea la necesidad de la

identificacion molecular de Escherichia coli O157 H7 aislada en carne de pollo.

En investigaciones se ha evidencia la presencia de Escherichia coli O157 H7 en
alimentos principalmente de origen animal, especialmente en carne de pollo, lo que da
como resultado un riesgo para la salud publica. En Ecuador de acuerdo a CONAVE

(2025) menciona que el consumo per capita de carne de pollo es de 30 kg por cada



persona al afio, de la misma forma menciona que el afio 2025 la produccién de carne
de pollo es de 594 toneladas, por lo cual de acuerdo Ayala & Goyes (2024) realizaron
una investigacion en centros de faenamiento de la ciudad de Tulcan donde evaluaron
la presencia de Escherichia coli O157 H; mediante técnicas moleculares por PCR,
donde analizaron 75 muestras de carne de pollo, donde dio como resultado un 2% que
dieron positivo para la presencia de este patdgeno. Por lo cual este hallazgo demuestra,
que la prevalencia de este patdgeno puede ser baja, existe circulacion de este

microorganismo dentro de la cadena productiva de las avicolas.

1.2.-Fundamento Tedrico

1.2.1.-Escherichia coli O157 H7

La Escherichia coli es una bacteria Gram negativa, no esporulante que tiene una forma
de baston, tipo anaerobia facultativa, coliforme y pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, que habita en el medio ambiente, alimentos, el intestino delgado
y animales de sangre caliente cuenta con aproximadamente 4.6 millones de pares de
bases que codifica alrededor de 4.300 genes, debido a que tiene gran capacidad de
transferir material genético mediante el mecanismo de transferencia horizontal de
genes porque es el movimiento de material genético entre organismos ya sea
unicelulares o pluricelulares. Esta bacteria se encuentra distribuida por todo el tracto
gastrointestinal de todos los seres vivos, ya que en condiciones normales esta bacteria
se encuentra en el microbiota intestinal, debido a que cumple diversas funciones dentro
del organismo como es la sintesis de vitaminas, en el metabolismo de nutrientes y entre

otras (Brooks et al., 2013).

El serotipo O157 H; se encuentra establecido por el antigeno somatico O157
(lipopolisacérido de la membrana externa) y por el antigeno flagelar. Esta cepa cuenta
con un genoma que tiene varios factores de virulencia, donde resaltan los genes Stx;y
Stx> que son los principales productores de las toxinas Shiga, ya que inhiben las

sintesis proteicas de las células del huésped mediante la inactivacion de la subunidad



60S del ribosoma, llega a causar dafio y en casos muy severos llega a la muerte celular

de las células eucariotas (Jordan et al., 2026).

La Escherichia coli O157 H:7se desarrolla en temperatura de 7 °C que incluso llega a
temperaturas de 50 °C, siendo la temperatura 6ptima de 37 °C, ademas es resistentes
a condiciones acidas, lo que le permite sobrevivir en ambientes gastricos (Tarr &
Neill, 2001). Ademas, tiene una capacidad infectiva muy grande porque se ha
demostrado que el consumo bajo de células viables puede causar enfermedades graves,

ya que para desarrollar solo necesita de 10 a 100 células (Shelton et al., 2006).
Figura 1.

Morfologia de la Escherichia coli O;57 H:7

Fuente: (Tolar et al., 2024)

1.2.2.-Caracteristicas morfologicas

Las células de la Escherichia coli tienen un tamafio de 1-3 pm x 0,4-0,7 pm
(micrémetros), aproximadamente 1 pm de largo y 0,35 um de ancho con un volumen
de 0,6-0,7 um, ademds esta bacteria es mévil debido a que es de tipo flagelar, su
crecimiento o multiplicacion se producen a una temperatura de 37 °C, por lo cual su

reproduccion en condiciones favorables es de 20 minutos (Kaper et al., 2004).

La Escherichia coli tiene una pared celular delgada que cuenta con una o dos capas de

peptidoglicano, algunos serotipos pueden causar diversos problemas digestivos
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teniendo como sintomas diarreas, vomitos y entre otros, esta bacteria cuenta con 150-
200 serotipos con diferente antigeno: el somatico (O) de la pared celular, el capsular

(K) y el flagelar (H) (Basavaraju et al., 2022).

Para la clasificacion del antigeno H:7 y para el serogrupo O157. El antigeno somatico
“O” pertenece a los lipopolisacaridos que estdn en la membrana externa y es
termoestable; por lo cual corresponde al serogrupo O157, y su antigeno H corresponde
a la proteina flagelina que constituye los flagelos, esta es termolabil y también
determina el desplazamiento bacteriano; por lo cual en esta cepa se identifica como
H:7, este serotipo O157 H:7 representa gran importancia en la salud publica debido a

sus cepas productoras de toxinas Shiga (Shaaban et al., 2025).
Figura 2.

Tincion gram de Escherichia coli O157 H:7

Fuente: (Microbiolypirctures.com, 2016)

1.2.3.-Propiedades fisicas y quimicas

La Escherichia coli O157 H:7 es una bacteria mesofila que crece en temperaturas
optimas de 37 °C, pero se pueden desarrollar también en temperaturas de 7 °C a 50

°C, lo que le permite sobrevivir en varios ambientes, incluso en alimentos que se



encuentran en refrigeracion, ya que posee capacidades de adaptacion a las diferentes
condiciones ambientales, por su variabilidad de temperatura y también se adapta a pH

acidos (Shi et al., 2025).

1.2.4 Clasificacion de patotipos de Escherichia coli

Las cepas de la bacteria Escherichia coli se clasifican en diferentes patotipos que esto
varia segun su mecanismo de virulencia, factores genéticos y cuadros clinicos. La
mayoria de las bacterias son inofensivas porque forman parte normal del tracto
digestivo debido a que ayudan a digerir los alimentos, producen vitaminas y también
protegen de otros patdogenos, pero existen 6 tipos que causan cuadros clinicos severos,
pueden causar enfermedades entéricas/ diarreicas, infecciones del tracto urinario y

sepsis/ meningitis (Niaz et al., 2026). Son:

1.2.4.1 Escherichia coli enterotoxigénico (ETEC)

La Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) se caracteriza principalmente por la
produccion de enterotoxinas termolabiles (LT) y termoestables (ST), mismas que
influyen en la secrecion de agua y de electrolitos en el intestino delgado, causando
diarrea acuosa (Prado et al., 1983) . Este patotipo se caracteriza por tener factores de
colonizacion principal de fimbriales (estructuras proteicas) principalmente de F4, F5,
F6yF18 esto permite a que la bacteria se adhiera a las células epiteliales del intestino,
facilitando la colonizacion, causando diarrea hemorrdgica y también sindrome

urémico (Escribano et al., 1988).

1.2.4.2 Escherichia coli enteropatégeno (EPEC)

La Escherichia coli enteropatogena (EPEC) se diferencia por la capacidad de
induccion de lesiones de adherencia y de borramiento (A/E) de los enterocitos,

causando destruccion de las vellosidades intestinales y alterando la absorcion de
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nutrientes (Silveyra et al., 2015). Este proceso se desarrolla por la proteina intimina
(proteina de la membrana externa) quien codifica al gen eae, esto facilita la adhesion
de la bacteria en las células del huésped. Ademas, se diferencia de otros patotipos
debido a que esta no es productos de toxinas Shiga y por su dafo que se efectia en la
estructura principalmente del epitelio intestinal en la parte del intestino delgado

(Canal et al., 1999).

1.2.4.3 Escherichia coli enteroinvasor (EIEC)

La Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) se caracteriza por desarrollarse en las
células del epitelio intestinal, lo que degenera la destruccion tisular y produce una
respuesta inflamatoria. Ademas, este patotipo es similar al género Shigella, ya que su
mecanismo de patogenicidad es similar por su comportamiento de invasion y su
comportamiento intracelular. Este patotipo se caracteriza por causar infeccion en el
colon por medio de dafio celular directo lo que produce alteraciones en el tejido

intestinal (Mirelis et al., 1987).

1.2.4.4 Escherichia coli enteroagregativa (EAEC)

La Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) se caracteriza por tener un patron de
adherencia en forma de “ladrillo apilado”, es decir que esta bacteria se adhiera a las
células epiteliales del intestino, lo que permite que se formen biopeliculas
(comunidades complejas de bacterias), ya que ayuda a la bacteria sea mas resistente a
antibioticos, por lo cual permite a ser mas persistente dentro del tracto gastrointestinal
(Ferreira et al., 2021). Este patotipo es productora de enterotoxina EAST1 que esta
regulada por el gen aggR. Ademas, tiene una capacidad prolongada de colonizacion y
produce infecciones persistentes, ya que por su patron de adherencia permite que sean

mas resistentes a los mecanismos que produce el huésped (Durand et al., 2025).
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1.2.4.5 Escherichia coli enterohemorragico (EHEC)

La Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), no se considera como un grupo en si,
sino como un subgrupo de la cepa productora de toxina Shiga (STEC) como es Stx1 y
Stx2, misma que tienen un efecto citotoxico sobre las células endoteliales, lo que
provocan un dafio vascular. Este patotipo tiene la capacidad de generar lesiones de
borramiento y adherencia (A/E) dentro de los enterocitos, por medio del gen eae, lo
que altera la mucosa intestinal (Notario P et al., 2000). Una de las caracteristicas es
que tiene una baja dosis de infectividad, lo que permite que su trasmision sea a partir
de pequetias cantidades de bacterias. Ademas, posee una alta resistencia a condiciones
ambientales muy adversas, misma caracteristica favorece a la supervivencia en los
alimentos. El serotipo mas representativo es O157 H:7, aunque existen otros que son

no-O157, pero tienen patogenicidad parecida (Pistone et al., 2005).

Fisiopatoldgicamente causa diarrea acuosa, también se puede desarrollar colitis
hemorragica, generando cuadros clinicos severos como Sindrome Urémico
Hemolitico, siendo mas comun en nifios y personas vulnerables (Jordan et al., 2026).
Por lo cual es importante detectar estos serotipos porque los animales actian como
reservorios, ya que eliminan esta bacteria mediante las heces, lo cual facilita la
contaminacion de alimentos provenientes de origen animal (productos carnicos),

principalmente dentro de su proceso de faenamiento (Mercado, 2006).

