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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son un problema importante en la salud
publica y la prevalencia de las mismas permiten conocer la calidad higiénico-sanitaria de los
alimentos. Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal, se aplico la metodologia de
muestreo no probabilistico en el cuél se muestrearon aleatoriamente ocho sitios de expendio, de
los cuales cuatro corresponden al denominado sector A (cadenas comerciales) y los otros cuatro
del sector B (distribuidores mayoristas) de huevo comercial en la ciudad de Ibarra, es asi que se
escogieron al azar 10 huevos por sitio de expendio, dando asi un total de 80 huevos analizados.
De cada huevo se tomaron muestras de clara, yema y cascaron para cultivos de Salmonella spp.,
y Escherichia coli. Como resultado del analisis microbioldgico se obtuvo un total de 18 muestras
positivas, uno en clara, dos en cascaron y siete en yema para Salmonella spp., y tres en cascaron,

cuatro en yema 'y uno en clara para Escherichia coli.

Posterior a esta identificacion se realizo la extraccion de ADN y por medio de la técnica de
RFLP (fragmentos de restriccion de longitud polimérfica) se revel6 la existencia de cuatro
grupos de cepas para Salmonella spp., y cuatro grupos de cepas para Escherichia coli, mismos
que arrojaron una prevalencia del 4,16% y 3,33% respectivamente, siendo el sector B
(distribuidores mayoristas) el de mayor prevalencia. En conclusion los sitios de expendio del
Canton lbarra demostraron que en un 62% no cumplen con las medidas higiénico sanitarias
establecidas en la NTE INEN 1973:2013. Ademés mediante la secuenciacion se detectaron otras
especies bacterianas correspondientes a: Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Enterobacter sp.
Se identificd dos serotipos para Salmonella spp: S. Enteritidis y S. Typhimurium. EI serotipo

identificado de la bacteria Escherichia coli fue O157:H7.
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ABSTRACT

Foodborne diseases (FBD) are an important public health problem and their prevalence provides
information on the hygienic-sanitary quality of food. A descriptive cross-sectional study was
carried out using a non-probabilistic sampling methodology in which eight commercial egg
stores were randomly sampled, of which four correspond to sector A (commercial chains) and
the other four to sector B (wholesale distributors) in the city of Ibarra. 10 eggs per store were
randomly selected, giving a total of 80 eggs analyzed. Samples of egg white, yolk and shell were
taken from each egg for Salmonella spp. and Escherichia coli cultures. As a result of the
microbiological analysis, a total of 18 positive samples were obtained, one in egg white, two in
eggshell and seven in yolk for Salmonella spp. and three in eggshell, four in yolk and one in egg
white for Escherichia coli.

After this identification, DNA extraction was carried out and by means of the RFLP technique
(polymorphic length restriction fragments) revealed the existence of four groups of strains for
Salmonella spp. and four groups of strains for Escherichia coli, with a prevalence of 4.16% and
3.33%, respectively, with sector B (wholesale distributors) having the highest prevalence. In
conclusion, 62% of the retail outlets in Canton Ibarra did not comply with the hygienic and
sanitary measures established in NTE INEN 1973:2013. In addition through sequencing other
bacterial species were detected corresponding to: Pseudomonas sp, Acinetobacter sp,
Enterobacter sp. Two serotypes were identified for Salmonella spp: S. Enteritidis and S.

Typhimurium. The serotype identified for Escherichia coli was O157:H7.

KEY WORDS

Salmonella spp., Escherichia coli, RFLP, ETA.



CAPITULO I

INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2016), y la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién (FAO, 2009), exponen su intranquilidad por el nivel de
inocuidad de los alimentos obtenidos de fuentes primarias, en los ultimos decenios se ha
registrado un incremento de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), considerandose
entre las enfermedades centrales de notificacion obligatoria, en dénde la Salmonelosis es de las
mas prevalentes Ministerio de Salud Pablica (MSP, 2012).

La tendencia creciente de contaminacion en humanos y la constante aparicion de enfermedades
de origen alimentario (ETA) son un indicativo para establecer un mayor control concertado entre
gobierno e industria en donde se vigilen todos los procesos productivos sobre los alimentos de

origen animal (Loaiza et al., 2011).

En América Latina aproximadamente se reportan 150.000 casos de Salmonelosis por afio,
considerandose una causa trascendental en el grupo de toxiinfecciones. En el Ecuador no se
cuenta con datos exactos acerca de la cuantia de infectados anuales por Salmonelosis debido a
la falta de reportes, sin embargo, existe un estimado de muertes anuales de 1.000 personas por
Salmonelosis aguda a causa del efecto combinado entre la malnutricion y la infeccion (Acosta,
2016).

En décadas pasadas, el comité del Codex Alimentarius — Higiene de los Alimentos, estipuld que
la presencia de Salmonella spp., en huevos y en aves de corral eran 2 de 21 combinaciones de
patdgenos mas prioritarias, siendo alimentos de consumo masivo en diferentes preparaciones
por lo que originaron gran preocupacion en la salud publica y la comercializacion de alimentos
(FAO, 2009) (OMS, 2016).

El Ministerio de Agricultura y Ganaderia Ecuador (2019), afirma que: “en nuestro pais existen
13,5 millones de ponedoras mismas que producen cerca de 10 millones de huevos por dia,

teniendo un consumo per céapita anual de 226 huevos”. De este total, la participacion de las
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principales provincias es: Tungurahua el 45%, Cotopaxi el 21%, Manabi el 15%, Pichincha

alcanza el 14% y Guayas apenas el 2% de aporte en la produccién nacional.

Los huevos de venta en el canton Ibarra provienen de todas las provincias antes mencionadas,
por lo tanto, se dificulta establecer la fuente primaria de contaminacién, en base a ello este
estudio se enfocd en determinar la contaminacion de Salmonella spp., y Escherichia coli en
funcion a la calidad del producto final que obtiene el consumidor. Los huevos sin marca del
mercado informal no cumplen con las especificaciones sanitarias establecidas por la NTE INEN
1973:2013%, por otra parte los huevos con marca no garantizan su total inocuidad para la

prevencion de aparicion de enfermedades.

Considerando que el huevo es uno de los alimentos de origen animal de mayor consumo porque
constituye una importante fuente de proteinas, vitaminas, grasas y minerales es de reducido
valor econdémico y gran importancia en la nutricion infantil tiene un impacto directo sobre la
Inocuidad Alimentaria y Salud Pablica que forma parte del proyecto del Buen Vivir en Ecuador
(Montero, 2016).

La Salmonella spp., es una de las bacterias presentes en el intestino de algunos organismos vivos
incluido el hombre que son capaces de provocar enfermedades infecciosas como es la
Salmonelosis, es asi que, con frecuencia los alimentos de origen animal son un vector para la
transmision de la enfermedad al ser humano, su frecuencia de aparicion es en épocas de calor

debido a que las altas temperaturas benefician su proliferacion en los alimentos (Saenz, 2010).

En explotaciones avicolas, la Salmonelosis es una de las principales enfermedades zoonéticas
que afecta a las aves, esta enfermedad tiene dos vias de transmision; horizontal cuando la
contaminacion se origina por contacto en el sitio de produccion y vertical cuando el huevo ha
sido contaminado en el interior de la gallina. Se incluyen sintomas en el ser humano tales como

diarrea, fiebre, nauseas, entre otros (Moro, 2012). Por otra parte la FAO (2009), enuncia:

! Huevos comerciales y ovoproductos. Requisitos



“Cada afio, cientos de miles de personas se hallan afectados a causa de la Escherichia
coli produciendo muertes constantes, ademas en los ultimos tiempos los brotes han ido

incrementando originando de esta forma un impacto sobre la seguridad alimentaria”.

La contaminacion por Escherichia coli implica la interaccidon entre humanos, animales y plantas,
por ello es importante controlar la inocuidad de los productos de origen animal que estan
destinados al consumo humano, para que se incluyan buenas précticas agricolas, de fabricacion
y de higiene; analisis de peligros y puntos criticos de control desde la produccion en granja o
finca hasta el consumo directo (FAO, 2009).

Por desgracia algunos productores y consumidores desconocen o no le dan la debida importancia
a la presencia de contaminantes en los alimentos, en este caso los huevos, sin tomar en cuenta
que constituyen una amenaza seria para la salud, obstaculizando el desarrollo econémico y
social, perjudicando de esta forma la economia nacional, turismo y comercio. Loaiza et al.,
(2011), recalca: “Se deben tomar las consideraciones pertinentes sobre prevencion en el manejo

de gallinas ponedoras o granjas destinadas a la produccion de huevos”.

En la actualidad en Ecuador existen pocos aportes cientificos sobre la prevalencia de Salmonella
spp., Escherichia coli y otras enterobacterias en huevos, debido a que los estudios de aislamiento
bacteriano resultan costosos, lentos y complicados.

En el ambito de vigilancia epidemiologica es fundamental establecer la deteccion e
identificacion de los patdgenos precursores de las enfermedades transmisibles, una deteccién
temprana, prevendria la aparicion de brotes, permitiendo asi, la implementacion de controles
previos a la aparicion de las enfermedades que se producen en el &mbito nacional, regional y /o
mundial (Loaiza et al., 2011).

Partiendo de esta premisa se justifica la importancia de la presente investigacion, debido a que
determinada la prevalencia de contaminantes bacterianos se establece la calidad del huevo para
beneficio del consumidor, ya que como consecuencias de ingerir un producto contaminado
genera enfermedades trascendentales que generan un impacto social en la salud publica ademas

de ocasionar un elevado gasto economico llegando a provocar incluso la muerte, es asi que
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mediante analisis microbiologico, estudios de PCR y RFLP se determiné la prevalencia de
Salmonella spp., y Escherichia coli en huevos de gallina destinados al consumo humano en

expendios del canton Ibarra.



CAPITULO 11

OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

Determinar la prevalencia y serotipo de Salmonella spp., y Escherichia coli en huevos
destinados al consumo humano del cantén lbarra, mediante analisis microbioldgico, RFLP? y
PCR?, para la creacion de un banco de recursos microbianos de la PUCE-SI.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar la prevalencia de Salmonella spp., y Escherichia coli mediante analisis
microbioldgico de huevos comerciales (clara, yema y cascaron) de consumo en el cantén
Ibarra.

e Aislar e identificar los principales serotipos de las bacterias entéricas patdgenas
presentes en los huevos comerciales de consumo en el cantdn Ibarra, para la creacion de
un banco de recursos microbianos de la PUCE-SI.

e Socializar los resultados a los actores involucrados.

2.3. Hipdtesis

Ho: Las bacterias Salmonella spp., y Escherichia coli., no estan presentes en los huevos de
consumo humano del cantdn Ibarra
Ha: Las bacterias Salmonella spp., y Escherichia coli., se encuentran presentes en los huevos de

consumo humano del canton Ibarra.

2 polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion
3 Reaccion en cadena de la polimerasa



CAPITULO 111

ESTADO DEL ARTE
3.1. Antecedentes de la Investigacion

En el estudio realizado por Estrada et al., (2012): determinan la presencia de Salmonella spp.,
en huevos de gallina obtenidos en los mercados de mayor concurrencia en la Ciudad de Quito,
en su trabajo concluye que no hallé presencia de Salmonella spp., obtenidos de 47 lugares de
venta mismos que fueron recogidos de 15 mercados, se detectaron otras bacterias tales como:
Pseudomona spp., Enterobactercloacae cloacae, Pantoea spp., Provindencia rettgeri, Proteus
mirabilis, Aeromona hydrofila, y Burkhordelia cepacia”. Como recomendacion final toma en
cuenta la realizacion de analisis de los huevos de traspatio y realizar un contraste sobre el

contenido de contaminantes microbianos.

En proyectos de investigacion sobre Salmonella spp., Suarez et al., (2000): acotan que los
huevos de gallina son un vector principal para la transmisién de Salmonelosis en humanos, por
ende, es importante estudiar todos los factores que intervienen en la transmision de la bacteria
al huevo para encontrar los ejes fundamentales de su patogenicidad con relacién a las afecciones
humanas. Esto es de gran impacto social ya que a partir de ahi se imparten planes de prevencién

para reducir las enfermedades por Salmonelosis.

En un estudio sobre la determinacion de Salmonella y Enterobacterias totales en huevos,
realizado por Leyva et al., (2016), encontraron la contaminacién de huevos con Salmonella
zioria, Enterobacter sp y Escherichia coli; conun 0,60% y 17,57% respectivamente en muestras
analizadas de yema, clara y cascardn. El estudio revela ademas, que la alcalinidad de la clara es

capaz de inhibir cualquier crecimiento microbiano que hubiera en la yema.
3.2. Avicultura mundial

El sector avicola ha ido creciendo continuamente y cada vez con industrializacién mejorada,

factores como el crecimiento demografico, las cadenas de suministro mejoradas, el desarrollo



economico y el aumento del poder adquisitivo favorecen este progreso, con un incremento del

24% en la ultima década en lo que se refiere a la produccion de huevos.

En el afio 2008 hubo una produccion total de huevos de 61,7 millones de toneladas, que aumentd
considerablemente al afio 2018; con 76,7 millones de toneladas, de las cuales China produce
466 mil millones de huevos, representando de esta forma el 34% de produccién de huevos a
nivel mundial, posicionandose de esta manera como el mayor productor durante los ultimos 30
afios. Seguidamente se encuentra EE.UU. y la India completando el 60% de la produccion de
huevos, y el 16% lo representan México, Brasil, Rusia, Japdn, Indonesia y Turquia (Aguirre et
al., 2018).