1.2.4.6 Escherichia coli difusamente adherente (DAEC)

La Escherichia coli difusamente adherente (DAEC) es un patotipo diarrogénico, se
asocia principalmente con cuadros clinicos de diarrea en nifios. Se caracteriza por
presentar patrones de adherencia difusa sobre las células epiteliales.
Aproximadamente el 75% de estas cepas producen adhesion de la fimbrial F1845
(proteina filamentosa) (Riveros et al., 2011). Participa en la patogénesis de la diarrea
por medio de adherencia celular provocando inflamacién intestinal, ya que se adhiere

en las células epiteliales intestinales gracias a la adhesion de la familia Dr (Afa/Dr) es
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un grupo de proteinas fimbriales y también afimbriales sirven para que las células se
unan a las del huésped, especialmente la proteina F1845, es la que reconoce al receptor

DAF que esté presente en la superficie de la célula (Ocampo et al., 2021).

La union de DAEC al receptor DAF se da por la activacion de las vias de sefializacion
intracelular, como el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K), es la que produce cambios
morfoldgicos celulares y la formacion de prolongaciones citoplasmaticas que rodean
a las bacterias que son adheridas (Azour et al., 2026). Lo que favorece la colonizacion
de la bacteria y la persistencia en las células epiteliales intestinales, ya que afecta a la
absorcion de nutrientes provocando diarrea induciendo moléculas de inflamacion y

liberacion de citocinas (Cullen et al., 2026).
Figura 3.

Esquema patogénico de Escherichia coli diarreogénica
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Nota: En la imagen se muestra las 6 categorias reconocidas de Escherichia coli
diarreogénica presentan caracteristicas unicas de su interaccion con las células
eucariotas. a) La EPEC se adhiere a los enterocitos del intestino delgado, destruyendo
las microvellosidades normales, induciendo caracteristicas de adhesion y borramiento
A/E, dando una respuesta inflamatoria y diarrea. 1. Adhesion inicial, 2. Translocacion
de proteinas por secrecion tipo III, 3. Formacion de pedestal. b) La EHEC también
induce la lesion de adhesion y borramiento A/E, pero en el colon, sus caracteristicas
son la producciéon de toxinas Shiga (Stx), cuya absorcidon sistémica produce
complicaciones mortales. ¢) La ETEC se adhiere a los enterocitos del intestino delgado
causando diarrea acuosa mediante la secrecion de enterotoxinas termolabiles (LT) y
termoestables (ST). d) La EAEC se adhiere al epitelio del intestino delgado y grueso
formando biopeliculas que producen enterotoxinas y citotoxinas. e) La EIEC invade
las células epiteliales del colon, lisa el fagosoma y se mueve por las células mediante
la nucleacion de microfilamentos de actina. f) La DAED provoca un efecto de
transduccion de sefiales en los enterocitos del intestino delgado. Fimbrias de adhesion
agregativa (AAF); pilus formador de haces (BFP); antigeno del factor de colonizacioén
(CFA); factor acelerador de la degradacion (DAF); enterotoxina ST1 de Escherichia
coli enteroagregativa (EAST1); enterotoxina 1 de Shigella (ShET1); enterotoxina
termoestable (ST) (Kaper et al., 2004).

1.2.5.- Factores de virulencia

La Escherichia coli O157:H7, pertenece al grupo enterohemorragico (EHEC), su
patogenicidad se ve determinando por sus factores de virulencia, ya que por medio de
esta llega a colonizar el intestino, logra llegar porque evade las defensas del
hospedador, provocando dafios a nivel sistémico. Estos factores estan mediados por lo
mecanismo de adherencia, toxinas y sistemas de secrecion, lo que favorece a su

capacidad de infeccion (Chavez Bravo et al., 2007).

El principal factor de virulencia es la produccion de toxinas Shiga (Stx;y Stxz) porque

pertenecen a la familia ABS, inhiben la sintesis proteica, ya que inactivan la subunidad
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ribosomal 60S de las células eucariotas. Su accion va principalmente a las células del

endotelio, especialmente del rifidon lo que explica el desarrollo del sindrome urémico

hemolitico (Miranda-Estrada et al., 2017).

Otra caracteristica fundamental es la isla de patogenicidad LEE (Locus of Enterocyte
Effacement), ya que su principal funciéon es provocar lesiones de “adhesion y
borramiento” (A/E) dentro del enterocito, lo que provoca la destruccion de las
vellosidades intestinales, también interfiriendo en su estructura lo que impide la

absorcion intestinal y provoca diarrea (Quiguanas-Guarin et al., 2020).

El serotipo O157 H:7 produce enterohemolisina (toxina formadora de poros), es una
toxina que acttia como un factor de virulencia, ya que contribuye a la lisis de eritrocitos
y también otras células, debido a que provoca dafo tisular, lo que favorece la liberacion
de nutrientes para la supervivencia de la bacteria (Samad et al., 2026). Los genes Stx
se encuentra en bacteriofagos lisogénicos, lo que permite que su transferencia de ADN
sea horizontal, por lo que estas bacterias integran su material genético dentro del
cromosoma del huésped formando un profago, lo que se replica sin matar a las células
del huésped inmediatamente, lo que permite la aparicion de nuevas cepas con

capacidad de patogenicidad, provocando que sean mas virulentas (Millan et al., 2020).

Finalmente, la bacteria Escherichia coli O157 tiene capacidad de supervivencia en
condiciones ambientales muy adversas, que incluye temperatura y pH, por lo cual lo
hace que sea mas persistente en los alimentos y por la capacidad de formar biopeliculas
(Akenten et al., 2026). Esta caracteristica permite que la transmision a través de
alimentos principalmente de origen animal sea mas resistente, lo que refuerza la
importancia del estudio, ya que se considera que los bovinos son los principales

portadores y son reservorios de esta bacteria (Gonzales-Rodriguez et al., 2022).
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Figura 4.

Esquema epidemioldgico de las principales vias de trasmision y reservorios de

Escherichia coli O157 H:7
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1.2.6.-Genes de virulencia

1.2.6.1-Toxinas Shiga (Stx1 y Stx2)

STEC se diferencian seglin sus antigenos; somaticos O, flagelar H en serogrupos (O)

o en serotipos (O:H);

La toxina Shiga también conocida como “Stx” es una de las toxinas mas potentes que
produce la bacteria Escherichia coli, ademas esta bacteria produce un segundo tipo de
Stx que es la Stx,, aunque cumple la misma funcion que la Stx y Stxi, pero esta difiere

de la otra porque es un antigeno diferente (Melton-Celsa, 2014).

Los genes de virulencia Stx; y Stx» codifican las toxinas Shiga (Stx), las cuales son los
principales factores de patogenicidad asociados a Escherichia coli productora de
toxina Shiga. Ambas toxinas son proteinas de tipo ABs, compuestas por una subunidad
catalitica A y cinco subunidades B, responsables de la union a receptores especificos

de la superficie celular intestinal(Kaper et al., 2004).

La toxina Stx1 presenta una alta homologia estructural y funcional con la toxina Shiga
producida por Shigella dysenteriae, mostrando una afinidad moderada por los
receptores globotriaosilceramida (Gb3) presentes en las microvellosidades del epitelio
intestinal (Ramirez et al., 2015). Su accion provoca dafio citotoxico local mediante la
destruccion de las microvellosidades intestinales, generando inflamacion y alteracion
de la absorcidn, generalmente asociada a cuadros clinicos menos severos (Varela et

al., 2004).

A diferencia de la toxina Stx» se distingue del Stxi, tanto genéticamente como

funcional, ya que presenta mas citotoxicidad, ya que tiene mas afinidad debido a los
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receptores Gbs, ya que actla en las células epiteliales del rifion y del intestino grueso,
ya que inhibe la sintesis proteica, al momento que inactiva la subunidad ribosomal 60S
por la eliminacion de residuos de adenina del ARN ribosomal, causando la muerte

celular por necrosis (Varela et al., 2004).

Las variantes del gen Stx» se relaciona con colitis hemorragica y con sindrome urémico
hemolitico en humanos, siendo la mas letal debido a que causan cuadros clinicos
severos (Abdullah et al., 2026). En contraste, la presencia solamente del gen Stx; se
relaciona mas con infecciones de menos grados porque causan cuadros clinicos

severos (Balouchi et al., 2024).

1.2.6.2- Gen rfbE

El gen rfbE forma parte de la biosintesis de los lipopolisacaridos (LPS) que conforma
el antigeno somatico O157, cumple funcion sobre la sintesis de los lipopolisacaridos,
ya que son las endotoxinas del gen, y es el principal componente porque es quien le da
poder de virulencia (Alonso et al., 2016). Este gen codifica a una enzima llamada
“perosamina sintasa” que cataliza la perosamina, que es un azicar poco frecuente pero

que constituye un elemento fundamental del polisacarido “O” (Ningrum et al., 2022).

Este gen codifica a 364 aminoacidos que produce la proteina sintetasa perosamina, lo
que le caracteriza porque determina la clasificacion serologica como O157, y misma
enzima que cumple un papel fundamental dentro de la formacidon del antigeno,

causando que la Escherichia coli O157 H:7 sea mas virulenta (Johnson & Stell, 2001).

1.2.6.3- Gen fl1iC

El gen fliC codifica a la flagelina, es la proteina estructural y polimérica de los flagelos

de las bacterias responsables de la movilidad celular (Sharaf & Shabana, 2017). En
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Escherichia coli productora de toxinas Shiga es una variante mas importante dentro de
este grupo por lo que el gen fliC — H:7, se establece como el antigeno flagelar del

serotipo O157 H:7 (Silva et al., 2022)

Por lo que la combinacion del gen rfbE mas el gen fliC — H:7 es crucial para identificar
el serotipo O157 H:7 en estudios para inocuidad alimentaria y epidemioldgico.
Ademas, la deteccion del gen fliC conjunto con el gen rfbE no es suficiente para
determinar que el serotipo O157 H:7 es potencialmente toxico si no se confirma la

presencia de las toxinas Shiga (Stx; y Stx2) (Machado et al., 2000).

1.2.7- Identificacion molecular mediante PCR

La identificacion molecular mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), es
una de las herramientas mas utilizadas en laboratorios especialmente en microbiologia
para la deteccion y para la especificacion de genes de virulencia, resistencia
antimicrobiana en bacterias de estudio o de interés. Este método permite la
amplificacion de material de ADN, mediante ciclos repetitivos de desnaturalizacion,
anillamiento y extensiones, de muestras de alimentos, fluidos bioldgicos y carnes que

a través de ella se obtiene material genético (Paton & Paton, 1998).

En patdgenos como la Escherichia coli, el método de PCR es fundamental porque en
la actualidad representa un gran riesgo para la salud publica, por lo cual el estudio es
fundamental para identificar la presencia de sus genes de virulencia, como son las
toxinas Shiga (Stx; y Stx»), ademds de sus genes que se encuentra asociados con el
serogrupo O157 que son los genes rbfE y el gen flagelar como el gen fliC (Abri et al.,
2019).

La PCR se basa en el reconocimiento de los cebadores, los cuales se disenan de
acuerdo a cada gen. El estudio de los genes de virulencia es muy crucial, ya que nos
permite diferencias de cepas que sean altamente patdgenas de comensales, lo cual se
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efectiia mediante este método. La deteccion de las toxinas Shiga (Stx;y Stx») es muy
importante porque es la principal causante de enfermedades graves, de acuerdo a su
fisiopatologia se produce un dafio directo en el endotelio intestinal seguido de un dafio
tisular posterior a la muerte del consumidor (Fode-Vaughan et al., 2003; Lopez et

al., 2009).

1.3.- Objetivos

1.3.1.- Objetivo general

Identificar molecularmente Escherichia coli O157 Hy aislada en carne de pollo

1.3.2.- Objetivos especificos

- Detectar genes que codifican toxinas shiga (Stxi y Stxz) en Escherichia coli
- Determinar la presencia del gen rfbE que codifica para el antigeno O157

- Identificar el gen fli C que codifica para el antigeno flagelar H;
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CAPITULO 11

2. METODOLOGIA

2.1.-Ubicacion del estudio

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular, de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato, ubicado en la provincia
de Tungurahua. Esta region presenta una extension aproximada de 19 000 km?, se sitia
a una altitud de 2 885 metros sobre el nivel del mar y se localiza en las coordenadas

geograficas 1°21°0” de latitud y 78°37°0” de longitud (Getamap, 2025).

2.2.-Caracteristicas del lugar

Tabla 1. Condiciones meteorologicas del lugar

Caracteristicas Descripcion

Tipo de clima Templado andino

Altitud Aproximadamente 1 900 m s. n. m.
Temperatura media anual Entre 13 °Cy 16 °C

Temperatura minima Alrededor de 4 °C

Temperatura maxima Hasta 20 °C

Precipitacion anual Aproximadamente entre 200- 500 mm
Humedad relativa Moderada

Fuente: (Getamap, 2025)
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2.3.-Materiales y equipos

2.3.1.- Material bioldgico experimental

La presente investigacion se llevd a cabo mediante un enfoque descriptivo
experimental, utilizando ADN previamente extraido de investigaciones anteriores.
Dicho material proviene de Gémez (2023), quien realizd una investigacion sobre
“Deteccion de Salmonella spp y Escherichia coli en muestras de carne de pollo que se
expende en el cantdon Ambato” mediante aislamiento bacteriano obtenido de las

muestras de carne de pollo expendida en la misma ciudad.

Por lo cual en el presente estudio se incluyd 31 aislados de Escherichia coli del
laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular de la Universidad Técnica de
Ambato provenientes de centros de expendio registrados y no registrados del cantén

Ambato, y se los ordeno e identificd como se describe en la Tabla 2:

Tabla 2. Cepas identificadas de Escherichia coli

ID muestra Cepa Registro de centro

de expendio

Ei NIVEDI C53 Registrado
E> 211 16S Registrado
Es 147-b pink Registrado
E4 EGE 4460185-59 16S  Registrado
Es AF1 16S Registrado
Ee EMG?2 Registrado
E; 152-a blue 16S Registrado
Esg AF1 16S Registrado
Eo EC 16S No Registrado
E1o 04P3R1DIE1 No Registrado
En LP5-1 No Registrado
Ein PL-AGW6 16S No Registrado
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Eis
Ei4
Eis
Eie

Eig
Eio
E2o
E2
E2
Ex;
E24
Eos
E6
E27
Eog
E9
E3o
Es;

SA120 16S

56 16S

EC204A1

DSM 30083

I1 16S

43-a pink 16S

54 16S

CVM N56338
CUMB SAM - 54 16S
182-a pink 16S
SFSA62 16S
84SDNI19 16S
OP18 16S

PD7 chromosome
Gut01 16S
UTI1958 16S
PRO3 16S
ASBYO05 16S
2P2R1D2E3 16S

No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
No Registrado
Registrado
Registrado
Registrado
Registrado
Registrado
Registrado

2.3.2.- Equipos

* Microondas

* Nevera

* Balanza de precision
* Autoclave

e Transiluminador

* Termociclador

» Camaras de electroforesis

e Vortex
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* Microcentrifuga

2.3.3.- Materiales

* Mandil

* Mascarillas

* Papel aluminio

* Juego de micropipetas
* Guantes de nitrilo

* Puntas con filtro

* Tubos de PCR

* Gradillas

* Cajas de almacenamiento Eppendorf
* Puntas azules

* Puntas blancas

* Puntas amarrillas
Material biologico

ADN previamente aislado de Escherichia coli obtenido a partir de muestras de carne

de pollo.

2.3.4.- Reactivos

* ADN de Escherichia Coli
» Marcador de peso molecular

» Agarosa
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* Primers (forwad y reverso)
* GoTaq® Green Master Mix
+ Safeview Classic

* Buffer TAE

* Agua ultrapura libre de endonucleasas

2.4.-Factores de estudio

Factor 1: Presencia de genes de virulencia (Stx; y Stx») en cepas de Escherichia coli

aisladas de carne de pollo comercializada en Ambato.

2.5.-Manejo del experimento

Se utilizo 31 muestras de ADN identificadas molecularmente de Escherichia coli, estas
muestras se encuentran conservadas en el laboratorio de Biologia Molecular
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato. Para la identificacién molecular de Escherichia coli O157:H7 se emplearan
como materiales de ADN genomico, cebadores o primes especificos para los genes,
Stxi, Stxo, rfbE y gen fliC, mediante reactivos de PCR, termociclador y equipo de
electroforesis. El procedimiento consistié en la amplificacion del ADN mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando controles positivos y negativos
para asegurar la validez del analisis, seguido de la visualizacion de los amplicones en

gel de agarosa para determinar la presencia o ausencia de los genes de interés.
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Tabla 3. Cebadores para amplificar por PCR los genes Stx; y Stx>

Gen Primer Secuencia Tamano de

pares de base
Stx 1 Stx1F TTGTTTGCAGTTGAGTGAGG 275 pb
Stx1R

CAGGCAGGACACTACTACAACCTC
Stx 2 Stx 2F TTGCTGTGGATATACGAGGG 490 pb
Stx 2R GCCCAGATATGATGAAACCAGTG
Fuente: (Amani et al., 2015)

Tabla 4. Master Mix para los genes Stx1 y Stx2

Reactivo ADN Go tag Primer Primer H>O Volumen
Green Fordward Reverse final
Volumen 2 uL 12,5 uLL 1 uL 1 uL 8,5 uL 25 uL

2.5.1 Preparacion de Master Mix para gen Stxi

De acuerdo con Guaman & Sandra (2025) mencionan lo siguiente:
1. Reconstituir los primers con 520 pl de agua ultrapura

2. Diluir los primers 1 en 10 en cuatro tubos de eppendorf Volumen: 90 ul H>O — 10
ul primer Total: 100 pl

3. Distribuir 23 pl Master Mix en cada tubo PCR. 25 pl

4. Agregar 2 ul de ADN de las 31 muestras de Escherichia coli individualmente
Control (-): 23 ul de la Master Mix méas 2 ul ADN De Shigella spp negativo a stx1
5. Para mezclar homogéneamente las muestras utilizo vortex

6. Centrifugar las muestras.
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7. Llevar al termociclador y configurar las condiciones temperatura, tiempo y ciclos

de acuerdo con las necesidades de la PCR.

2.5.2. Preparacion de Master Mix para gen Stxz

De acuerdo con Guaman & Sandra (2025) mencionan lo siguiente:
1. Reconstituir los primers con 520 pl de agua ultrapura

2. Diluir los primers 1 en 10 en cuatro tubos de eppendorf Volumen: 90 ul H,O — 10
pl primer Total: 100 pl

3. Distribuir 23 pl Master Mix en cada tubo PCR. 25 pl

4. Agregar 2 ul de ADN de las 31 muestras de Escherichia coli individualmente
Control (+): 23 pl de 1la Master Mix mas 2 ul ADN De Shigella spp positivo a stx2

Control (-): 23 ul de 1la Master Mix mas 2 ul ADN De Shigella spp negativo a stx2
5. Para mezclar homogéneamente las muestras utilizo vortéx
6. Centrifugar las muestras.

7. Llevar al termociclador y configurar las condiciones temperatura, tiempo y ciclos

de acuerdo con las necesidades de la PCR.

Tabla 5. Condiciones de PCR para amplificar los genes Stx1 y Stx2

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 3 min 30
inicial

Desnaturalizacidon 94 °C 45 seg

Anillamiento 59 °C 45 seg

Extension 72 °C 1 min

Extension final 72 5 min

Fuente: (Amani et al., 2015)
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2.5.2.1 Electroforesis en gel de agarosa de genes Stxi y Stxz

De acuerdo con Guaman & Sandra (2025) mencionan lo siguiente:

1. Para realizar el gel se pes6 1,5g de agarosa (1,5%) para la amplificacion del gen
Stx2, utilizando una balanza analitica que posterior se colocara en la misma cantidad

en 3 matraces Erlenmeyer.

2. Para la realizacion del gel se pesod 2g de agarosa (2%) para la ampliacion del gen
Stx1 utilizando una balanza analitica que posterior se colocara la misma cantidad en 3

matraces Erlenmeyer.

3. Se agregd TAE (Tris-acetato-EDTA) 1x, en los matraces que contiene la agarosa
hasta completar un volumen de 100 ml, agitando posteriormente con movimientos

circulares hasta diluir todo el contenido.

4. Las mezclas se llevaron al microondas y se calentaron durante tiempo 1 minuto con

30 segundos, o hasta lograr que se homogeneice la agarosa, en cada una de ellas.

5. Una vez que la mezcla se haya homogeneizado por completo agregamos 10 pl de
SafeView Classic, que es un agente intercalante que ayuda a la visualizacion de las

bandas de ADN.

6. Inmediatamente llevamos a las cubetas con el molde del gel y dejamos que se

solidifique.