El consumo per cépita en los diferentes paises varia, en la India 76 huevos, Sudéafrica 130
huevos, China 255, Japén 337, México 368, etc.
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Figura 1. Principales paises productores de huevos, por Aguirre et al., (2018)

Los progresos dentro del sistema de produccion ha incrementado 2,5 veces esto se debe al
mejoramiento de la industria mediante el desarrollo de nuevas infraestructuras, sistemas de
crianza tecnificados, condiciones de sanidad eficientes, ambientes controlados, personal técnico

capacitado,bioseguridad y gestion ambiental.



3.3. Avicultura en Ecuador

La avicultura en el Ecuador es un sistema de produccién de crecimiento continuo, entre el 2018
y 2019 se registré un 27% de crecimiento en el nimero de aves criadas en campo con un total
de 9°341.321 y en planteles avicolas cuentan con 46°572.210 aves, lo que representa el 15,3%
y 84,7% de aves respectivamente (INEC, 2019).

Los pollitos, pollitas, pollos y pollas son las aves que mas se crian, seguidos por las gallinas
ponedoras con un 16%, la produccion de gallinas ponedoras se concentra en un 50% en la
provincia del Tungurahua, el otro 50% esta distribuido entre las provincias: Guayas, Pichincha,

Santo Domingo de los Tsachilas, Manabi, El Oro, Cotopaxi, Imbabura y Pastaza (INEC, 2019).

1%

0% _0%
2%

0%

u Gallinas ponedoras

m Pollitos, Pollitas, Pollos, Pollas
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M Codornices
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Figura 2. Tipos de aves criadas en campo Yy planteles avicolas en Tungurahua unidades (2014-2019), por INEC
(2019)

Hoy en dia el consumo de huevos per capita por persona desde el afio 2018 al 2019 a
incrementado en 13 unidades, es decir que cada ecuatoriano consume 226 unidades en el afo
2019, lo cuél representa un incremento constante en la demanda de huevos ya que junto con la
carne de pollo son una fuente de proteina econémica y accesible para todos los estratos sociales.
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De acuerdo al consumo de un ecuatoriano promedio, la produccién diaria de huevos fue de 9,38
millones de unidades en el afio 2017, incrementando a 10,01 millones en el afio 2018 y llegando
hasta 10,81 millones en el 20109.

En el afio 2019 se registr6 en el Ecuador una produccion semanal de huevos de 361°078.496

unidades, lo cual al afio representa una produccion promedio de 4.000 millones de unidades.

La produccién semanal de huevos de gallina provienen en un 8,6% de aves de campo y el 91,4%
de planteles avicolas, en donde Region Sierra contribuye con el 75,4% la Region Costa aporta

el 17,6% y la Regién Amazonica con el 7%.

En el afio 2019 el destino de la produccién nacional de huevos fue para venta en un 97,4% y
para el autoconsumo un 0,03% especialmente de las gallinas ponedoras de traspatio, el restante
2,6% se desting a otras utilidades tal como se presenta en la figura 3.

Oftros
2,6%

Autocon-
sUMoO
0,03%

Figura 3. Destino de la produccion de huevos de gallinas ponedoras, por ESPAC (2019)

Tungurahua constantemente lidera la produccion de huevos y junto con Cotopaxi, Pichincha y
Manabi conforman el 80% de la produccién de huevos a nivel nacional.
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3.3.1. Principales empresas en el mercado

Actualmente el mercado de expendio de huevos estd clasificado en dos segmentos: los
distribuidores mayoristas, quienes tienen su funcionamiento en locales y realizan la venta directa
de huevos sin marca. Segun el autor Alban, 2018 “hay productores autobnomos situados en
Puellaro, Ambato y Pichincha, ellos establecen los precios en funcion del tiempo de
comercializacion, es decir los precios incrementan cuando es temporada escasa y rebajan cuando
la demanda es menor”. La principal desventaja es carecer de garantia de marca. Por otro lado,
los huevos con marca tienen canales de distribucion similares a nivel local, sin embargo, estan
desfavorecidos por la imagen y marca que proporcionan a la sociedad ya que no son reconocidos
en la zona (Alban, 2018).

3.3.2. Mercado actual

La comercializacion de huevos cada afio incrementa conforme crece la demanda, el mercado
esta siendo atendido por huevos sin marca ocupando el 49,25%, y los huevos de marca
comercializados que cubren la demanda en un 50,75% son: indaves, huevos oro, selecto, gigos
EC, entre otros. El posicionamiento de estas marcas en el mercado actual fluctGa en base a la
marca, calidad y precios (Tobar, 2012).

El 82% de los propietarios distribuidores (abastos, viveres, tiendas, almacenes, supermercados,
comisariatos) eligen adquirir huevos con marca y fecha de caducidad para expendio, un 18%

eligen huevos sin marca, ya que representa ahorro de costos (Tobar, 2012).
3.3.3. Analisis economico de produccién de huevos de gallina

Los planteles de gallinas ponedoras se enfrentan a varios retos para lograr una produccién
eficiente al menor costo posible, es asi que se ven en la necesidad de adaptarse a los modelos de
produccion y comercializacion en donde obtengan el maximo provecho de los recursos
optimizando asi su potencial dentro de la cadena productiva, se debe dar un control riguroso a
todos los factores de produccién: alimentacion, alojamiento, manejo, desafio patdgenos,

bioseguridad y estado sanitario; este ultimo es uno de los mas importantes ya que cuando la
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parvada presenta problemas sanitarios se ve afectado el rendimiento general: ganancia de peso
corporal, tamafio del huevo, huevos producidos por ave, porcentaje de postura, porcentaje de

mortalidad y conversion alimenticia. “Animales sanos producen alimentos seguros” (Moro,

2012).

Probablemente la salud y la enfermedad de una parvada son los factores menos predecibles, sin
embargo pueden representar grandes pérdidas econdmicas en la industria avicola, el autor
Trevor (2013), indica que los costos econdmicos que incluyen vacunas y decomisos forman el
20% del valor total de la produccién, lo que representa tres veces las pérdidas econémicas por
concepto de mortalidad, por otro lado las péerdidas por enfermedad incluyen el 8,2%, es asi que
las pérdidas por mortalidad y por enfermedad tienen una relacion 1:2 es decir, por cada

USD 1.000 ddlares de pérdidas a causa de mortalidad, se pierden USD 2.000 dolares de pérdida

por enfermedades.
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Figura 4. Porcentaje de costos en la produccion avicola de acuerdo a su dimension, por Rojas (2017)

Como se puede apreciar en la figura 4 la alimentacion es el factor dentro de la produccion avicola
que ocupa un 70% del costo total es asi que los parametros que se encuentran directamente
relacionados como la ganancia diaria de peso y conversion alimenticia incorrecta, afecta el

rendimiento final de la parvada.

Por otro lado, el manejo adecuado que incluye sanidad y control de enfermedades simplificado
a los costos de medicina representa un 1% de los costos de produccion, por ende la mortalidad

seria minima.
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3.3.4. Bioseguridad en la produccion de huevos

La bioseguridad se plantea como el conjunto de normas y procedimientos orientados a la
prevencion de enfermedades causadas por microorganismos patdgenos, o también se puede
decir que es el conjunto de practicas de manejo sanitarias e higiénicas que previenen la entrada

de agentes patdgenos en la produccion avicola (Trevor, 2013).

La produccion y comercializacion de huevos es un proceso que debe ser controlado desde sus
primeras etapas de vida, proporcionando a los animales una excelente alimentacion, sanidad y
manejo, para disminuir los riesgos de mortalidad, morbilidad y caidas de la produccion, ademas
de garantizar la obtencién de huevos inocuos que ademas de ser un alimento nutritivo y
altamente proteico, cumpla con los estandares de higiene y sanidad hasta llegar a su consumidor
final. Los aspectos que integran el sistema de bioseguridad para la producciéon de huevos
inocuos, se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 1.
Factores que integran un sistema de bioseguridad

Factores que integran un sistema de bioseguridad

Ubicacion de la granja

Registro de entradas y salidas

Infraestructura de la granja

Sefalética

Limpieza constante del personal

Aves silvestres/roedores/ mascotas

Overoles y botas

Aves de traspatio

Productos de limpieza y desinfeccion
Calidad y saneamiento del alimento

Manejo y eliminacion de excretas y cadaveres

Lavado de vehiculos, utensilios y equipos

Calidad y saneamiento del agua

Saneamiento de sistemas de bebederos y comederos
Todo dentro/Todo fuera

Manejo de la cama

Clasificacion de parvadas

Reparaciones y mantenimiento de las instalaciones

Ventilacion

Agentes patdégenos

Estatus sanitario de la parvada

Nivel de inmunidad de las aves

Vectores de transmisién de enfermedades

Vacunacion

Mediacién

Monitoreo

Nota: Esta tabla muestra los componentes internos y externos en una explotacion avicola necesarios para

mantener la bioseguridad pecuaria.
Fuente: (Loaiza et al., 2011)
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Practicamente se debe realizar un control preventivo de peligros ya sean fisicos, quimicos o
bioldgicos que pongan en riesgo la inocuidad del alimento o comprometa la salud de la parvada.

Estos riesgos deben ser evitados y si se encuentran presentes, eliminarlos.
3.4. El Huevo

El huevo es un alimento completo que llena los requerimientos nutricionales del ser humano ya
que se halla compuesto del 74% de agua, 11% de lipidos y 12% de proteinas; en conjunto
aportan muchos beneficios en su consumo como principal fuente proteica. Su estructura se
compone de una cascara fortalecida en calcio con apariencia porosa, la clara es la parte liquida
de aspecto acuoso con coloracion amarillenta. La yema se compone de capas amarillentas
(Sastre et al., 2003).

Albumen
[denso externo

Cascara, g

Chalaza: Ibumen
fluido externo

Yema______ Albumen
fluido interno

.  § = Membrana
vitelina
Disco germinal

Membranas testacea: ICamara de aire

Figura 5. Partes del huevo, por Aguirre et al., (2018)

3.4.1. La Cascara

Las ovoporfirinas son las responsables de suministrar color al cascardn del huevo, este se halla
constituido de carbonato y fosfato calcico, magnésico y proteinas. Los poros proporcionan el
intercambio gaseoso, se hallan en cantidad de 16.000 ademas poseen una cuticula que permite el
paso de gases. Hasta cierto punto la contaminacién microbiolédgica al huevo se produce por el

traspaso de los microorganismos a las membranas (Belitz y Grosh, 2002).
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3.4.2. La Clara

Dependiendo de la estirpe, edad del ave y edad del huevo la clara se llega a componer de 4
capas: interior y gruesa fluida, intermedia y fino exterior denso. La clara forma un 60% del
100% total de huevo (Belitz y Grosh, 2002).

3.4.3. LaYema

Esta conformada por capas de coloracidn blanca y amarilla, membranas, disco germinal, entre
otros. Para su formacién pasa por tres etapas productivas: Embriogénesis, periodo juvenil y
maduracion sexual, periodo fértil. Comprende el 30% del 100% de la estructura del huevo
(Belitz y Grosh, 2002).

3.5. Factores que determinan la calidad del huevo

Cuando se habla de calidad hace referencia a la capacidad de satisfacer con un producto o

servicio las necesidades del cliente o consumidor (Sauveur, 2001).

En el caso del huevo de gallina, su aspecto fisico, caracteristicas organolépticas, su composicion
nutricional, entre otros, estan en funcion de factores internos y externos afectados por el manejo,

instalaciones, animales y personal técnico.
3.5.1. Calidad del huevo de expendio

El huevo producido en granja o finca debe mantener su calidad hasta ser receptado en bodega
con la finalidad de que llegue en buen estado al consumidor, se deben considerar aspectos
fisicos, apilamiento de 15 cubetas, temperatura de 15°C, inexistencia de humedad y distribucién

de maximo tres semanas para mantener la frescura del producto (Tobar, 2012).
3.5.2. Calidad microbioldgica del huevo

El huevo se considera un medio estéril bajo éptimas condiciones para el desarrollo del embrion,

sin embargo, la estructura porosa de la cascara favorece el intercambio gaseoso entre el embrion
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y el medio ambiente, permitiendo de esta forma el ingreso de microorganismos, la pérdida de

agua y dioxido de carbono (Moro, 2012).

Existen barreras propias de la estructura del huevo que cumplen con la funcion de proteccion al

embrion ante el medio exterior , es asi que se clasifican en tres:

e Barreras fisicas: conformado por la cascara y las membranas testaceas.
e Barrera mecanica: viscosidad del albumen (obstaculiza el ingreso de agentes patégenos).

e Barrera quimica: lisozimas de la clara (efecto antibacteriano).

No obstante, el huevo se encuentra expuesto a la contaminacion externa en el momento de la
postura por el contacto con la materia fecal, aqui prevalecen los cocos Gram-positivos y bacilos
Gram-negativos, estos ultimos tiene mayor facilidad de ingreso a traves del cascaron, algunas
de las principales bacterias encontradas en huevos son: Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.,
Proteus vulgaris, Aeromonas spp., Serratia spp., Enterobacter spp., Flavobacterium spp.,

Staphylococcus spp., Escherichia coli y Salmonella spp., (Acosta, 2016).

Tabla 2.

Parédmetros microbioldgicos de huevos de gallina

Parimetro Muestras Aceptacion Rechazo
Recuento de
aerobios 5 10 5x10*
mesofilos
Escﬁerrchza 5 <50 50
coli ufc externa
E. coli ufe 5 Ausencia Presencia

interno
Salmonella spp
en 25 g.