7. Una vez que se haya solidificado llevamos los geles hacia las camaras de
electroforesis y verificamos que las camaras estén con la cantidad necesaria de TAE

1X.

8. Una vez incluido los geles en la cdmara de electroforesis, con una pipeta colocamos

5 ul del marcador de peso molecular en el primer y tltimo pocillo.

9. En los pocillos restantes procedemos a colocar 10 pl de muestra en cada uno de

ellos.

10. Cerramos la tapa de la camara de electroforesis conectamos los cables con carga
positiva y negativa, programamos la fuente de poder a 90 voltios por una 1 hora y

media.
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11. Una vez concluido este tiempo llevamos el gel hacia el transiluminador y

observamos.

Tabla 6. Cebadores para amplificar por PCR para el gen rbfE

Gen Primer  Secuencia Tamafio de
pares de
base

rfbE rfbE F GCGCGAATTCGTGCTTTTGATATTTTT 239pb

CCGAGTACATTGG

bER  GCGCGAATTCTTTATATCACGAAAACGT
GAAATTGCTGAT

Fuente:(Morin et al., 2004)

Tabla 7. Mdster Mix para el gen rbfE

Reactivo ADN Go tag Primer Primer H>O Volumen
Green Fordward Reverse final
Volumen 2 pL 12,5 uL I pL I pL 8,5 ulL 25 uL

2.5.3 Preparacion de la Master Mix para el gen rbfE

De acuerdo con Guaman & Sandra (2025) mencionan lo siguiente:
1. Reconstituir los primers con 520 ul de agua ultrapura

2. Diluir los primers 1 en 10 en dos tubos (primer forward y reverso) de eppendorf

Volumen: 90 pul H,O — 10 pl primer Total: 100 ul
3. Distribuir 23 pl Master Mix en cada tubo PCR. 25 pl
4. Agregar 2 ul de ADN de las 31 muestras de Escherichia coli individualmente

5. Para mezclar homogéneamente las muestras utilizé vortex
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6. Centrifugar las muestras.

7. Llevar al termociclador y configurar las condiciones temperatura, tiempo y ciclos

de acuerdo con las necesidades de la PCR.

Tabla 8. Condiciones de PCR para amplificar el gen rbfE

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 3 min 45
inicial

Desnaturalizacion 94 °C 30 seg

Anillamiento 60 °C 30 seg

Extension 72 °C 30 seg

Extension final 72 °C 10 min

Fuente:(Morin et al., 2004)

2.5.3.1- Electroforesis en gel de agarosa para el gen rfbE

De acuerdo con Guaman & Sandra (2025) mencionan lo siguiente:

1. Para la realizacion del gel se pesé 2g de agarosa (2%) para la ampliacion del gen

rfbE utilizando una balanza analitica que posterior se colocara la misma cantidad en 3

matraces Erlenmeyer.

3. Se agrego TAE (Tris-acetato-EDTA) 1x, en los matraces que contiene la agarosa

hasta completar un volumen de 100 ml, agitando posteriormente con movimientos

circulares hasta diluir todo el contenido.

4. Las mezclas se llevaron al microondas y se calentaron durante tiempo 1 minuto con

30 segundos, o hasta lograr que se homogeneice la agarosa, en cada una de ellas.
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5. Una vez que la mezcla se haya homogeneizado por completo agregamos 10 pl de
SafeView Classic, que es un agente intercalante que ayuda a la visualizacion de las

bandas de ADN.

6. Inmediatamente llevamos a las cubetas con el molde del gel y dejamos que se

solidifique.

7. Una vez que se haya solidificado llevamos los geles hacia las camaras de
electroforesis y verificamos que las camaras estén con la cantidad necesaria de TAE

1X.

8. Una vez incluido los geles en la cdmara de electroforesis, con una pipeta colocamos

5 pl del marcador de peso molecular en el primer y ultimo pocillo.

9. En los pocillos restantes procedemos a colocar 10 pl de muestra en cada uno de

ellos.

10. Cerramos la tapa de la camara de electroforesis conectamos los cables con carga
positiva y negativa, programamos la fuente de poder a 90 voltios por una 1 hora y 15

minutos.

11. Una vez concluido este tiempo llevamos el gel hacia el transiluminador y

observamos.

Tabla 9. Cebadores para amplificar por PCR los genes fliC

Gen Primer Secuencia Tamarfio de
pares de base

Fli FliCF GCGCGAATTCGTTGGTCGTTGCAGAACCA 179 bp

C GCACTGGTAGT

FIiCR  GCGCGAATTCGCCGACTATACAGTCTCTT
ACAGCG
Fuente:(Morin et al., 2004)
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Tabla 10. Master Mix para el gen fliC

Reactivo ADN Go tag Primer Primer HO Volumen
Green Fordward Reverse final
Volumen 2 puL 12,5uL 1pL 1 uL 8,5 uL 25 uL

2.5.4 Preparacion para la Master Mix para el gen fli C

De acuerdo con Guaman & Sandra (2025) mencionan lo siguiente:
1. Reconstituir los primers con 520 ul de agua ultrapura

2. Diluir los primers 1 en 10 en cuatro tubos de eppendorf Volumen: 90 ul H,O — 10
pl primer Total: 100 pl

3. Distribuir 23 pl Master Mix en cada tubo PCR. 25 pl

4. Agregar 2 ul de ADN de las 31 muestras de Escherichia coli individualmente
5. Para mezclar homogéneamente las muestras utilizoé vortex

6. Centrifugar las muestras.

7. Llevar al termociclador y configurar las condiciones temperatura, tiempo y ciclos

de acuerdo con las necesidades de la PCR.

Tabla 11. Condiciones de PCR para amplificar el gen fliC

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 3 min 45
inicial

Desnaturalizacion 94 °C 30 seg

Anillamiento 60 °C 30 seg

Extension 72 °C 3 seg

Extension final 72 °C 10 min

Fuente: (Morin et al., 2004)
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2.5.4.1- Electroforesis en gel de agarosa para el gen fliC

De acuerdo con Guaman & Sandra (2025) mencionan lo siguiente:

1. Para la realizacion del gel se pesé 2g de agarosa (2%) para la ampliacion del gen
stx1 utilizando una balanza analitica que posterior se colocara la misma cantidad en 3

matraces Erlenmeyer.

2. Se agregd TAE (Tris-acetato-EDTA) 1x, en los matraces que contiene la agarosa
hasta completar un volumen de 100 ml, agitando posteriormente con movimientos

circulares hasta diluir todo el contenido.

3. Las mezclas se llevaron al microondas y se calentaron durante tiempo 1 minuto con

30 segundos, o hasta lograr que se homogeneice la agarosa, en cada una de ellas.

4. Una vez que la mezcla se haya homogeneizado por completo agregamos 10 pl de
SafeView Classic, que es un agente intercalante que ayuda a la visualizacion de las

bandas de ADN.

5. Inmediatamente llevamos a las cubetas con el molde del gel y dejamos que se

solidifique.

6. Una vez que se haya solidificado llevamos los geles hacia las camaras de
electroforesis y verificamos que las camaras estén con la cantidad necesaria de TAE

1X.

8. Una vez incluido los geles en la cdmara de electroforesis, con una pipeta colocamos

5 ul del marcador de peso molecular en el primer y tltimo pocillo.

9. En los pocillos restantes procedemos a colocar 10 pl de muestra en cada uno de

ellos.

10. Cerramos la tapa de la camara de electroforesis conectamos los cables con carga
positiva y negativa, programamos la fuente de poder a 90 voltios por una 1 hora y 15

minutos.

11. Una vez concluido este tiempo llevamos el gel hacia el transiluminador y

observamos.
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2.6.- Variables de respuesta

2.6.1.- Cualitativa

Esta investigacion es de caracter descriptiva, observacional y transversal porque se
determinard mediante técnicas moleculares (PCR) la presencia o ausencia de los genes
caracteristicos de virulencia asociadas a la bacteria de Escherichia coli O157 Hy, tales
como Stxi, Sxtp, rfbE, fliC, en muestras de carne de pollo expendidas en el canton

Ambato

2.7.-Hipotesis

HO: Las cepas de Escherichia coli aislada de carne de pollo que se expende en Ambato

no presentan genes de virulencia asociada a la variante O157 H:7.

H1: Las cepas de Escherichia coli aislada de carne de pollo que se expende en Ambato

presentan genes de virulencia asociada a la variante O157 H:7.
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CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se realiza la interpretacion de los resultados obtenidos durante la fase

de experimentacion.

En la Tabla 2 se presenta un listado detallado que tiene informacion de las muestras
utilizadas, indicando su identificacion de muestra (ID), la cepa correspondiente y
también el registro de expendio. En el cual se diferencian tanto las muestras
provenientes de establecimiento registrados como también de establecimientos de
puntos de expendio que no cuentan con registro sanitario. Es importante sefialar que
no se ha registrado la presencia de otras variantes de serotipo de patogenas distintas a

Escherichia coli O157 H:7 en las muestras analizadas.

3.1 Analisis y discusion de resultados

3.1.1 Presencia de genes que codifican la toxina Shiga (Stxi-Stxz) de Escherichia
coli

En este apartado se presentaran los resultados correspondientes a la presencia o
ausencia de los genes de virulencia Stx; y Stx; que codifican a toxina Shiga, en las 31
muestras de ADN de Escherichia coli que fueron previamente analizadas. La deteccion
de estos genes se realizd6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
mediante la amplificacion de esta y posterior a la visualizacion de los amplicones de

los tamafos esperados.
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Para establecer cebadores y el tamafio del amplicoén, se tomd como referencia el
estudio de Amani et al. (2015) quienes analizaron la “Deteccion de toxinas de
Escherichia coli O157 H:7y Shigella dysenteriae en nuestras clinicas mediante PCR-
ELISA”. Segin este autor, la aparicion de las bandas indicadas con un tamaino
esperado del producto (pb) es de 275 indica la presencia del gen objetivo en cada cepa,
mientras que la ausencia de esta menciona que el gen no esta presente en las muestras

evaluadas.

3.1.1.1 Gen Stxi

Los resultados de la ampliacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
seguido de su analisis mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen Stxi, se

muestra en la siguiente Figura 5.
Figura 5.

Electroforesis en gel de agarosa al 2% para el gen Stx1
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Nota: En la figura 5A se observa las muestras correspondientes del E; al Ei; en la
Figura 5B, las muestras del E13 al Ea4; y en la Figura 5C, las muestras del Es al Es;,
ademas del control negativo (CN). En la primera y ultima columna de cada gel se
coloca el marcador de peso molecular. Para el control negativo (CN) se utiliz6 la

muestra de Shigella de la especie sonnei de la cepa (Uyi_30).

Como se puede observar en la Figura 5, no se evidenci6 la presencia del gen Stx; en
ninguna de las 31 muestras de Escherichia coli que fueron analizadas, ya que no se
observo la formacion de las bandas correspondientes al tamafio esperado que es de 275
pb en el gel de agarosa, por lo cual este estudio indica la ausencia de cepas productoras

de toxina Shiga como es el Stx; en las muestras que fueron analizadas.

La identificacion molecular se realizo mediante las condiciones descritas por Amani
et al. (2015) en su estudio que se enfoca en la “Deteccion de toxinas de Escherichia
coli O157 H:7 y Shigella dysenteriae en nuestras clinicas mediante PCR-ELISA”, la
cual se utilizaron cebadores de PCR; forward: TTGTTTGCAGTTGATGTCAGAGG
y reverse: CAGGCAGGACACTACTACAACCTC. Para la amplificacion del
fragmento que corresponde al gen Sxtl, el cual el tamafio esperado del producto (pb)

es de 275 pb.

El protocolo de PCR se llevo a cabo en una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante
3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion durante 45 segundos a 94 °C,
anillamiento durante 45 segundos a 59 °C y una extension a 72 °C durante 1 minuto.
Finalmente se realizé una extension final a 72 °C durante 5 minutos conforme a lo

indicado en la investigacion por Amani et al. (2015).

En el presente estudio no se detectd la presencia del gen Stx; en ningunas de las 31
cepas de Escherichia coli que fueron analizadas. Estos resultados concuerdan con lo
reportado por Paton & Paton (1998) quienes mediante analisis de reaccion en cadena

de la polimerasa (PCR) multiple identificaron a los genes de virulencia Stx; y Stxa, lo
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cual mostraron que no todas las cepas de Escherichia coli no poseen genes de toxina
shiga, ya que en su investigaciéon destacan que la distribucion de estos genes de
virulencia es muy variable entre sus cepas, incluso también difiere en su serotipo,
debido a que estos genes estan codificados en bacteriofagos lisogénicos (que puede
adquirir la capacidad de producir toxina shiga), lo que ayuda a que adquieran o pierdan,
por lo tanto esta caracteristica es una de las razones algunas cepas que son previamente

aisladas no se detecten genes de Stx.

En la investigacion de Castro et al. (2021) menciona la inconsistencia de deteccion
de toxinas Shigas que produce Escherichia coli porque en su investigacion puntualiza
la variabilidad genética de esta bacteria ya que no todas las cepas poseen los genes de
virulencia, que existe variantes que no son toxicas o representa un problema para la
salud publica, ya que se encuentran codificados en bacteridéfagos por lo cual se pueden
integrarse o perderse del genoma por lo cual Castro et al. (2021) confirma que se han
reportado algunas cepas que tiene fragmentos parciales o a su misma vez evidencia la
ausencia de estos genes por lo cual esto genera la inconsistencia durante la deteccion

mediante reaccion de cadena de polimerasa (PCR).

Los genes de virulencia Stx; y Stx> son responsables de la produccion de toxina Shiga
causando daio tisular porque inhiben la sintesis proteica en las células del hospedador.
En un estudio realizado por Eklund et al. (2002) donde se analizaron 173 cepas de
productoras de toxinas Shiga, donde se observaron que varias cepas dieron negativas
para el gen Stx; concluyendo la ausencia del gen Stx1 en la mayoria de sus muestras,
demostrando asi la variabilidad en la distribucion de estos genes incluso entre cepas
porque de acuerdo con Fiirst et al. (2000) menciona que las toxinas Stx no se conoce

completamente su patogénesis.

Por otro lado, de acuerdo a Ningrum et al. (2022) ha demostrado que la ausencia del
Stx1 se asocia a cuadros clinicos menos severos, en contraste con el gen Stx» es mas
citotoxico estos llegan causar mas dafo al hospedador desarrollando colitis

hemorragica y sindrome urémico hemolitico. Se ha observado que las cepas que son

38



portadoras de Stx; presentan cuadros clinicos menos severos (Donohue-Rolfe et al.,

2000).

La ausencia del gen Stx; de acuerdo con Piérard et al (1999) explica que existe
variabilidad en la distribucion de las cepas productoras de toxinas Shiga en diferentes
especies animales, ya que se menciona que se ha descrito que los bovinos son los
principales reservorios de esta cepa mas que en otras especies, a diferencia que las aves
de corral su prevalencia llega a ser menor, lo que influye en la ausencia del gen Stxi,

en el tipo de muestras.

3.1.1.2 Gen Stx2

Figura 6.

Electroforesis en gel de agarosa al 2 % para el gen Stx>

Nota: En la figura 6A se observa las muestras correspondientes del E; al Ej2; en la

Figura 6B, las muestras del Ei3 al E24; y en la Figura 6C, las muestras del E»s al Es;,
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ademas del control positivo (CP) y el control negativo (CN). En la primera y tltima
columna de cada gel se coloca el marcador de peso molecular. Para el control positivo
se utilizo la muestra de Shigella de la especie flexneri de la cepa (ATCC 29903) y para
el control negativo (CN) se utilizé la muestra de Shigella de la especie sonnei de la

cepa (Uyi_30).

En la presente investigacion se tuvieron como resultado después de la amplificacion
del gen Stx; mediante PCR, posterior a la visualizacién por electroforesis se pudo
observar en la Figura 5, la presencia del gen Stx> dando como resultado 5 positivos de
las muestras Es, E1o, E11, E15 y E29, ya que se observo una banda bien definida de 490
pb, mismo tamafio que coincide segin Amani et al. (2015) menciona en su
investigacion que el tamafio del amplicon de Stx» es de 490 pb, por lo cual se confirma
la presencia de Stx2, por lo contrario las 26 muestras restantes no se evidencia la

presencia de este gen dando como resultado negativo al mismo.

La identificaciéon molecular se realizd mediante las condiciones descritas por Amani
et al. (2015) en su estudio que se enfoca en la “Deteccion de toxinas de Escherichia
coli O157:H7 y Shigella dysenteriae en nuestras clinicas mediante PCR-ELISA”, la
cual se utilizaron cebadores de PCR; forward: TTGCTGTGGATATACGAGGG y
reverse: GCCCAGATATGATGAAACCAGTG. Para la amplificacion del fragmento

que corresponde al gen Sxti, el cual el tamafio esperado del producto (pb) es de 490

pb.

El protocolo de PCR se llevo a cabo en una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante
3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion durante 45 segundos a 94 °C,
anillamiento durante 45 segundos a 59 °C y una extension a 72 °C durante 1 minuto.
Finalmente se realiz6 una extension final a 72 °C durante 5 minutos conforme a lo

indicado en la investigacion por Amani et al. (2015).
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De acuerdo al estudio de Donohue-Rolfe et al. (2000) menciona que las muestras
entre Stx; y Stxp, el Stx; tiene mayor probabilidad de causar complicaciones mas
graves a nivel sistémico debido a que tiene mayor asociacion epidemiologica, ya que
se ha visto manifestaciones neuroldgicas, y principalmente el gen Stx, se encuentra
mas asociado con sindrome urémico hemolitico (SUH) y colitis hemorragica, ya que
es mas citotoxico, confirmando que de las 31 muestras 5 muestras dieron positivas

representando un total de 16,1 % positivo al gen Stxo.

La presencia del gen Stx> es mds importante porque se asocia a un patdégeno mas
virulento comparado con el gen Stxi, ya que se vincula la presencia de la misma con
cuadros clinicos mas severos, ya que de acuerdo con Donohue-Rolfe et al. (2000)
menciona que las cepas que son portadoras de Stx» presenta mas riesgo para la salud
publica y porque tienen mayor afinidad a los receptores Gb3 lo que le convierte en un

patogeno potencial para la salud.

Desde un punto epidemiologico, la presencia de Stx> de acuerdo con Neupane et al.
(2011) menciona que si existe la presencia de este gen principalmente de muestras de
origen animal este hallazgo tiene un gran valor, debido a que los animales,
principalmente el bovino actiia como reservorio, es decir que son portadores de toxinas
Shiga, lo que facilita la diseminacion del virus a través de la cadena alimentaria para
el ser humano. Aunque de acuerdo con Ogura et al. (2015) menciona que la presencia
de este gen representa un riesgo para la salud, enfatizando malas practicas de
manipulacioén, procesamiento y coccion de los alimentos especialmente de origen

animal.

Adicionalmente, la deteccion del gen Stx, dando como resultado el 16,1 % de todas la
muestras, influyendo con la ausencia del gen Stxi, de acuerdo a Melton-Celsa (2014)
menciona que en su investigacion sobre clasificacion, estructura y funcion de las
toxinas Shiga, donde indica que el patron genético no es solo frecuente, que también
se relacionan con cepas altamente virulentas, lo que es importante incluir estos genes

para la vigilancia microbioldgica, enfatizando en alimentos de origen animal.
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En relacion de los resultados del gen Stx; y Stxz obtenidos a partir de las muestras de
Escherichia coli evidencia mas la presencia del gen Stxz. Aunque la presencia de este
gen no es muy elevada, pero si genera importancia en el riesgo zoonotico, ya que de
acuerdo a Bratfelan et al. (2023), ya que realiz6é un estudio sobre la prevalencia y
resistencia microbiana de Escherichia coli en muestras de pollo concluyo que existe
una alta prevalencia de esta bacteria en carne de pollo cruda y esto viene relacionado
con deficiente higiene durante el sacrificio, por contaminacién fecal y por mala

manipulacién lo que induce a una contaminacion cruzada.

Tabla 12. Muestras de Escherichia coli positivas para Stx: y lugar de procedencia
de la muestra

Gen Registrado No registrado
Stx
Stxa 2 3

En la presente investigacion, se realizo la deteccion de genes de virulencia de
Escherichia coli, dando nos como resultado la ausencia del gen Stx; de todas muestras,
en contraste con el gen Stx2 dando como resultado la presencia de 5 de las 31 muestras
positivas (Esg, Eio, E11, E1s, E29), lo que representa en el 16,1%. Los resultados reflejan
la variacion genética de los Stx o también conocido como STEC, lo cual se ha descrito
por Melton-Celsa (2014), ya que en su investigacion reportan la presencia
mayoritariamente del Stx», concluyendo que el Stx, es mas frecuente y prevalente en

comparacion con el Stx;.