5 Ausencia Presencia

Nota: Esta tabla muestra la cantidad de enterobacterias permisibles en huevos en relacion a x10* UFC/mll
Fuente: (INEN, 2013)
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3.6. Mecanismos de transmisién de microorganismos en el huevo

El huevo puede tener contaminacion bioldgica al momento de su paso por el trayecto de la
cloaca en la gallina, sin embargo, el contenido interno es estéril. A pesar de ello en su exterior
existen microorganismos ambientales que pueden difundirse a su interior y propagarse, claro
que necesitan tener las condiciones apropiadas para su crecimiento. Se han estudiado tres
posibles vias de contaminacion en huevos: transmision vertical, horizontal y lateral (Rincdn et
al., 2001).

3.6.1. Transmisién vertical

En este tipo de transmision el huevo durante su formacidn se contamina cuando el cascaron

transita por la vagina y la yema en los ovarios u oviductos infectados.

La prevalencia de contaminacion del huevo por Salmonella spp., no esta exenta de presentarse
ya que con facilidad esta bacteria puede estar en el sistema reproductor de las gallinas,
presentando el riesgo de infectar el huevo antes de la formacién de su cascaron, ademas que las

gallinas pueden ser asintomaticas y realizar la postura con normalidad (Acosta, 2016).
3.6.2. Transmision horizontal

En esta transmision interviene el paso del huevo por la cloaca contaminandose de esta forma
con materia fecal en su cascaron exponiéndose a la presencia de gérmenes ya que el huevo al
momento de la puesta se encuentra susceptible al ingreso de microorganismos por medio de los
poros presentes en su cascardn, hasta que se enfria, de esta forma las bacterias invaden y

contaminan el contenido interno del huevo (Acosta, 2016).
3.6.3. Transmision lateral

El tipo de transmisién lateral se da por contaminacidn a través del consumo de agua y alimento;
presencia de animales o plagas; mal manejo en las instalaciones o en su almacenamiento,
distribucion, comercializacion. Las bacterias contaminan el huevo segun el tiempo de

exposicion de las mismas, ademas de requerir altas temperaturas y humedad relativa, por otra
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parte, la circulacion de aire es un vector que disemina o no los patdgenos para favorecer la

contaminacion (Acosta, 2016).

Cabe recalcar que la presencia de microorganismos en el exterior del huevo es de corta
sobrevivencia a menos que los altos niveles de humedad relativa y temperatura favorezcan su
proliferacion, de esta forma la contaminacion tanto externa como interna duraria en huevos

almacenados durante un largo periodo de tiempo (Acosta, 2016).

Tabla 3.

Vias de contagio de Escherichia coli en ponedoras

Cloaca Escherichia coli presente en excretas accede a la vagina y trompas de falopio a causa del

esfinter debilitado

Pared del intestino  Escherichia coli accede a la cavidad abdominal por medio del canal y la pared intestinal

Vias respiratorias Escherichia coli atraviesa los sacos aéreos, penetrando en las trompas de falopio y

cavidad abdominal

Fuente: (Schippers Agricola, 2020)
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Figura 6. Vias de contagio de Salmonella spp., en aves, por Rincon et al., (2011)

Es fundamental vigilar cada fase de la cadena productiva del huevo, mediante la identificacion
de peligros minimizar los riesgos sobre la proliferacion de microorganismos patégenos en los
alimentos destinados al consumo humano, ademas la calidad comercial debe mitigar la presencia
virus, bacterias, hongos ya que pueden alterar la composicién final del producto ocasionando

que sea un alimento no apto para el consumo (Alban, 2018).
3.7. Bacterias

Las bacterias son seres vivos unicelulares pertenecientes a la clasificacion procariota y se
encuentran en todas partes, suelo, tierra, aire, agua; ya que son partes del ecosistema. Algunas
bacterias soportan condiciones extremas de temperatura y presion para su supervivencia,
ademas cabe recalcar que el organismo humano y animal se encuentra lleno de bacterias que

conforman la flora saprofita, estdn en la piel, vias respiratorias, boca, sistemas digestivo,
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urinario y reproductor, que en realidad son bacterias benéficas para nuestro organismo, por el

contrario las bacterias conocidas como patogenos causan enfermedades (Rojas, 2017).

3.7.1. Clasificacién de las bacterias

Bacterias

Genero

Streptococcus

Neisseria
meningifidis

nterobacteriae

Genero
Staphylococcus

Listeria
onocytogenes

| _|Corynebacterium
diphteriae

—Clostridium

Neiseria
gonorrohiceae

Figura 7. Clasificacion de las bacterias, por Rojas (2017)

3.7.2. Enterobacterias

Las enterobacterias con origen en la familia Enterobacteriaceae se clasifican como bacilos

gramnegativos, por lo tanto, se caracterizan por ser anaerobios facultativos con forma de varilla,

son de facil cultivo y pueden o no tener flagelos. Su habitat es el intestino de los humanos y

animales, entre los géneros predominantes se encuentran: Escherichia coli, Shigella spp.,

Salmonella spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Serratia spp., Proteus spp., Citrobacter

spp., Morganella spp,

La mayoria de especies de enterobacterias se encuentran presentes en la naturaleza en especial

en medio humedos, ademas al ser hospedadoras del tracto digestivo se encuentran presentes en
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la materia fecal, que al ser eliminado sirve como indicador de pardmetros epidemioldgicos en
salud publica. Escherichia coli representa el 80% de la microbiota aerdbica intestinal por
naturaleza, sin embargo, puede predisponer a ciertas infecciones en especial en organismos

inmunosuprimidos.

De las enterobacterias hay dos bacterias potencialmente patogenas se trata de Escherichia coli

y Salmonella spp.

Tabla 4.

Localizacién de infecciones més frecuentes de Enterobacterias por orden de prevalencia

Localizacion Enterobacterias frecuentes

Sistema nervioso central Escherichia

Tracto respiratorio inferior Klebsiella, Enterobacter, Escherichia

Torrente sanguineo Escherichia, Klebsiella, Enterobacter

Tracto digestivo Salmonella, Shigella, Escherichia,
Yersinia

Tracto urinario Escherichia, Proteus, Klebsiella,
Morganella

Fuente: (Rojas, 2017)

3.7.3. Caracteristicas de las Enterobacterias

Se caracterizan por ser bacterias gramnegativas generalmente bacilos, aunque en ocasiones en
forma de cocobacilos, con un tamafio de 2 a 4 um, no son exigentes por ende son de facil
proliferacion, se consideran oxidasa negativa, con propiedades reductoras del nitrato a nitrito,
son fermentadores y oxidadores bajo condiciones aerdbicas y algunos géneros poseen flagelo,

pero otros no.
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Figura 8. Estructura de una Enterobacteria de la familia Enterobacteriaceae, por Schippers Agricola (2020)

3.7.4. Bacterias que impactan en la industria avicola de postura

La microflora presente en el tracto digestivo de las gallinas varia en cantidad y composicion de
acuerdo a la edad del ave y a la estructura intestinal, los microorganismos presentes en esta

estructura cumplen un rol metabdlico importante en el desempefio del ave (NutriNews, 2020).

Durante el desarrollo del embridn el évulo facilita las condiciones necesarias para el mismo, y
sus estructuras anatomicas como la cascara y cuticula lo protegen del medio externo, a pesar de
esto, la cuticula se degrada con el tiempo y es ahi donde se facilita la colonizacion de bacterias
desde el medio externo al interno. Al penetrar por los poros alcanza la capa mamilar®, su

humedad favorece la multiplicacion de las bacterias.

Bacterias como Campylobacter y Salmonella desarrollan una transmision vertical desde la
matriz al huevo, por ello debe tomarse en consideracion las bacterias que colonizan el tracto
reproductivo de la gallina, aunque las bacterias propias del tracto digestivo, colonizan al pollito
antes del nacimiento y conforme va creciendo la microbiota aumenta, las especies presentes son:
Clostridium perfringens, Ruminococcus spp., Lactobacillus bulgaricus y Proteobacterias spp.,

incluyendo Salmonella spp., y Escherichia coli, las dos ultimas mencionadas son la principal

4 Una de las cuatro capas del huevo
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causa de trastornos digestivos y septicémicos en aves ocasionando pérdidas por mortalidad,

ademas que las sobrevivientes portan la bacteria (NutriNews, 2020).

Tabla 5.

Bacterias presentes en el tracto gastrointestinal de las aves

Seccidn intestinal Bacterias

Buche Lactobacillus +, Estreptococcus + E. coli-,

Staphylococcus+, Estreptococcus +

Pro ventriculo ColiformesLactobacillus + Clostridium +
Molleja coliformes-, Eubacterium+ , Bacteroides-
Yeyuno ileon Staphylococcus+, Estreptococcus+,

Lactobacillus +, Clostridium +,

Bacteroides-, Eubacterium+

Ciego Fusobacterium -, Bofidobacteria

Fuente: (Rojas, 2017)

3.7.5. Caracteristicas generales de Salmonella spp.

La bacteria Salmonella pertenece a las gramnegativas con flagelos mdviles peritricos,
anaerobios facultativos, no esporulados y con medidas de 1.5 um de ancho hasta 5 um de largo,
abarca alrededor de 2.700 serovares excepto la serovariedad movil con presencia de flagelos,
Gallinarum-Pollorum. Es asi que la Salmonella se divide en dos especies: Salmonella entérica

y Salmonella bongori, la primera se subdivide a su vez en seis subespecies:

e Salmonella entérica
e Salmonella salamee
e Salmonella arizoanae

e Salmonella diarizonae
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e Salmonella houtenae

e Salmonella indica

En un 99% de las salmonelosis estan estrechamente relacionadas con la subespecie Salmonella
entérica que se encuentra presente en especies de sangre calida, por el contrario, el resto de
subespecies se encuentran en reptiles y el medio ambiente con menor potencialidad de

virulencia.

3.7.6. Clasificacion taxondmica de Salmonella spp.

Salmonellq
spp.
I_I_I

S. entérica Bongori

S. 5.
houtanae | |diarizonae

S. entérical |S. salamae| |S. arizonae| S. indica

Salmonella
pollorum

Salmonella
gallinarum

Salmonella
enteriditis

| | Salmonella
typhimurium

Salmonella
arizonae

Figura 9. Salmonella Entérica y subespecies, por Rojas (2017)

Algunos serovares de Salmonella poseen estricta adaptacidn a un determinado huésped como es
el caso de S. Gallinarum para las aves o S.Typhi en el caso del ser humano, sin embargo S.

Typhimurium y Enteritidis se aislan en aves, cerdos, bovinos, gatos, perros, pajaros y reptiles.
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3.7.7. Toxiinfeccion por Salmonella spp.

La Salmonella da origen a la Salmonelosis, es una enfermedad de transmisidn alimentaria (ETA)
0 mejor dicho una zoonosis ya que se transmite al ser humano cuando este consume productos

de origen animal (huevos, carne, aves y leche) contaminados.

Tabla 6.
Condiciones y rangos 0ptimos para el desarrollo de Salmonella

Condiciones Minimo Optimo  Maximo
pH 3,8 7 9,5
Temperatura °C 7 35 46,2
Fuente: (RENAPRA, 2018)

La Salmonelosis origina sintomas como: fiebre alta, dolor abdominal, diarrea y vomitos, lo que
se resumen en un cuadro de gastroenteritis, los sintomas aparecen en las primeras 6 a 72 horas

y puede durar entre 4 y 7 dias.

Los animales domésticos hospedadores de la Salmonella adquieren la bacteria por transmisién
lateral, es decir que insectos, roedores, aves silvestres y el hombre son quienes en un inicio
transfieren esta bacteria por medio de sus excretas, contaminando de esta forma el agua,
alimentos y el medio ambiente, de esa forma los animales domésticos y sus productos derivados

se contaminan. A continuacién, se muestran los serotipos que se pueden presentar en aves.

Tabla 7.

Serotipos de Salmonella spp., en aves y la enfermedad que causan

Etiologia Enfermedad
Salmonella pollorum Pullorosis aviar
Salmonella gallinarum Tifoidea aviar
Salmonella enteriditis Paratifoidea
Salmonella typhimurium Paratifoidea
Salmonella arizonae Arizonosis aviar

Fuente: (Rojas, 2017)
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Es importante mencionar que la fiebre tifoidea y paratifoidea en humanos son ocasionadas por
Salmonella entérica cepas Typhiy Parathyphi respectivamente, el hombre es el Gnico reservorio
de Salmonella Typhi, ademas en animales estos serotipos no son patdégenos, por el contrario, los
serotipos de Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium son bacterias dafiinas en
humanos y animales, produciendo toxiinfeccion asintomatica. De acuerdo a la investigacion

realizada por el autor Montero (2016), los serotipos aislados de humanos son los siguientes.

e Salmonella entérica subespecie entérica serotipo Typhimurium (19,2%)
e Salmonella entérica subespecie entérica serotipo Enteritis (14,1%)

e Salmonella entérica subespecie entérica serotipo Newport (9,3%)

e Salmonella entérica subespecie entérica serotipo Javiana (5%)

e Salmonella entérica subespecie entérica serotipo Heidelberg (4,9%)

e Salmonella entérica subespecie entérica serotipo Montevideo (2,4%)

En el afio 1990 en nuestro pais se presentaron aproximadamente 9.908 casos de toxiinfeccion
alimentaria por salmonelosis, aumentando para el afio 2001 a 18.772 casos de esta enfermedad
hasta que en el 2008 se presentaron descensos obteniendo un total de 3.286 casos, no obstante
autor Montero (2016), en su estudio explica que entre enero y febrero del afio 2012, 175 casos
fueron reportados por Salmonella y del total 153 fueron validos asi como hubo 103 reportes

confirmados por fiebre tifoidea y paratifoidea (MSP, 2012).
3.7.8. Deteccion de Salmonella

La deteccion temprana de Salmonella es fundamental en la industria avicola productora de
huevos ya que se pueden mitigar los riesgos, enfermedades y pérdidas por contaminacion con

esta bacteria, ademas del dafio que provoca a la salud publica.

Acosta (2016), expresa que en la industria de alimentos se realizan estudios microbioldgicos de
control y calidad mediante cultivos bacterianos enriquecidos que permiten confirmar la
presencia de contaminantes en los alimentos. La eficacia de los medios de cultivo depende de

la condicion de las muestras, su mantenimiento y colonizacion.
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El control bacterioldgico de los huevos es un procedimiento que consta de varias etapas para el
estudio de los componentes del huevo, ya que para el aislamiento de las bacterias presentes en
el cascardn se requiere H>O peptonada diluida en una bolsa estéril donde va a ser introducido el
huevo, las muestras de la clara y la yema pueden ser tomadas de forma directa, pero deben estar
diluidas para poder realizar el conteo de UFC. Posterior al aislamiento de las bacterias se
requiere una identificacion mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y una
caracterizacién a través de la técnica de Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de
Restriccion (RFLP).

Estrada et al., (2012), menciona que para realizar el cultivo bacteriano del cascaron del huevo
uso bolsas estériles con H>O peptonada e introdujo el huevo dejandolo reposar 10 minutos y
1ml de esa solucion la transfirié a 8ml de caldo de Tetrationato y esper6 un dia de incubacién a
42°C, luego en cajas petri sembrd en Agar Rambach, incubd durante un dia a 37°C. Para la
obtencion de muestras de clara y yema obtuvo 1ml de muestra que transfirid a caldo de
Tetrationato y continud con el procedimiento mencionado anteriormente. El autor se baso en el

método ISO ademas de las normas USDA.

Li etal., (2006), en su experimento de deteccion de Salmonella enteriditis en muestras de leche
y carne de pollo, para realizar la PCR, se basa en la amplificacion del gen 16S rRNA region V3,

en donde obtuvo 134 pb para Salmonella enteriditis tal como lo muestra la siguiente figura:

324bp —»

Figura 10. Amplificacion del gen 16S, por Li et al., (2006)
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3.7.9. Caracteristicas generales de Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli pertenece a la familia Enterobacteriaceae, género Escherichia,
especie coli, considerado un bacilo gram negativo, de facil cultivo, anaerobio facultativo, por lo
general es movil por flagelos peritricos y prefiere una temperatura de 37°C para su crecimiento.
Mide de 1 pum por 2-6 um (OMS, 2016).

Una de las caracteristicas que distinguen a la bacteria Escherichia coli es su capacidad de
adherirse en las microvellosidades del epitelio intestinal, especificamente en sus los
gangliosidos receptores, esta propiedad se atribuye a los componentes proteicos presentes en la
bacteria, denominados adhesinas, mismas que se clasifican en: F1, F2, F3, F4, F41 Y F165; es
asi que las de tipo F1 son las principales participes de virulencia de las cepas aviares (Rojas,
2017).

3.7.10. Clasificacion taxondmica de Escherichia coli

entero-
patogénicas

entero-invasivas

entero-toxigénicas

coli
entero-agregativas
Eschierichia alberti
vero-toxigénicas
alvei

extraintestinales

Figura 11. Clasificacién de Escherichia coli de acuerdo a sus patotipos, por Gibert (2010)

Dentro de la clasificacién de Escherichia coli verotoxigénico se encuentran los serotipos de

Escherichia coli enterohemorréagicos como son:
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e 0O157:H7 6 H-

e 026:H11
e O111:H-
e 0145:H-
e 0O45:H2

e 0128:H-
o O4:H-

e 0103:H2

Siendo los serotipos responsables de los brotes de colitis hemorragica en humanos, el serotipo

0157 es el mas comdn. Las aves son hospedadores y reservorio del serotipo O157:H7.
3.7.11. Toxiinfeccidén por Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria presente en el intestino del ser humano y algunos animales de
sangre caliente, las cepas pertenecientes a Escherichia coli enterohemorragica (EHEC), causan
enfermedades por transmision alimentaria. Su importancia radica en la produccion de toxinas
altamente peligrosas como son las toxinas de Shiga. EHEC necesita un medio ideal para su

crecimiento y proliferacién con una temperatura 6ptima de 37 °C (Alimentarya, 2015).

La enfermedad causada por EHEC se caracteriza por producir sintomas principales como:
calambres abdominales y diarrea, la incubacion de la enfermedad dura alrededor de 3 a 8 dias,
aungue los pacientes pueden recuperarse de la enfermedad, en nifios y ancianos puede ser
mortal. Se consideran reservorios potenciales los rumiantes, cerdos, caballos, conejos, perros,

gatos y aves (Alimentaryd, 2015).

Se requieren métodos de prevencion y control dentro de la cadena alimentaria, desde la
produccion en granja, elaboracidn, fabricacion, distribucion y preparacion de los alimentos
(Alimentarya, 2015).

La Colibacilosis aviar es una enfermedad que ataca directamente al sector avicola,

comprometiendo la salud animal, alterando sus indices productivos: incrementos de la

30



conversion alimenticia, mortalidad, aves descartadas, decomisos y retraso del crecimiento; lo

que generar pérdidas econdémicas en el sistema productivo.

La colibacilosis se presenta en las aves como una enfermedad secundaria, es decir que se
adquiere cuando el organismo estd inmunodeprimido por otras enfermedades aviares como
Newcastel, Micoplasmosis, Bronquitis Infecciosa o0 Gumboro; dichas enfermedades como
antecedentes favorecen el ingreso y colonizacién de Escherichia coli.

Tabla 8.

Factores que predisponen al ave a adquirir Escherichia coli

FACTORES PREDISPONENTES

Adenovirus  Aviar, Pneumovirus Aviar, Anemia Infecciosa, Enteritis

Hemorrdagica, Bronquitis  Infecciosa, Enfermedad de  Gumboro,

VIRUS
Laringotraqueitis Infecciosa, Influenza Aviar, Enfermedad de Marek,
Enfermedad de Newcastle
Bordetella aotum, Clostridium .n:'rfrmguu:-', Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma
BACTERIAS ’ ) )
meleagridis, Mycoplasma synoviae.
Ascaridin  dissimilis,  Ascaridia  galli, Eimeria  brunetti, Eimeria  tenella,
PARASITOS

Cryptosporidium baileyi, Histomonas meleagridis, D, gallinae.

Agua contaminada, exceso de particulas de polvo, restricciones de agua y/o
AMBIENTALES comida, ventilacién inadecuada, acumulo de gases, temperaturas extremas,

exceso de ruido, superpoblacion, ete.

FISIOLOGICOS Edad, periodo de pico de puesta, estrés, picaje, nerviosismo.

Fuente: (Gibert, 2010)

3.7.12. Deteccion de Escherichia coli

Gibert (2010), en su estudio “Deteccion y caracterizacion de aislados de Escherichia coli de
origen clinico y fecal en gallinas ponedoras” para el aislamiento mirobioldgico uso medios de

cultivo agar McConkey y agar sangre, continud con la identificacién bioquimica IMVIC?,

® Prueba para la identificacion de bacterias: Indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y citrato
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seguido de la determinacidn del antigeno somatico a través de la técnica de aglutinacién con el
medio liquido Brain heart infusion, para la PCR se centr6 en factores de virulencia especificos,
concluye que la contaminacion por Escherichia coli se da en algunos organos del ave,
especialmente en el peritoneo, higado, pulmén y en menor cantidad en el rifién, ademas obtuvo
6 patotipos que abarcan el 78,7% de los aislados clinicos, obtuvo 12 serogrupos diferentes entre
ellos: 078, 088, 01, 020y O2.

En la experimentacion de perfiles genéticos de Escherichia coli el autor Suwanto (2017), realiz6
una comparacion de cepas amplificando el gen 16S rRNA para el desarrollo de la PCR, obtuvo

1.300pb para la bacteria Escherichia coli.

1001

Figura 12. Amplificacion del gen 16S para Escherichia coli, por Suwanto (2017)
Nota: El perfil génetico del gen ADNr 16S de Escherichia coli presenta 1.300 pares de bases

3.8. Cuenta en placa de bacterias

Es un método aplicado en microbiologia para determinar el contenido de microorganismos en
muestras de alimentos y otros productos, la técnica aplicada es el conteo en placa, segun el
medio de cultivo y sus caracteristicas se dara el crecimiento de bacterias especificas, esta

premisa es un indicativo del nivel de contaminacion de la muestra o producto en estudio.

Los microorganismos generados al formar colonias permiten aplicar la técnica de UFC/gr o ml,
quiere decir que se realiza el conteo de unidades formadoras de colonias. Para que las colonias
puedan contarse de manera confiable, se realizan diluciones 1:10 antes de aplicarla en el medio
de cultivo (Estrada et al., 2012).
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i N° de colonias por placa * factor de diluciéon
UFC/mLO6UFC/g =

ml de la muestra sembrada

3.9. Acido desoxirribonucleico (ADN)

El ADN esta formado por nucledtidos (base nitrogenada + azlcar + grupo fosfato), su
agrupacion conforma un polimero, que resulta en un polinucledtido. La union de nucle6tidos se
da por enlace covalente conformando una cadena que va en direccion 3'-5'y viceversa (Pérez
de Saltos, 2010).

El ADN esta conformado por dos cadenas en forma de doble hélice, a su vez estas cadenas estan
formadas por azlcar, fosfato y una base nitrogenada que se divide en purinas: adenina (A),
guanina (G) y pirimidinas: citosina (C) y timina (T), su posicionamiento es lo que va a codificar
la informacion genética (Pérez de Saltos, 2010).

3.10. Reaccidn en cadena polimerasa (PCR)

La PCR tiene un amplio campo de aplicacion, para el control de la inocuidad de alimentos, en
la industria alimentaria aplican esta técnica como método réapido y eficaz ante la deteccion de
microorganismos, lo que permite detectar las posibles amenazas alimentarias (Alimentarya,
2015).

La técnica PCR se basa en la amplificacién de un pequefio segmento de ADN, es decir, la
multiplicacién de segmentos para la deteccion especifica de su secuencia. PCR se usa para
amplificar un fragmento de ADN, es Util para la identificacion de virus y bacterias especificos
(Bustin et al., 2005).

El método se basa en amplificar una region especifica de &cido nucleico en millones de copias,
esto se logra a través de los amplicones que son productos de PCR y el segmento resultando de
la amplificacion de ADN conocido como diana, el progreso de amplificacion tiene como modelo

2" en donde los ciclos son representados por n.
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El proceso de PCR debe contener ADN 0 ARN, una polimerasa de ADN con estabilidad térmica,

cuatro deoxinucleosidostrifosfato, magnesio, oligonucleétidos cebadores y un tampon de esta

manera se procede a ejecutar los pasos de: desnaturalizacion, hibridacion y extension.

Desnaturalizacidn: se separan las dos cadenas de ADN, con un calentamiento de 92°C a
98°C, dependiendo de la conformacion de la cadena.

Hibridacion: el cebador se une a la secuencia complementaria del molde
desnaturalizado, para ello se emplea una temperatura de 65°C y 72°C. Los cebadores
participan como los limites de la regidn de la molécula que va a ser amplificada.
Extension: el ADN molde es tomado por la polimerasa para sintetizar la cadena,
empezando por el cebador para realizar la nueva sintesis, es asi que agrega dNTP en
direccion 5'— 3'. Comunmente se usa una temperatura de 72°C.

(Rojas, 2017).

Este proceso se da con 20 a 35 ciclos (cambios de temperatura), dependiendo de parametros

como: enzima para la sintesis de ADN, concentracion de dTNP, temperatura de union entre
cebadores, longitud del ADN.

Reaccion en cadena de la polimerasa (RCP)

Ty /
Cadena de ADN /' ok 1
original para copia 5 3 5 3 \
TP - 1P
¥ ;“ F/' T -~ - S uﬂﬂ -
5 3 ) 1 \o‘
I ] -] e o
> 5'\‘ ® I o
» ! b ;llluug 5 3 /, P
» " » \" |=|’|||||| R |=H”||| \
Cebador 3 5 3 5
Nuclestido \ ﬂlll» /
b
\

@ Desnaturalizacion a 94-96°C
0 Alineamiento a ~68°C
€ Extensiona 72°C

Figura 13. Etapas del proceso PCR, por Pérez de Saltos (2010)

Nota: Numerales 1, 2 y 3 indican el procedimiento de reaccidn en cadena polimerasa con sus respectivas

temperaturas.
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3.11. ADN ribosomal 16S

ARNIr 16S también se denomina ADNr 16S y es un polirribonucleétido formado por 1.500 pares
de bases, estructuralmente pertenece a los ribosomas procariotas de la subunidad 30S, es usado
en el establecimiento de filogenias bacterianas ya que se considera un marcador universal
porque esta presente en la mayoria de los organismos (bacterias y arqueas), debido a sus regiones
hipervariables puede proporcionar secuencias especificas lo que permite clasificar e identificar

varias especies de bacterias 0 a su vez descubrir nuevas especies (Rodicio et al., 2015).

El gen ADNr 16S como se menciono anteriormente contiene regiones hipervariables que van
de la V1 a la V9 de las cuales la V2 'y V3 son las mas aplicadas para diferenciar las especies
bacterianas.

o
AN
o

Figura 14. Estructura del ADNr 16S, por Rodicio et al., (2015)

Nota: Se distinguen las nueve regiones hipervariables que conforman el gen ADNr 16s siendo V2 y V3 las
regiones usadas para la diferenciacion de especies bacterianas.
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3.12. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

La técnica RFLP, en donde a partir de una muestra se obtienen secuencias de nucleotidos en el
ADN por medio de enzimas de restriccion, lo que genera varios cortes de diferente longitud en
donde se reconoce la secuencia especifica de acuerdo a la disposicion del ADN (Nuez et al.,
2000)

Avise (2004), indica: “Los RFLP son marcadores genéticos del ADN y se pueden encontrar en
regiones que codifican proteinas o exones, en los intrones o en el ADN que separa un gen de

otro”.