La ausencia del gen Stx; se puede llegar a explicar por la variabilidad genética de las
cepas de Escherichia coli, ya que se encuentran codificados en bacteridofagos
1sogénicos, ya que pueden adquirir o perderlos durante la transferencia genética porque
se efectua de manera horizontal. Este suceso genera heterogeneidad en la presencia o
ausencia de estos factores de virulencia, que incluso esto puede influir por el serotipo,

ya que existen varios serotipos que son productores de toxinas Shiga, lo que coincide

42



con lo que menciona Kaper et al. (2004) que no todas las cepas STEC portan la

presencia de ambos genes (Stx1 y Stx2).

Por otro lado, al analizar la procedencia de las muestras segun la tabla, se observa que
las muestras que dieron positivas a Stx> son mayoritariamente de puntos de expendio
no registrado teniendo un total de 3 muestras positivas y en puntos de expendiendo
que cuentan con permiso teniendo 2 muestras positivas, lo que se representa un
relevante riesgo dentro de la salud publica y también sanitaria. En especial, la
presencia de muestras positivas de lugares de expendido con registro sanitario
representa un riesgo, ya que se asume que existe posibles practicas de higiene,
manipulacion, y no existe un control microbioldgico porque en centros de expendio
formal de carnes debe cuidar de la cadena de comercializacion, porque a temperaturas
de -2 °C se inhibe el crecimiento bacteriano, por lo cual es importante tener un buen

manejo de cadena de frio (Ldpez et al., 2018).

La contaminacion microbioldgica se puede dar durante el proceso de faenamiento,
manipulacion, comercializacion principalmente de productos de origen animal, ya que
de acuerdo con Original et al. (2025) a través de su estudio sobre microbiologia de
carne de pollo congelada que son expendidas en Machala confirmo la presencia de
Escherichia coli, que las muestras que fueron analizadas aplican técnicas de
microbiologia estandarizadas segtn las normativas NTE INEN 1529, donde concluyo
que existe un mal manejo higiénico del producto, lo que afirma que existe un riesgo
para la salud publica. No obstante, la identificacion moléculas de cepas que sean
portadoras de toxinas Shigas como la Stx> en muestras provenientes de centros de
expendio autorizados por la Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia
Sanitaria (ARCSA) representan un riesgo potencial para la salud publica, y mas atin
en lugares que no cuenta con un control sanitario donde los establecimientos de
expendio informal no cumplen con las normativas de inocuidad alimentaria (ARCSA,

2025).
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En contraste, teniendo en cuenta que la mayoria de las muestras que fueron analizadas
dieran negativo para ambos genes (Stx; y Stx») indique que existe baja prevalencia de
cepas productoras de toxinas Shiga (STEC) en la poblacion que fue estudiada; a pesar
de ello, esto no descarta la presencia de otras cepas de Escherichia coli ni de otros
factores de virulencia lo que represente un riesgo, por lo cual es importante considera

el estudio de otras cepas para evaluar el riesgo microbiologico (Gencat, 2022).
Figura 7.

Prevalencia de otras intoxicaciones producidas por bacterias de acuerdo con el MSP

del ario 2025

Ministerio de Salud Publica [L’”lﬂﬂﬂ‘%p /,

SUBSECRETARIA DE VIGILANCIA, PREVENCION Y CONTROL DE LA SALUD
DIRECCION NACIONAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA
ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR AGUA Y ALIMENTOS
OTRAS INTOXICACIONES ALIMENTARIAS Ecuador, SE 01-14 /2025

Las enfer trar por los ali son ite de caracter infeccioso o téxico y son causadas por bacterias, virus o parasitos que penetran en el
organismo a través de agua o de alimentos contaminados. Son provocadas por la ingestion de alimentos o agua que contienen los microbios en cantidades tales que
producen dafio a la saliud del consumidor. Estas pueden ocasionar desde malestares Durerte. DE 1@ de 14 292bbat Bée natvemones con toxiinfeccion alimentaria,
las mismas que en su mayoria fueron reportadas en la provincia de Pichincha con 1.304 casos. El grupo de edad mas afectado es de 20 a 49 afios, mayoritariamente
del sexo femenino.

[ Casos notificados de A630-A688 Otras bacterianas por afios SE 01-14 ]

Afio
W 2021 2022 [ 2023 [ 2024

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 33 36 38 40 42 4s 46 48 S0 52
Casos notificados de A600-A638 Otras il i i ;uall Casos i de A600-A6388 Otras intoxicaciones alimentarias bacterianas por
bacterianas por provincia SE 01-14 provincia SE 01-14
PROVINCIA SE01-13 SE14 Total P
PICHINCHA 1.136 68 1.304
GUAYAS 260 9 269
CARCHI 231 14 245
EL ORO 193 6 199
CHIMBORAZO 117 8 125
TUNGURAHUA 82 12 94
COTOPAXI 67 8 75
MANABI 63 7 70
MORONA SANTIAGO 62 6 68
AZUAY 43 5 a8
LOS RIOS aa a a8
SANTO DOMINGO 38 3 29
NAPO 26 3 29
LoJA 25 a 29
ESMERALDAS 21 s 26
IMBABURA 20 1 21
CANAR 19 19
SANTA ELENA 12 o 13
PASTAZA 11 11
ORELLANA 8 1 9
SANTO DOMINGO 6 1 7
sucumsios 3 3
BOLIVAR 2 o 2
GALAPAGOS 1 1 1
Total 2.422 140 2.562 © 2025 Mapbox © OpenStreetMap

[ Casos notificados de A6£0-A688 Otras intoxicaciones alimentarias bacterianas por grupos de edad y sexo SE 01-14

GRUPO DE EDAD

<1 Menor a un afio 1 10 SEXO

De 124 afios 138 158 HOMBRE
De 5 a9 afios 1s8 176 MUJER
De 10 a 14 afios 144 146

De 15 a 19 afios 113 111

De 20 a 49 afios 653 983

De 50 a 64 afios 147 128

De 65 y mas 127 126

Fuente: Sistema SIVE-Alerta
Di P 4

de Vigilancia Epidemiolégica, 2025 *Nota: datos sujetos a ios por validacién y veri i6n p

Fuente: (Ministerio de Salud Publica, 2025)
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En la figura 7, de acuerdo con el Ministerio de Salud Publica (2025), evidencia que
el Ecuador durante la semana epidemioldgica 01-14 del afio 2025, las intoxicaciones
alimentarias producidas por bacterias representando un problema importante para la
Salud Publica del pais. De acuerdo con los datos del Ministerio de Salud del Ecuador
se evidencia que la provincia de Pichincha presenta mayor numero de casos
reportados, seguido de la provincia de Guayas y Cafar, mientras que otras provincias
presentan menor incidencia. Ademas, al comparar los afios del 2020 al 2025 se observa
que existen variaciones epidemiolodgicas porque presentan picos elevados en
determinadas semanas. Por otro lado, en la region Sierra se evidencia mayor frecuencia
de casos teniendo un total de 1.847 siendo mayoritariamente en la provincia de
Pichincha con 1.206 casos, seguido de Carchi con 237, en tercer lugar Chimborazo
con 126 casos y finalmente en cuarto lugar teniendo a Tungurahua con 78 casos, a
diferencia que la region Costa teniendo un total de 573 casos, al igual que la region
Amazoénica teniendo un total de 162 casos, concluyendo que tienen un menor
incidencia de casos positivos en relacion a la region Sierra. En relacion con el grupo
de edad, el grupo de 20 a 49 anos present6d la mayor cantidad de casos, seguido del
grupo de nifios de 1 a 4 afios, mientras que la distribucion en relacion con el sexo es
poco marcada porque hay una exposicion similar a los factores de riesgo. Estos
hallazgos resaltan la importancia de la vigilancia epidemiologica, y el estudio de
patogenos que son trasmitidos por alimentos, como es la Escherichia coli O157 H:7,
ya que constituye un importante agente zoonotico asociado al consumo de alimentos
principalmente productos carnicos, representando un riesgo para la Salud Publica por

la produccion de STEC causando enfermedades gastrointestinales.

Con los resultados de ambos genes (Stx; y Stx2), se evidencia que existe la presencia
de cepas de Escherichia coli representado un potencial riesgo en los diferentes
sistemas de expendido de carne de pollo, lo cual se destaca la importancia de fortalecer
los programas de vigilancia microbiana, mejorando las técnicas de higiene en los
centros de expendio y promover las buenas técnicas de manejo en la produccion
animal, con el fin de reducir el riesgo de transmision de enfermedades por alimentos a
los seres humanos. Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) de acuerdo

con la Organizacion Panamericana de la Salud (2023) afirma que existe mas de
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200 enfermedades provocadas por el consumo de alimentos que estdn contaminados
por bacterias, virus, parasitos y sustancias quimicas. La contaminaciéon de los
alimentos se produce en cualquier etapa de la cadena de produccidn, suministros y
consumo de estos, lo que genera una amplia gama de enfermedades manifestandose
inicialmente con problemas gastrointestinales causando diarreas hasta cancer, otras de
las manifestaciones son sintomas inmunoldgicos y neurologicos, lo cual la mayoria de
los paises reportan enfermedades que causan principalmente diarrea (Organizacion

Mundial de la Salud, 2022).

Por lo cual de acuerdo con Cai et al. (2026) sefnalan que ciertas cepas de Escherichia
coli representan un potencial riesgo zoonoético, debido a su estudio que realizado en
China el cual consistia en la identificacion de cepas de Escherichia coli ST83 que
presentaban alta carga de patogenicidad y presencia de genes de resistencia
antimicrobiana que fueron aisladas de muestras de origen animal, por lo cual resalta la

importancia de la vigilancia microbioldgica en productos avicolas.

3.1.2 Presencia del gen rfbE que codifica para el antigeno O157

Los resultados de la ampliacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
seguido de su andlisis mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen rfbE, se

muestra en la siguiente Figura 8.

46



Figura 8.

Electroforesis en gel de agarosa al 2% para el gen rfDE

Nota: En la figura 8A se observa las muestras correspondientes del E; al Ei; en la
Figura 8B, las muestras del E13 al E24; y en la Figura 8C, las muestras del E»s al Esi.