La técnica RFLP se usa como marcador molecular para la identificacion de muestras
particulares, muestra la interaccion genética entre individuos (Nuez et al., 2000). Esta técnica
se aplica a la par con PCR como mecanismo de deteccidn de alelos en una region especifica, ,
con la PCR se amplifica el fragmento de un gen para posteriormente mediante RFLP con la
aplicacion de enzimas de restriccidn, cortar los fragmentos. Los pasos para este procedimiento

son los siguientes:

e Extracciony purificacion del ADN (PCR).
e Aplicacion de enzimas de restriccion para para obtener los fragmentos de ADN.

e Electroforesis en gel, los fragmentos se separan a través del campo eléctrico generado.

oO——e

Extraccion PCR con O—e
de ADN cebadores
—
romlados O .
Digestion
con
enzimas de

restriccion
(_ ©) —e
oO——e
Electroforesis O— )
separacion O — )

—) —) o———e

Deteccion
laser

T
TR

Figura 15. Procedimiento para RFLP, por Avise (2004)
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS
4.1. Materiales, reactivos y equipos de laboratorio

4.1.1. Materiales de laboratorio

Tabla 9.

Materiales de laboratorio

Material Cantidad Actividad empleada
Tubos de ensayo 960 Analisis microbiologico y conteo de UFC, Aislamiento de bacterias
] Analisis microbiologico y conteo de UFC, Aislamiento de bacterias,
Guantes de latex 100 ]
Extraccion de ADN, PCR, RFLP
o Andlisis microbioldgico, Aislamiento de bacterias, Extraccion de
Micropipetas 5
ADN, PCR, RFLP
Fundas Wirlpack 80 Analisis microbiolégico
Cajas petri 480 Analisis microbiologico
Frascos boeco 5 Analisis microbiolégico, PCR, RFLP
Anadlisis microbiologico y conteo de UFC, Aislamiento de bacterias,
Lamparas de alcohol 2 N
Extraccion de ADN
Pipetas Pasteur 480 Analisis microbiolégico
Gradillas 3 Andlisis microbiologico, Extraccion de ADN, PCR, RFLP
Puntas expell P L L
. 1000 Andlisis microbioldgico, Extraccion de ADN, PCR, RFLP
esterilizadas
Papel kraft 30 Anélisis microbiolégico
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4.1.2. Equipos de laboratorio

Tabla 10.

Equipos de laboratorio

Material Cantidad Actividad empleada
Digital Dry Bath ACCU BLOCK™ 1 Extraccion de ADN
Camara de flujo laminar 1 Analisis microbiologico, PCR
Balanza Analitica 1 Analisis microbiolégico, Extraccion de ADN, PCR, RFLP
. Aislamiento de bacterias, Extraccion de ADN, PCR,
Refrigeradora 1
RFLP
Contador de colonias Stuart™ 1 Conteo de UFC
Autoclave ICANCLAVE D® 1 Analisis microbiolégico
Estufa 1 Analisis microbiolégico y conteo de UFC

Camara de electroforesis 1 PCR, RFLP
Vértex 1 Extraccién de ADN, PCR, RFLP
Termociclador 1 Extraccién de ADN, PCR, RFLP

Transiluminador UV 1 PCR, RFLP

Fuente de poder 1 PCR, RFLP

Bandeja para preparar gel de
ya pata preparar g 1 PCR, RFLP
agarosa
Microcentrifuga 1 Extraccion de ADN, PCR, RFLP
Microondas 1 Andlisis microbiolégico
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4.1.3. Reactivos de laboratorio

Tabla 11.

Reactivos de laboratorio

Material Cantidad Actividad empleada
Agar EMB 1 Analisis microbiolégico
Agar SS 1 Analisis microbiologico
Caldo nutritivo 1 Aislamiento de bacterias
Agua peptonada 1 Andlisis microbiologico
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit 1 Extraccion de ADN
Etanol al 70% 1 Extraccion de ADN
Agarosa 1 PCR, RFLP
TAE 1X 1 PCR, RFLP
TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder 1 PCR, RFLP
Intercalante fluoresjcente O_rang(_e Diamond Thermo 1 PCR, RFLP
Fisher Scientific
Primers Invitrogen 2 PCR
Agua libre de nucleasas 1 PCR, RFLP
Enzima de restriccion Anza ™ 11 EcoRI 1 RFLP
Enzima de restriccion Anza™ 65 Mspl 1 RFLP
Enzima de restriccion Hindll| 1 RFLP
Enzima de restriccién Apal 1 RFLP
Enzima de restriccion Sacll 1 RFLP
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4.1.4. Materiales de oficina

Tabla 12.

Materiales de oficina

Material Cantidad Actividad empleada
Software PRIMER-e 1 Caracterizacién mediante enzimas de restriccion
Laptop hp 1 Redaccion
Céamara fotografica 1 Evidencia del trabajo
Software ArcGis 10,5 1 Disefio de mapa cartografico
Software R Project 3,6,0 1 Realizar prueba estadistica de los resultados obtenidos

4.2. Metodologia
4.2.1. Lugar de investigacion

La investigacion se llevd a cabo en los Laboratorios de Microbiologia y Biotecnologia de la
Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador

Sede Ibarra, cantdn Ibarra provincia de Imbabura.

Ubicacion: Av. Padre Aurelio Espinosa Polit.

Coordenadas: Latitud Norte 0° 20° 50 Longitud Oeste 78° 6° 297, Altitud 2210 msnm.

Clima: Célido y templado. La temperatura media anual se encuentra a 16,3 °C. La precipitacion
es de 623 mm al afio.
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4.2.2. Ubicacion del area de estudio
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4.2.3. Variables

Figura 16. Sitios de muestreo, por ArcGIS (2020)

4.2.3.1. Variables dependientes

4.2.3.2. Variables independientes

e Clara, yemay cascaron

e Sitios de expendio

Serotipos de Salmonella spp., y Escherichia coli

Prevalencia de Salmonella spp., y Escherichia coli

41



4.3. Métodos
4.3.1. Determinacion de la muestra

Segun Hernandez (2014), la aplicacion de estadistica no paramétrica en este tipo de estudios
experimentales de caracter descriptivo y la aplicacion de pruebas que permitan establecer
diferencias significativas entre dos variables, se aplica con frecuencia en investigaciones que
requieren conocer la naturaleza de una variable aleatoria, ya que de esa manera se predice su
comportamiento para posteriormente realizar calculos y métricas que establecen sus

caracteristicas.

Es asi que segun Acosta (2016), en su investigacion titulada “Caracterizacion de Salmonella
(Salmonella spp) en huevos frescos de gallinas mediante la utilizacion del sistema microgen gn
a en la parroquia Cotald” realizd un muestreo aleatorio de 229 huevos en donde se estudi
exclusivamente solo las yemas, ademas explica que la investigacion es una evaluacion
estadistica no paramétrica por lo cual no existen tratamientos ni disefio experimental ya que
aplica la metodologia explicada por Herndndez (2014), ademéas se basa en la estadistica
descriptiva y la aplicacion de una prueba para la comprobacion de la hipétesis.

Por otra parte segun Estrada y Valencia (2012), en su trabajo de grado “Determinacion de
Salmonella spp., en huevos frescos de gallina en los principales mercados de la ciudad de
Quito”, selecciona aleatoriamente los huevos en todos los expendios y para establecer el tamafio
de la muestra se basa en la cantidad de mercados ubicados en la ciudad de Quito, el nimero de
expendios seleccionados y la toma de las muestras; es asi que escogio6 al azar 15 mercados y de
cada uno obtuvo seis huevos para su estudio. No aplica disefio experimental ni tratamientos, usa

la metodologia de Hernandez (2014).

Seguin Rojas (2017), en su proyecto titulado “Estudio de la prevalencia de Salmonella y E.coli,
en pollos de engorde de planteles avicolas del canton Ibarra, mediante analisis microbioldgico,
PCRy RFLP, para la propuesta de un plan de manejo sanitario” determino la muestra mediante
métodos de muestreo no probabilisticos ya que de lo contrario el estudio implica gastos

elevados, considero para ello las politicas de manejo sanitario y nutricional integrados en un

42



mismo ambiente y para la misma fase fisioldgica de las aves, de esta manera no aplica disefio
experimental sino mas bien una prueba t Student para la comprobacion de su hipdtesis. Ademas

cita al autor Hernandez (2014), quien menciona:

“Las muestras no probabilisticas pueden también llamarse muestras dirigidas, pues la

eleccion de casos depende del criterio del investigador”

Considerando lo anteriormente expuesto, para determinar la muestra en la presente
investigacion se realizdé por métodos de muestreo no probabilisticos, ya que para la aplicacion
del muestreo probabilistico en estudios exploratorios como es el caso resulta elevadamente
costoso, es por ello que se recurre a métodos no probabilisticos (Hernandez, 2014), es asi que
de acuerdo al enfoque de este estudio, por la grande cantidad de expendios en la ciudad de Ibarra
se consideraron solo los principales de acuerdo a la base de datos obtenida y por la gran
produccion de huevos a nivel nacional se considera tomar al azar 10 muestras de cada fuente de
expendio obteniendo un total de 480 muestras procesadas (figura 18), ademas de que no se
muestrea desde la fuente primaria de produccion, para realizar el estudio con una muestra
representativa se recolectd de la siguiente manera, replicando la técnica de recoleccion de los
autores (Acosta, 2016) (Estrada y Valencia, 2012) (Rojas, 2017):
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| || || cascaron, clara y
Supermercado 1 10 huevos yema
— Supermercado 2 |— 10 huevos — cascar;/)enrhglara y
_|Sector A (Principales| |
cadenas comerciales) Cascaron, clara y
— Supermercado 3 |— 10 huevos — yema
| | || || cascaron, clara y
Supermercado 4 10 huevos yema
Fuente de expendio S I
istribuidor || || cascaron, clara y
alimentario 1 10 huevos yema
Distribuidor cascaron, clara y
Sector B alimentario 2 10 huevos yema
—  (Distribuidores |
mayoristas) Distribuidor cascaron, clara y
alimentario 3 10 huevos yema
Distribuidor cascaron, clara y
alimentario 4 10 huevos yema

Figura 17. Definicion y recoleccién de las muestras

Para definir los lugares de toma de muestra se busco un catastro que indique los principales
establecimientos de abasto de huevos de gallina en la ciudad de Ibarra, sin embargo en el llustre
Municipio de San Miguel de Ibarra no existe un registro de acuerdo a los establecimientos y sus
actividades, solo se registran los establecimientos para su permiso de funcionamiento, asi lo

indicd un funcionario de la institucién (C. Vaca, comunicacion personal, 17 de febrero, 2020).

Por otro lado en la Agencia de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA), tampoco
existe un catastro acerca de los establecimientos de abasto de huevos de gallina en la ciudad de
Ibarra, s6lo del registro de la actividad comercial, sin embargo por conocimiento propio del
técnico S. Soto (comunicacion personal, 17 de febrero, 2020) dio a conocer los establecimientos
mas grandes que distribuyen huevos de gallina, por ende esos fueron tomados en cuenta para

realizar la toma de muestras (Anexo 1).
4.3.2. Toma de muestra

Para la toma de muestra se acudié a los principales establecimientos de expendio de huevos de
gallina y de cada lugar se adquiri6 una cubeta de huevos que seria trasladada al Laboratorio de
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Microbiologia de la Pontificia Universidad Catodlica del Ecuador Sede Ibarra para su posterior

analisis.

Ademas, en cada sitio de expendio se recopilé informacion acerca de la procedencia del
producto, el tiempo de permanencia en el establecimiento, la cantidad de abasto y el nivel de

bioseguridad para su posterior analisis en los resultados finales.
4.3.3. Trabajo de laboratorio
4.3.3.1. Anélisis microbioldgico y conteo de UFC (Unidades Formadoras de Colonias)

Inicialmente se prepar6 Agar EMB, Agar SS, Agua peptonada y caldo nutritivo siguiendo las
instrucciones del fabricante, tubos de ensayo con agua destilada estéril, placas Petri y puntas
expell esterilizadas, luego con la aplicacion de una cdmara de flujo laminar, se procedié a
realizar la siembra de las muestras en las cajas Petri, tal como lo hizo el investigador Estrada et

al., (2012), en su experimentacion siguiendo el siguiente orden:

1. Se deposité 100 ml de Agua peptonada en una funda Wirlpack y se introdujo el huevo
dejandolo reposar 3 min.

2. Setomd 1 ml del liquido y se realizé cuatro diluciones (1:10000) en los tubos de ensayo
previamente esterilizados con agua destilada.

3. Del tubo de la cuarta dilucion se tomd 1 ml y se depositd en la caja Petri con Agar EMB
y lo mismo para el Agar SS.

4. Con una pipeta Pasteur se distribuyd uniformemente el liquido en la placa.

5. Se incubd las placas en la estufa a 35°C por 48 horas

6. Para aislar las bacterias presentes en clara y yema se sigui6 el orden de los pasos desde
el literal (2).

Es asi que por cada huevo se necesitd:

e 12 tubos de ensayo con agua destilada estéril
e 1 funda Wirlpack

e 3 cajas Petri con Agar EMB (clara, yema, cascaron)
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e 3 cajas Petri con Agar SS (clara, yema, cascaron)
e 100 ml de Agua peptonada

e 15 puntas expell esterilizadas

Agar SS
clara }(
Agar EMB

Agar SS
80 huevos yema / :
de gallina
L \Agar EMB
Agar SS

cascarén \
Agar EMB

Figura 18. Clasificacion de las muestras para cultivo SS y EMB

Nota: 80 huevos de gallina x 3 componentes del huevo (clara, yema, cascarén) x 2 (medios de cultivo) = 480

cultivos bacterianos de huevo

Posterior a las 48 horas de incubacion se verifico el crecimiento bacteriano y se realizo el conteo

de UFC para Salmonella spp., y Escherichia coli.
4.3.3.2. Aislamiento de colonias de Salmonella spp., y Escherichia coli

Del total de 480 placas Petri sembradas, solo 26 presentaron crecimiento bacteriano, por lo tanto
para el aislamiento de las colonias se necesitd 26 tubos de ensayo con 5ml de caldo nutritivo
(NutrientBroth), previamente esterilizados en autoclave a 121°C y 1.5 atm durante 45 minutos
(Estrada et al., 2012) (Gibert, 2010).