En la primera y tltima columna de cada gel se coloca el marcador de peso molecular.

La identificacion molecular del gen rbfE se realizé mediante las condiciones descritas
po Morin et al. (2004) r en su estudio que se enfoca en “Ensayo de PCR multiplex
con transcripcion inversa para la deteccion simultanea de Escherichia coli O157:Hj,
Vibrio cholerae O1 y Shigella Typhi”, la cual se utilizaron cebadores de PCR; forward:
GCGCGAATTCGTGCTTTTGATATTTTTCCGAGTACATTGG y reverse:
GCGCGAATTCTTTATATCACGAAAACGTGAAATTGCTGAT. Para la
amplificacion del fragmento que corresponde al gen rfbE, el cual el tamafio esperado

del producto (pb) es de 239 pb.

El protocolo de PCR se llevo a cabo en una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante

3 minutos, seguido de 45 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 94 °C,
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anillamiento durante 30 segundos a 60 °C y una extensiéon a 72 °C durante 30
segundos. Finalmente se realizd una extension final a 72 °C durante 10 minutos

conforme a lo indicado en la investigacion por Morin et al. (2004).

En el presente estudio, no se detectd la presencia del gen rfbE en ninguna de las 31
muestras de Escherichia coli que fueron analizadas mediante PCR. Estos resultados
indican el 100% de la ausencia del antigeno O157 en todas las muestras que fueron
analizadas, sugiriendo que las muestras que fueron estudiadas no corresponden al
serotipo O157. Estos resultados son similares a Nagano et al. (1998) quienes
realizaron una investigacion sobre la deteccion de Escherichia coli O157 H:;
productora de verotoxina en PCR, mismo que usaron 62 cepas de Escherichia coli de
diferentes origenes y serotipos donde concluyeron que las cepas del serotipo O157

dieron resultados negativos para el gen rbfE y en para el gen fliC.

De acuerdo con Bilge et al. (1996) menciona que el gen rbfE representa un marcador
molecular muy especifico para la identificacion de Escherichia coli O157 H:7, ya que
participa en la biosintesis del antigeno O1s7. Las cepas de Escherichia coli productoras
de toxinas Shiga pertenecientes al serotipo O157 son patégenos de gran importancia,
aunque no se comprende la base genética de la expresion del antigeno O1s7 ni el papel
que desempefia la cadena lateral O de los lipopolisacaridos durante la adhesion de este

en las células epiteliales (Bilge et al., 1996).

Desde ese punto de vista, la ausencia del gen rfbE durante la amplificacion en el
presente estudio indica que las muestras aisladas de carne de pollo no pertenecen al
serogrupo O157, 1o cual Fratamico et al. (1995) mediante su investigacion concluyen
que la deteccion molecular del gen rbfE mediante Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR), la cual afirma que es una herramienta confiable para diferenciar la

cepa O157 de otros serotipos existentes de Escherichia coli, ya que existen mas de 100
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serotipos de Escherichia coli que son productoras de toxinas Shiga, principalmente de

alimentos provenientes de animales y sus derivados.

Sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenido difieren completamente por lo
que menciona Doyle & Schoeni (1987) que la identificacion molecular de la
Escherichia coli O157: H; en productos de origen animal, indican que la
contaminacion que se produce en estos productos se da durante el proceso de
faenamiento y por la mala manipulacion de los productos carnicos. Aunque dichos
autores de la investigacion destacan que la carne de bovino, ya que se analizaron 896
muestras de diferentes especies; bovino, aves de corral, cordero y cerdo, donde el 31%
de las carnes de bovino fueron positivos a esta cepa es la principal fuente de vehiculo
de contaminacion de igual Fagan et al. (1999) afirma que los rumiantes son portadores
de STEC y tienen una alta tasa de transmision, ya que son reservorios de los serotipos
0157, Ademas también se menciona que otros productos carnicos de origen animal
también son portadores de patdégenos, cuando existen malas practicas de higiénico-
sanitarias durante la cadena de produccion y comercializaciéon (Doyle & Schoeni,

1987).

Por otro lado, Kaper et al. (2004) en su investigacion menciona que la ausencia del
gen rfbE no influye en la presencia de cepas que sean patdgenas de Escherichia coli,
ya que existe diversos serotipos de la bacteria la cual no pertenecen al serogrupo O157,
pero se asocian a enfermedades transmitidas por los alimentos porque son productoras
de toxina Shiga (STEC), como los serogrupos; 0103, O111 y 026 que presentan
factores de virulencia las cuales representan un riesgo para la salud publica, ya que
desarrollan colitis hemorragica y Sindrome urémico hemolitico. De igual forma
Hussein (2007) menciona mediante su estudio sobre la prevalencia de Escherichia coli
0157 H:7 aislo6 serotipos productores de STEC 026, 091, 0103, O111, 0118 y O166
en carne de res y demuestra que causa enfermedades dando como resultado cuadros
clinicos graves, causando diarrea sanguinolenta y colitis hemorragica hasta sindrome
urémico hemolitico lo que pone en riesgo la salud del consumidor. Este punto de vista

es similar con Bettelheim (2007) que afirma que muchas cepas productoras de toxina
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shiga que fueron aisladas en aves y de alimentos corresponden a distintas cepas de la
O157 H:7, por lo que explica la ausencia del gen rbfE en estudios que se han realizado

en carne de pollo.

De igual forma, Meng et al. (2014) mencionan que la carne de pollo no es considerado
unreservorio de Escherichia coli O157 H:7, debido a que la carne de bovino constituye
la principal fuente de contaminacién y como reservorio principal para esta cepa, y de
acuerdo a Hussein (2007) confirma a través de su estudio sobre la prevalencia de
Escherichia coli productora de toxina Shiga lo que concluye que el 54,2% fue de O157
de sus 373 serotipos que fue aislado de Escherichia coli sus muestras fueron
provenientes de heces y pieles de bovino, donde concluye que la carne de vacuno y el
ganado bovino presentan tasas elevadas de STEC, lo cual enfatiza en la necesidad de
medidas de control sanitario para garantizar la seguridad e inocuidad alimentaria de

carne de bovino.

Diversos estudios han sefialado que los bovinos constituyen el principal reservorio
natural de Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC), especialmente del
serotipo O157 Hy. Esto se debe a que las vacas pueden albergar estas bacterias en su
tracto gastrointestinal, principalmente en la unién recto-anal, sin presentar signos
clinicos de enfermedad. Persad & LeJeune (2014) explican que los bovinos no
desarrollan sintomas debido a la ausencia o baja expresion de receptores vasculares
Gb3, necesarios para que las toxinas Shiga ejerzan su efecto patdégeno, lo que favorece

la persistencia y eliminacion de la bacteria a través de las heces.

En contrario, de acuerdo a Doane et al. (2007) seiala que la presencia de esta cepa de
Escherichia coli O157: Hy en carne de pollo es poco relevante porque las aves no son
portadoras directas de esta cepa, ya que mediante su investigacion sobre la presencia
de este patogeno en entornos agricolas concluyo que el 0.9% dio positivo para esta
cepa en pollos, lo cual sugiere que la contaminacion de esta cepa es indirecta,
afirmando que la contaminacion de este patdogeno se da durante el proceso de

faenamiento. Esta confirmacién guarda relacion con los resultados obtenidos en la
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presente investigacion, donde ninguna de las 31 muestras presentd el gen que

especifico para el antigeno O157.

3.1.3 Presencia del gen fliC que codifica para el antigeno flagelar H~

Los resultados de la ampliacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
seguido de su analisis mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% del gen fliC, se

muestra en las siguiente Figura 9.
Figura 9.

Electroforesis en gel de agarosa al 2% para el gen fliC

Nota: En la figura 9A se observa las muestras correspondientes del E; al Eiz; en la
Figura 9B, las muestras del E13 al E24; y en la Figura 9C, las muestras del E»s al Esi.

En la primera y ultima columna de cada gel se coloca el marcador de peso molecular.

La identificacion molecular del gen fliC se realiz6 mediante las condiciones descritas
por Morin et al. (2004) quien en su estudio “Ensayo de PCR multiplex con

transcripcion inversa para la deteccion simultanea de Escherichia coli O157:H7, Vibrio
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cholerae O1 y Shigella Typhi”, la cual se utilizaron cebadores de PCR; forward:
GCGCGAATTCGTTGGTCGTTGCAGAACCAGCACTGGTAGT y  reverse:
GCGCGAATTCGCCGACTATACAGTCTCTTACAGCGT. Para la amplificacion
del fragmento que corresponde al gen fli C, el cual el tamafio esperado del producto

(pb) es de 179 pb.

El protocolo de PCR se llevo a cabo en una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante
3 minutos, seguido de 45 ciclos de desnaturalizacion durante 30 segundos a 94 °C,
anillamiento durante 30 segundos a 60 °C y una extensiéon a 72 °C durante 30
segundos. Finalmente se realizd una extension final a 72 °C durante 10 minutos

conforme a lo indicado en la investigacion por Morin et al. (2004).

En el estudio se evalu6 31 muestras de Escherichia coli que fueron obtenidas de carne
de pollo, con el objetivo de identificar el antigeno flagelar H:7, teniendo como
resultado de todas las muestras dando positivo al gen fliC representado como un 100%
total de las muestras que fueron analizadas, lo que evidencia la presencia del antigeno
flagelar H7 en todas las muestras. Estos resultados confirman la validez del gen fliC
como marcador molecular especifico para la identificacion serologica que se vincula

directamente con el serotipo de Escherichia coli Hr.

De acuerdo con Wang et al. (2003) explican que el gen fliC, es el responsable de
codificar la proteina “flagelina”, cual presenta regiones variables para identificar cada
antigeno H, ya que la region central de este gen tiene variabilidad genética respecto a
otros antigenos flagelares, por lo que explica la presencia en las muestras que fueron
analizadas. De igual forma Fields et al. (1997) mencionan que el antigeno flagelar H7
es uno de los componentes del serotipo O157 H:7 ya que le da movilidad y también le
permite colonizar en las células del hospedador, ya que la expresion de adherencia
bacteriana permite que el microorganismo sea mas persistente aumentando asi su
virulencia, por lo cual la presencia del gen fliC H7 en las muestras de carne de pollo
podrian indicar la presencia de cepas virulentas representando un problema
epidemioldgico.
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De igual forma Wang et al. (2000) afirman que la identificacion molecular del gen
fliC H7 mediante Reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) presenta alta
especificacion, ya que concluyen que confirma la presencia de cepas que sean
compatibles con Escherichia coli O157 H:7, reduciendo la tasa de error que pueden
generarse en pruebas bioquimicas o en la serotipificacion. Estos resultados concuerdan
con los resultados obtenidos en el presente estudio, debido a que el 100% de las

muestras fueron positivas.