En un ambiente estéril y mediante la Ilama de un mechero, con un asa estéril se tomo las colonias
de Salmonella spp., y Escherichia coli se deposit6 en los tubos con caldo respectivamente. Por
ultimo se dejé las muestras en el refrigerador minimo durante 48 horas hasta proceder a la
extraccion de ADN (Loaiza et al., 2011).
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4.3.3.3. Extraccion de ADN

Con las colonias de Salmonella spp., y Escherichia coli previamente aisladas y cultivadas en
caldo nutritivo (NutrientBroth) se procedié a la extraccion de ADN de bacterianas
gramnegativas con el uso del Mini kit de ADN gendmico PureLink™ del proveedor Invitrogen,
utilizando el protocolo del fabricante, mismo que se encuentra en su pagina web (Invitrogen,
2018).

Lisado de células bacterianas gramnegativas

1. Se colocd 1 ml del cultivo bacteriano a un tubo de coleccidon de 2 ml y se centrifugo a
10000 rpm (revoluciones por minuto) por 30 segundos, se desecho el sobrenadante y se
volvié a centrifugar 3 veces mas hasta lograr una adecuada sedimentacion.

2. Se re suspendi6 el sedimento celular en 180 ul de tampdn de digestion gendmica
PureLink™, Se afiadio 20 pl de proteinasa K para lisar las células. Se mezclé bien por
breve agitacion.

Se incubd los tubos a 55°C por 30 minutos.

4. Se agregd 20 pl de ARNasa A para la lisis, se mezclo bien por breve agitacion, y se
incubo a temperatura ambiente por 2 minutos.

5. Se agregd 200 pl tampdn de unidn / lisis gendmica PureLink™ y se mezcld por vortex
para obtener una solucion homogénea.

6. Se agrego 200 pl de alcohol al 96-100% para el lisado. Se mezcld bien con vortex por 5
segundos para producir una solucién homogénea.

(Invitrogen, 2018).

Union del ADN

1. Se retird la columna de centrifugado PureLink™ en un tubo de recoleccién.
2. Se afadié el lisado del numeral (6).
3. Se centrifugd la columna a 10.000 rpm (revoluciones por minuto) por 1 minuto a

temperatura ambiente.

47



4. Se desecho el tubo de recoleccion y se coloco la columna de centrifugado en un tubo de
recoleccion PureLink™ limpio.

(Invitrogen, 2018)
Lavado de ADN

1. Seafiadio 500 pl de tampdn de lavado gendmico PureLink™ 1 con alcohol a la columna.

2. Se centrifugo la columna a 10.000 rpm (revoluciones por minuto) por 1 minuto a
temperatura ambiente.

3. Se desechd el tubo de recoleccion y se colocé la columna de centrifugado en un tubo de
recoleccion PureLink™ limpio.

4. Se afiadi6 500 pl de tamp6n de lavado gendmico PureLink™ 2 con alcohol a la columna.
Se centrifugo la columna a velocidad méxima durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Se desechd el tubo de recoleccion.
(Invitrogen, 2018)

Elucion de ADN

1. Se afiadié 100 pl de tampodn de elucion gendomico PureLink ™ a la columna.

2. Se incubo a temperatura ambiente por 1 minuto. Se centrifugd la columna a velocidad
maxima por 1 minuto a temperatura ambiente.

3. El tubo contiene ADN gendmico purificado.
(Invitrogen, 2018)

Almacenado de ADN

1. Se almacend el ADN en el congelador a -20°C para su posterior analisis de PCR
(Invitrogen, 2018).

4.3.3.4. Amplificacion de ADN mediante la técnica de la PCR

A traveés de la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) se procedié a la amplificacién del gen
ADNr 16s, en dénde se usé Primers (iniciadores) universales para el dominio de bacterias, 907r
(926r) y P3 (341f). La mezcla de 24 pl de volumen final contiene:
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e 4,5 pl de agua libre de nucleasas
e 12,5 ul de Master Mix
e 1 pl de primer 907r (926r a una concentracion de 0,10uM)
e 1 pl de primer P3 (341f a una concentracion de 0,10uM)
e 5plde ADN
(TermoFisher, 2020).

Posteriormente se coloco las muestras en el termociclador, configurado de la siguiente manera:
se eleva la temperatura a 94°C durante 5 minutos, proceso denominado desnaturalizacion, luego
el alineamiento a 55,6°C por 45 segundos y la fase de elongacion a una temperatura de 72°C

por 90 segundos.

Por consiguiente, otro proceso de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos de la misma forma
el alineamiento a 55,6°C por 45 segundos y por ultimo una extension final a 72°C por 90
segundos (Pérez de Saltos, 2010).

Tabla 13.

Primers usados para la amplificacion del gen ARNr 16S

Primers Secuencia Tamarfio esperado  Referencia
907r 5-AGT TTG ATC MTG GCT CAG-3’ 926pb Muyzer, 1995
P3 5’-CCG TCAATT CMT TTG AGT TT-3

Fuente: (Andrade, 2016)

4.3.3.5. Electroforesis para PCR

De acuerdo con el autor Bustin et al., (2005), detalla en su investigacion el procedimiento para
realizar PCR, es asi que inicialmente se requirié un volumen de 100 ml para obtener el gel de
agarosa al 1%, para lo cual se empled TAE Buffer con concentracidon 1X y se efectud la siguiente

ecuacion:
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C1xV1=C2xV2

_100ml * TAE Buffer 1X
TAE Buffer 10X

V1= 10 ml TAE Buffer 10X

Es asi que en un frasco boeco de 100ml se coloc6 10 ml TAE Buffer 10X + 90 ml de H20
destilada + 2 gramos de agarosa. Luego se introdujo en el microondas durante 1 minuto hasta
que la mezcla quede homogénea y cristalina, luego se colocé 5ul de GelRed® Nucleic Acid Gel
Stain, mismo que proporciona una tincién fluorescente extremadamente sensible para la
deteccion de &cidos nucleicos, a través del transiluminador. Posteriormente se calibro el casete
y se disperso el gel sobre este, se coloco el peine y se esperd aproximadamente 5 minutos hasta

que esteé solidificado.

Para comprobar la extraccion exitosa de ADN, en el gel solidificado se procedi6 a colocar en el
primer y ultimo pocillo 3pul de TrackIt™ Cyan/Orange Loading Buffer + 3ul de Plus DNA
Ladder, en los demas pocillos se deposité una mezcla de 5ul de ADN + 3ul de 6X DNA Loading
Dye. Se ajusto los polos positivos y negativos y se calibro el voltaje y el tiempo a 90V por 40

minutos respectivamente.

A continuacidn, para poder observar la amplificacién del gen ADNr 16s con los cebadores 907r-
P3f, el gel solidificado se situd en la camara de electroforesis y en el primer y ultimo pocillo se
colocod una mezcla de 3ul de Tracklt™ Cyan/Orange Loading Buffer + 3ul de Plus DNA
Ladder, en los demas pocillos se depositd 5ul de PCR, se ajusto los polos positivos y negativos

y se calibré el voltaje y el tiempo a 90V por 40 minutos respectivamente.

Una vez listo el gel se llevé hasta el transiluminador y se visualizo el tamafio de los productos

amplificados.
4.3.3.6. Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)

Para realizar el procedimiento de RFLP se usé 5 enzimas de restriccion para distinguir mayor

variabilidad y deteccién de polimorfismos ya que se descubre de mejor forma las mutaciones
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entre las especies de una misma cepa (Rojas, 2017). Las enzimas de restriccion que se usé son
las siguientes:

Tabla 14.
Enzimas de restriccion Promega

Enzima de Restriccion  Apal Sacll Hindlll

Proveedor Promega

Sitio de restriccion G GGCCvC CC GCvGG AYAGCT T
CaCCGG G GGACG CC T TCGAaA

Fuente: (Promega, 2017)

Tabla 15.

Enzimas de restriccion Termofisher

Enzima de Restriccion  Anza 11 EcoRlI Anza 65 Mspl
Proveedor TermoFisher
Sitio de restriccién 5 GMATTC.3 5 CACGG.LY

3.CTTAAG..® 3.GGCrMCLEY

Fuente: (TermoFisher, 2020)

Tabla 16.

Protocolo para el uso de enzimas de restriccion

Componente Volumen
Agua libre de nucleasas 16ul
Tampon de enzima de restriccion 10X 2ul
Producto de PCR 1pl
Enzima de restriccion 1pl
Volumen final 20pl

Fuente: (TermoFisher, 2020) (Promega, 2017)
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Se procedio a centrifugar los tubos por algunos segundos a velocidad méaxima y se incub6 en el

termociclador a 37°C durante 15 minutos.
4.3.3.7. Electroforesis para RFLP

De acuerdo a las instrucciones de los fabricantes Invitrogen (2018), y TermoFisher (2020), Se
prepard la misma mezcla requerida en la Electroforesis para PCR, por lo cual se desarrolla el
mismo procedimiento, la diferencia radica en la deposicion de los productos en los pocillos del

gel, ya que se depositd 4 ul de los productos de:

e RFLP con 0,4uL de Anza 11 EcoRl
e RFLP con 0,4uL de Anza 65 Mspl
e RFLP con 0,4uL de Apal

e RFLP con 0.4puL de Sacll

e RFLP con 0.4puL de HindIII

Se ajustd los polos positivos y negativos y se calibro el voltaje y el tiempo a 90V por 40 minutos

respectivamente.

Una vez listo el gel se llevé hasta el transiluminador y se visualizo el tamafio de los productos

amplificados.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Prevalencia de Salmonella spp.

En la investigacion se constato que de los 240 cultivos microbioldgicos de Salmonella spp., al
menos 10 muestras resultaron contaminadas con esta bacteria, es decir que del 100%

aproximadamente el 4,16% de cultivos presentan contaminacion con Salmonella spp.
5.1.2. Andlisis de la cantidad de UFC de Salmonella spp., por fuentes de expendio

Las fuentes de expendio del cantdn Ibarra presentan contaminacion de la bacteria Salmonella
spp., sin embargo, el sector B (Distribuidores mayoristas) desarrolla una mayor prevalencia en
comparacion al sector A (Principales cadenas comerciales), es asi que se obtiene como promedio
un total de 7,19 x10* UFC/ml y un rango de 2 x10* UFC/ml hasta 19,6 x10* UFC/m.
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Figura 19. Promedio de UFC/mI de Salmonella spp., en las fuentes de expendio de huevo comercial de gallina.
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Como se puede apreciar en la figura 19 se encontré mayor prevalencia de Salmonella spp., en
el Sector B correspondiente a los distribuidores mayoristas, esto se puede deber a que el
producto de estas fuentes, no cumplen con las medidas sanitarias ni de bioseguridad adecuada
ya sea en el sitio de produccién, transporte, almacenamiento, etc. Son muchos los factores que
definen la contaminacién del huevo a nivel de cascaron, clara y especialmente yema en donde

se encontré mayor contaminacion.

Moro (2012), indica que las yemas incorporan y secuestran los residuos durante semanas
anteriores a la ovulacion, esto se debe a la capacidad de los ovarios para captar contaminantes,
estos ingresan a la yema por medio del alimento que las gallinas consumen, y por ende a los

productos obtenidos de las mismas.

Loaiza et al., (2011), recalca que por lo general las bacterias como Salmonella spp., se localizan
en la clara pero a medida que el huevo envejece, las membranas de la yema se deterioran y
permiten el ingreso de microorganismos, la temperatura ambiente favorece la proliferacion de

los mismos, lo ideal es mantener el producto en refrigeracion.

5.1.3. Andlisis de la cantidad de UFC/ml de Salmonella spp., por sectores Ay B (principales

cadenas comerciales y distribuidores mayoristas)
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Figura 20. Promedio de UFC/ml de Salmonella spp., en las fuentes de expendio de huevo comercial de gallina.
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Para un mejor analisis se realiz6 un promedio de los valores obtenidos en el conteo de UFC/ml
de la bacteria Salmonella spp., dando como resultados que el sector A presenta una cantidad de
4,78 x10* UFC/ml en 5 muestras contaminadas, y el sector B una cantidad de 9,6 x10* UFC/ml
en 5 muestras igualmente. Esta diferencia de promedios se atribuye a la aplicacion o ausencia
de protocolos de salubridad en la cadena productiva y comercial del huevo comercial de gallina.

Como meétodo de comprobacion estadistica se realizd la prueba t Student en el programa

RStudio, aplicando un nivel de significancia o= 0,05 (Tabla 16).

Hipotesis nula: pl=p2
Hipotesis alternativa: pl#u2

Doénde pl representa al sector Ay p2 representa al sector B

Tabla 17.

Prueba t Student del promedio de UFC/ml de Salmonella spp., en las fuentes de expendio de
huevo comercial de gallina.

Variables
Media 7,19 x10* UFC/m
Varianza 19,95 x10* UFC/mll
Observaciones 10

Coeficiente de correlacién de Pearson 0,98

Diferencia hipotética de las medias 0,00
Grados de libertad 9
Estadistico t 0,13 x10* UFC/ml

Como se puede observar en la tabla 16 se verifica que existe diferencia estadistica entre los
contajes de UFC encontrados en el sector A (Principales cadenas comerciales) y el sector B
(Distribuidores mayoristas) en el caso de Salmonella spp., aceptandose asi la hipdtesis
alternativa, la cual establece que el sector A es diferente del sector B, siendo este ltimo el que

mayor prevalencia de Salmonella spp., presento.
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R? = 10,6852

x10* UFC/ml Salmonelia spp
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Figura 21. Grafica de correlacion entre el promedio de UFC/ml de Salmonella spp., y el sector A (Principales

cadenas comerciales)

Como se observa en la figura 21, se encontrd que los puntos se acercan a la linea de tendencia,
el valor R? es mayor a 0,5 indicando que existe una correlacion lineal significativa, de tal forma
que a mayor cantidad de muestras tomadas en el sector A mayor sera la presencia de Salmonella

spp., en los analisis.
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Figura 22. Grafica de correlacion entre el promedio de UFC/ml de Salmonella spp., y el sector B (Distribuidores

mayoristas)

Como se observa en la figura 22 se encontr6 que los puntos se acercan a la linea de tendencia,
el valor R% es mayor a 0,5 indicando que existe una correlacion lineal significativa, de tal forma
que a mayor cantidad de muestras tomadas en el Sector B mayor sera la presencia de Salmonella

spp., en los analisis.
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5.2. Prevalencia de Escherichia coli.

En la investigacion se constatd que de los 240 cultivos microbioldgicos de Escherichia coli, al
menos 8 muestras resultaron contaminadas con esta bacteria, es decir que del 100%

aproximadamente el 3,33% de cultivos presentan contaminacion de Escherichia coli.
5.2.1. Analisis de la cantidad de UFC/mI de Escherichia coli por fuentes de expendio

Las fuentes de expendio de huevo de gallina en el cantdén Ibarra arrojaron resultados de
contaminacién de Escherichia coli en los componentes del huevo, clara, yema y cascarén, se
obtuvo un promedio de 17,9 x10* UFC/ml y un rango de 1,9 x10* UFC/ml hasta 72 x10*
UFC/ml.
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Figura 23. Promedio de UFC/ml de Escherichia coli., en las fuentes de expendio de huevo comercial de gallina.

Como se puede apreciar en la figura 23, se obtuvo mayor prevalencia en el sector B,
especificamente por la muestra de yema 48 con 72 x10* UFC/ml y la muestra de clara 70 con
37,2 x10* UFC/ml, la explicacion a estos resultados se hallan en la informacion proporcionada
por el Médico Veterinario Vasquez (2011), quién en su publicacion detalla que cuando la
cuticula no ejerce su funcion de impermeabilidad y efecto tapon de los poros del cascarén del

huevo, la Escherichia coli invade su contenido interno, aunque hay otros factores que
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predisponen a esta contaminacion de forma lateral, por medio de la inadecuada manipulacion
del huevo recién puesto, mal desarrollo de la recoleccidn, incorrecta desinfeccion e irregulares

condiciones de almacenamiento.

Ademas de los factores mencionados anteriormente hay bacterias como la Pseudomona que
predisponen con facilidad a la contaminacion del huevo con otros microorganismos.

Gibert (2010), en su investigacion destaca que han desarrollado estudios sobre la similitud que
pueden presentar cepas patdgenas de Escherichia coli aviares (APEC) y de origen humano, que
causa brotes toxiinfecciosos, y advierte que si tienen la capacidad de trasmitir una zoonosis, ya

que incluso comparten serotipos y factores de virulencia.

5.2.2. Andlisis de la cantidad de UFC/mI de Escherichia coli por sectores Ay B

(principales cadenas comerciales y distribuidores mayoristas)
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Figura 24. Promedio de UFC/ml de Escherichia coli en las fuentes de expendio de huevo comercial de gallina.
Como se visualiza en la figura 24, el promedio de UFC/ml de Escherichia coli es mayor en el
sector B, con un total de 6 muestras contaminadas y el sector A tiene un total de 2 muestras

contaminadas. La presencia de este contaminante podria resultar patdgeno para los mamiferos

en especial para el hombre.
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Como método de comprobacién estadistica se realiz6 la prueba t Student en el programa

RStudio, aplicando un nivel de significancia o= 0,05 (Tabla 18).

Hipotesis nula: pl=p2
Hipdtesis alternativa: pl#u2

Doénde pl representa al sector Ay p2 representa al sector B

Tabla 18.

Prueba t Student del promedio de UFC/mI de Escherichia coli en las fuentes de expendio de
huevo comercial de gallina.

Variables
Media 18,2 x10* UFC/ml
Varianza 19,2 x10* UFC/ml
Observaciones 10

Coeficiente de correlacion de Pearson 0,96

Diferencia hipotética de las medias 0,00
Grados de libertad 9
Estadistico t 0,13 x10* UFC/ml

Como se puede observar en la tabla 17, se verifica que existe diferencia estadistica entre los
contajes de UFC/ml encontrados en el sector A (Principales cadenas comerciales) y el sector B
(Distribuidores mayoristas) en el caso de Escherichia coli, aceptdndose asi la hipotesis

alternativa que establece que la no igualdad de UFC/ml entre ambos sectores.
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Figura 25. Gréfica de correlacion entre el promedio de UFC/ml de Escherichia coli y el sector A (Principales

cadenas comerciales)

Como se observa en la figura 25, se encontrd que los puntos se acercan a la linea de tendencia,
el valor R? es mayor a 0,5 indicando que existe una correlacion lineal significativa, de tal forma
que a mayor cantidad de muestras tomadas en el sector A mayor seré la presencia de Escherichia

coli en los analisis.

R? = 10,7851

x10* UFC/ml Escherichia coli

Sector B (Distribuidores mayoristas)
Figura 26. Grafica de correlacion entre el promedio de UFC/ml de Escherichia coli y el sector B (Distribuidores

mayoristas)

Como se observa en la figura 26, se encontrd que los puntos se acercan a la linea de tendencia,
el valor R% es mayor a 0,5 indicando que existe una correlacién lineal significativa, de tal forma
que a mayor cantidad de muestras tomadas en el sector B mayor seré la presencia de Escherichia

coli en los analisis.
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5.3. Caracterizacion con enzimas de restriccion

Para determinar la abundancia y similitud de cada especie correspondiente a Salmonella spp., y

Escherichia coli se utiliz6 el programa Primer 7, el cual mediante algoritmos predeterminados

del software calcula los indices de similitud, para el desarrollo de esta etapa se usé dos figuras

especificas para un entendimiento mejorado: Bray-Curtis y escalamiento multidimensional no

métrico.
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Figura 27. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 11 EcoR |, por Software Primer 7
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Figura 28. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 11 EcoR |, por Software Primer 7
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La muestra de huevo nimero 4 presentd contaminacion con Salmonella spp., en yema y
cascaron, pero comparten el 30% de similitud, lo que indica que se contaminaron con la misma
bacteria pero diferente cepa, se descarta una posible contaminacién cruzada ya que de ser asi la
muestra nimero 4 del cascardn presentaria un 100% de similitud con otra de las muestras, por
lo que se deduce que la contaminacion se debe a un mal manejo en los procesos de la cadena
alimentaria del huevo (Hernandez et al., 2018).

Las muestras: yema 8, yema 52 y yema 71 correspondientes a huevos de cadenas comerciales
son muestras independientes que no comparten similitud. Las muestras yema 4, cascaron 5,
yema 10, clara 70 comparten un 80% de similitud al igual que yema 48 y yema 68 con un 80%,

por lo tanto se deduce que dichas muestras comparten la misma cepa de Salmonella spp.
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Figura 29. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 11 EcoR |, por Software Primer 7
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Caracterizacién de E. coli con enzima de restriccién anza 11 EcoR |
Transform: Presence/absence
Resemblsnce: §17 Bray-Curtis similarity
20 stress: 0 || Similarity
20

Z Zes 60
/%5_4A TN SRR 30
/- N
/ i N
{ N\
—— A\,
e i
s Yem 708 { ,(;Es'if d\
s LR \ Fe o NV
la70B NN ! % Vi
/ L \ \ \\\ /'/ i)
A ! \ Yem48 D H
WK { 1] \ 4 Yem 71/ //
N, oy bR Yem 68 E em. el
\ i 7
N\ Cas5A/ /) SN Sl
NN VY, i Wb

~. ey
b
5 / =0 E
S~ s =

Figura 30. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 11 EcoR |, por Software Primer 7

En este caso la clara 70 y yema 70 que corresponden al mismo huevo y comparten un 100% de

similitud conjuntamente con la muestra de cascarén 5, a pesar de corresponder a diferentes
granjas de produccion.

Se puede apreciar la similitud dividida en dos grupos con un alto porcentaje de similitud cada
uno, del 60% y 80%, eso indica que se trata del mismo grupo de Escherichia coli.
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Figura 31. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 65 Mspl, por Software Primer 7
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Caractenizacion de Salmonella con enzima de restriccién anza 65 Mspl
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Figura 32. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 65 Mspl, por Software Primer 7

En este caso los agrupamientos son divididos con baja similitud, a excepcion del grupo

conformado por las muestras de yema 8, yema 68, yema 10 y yema 48 que si comparten un 80%

de similitud.

Existen muestras independientes como yema 52, yema 4 que no comparten similitud, por lo

demas tal como se observa en la figura, comparten desde el 20% hasta el 80% de similitud lo

que indica la variedad de cepas de la misma bacteria Salmonella.
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Caracterizacion de Escherichia coli con enzima de restriccion anza 65 Mspl
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Figura 33. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 65 Mspl, por Software Primer 7

Caracterizacion de E. coli con enzima de restriccion anza 65 Mspl
Transform: Presence/sbsence
Resemblsnce: §17 Bray-Curtis similarity

035/540—7—'--“‘,_\ ‘~\\\\\ 20 stress: 0 || Similarity
7 a L R 20|
// / = ‘\\ ————— 40
i o X 60|
{ <
il i ~ B e 80
(i N NN
! B RN
{1 S 4y
i sigghe
| H /
18 /i
II | / 9 /
B! ople
\ )\ E g
\ \ S Sy
\ ’," s
\\\ el b
\ /’/ /’//
WAL i T
N Yem 718 A
NN\ -
% - =
N A

Figura 34. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion anza 65 Mspl, por Software Primer 7
La similitud de asociacion entre las muestras positivas para Escherichia coli comparte un 80%

de semejanza de sus cepas, segregado en dos grupos. Las muestras de claray yema 70 comparten
la misma cepa.
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Caracterizacion de Salmonella con enzima de restriccion Apal

Caractenizacion de Salmonella con enzima de restriccién Apal
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Figura 35. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion apal, por Software Primer 7
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Figura 36. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion apal, por Software Primer 7

En este caso se segrega un grupo importante que comparte el 80% de similitud, aqui estan las
muestras: yema 4, yema48, yema 71, yema 68, cascaron 5 y clara 70. EI conjunto en total

comparte un 20% de similitud. Las muestras de cascarén y yema 4 como se habia mencionado
anteriormente, no comparten el mismo grupo.

66



Caracterizacion de Escherichia coli con enzima de restriccion Apal
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Figura 37. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion apal, por Software Primer 7
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Figura 38. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion apal, por Software Primer 7

En la caracterizacion de Escherichia coli con la enzima de restriccién apal se segregaron dos
grupos, en el primer grupo las muestras de yema 48, yema 68, yema 71y cascaron 54 comparten
un 80% de similitud, en el segundo grupo de las muestras de clara 70, cascaron 5 y yema 70 de
igual manera presentan el 80% de similitud, el caso de la muestra de cascaron 4 comparte

similitud con ambos grupos, pero en un 60% mayormente con el primer grupo.
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Caracterizacién de Salmonella con enzima de restriccién Hind Il
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Figura 39. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion Hind I, por Software Primer 7
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Figura 40 Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion Hind I, por Software Primer 7

Se segregaron dos grupos con similitud compartida del 80% a excepcidn de la muestra de yema

52 que es una muestra independiente. En este caso las muestras de cascarony yema 4 comparten
similitud ya que conforman el mismo grupo o division.
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Caracterizacion de Escherichia coli con enzima de restriccion Hind Il
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Figura 41. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion Hind I, por Software Primer 7
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Figura 42. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion Hind I, por Software Primer 7
Se segregaron dos grupos con el 65% de similitud, en donde las muestras de clara 'y yema 70 no

pertenecen al mismo grupo. Las muestras de cascardn 5, cascardn 54, yema 48, yema 68, yema
71y yema 70 comparten un 80% de similitud.
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Caracterizacion de Salmonella con enzima de restriccién Sac Il
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Figura 43. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion Sac Il, por Software Primer 7
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Figura 44. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion Sac Il, por Software Primer 7

En este caso particular, la muestra de yema 52 es la Unica muestra independiente que no
comparte similitud alguna con otra muestra, por otro lado se segregaron dos grupos que

comparten el 60% y el 80% de similitud entre ellos. Las muestra de yema y cascaron 4 no
conforman el mismo grupo.
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Caracterizacién de Escherichia coli con enzima de restriccion Sac 11
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Figura 45. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion Sac Il, por Software Primer 7
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Figura 46. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion Sac Il, por Software Primer 7

Se segregaron dos grupos que comparten el 65% de similitud, pero las muestras de clara 70,
yema 70 y cascarén 5 comparten el 80% de similitud, como se presencio en este caso el huevo

70 estuvo contaminado por la misma cepa de Escherichia coli de acuerdo a la caracterizacion
con la enzima de restriccion Sac I1.
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Caracterizacion de Salmonella con las enzimas de restriccion Anza 11 EcoRI, Anza 65
Mspl, Apal, Sacll, Hind 111
Caracterizacion de Salmonella con las enzimas de restriccion Anza 11 EcoRI, Anza 65 Mspl. Apal, Sacll. Hind Il
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Figura 47. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion Anza 11 EcoRI, Anza 65 Mspl, Apal, Sacll, Hind I1I; por Software Primer 7
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Figura 48. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 10 muestras de Salmonella spp., caracterizadas con la

enzima de restriccion Anza 11 EcoRI, Anza 65 Mspl, Apal, Sacll, Hind I1I; por Software Primer 7

Como se puede apreciar en las figuras 55 y 56 se realiz6 un agrupamiento de las muestras de
Salmonella con todas las enzimas de restriccion para determinar el comportamiento de
agrupacioén y similitud, y se obtuvo la existencia de conjuntos discrepantes en la misma bacteria,
sin embargo los agrupamientos presentan similitudes del 40% al 80%, siendo mas similares las

muestras de yema 4, yema 8, yema 10, cascaron 5y clara 70.
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Evidentemente las muestras de yema y cascaron 4 estan muy lejos de presentar similitud, este
caso puede ser explicado también como la presencia de cepas raras, poco comunes 0 mutadas
que se encuentran heterogéneamente distribuidas. Ademas se sugiera la existencia de una sola

asociacion de Salmonella, de acuerdo a los datos congruentes obtenidos.