Desde otros puntos de vistas por Ratiner et al. (2003) por medio de su investigacion
sobre “Serologia y genética del antigeno flagelar de Escherichia coli O157: Hsay Hic”
indican que la deteccion molecular mediante PCR del gen de flagelina H7 debe ser
rigurosa, ya que no existe evidencia que afirme que los productos amplificados sean
exclusivamente del locus fli C, debido a que se ha descrito otras cepas de Escherichia
coli poseen un locus que se relaciona con la codificacion con la proteina “flagelina”,
lo que podria amplificaciones simultaneas o incluso puede detectar genes cripticos que
no necesariamente se expresen como antigeno H que sea funcional. Por lo cual esta
explicacion diverge entre la deteccion molecular del gen fliC H7y la ausencia de otros
marcadores moleculares propios de la cepa de Escherichia coli O157 H:7como el gen

rfbE o los genes de STEC.

Ademas, Kaper et al. (2004) menciona que las cepas de Escherichia coli son
portadoras del antigeno H7 por su vinculo con las cepas enterohemorragicas capaces
de provocar cuadros clinicos graves en los seres humanos. Aunque el antigeno H7 por
si solo no cuenta con la capacidad de virulencia bacteriana, por lo cual su deteccion
molecular constituye un papel fundamental para la deteccién de cepas altamente
patogenas. Por lo cual, la presencia universal del gen fliC H7 sugiere una posible
circulacion de esta cepa con importancia sanitaria en las muestras de carne de pollo

estudiada.
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Tabla 13. Interpretacion de resultados de la identificacion molecular de los genes de
virulencia (Stxi, Stxz, rbfE y fliC) de Escherichia coli

Gen Presencia Ausencia
Stx - 31

Stx» 5 -

rbfE - 31

Fli C 31 -

La identificacion molecular de Escherichia coli O157 H:7 en muestras de carne de
pollo mediante PCR permiti6 estudiar la presencia de genes de virulencia. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 13, en la cual se analizaron 31 muestras.
Durante la amplificacion de los amplicones correspondientes a cada gen, donde se
observé que las 31 muestras que fueron estudiadas fueron negativas para el gen Stx;;
de manera similar para el gen rbfE también dio como resultado negativo en todas las
muestras. A diferencia que el gen Stx presento 5 muestras positivas, mientras que para

el gen fliC dieron las 31 muestras positivas.

En relacion con la ausencia del gen Stx; en todas las muestras que fueron analizadas.
Este resultado con cuerda con lo reportado por Wang et al. (2002), quienes mencionan
que no todas las cepas productoras de toxinas Shiga (STEC) poseen ambos genes de
STEC, ya que en ciertas cepas pueden presentar solo Stx», que incluso este gen es mas
virulento. De igual forma Paton & Paton (1998) mencionan que existen aislamiento
de Escherichia coli que producen toxinas Shiga, pero no cuentan con el gen Stxi, pero

conservan la capacidad de virulencia debido a la presencia de Stxo.

La ausencia del gen Stx; podria darse por la variabilidad genética que existen entre las
cepas aisladas, debido a que los genes portadores de toxinas Shiga son transportados
por bacteriofagos lo cual puede perder o adquirir durante el proceso de evolucion

bacteriana. Por lo cual de acuerdo con Bai et al. (2010) describen que la deteccion
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diferencial de los genes Stx1y Stxz es muy frecuente en cepas de Escherichia coli O157

H:7y también en las no- O157, por lo que afirma que existe “heterogeneidad genética”.

Por otro lado, los resultados de las 5 muestras positivas para el gen Stx» representan
un resultado muy importancia para la vigilancia sanitaria, ya que este gen causa
cuadros clinicos mas severos en seres humanos como colitis hemorragica y Sindrome
Urémico Hemolitico. Por lo cual Wang et al. (2002) afirman que las cepas portadoras
del gen Stx; tienen mayor patogenicidad que aquella que cuentan inicamente con el
gen Stx1, ya que el gen Stxz posee mayor citotoxicidad sobre las células endoteliales.
De igual manera Paton & Paton (1998) afirman que el gen Stx» es considerado como
uno de los principales marcadores de virulencia de las productoras de toxinas Shiga

(STEC) que se asocian a enfermedades zoondticas en seres humanos mas severas.

Estos resultados también son similares con Noll et al. (2015) quienes realizaron un
estudio de identificacion molecular mediante PCR los genes rbfE, Stxi y Stxz, lo cual
demostraron que muchas de las cepas que fueron aisladas de bovino presentan
unicamente el gen Stx». Lo cual esto evidencia la presencia solamente del gen Stx; es
muy comun en aislamientos principalmente de muestras provenientes de origen
animal, lo cual representa un riesgo para la salud publica, porque no se estd
garantizando la inocuidad alimentaria (Gonzales-Malca & Santos Abanto-Lopez,

2019).

Referente al gen rfbE, todas las muestras estudiadas fueron negativas. El gen rfbE es
el que codifica al antigeno somatico O157, por lo cual es considerado el marcador
especifico para la identificacion del serogrupo O157. Por lo cual segin Wang et al.
(2002) menciona que la ausencia del gen rfbE afirma que los aislados no pertenecen
al serotipo O157 aun cuando sean portadores de otros genes de virulencia (Stx; y Stx).
De manera similar con Bai et al. (2010) afirman que el gen rfbE permite diferenciar

de la cepa especifica del serogrupo O157 de otros serogrupos no- O157.

55



La ausencia total del gen rbfE, en todas las muestras podrian indicar la presencia de
cepas productoras de toxina Shiga (STEC) pertenecientes al grupo no- O157 que se
encuentran circulando en la carne de pollo. Por lo cual estos resultados son
importantes, debido a que en la actualidad las cepas no- O157 también generan un
problema sanitario porque también causan enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA). De igual manera Luna-Gierke et al. (2014) afirman que las cepas de STEC
no- O157 son causantes de enfermedades entéricas en los Costa Rica, porque las
principales causas fueron alimentos contaminados, ya que mas de la mitad de todos
los brotes se encontrd Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC)
principalmente de serogrupos como O11 y O26. Paton & Paton (1998) menciona que
existen varios serogrupos no- O157 que son portadores de genes Shiga que llegan a

causar enfermedades en humanos.

En referencia al gen fliC dio como resultado que el 100% de todas muestras dieron
positivas. El gen fliC es quien codifica al antigeno flagelar H7, lo cual el estudio de
este gen es fundamental, ya que estd relacionado principalmente con la movilidad
bacteriana y la identificacion del antigeno H7. De acuerdo con G. Wang et al. (2002)
en su estudio sobre la deteccion de Escherichia coli y sus genes de virulencia, explica
que la presencia del gen fliC que codifica al antigeno flagelar H7 puede estar presente
en cepas que no expresan el serotipo O157 H:7, ya que ciertas bacterias poseen

unicamente el componente flagelar Hy.

De acuerdo con los resultados obtenidos del gen flagelar H7, aunque no se presento el
gen somatico O157. Esto indica que existe la presencia de cepas atipicas (subtipo de
bacteria dentro de una misma especie distinta a la forma tipica) o variantes genéticas
que se relaciona con el grupo de Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC)
no- O157. El estudio de Wang et al. (2002) afirma que las cepas que fueron positivas
para el gen fliC, pero negativas para otros marcadores serologicos, demuestra que el

gen fliC puede ser independiente al antigeno O157.
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En conjunto, con los resultados de todos los genes de virulencia (Stxi, Stxs, rbfE y
f1iC) para la identificacion molecular de la cepa de Escherichia coli O157 H:7, la cual
es un riesgo para la salud publica por su potencial de patogenicidad, a pesar de dar
positivo un 16,1 % para el Stxz y el 100% para el gen fliC, aunque sin la evidencia
completa del serotipo O157 H:7 debido a la ausencia completa del antigeno somatico
0157, no se puede confirmar la presencia de la cepa de Escherichia O157 H:7, pero no
se descarta la presencia de otras cepas perteneciente al serogrupo no- O157 que
también son productoras de toxina Shiga causando enfermedades entéricas, lo que

representa un riesgo significativo para la salud publica.

3.2 Verificacion de hipotesis

De acuerdo con los resultados obtenidos en la presente investigacion se acepta
parcialmente la hipotesis alternativa, ya que si se detectaron genes de virulencia (Stx»
y fliC) que se asocian a las cepas productoras de toxina Shiga también conocidas como
STEC; sin embargo, no se confirm6 la presencia del serotipo Escherichia coli O157

H7ya que todas las muestras estudiadas ninguna presento el gen rfbE.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se logro la identificacion molecular de cepas de Escherichia coli asociadas a
caracteristicas de virulencia presentes en las muestras de carne de pollo,
evidenciando la importancia de la vigilancia microbioldgico en productos

carnicos destinados para el consumo humano.

La deteccion de los genes productores de toxina Shiga (STEC) demuestra la
presencia de factores de virulencia con potencial patogénico, lo que representa
un posible riesgo sanitario debido a la capacidad de estas cepas causar

enfermedades transmitidas por alimentos.

No se confirmo la presencia del serogrupo O157, debido a la ausencia del gen

rbfE, debido a la ausencia de gen rbfE en carne de pollo.

La identificacion del gen fliC permitié evidenciar la presencia del antigeno
flagelar H7, que se asocia a cepas con relevancia epidemioldgica y sanitaria en

alimentos de origen avicola.
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4.2 Recomendaciones

e Realizar estudios comentarios orientados a la identificacion molecular de otras
serogrupos no- O157 de Escherichia coli, considerando la importancia

emergente en enfermedades transmitidas por alimentos (ETA).

e Desarrollar futuras de investigaciones que incluyan mayor nimero de muestras
de diferentes zonas geograficas, con el proposito de ampliar el conocimiento

epidemioldgico sobre la Escherichia coli en productos de origen animal.
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ANEXOS

Anexo 1. Identificacion y preparacion de muestras
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Anexo 4. Preparacion de geles para electroforesis




Anexo 6. Visualizacion de amplicones en el Transiluminador
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