Caracterizacion de Escherichia coli con las enzimas de restriccion Anza 11 EcoRI, Anza
65 Mspl, Apal, Sacll, Hind 111
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Figura 49. Agrupamiento de similitud de Bray-Curtis de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la
enzima de restriccion Anza 11 EcoRI, Anza 65 Mspl, Apal, Sacll, Hind I1l; por Software Primer 7
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Figura 50. Agrupamiento de similitud MDS no métrico de 8 muestras de Escherichia coli caracterizadas con la

enzima de restriccion Anza 11 EcoRI, Anza 65 Mspl, Apal, Sacll, Hind I1I; por Software Primer 7
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Como se puede observar en las figuras 49 y 50 se realiz6 un agrupamiento de las muestras de
Escherichia coli con todas las enzimas de restriccion para determinar el comportamiento de
agrupacion y similitud, y se consiguio la segregacion de diversos grupos con similitudes del
75% y 85%, lo que indica la homogeneidad de cepas existentes en el género Escherichia coli

presente en huevos de gallina.

Las muestras con mayor porcentaje de similitud son las muestras de cascarén 5, yema 70, clara
70 y yema 71. Cabe recalcar que la aplicacion de este método para determinar similitudes entre
agrupamientos en este caso de cepas de un género de bacteria, es una caracterizacion tentativa
que no representa el 100% de eficacia ya que las bacterias mutan contantemente sus serotipos o
cepas (Bonfil, 2007).

5.4. Identificacién por secuenciacion

Tabla 19.

Serotipos de Salmonella spp., Escherichia coli y otras bacterias de acuerdo al porcentaje de
similitud de analisis de secuencias parciales 16S

Secuencia Nombre % de identidad  N° de acceso Serotipos
cascaron muestra 4
yema muestra 4

cascarén muestra 5 S. Enteritidis

yema muestra 8 ) )
Salmonella enterica strain DQ-9

16S ribosomal RNA gene, 95 KY022739.1

partial sequence

yema muestra 10

clara muestra 70

yema muestra 52

yema muestra 71 S. Typhimurium

yema muestra 48

yema muestra 68

cascarén muestra 4
cascarén muestra 5 Escherichia coli strain
yema muestra 48 Huaian_154 1 16S ribosomal 95,50 MN314208.1

cascaron muestra 54 RNA gene, partial sequence

Escherichia coli
0157:H7

yema muestra 68
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yema muestra 70

clara muestra 70

yema muestra 71

cascaron muestra5  Pseudomonas sp. J15(2008) 16S

ribosomal RNA gene, partial 95,96 EU573783.1
yema muestra 8
sequence
Acinetobacter sp. 263XG7 16S
cascaron muestra 54 ribosomal RNA gene, partial 97,29 KF818639.1
sequence

cascaron muestra 5

yema muestra 10 )
Enterobacter sp. strain A2731

16S ribosomal RNA gene, 97,72 KX825896.1

partial sequence

clara muestra 70

yema muestra 48

yema muestra 48

yema muestra 68

Fuente: NCBI

Como se puede observar en la tabla 18, se realizd secuenciacién de los productos de PCR
obtenidos de las 10 muestras de Salmonella spp., y 8 muestras de Escherichia coli, obteniendo
como resultados, la contaminacion con: Salmonella entérica, Escherichia coli

enterohemorragica, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Enterobacter sp.

De acuerdo a los resultados obtenidos es importante recalcar que el reservorio de Salmonella en
este caso de los serotipos Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium es exclusivamente
en animales domésticos y salvajes: aves de corral, cerdos, bovinos, perros, gatos, roedores,

iguanas, tortugas y el ser humano (RENAPRA, 2018).

Los serotipos de Salmonella encontrados en esta investigacion coinciden con los encontrados
en la investigacion realizada por Sdenz (2010), el cuél observé dos serotipos de Salmonella que
facilmente invaden el tracto reproductor de la gallina, para contaminar los huevos, estos
serotipos son Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium, el mecanismo de

contaminacién con microorganismos del primer serotipo se da por trasmision vertical y
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horizontal, en cambio el segundo serotipo puede contaminar el huevo a través del material fecal

que contamina directamente al cascaron.

Otros estudios de examinacion de huevos como el de Franseschi et al., (2016), aislé Salmonella
en yema de huevo, pero su objetivo principal era aislar los microorganismos presentes en
cascaron, sin embargo descubrié que la serovariedad de Salmonella en la yema pertenecio a
Salmonella gallinarum, ademas explica que la contaminacion de clara, yema y cascarén es muy
probable a partir de las fuentes de contaminacion presentes en el lugar de produccion: maples
sucios, presencia de roedores e insectos, alimento contaminado; en estos focos contaminantes

logré determinar la presencia de Salmonella enteritidis.

Los serotipos Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium comprenden una
epidemiologia compleja que se estrecha profundamente con la contaminacién ambiental y la
cantidad de focos de contaminacidn, es por ello que se considera fundamental el control a partir

de las medidas de bioseguridad, vacunacion e higiene (Gibert, 2010).

Por otra parte, la presencia de la bacteria Escherichia coli en huevos comerciales, con su serotipo
0O157:H7, es responsable de las toxiinfecciones alimentarias en el ser humano, por ello se

clasifica dentro del grupo de Escherichia coli enterohemorrégicos (ECEH) (Gibert, 2010).

Ademas, el autor Dho-Moulin et al., (2007), indica que los pollos tienen la susceptibilidad de

adquirir el serotipo O157:H7, misma que actia como agente potencialmente zoonosico.

Loaiza et al., (2011), manifiesta que en su investigacion de contaminantes microbianos en
huevos reporta aislamientos bacterianos similares a los obtenidos en esta investigacion, en
donde se percato de la presencia de estos microorganismos en los contenedores usados para el
transporte de huevos: Proteus spp., Salmonella spp., Serratia spp., Aeromonas spp., Listonella
spp., Chryseomonas spp., Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Enterobacter spp.

Cabe destacar que el instituto de estudios del huevo menciona: una gallina infectada puede
producir varios huevos sanos y solo unos pocos infectados, la predisposicion de las bacterias a

colonizar al animal y sus productos, radica en factores como la edad (Parra, 2002).
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5.5 Evaluacioén de la socializacién

Por motivo de la emergencia sanitaria mundial a causa del COVID-19 se llevd a cabo la
socializacion de la presente investigacion por video llamada a través de la aplicacion meet
(meet.google.com/mfi-zacr-dgn), el dia 18 de enero de 2021, se elaboré la invitacion (Anexo
4), misma que fue enviada por correo electronico a docentes y alumnos de la Escuela de Ciencias

Agricolas y Ambientales, se obtuvo un total de 15 asistentes.

Al terminar la socializacion de la investigacion se solicité a los presentes que llenen el
cuestionario en dénde se evallua el proceso de socializacion de la investigacion, el formulario se
elaboro en la aplicacion de Google formularios
(https://docs.google.com/forms/d/e/1IFAIpQLSe478UXdgHKROZTwkqgl4nzfMKg6NqWESLH
hAzdflJU2LdLY hg/viewform?usp=sf_link), es asi que por este medio se conocio la valoracion
en cuanto a la organizacion del evento, la ejecucion por parte del expositor y el impacto de la

socializacion.

A continuacion en la tabla 20 se muestran los resultados obtenidos de la encuesta aplicada,
misma que sirve para mejorar los procesos de socializacion de futuras investigaciones, los
asistentes dieron a conocer que la presente investigacién es de interés con un amplio campo para
futuros estudios complementarios ya que es importante determinar prevalencia de bacterias
responsables de las enfermedades por transmision de alimentos (ETA) para realizar una mejora

continua en lo que se refiere a seguridad alimentaria.
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1. ;Considera Usted que la sala donde se desarrolld este evento
brind6 las comodidades necesarias?

100%

= Muy alto = Alto = Medio = Bajo = Nulo

Figura 51. Evaluacion de la sala en donde se organizacion el evento

2. ;Considera Usted que el material audiovisual utilizado
en la presentacion fue adecuado?

9,10%

90,90%

= Muy alto = Alto = Medio = Bajo = Nulo

Figura 52. Evaluacion del material audiovisual del evento
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3. ¢Considera Usted que el expositor mostré dominio del

tema?

9,10%

= Muy alto = Alto = Medio

Figura 53. Evaluacion de dominio del tema por parte del expositor

Tabla 20.

Tabulacion de los resultados de la encuesta

90,90%

Bajo

= Nulo

Preguntas . .
g Nulo Bajo  Medio Alto Muy alto
4. ¢Estima Usted que el manejo del auditorio por parte del
¢=s q ] porp 9,10%  90,90%
expositor fue adecuado?
5. ¢Considera Usted que el Expositor demostrd facilidad
¢~OnSI q P 9,10%  90,90%
de expresion?
6. ¢Considera Usted que el tema investigado posee
. , . 100%
relevancia para algun actor y/o sector de la sociedad?
7. ¢(Considera Usted que esta investigacién posee 100%
perspectivas para estudios complementarios posteriores? 0
8. ¢Considera Usted que el tema investigado genera
actualmente o a futuro un beneficio concreto para alguna 100%
. .z T - . 0
organizacion, empresa publica o privada, comunidad o
institucion?
9. ¢En funcion de los objetivos planteados expuestos en la 100%

investigacion, considera Usted que éstos se cumplieron?
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Los sitios de expendio en un 62% (5/8) no cumplen con la normativa vigente para huevos
comerciales y ovoproductos, Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1973:2013 en cuanto a
calidad microbiologica, ya que se halld la presencia en clara, yema y cascaron de
bacterias tales como: Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Escherichia
coli, Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Enterobacter sp.

Se determino la prevalencia de Salmonella spp., mediante analisis microbioldgico de
huevos comerciales (clara, yemay cascaron) de consumo en el cantdn Ibarra; obteniendo
como resultado el 11,25% (9/80) huevos contaminados, sin embargo el huevo nimero 4
presentd contaminacion en yemay cascaron, por esta razén suman diez muestras en total,
en donde la clara representa el 1,25% (1/9) de contaminacion, la contaminacion en yema
representa el 8,75% (7/9), y la contaminacién en cascardn representa el 2,5% (2/9);
siendo el sector B (Distribuidores mayoristas) el que mayor contaminacidn present6 en
cinco muestras, siendo la muestra de yema numero 52, proveniente del distribuidor
alimentario 2, la de mayor carga contaminante con una presencia de 19,6 x10* UFC/ml

de Salmonella spp.

Se determiné la prevalencia de Escherichia coli, mediante analisis microbioldgico de
huevos comerciales (clara, yemay cascaron) de consumo en el cantén Ibarra; obteniendo
como resultado el 8,75% (7/80) huevos contaminados, sin embargo el huevo nimero 70
presentd contaminacion en clara y yema, por esta razén suman ocho muestras en total,
en donde la clara representa el 1,25% (1/7) de contaminacion, la contaminacion en yema
representa el 5% (4/7), y la contaminacidn en cascardn representa el 3,75% (3/7); siendo
el sector B (Distribuidores mayoristas) el que mayor contaminacion present6 en cinco
muestras, siendo la muestra de yema nimero 48, proveniente del distribuidor alimentario
1, la de mayor carga contaminante con una presencia de 72 x10* UFC/ml de Escherichia
coli.
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Se identificé dos serotipos para Salmonella.

Salmonella Enteritidis: presente en un 50% (5/10) en las muestras del supermercado 1.
Salmonella Typhimurium, presente en un 10% (1/10) en el distribuidor alimentario 1, un
10% (1/10) en el distribuidor alimentario 2, un 20% (2/10) en el distribuidor alimentario
3y 10% (1/5) en el distribuidor alimentario 4.

Se identificd el serotipo O157:H7 de la bacteria Escherichia coli: 25% (2/8) en el
supermercado 1, un 12,5% (1/8) en el distribuidor alimentario 1, un 12,5% (1/8) en el

distribuidor alimentario 2, un 25% (2/8) en el distribuidor alimentario 3.

Se cred el banco de recursos microbianos de la PUCE-SI con las cepas obtenidas en esta
investigacion, recursos genéticos que permitiran a futuras investigaciones solucionar

problemas relacionados con la salud humana y animal.

La socializacion del presente estudio tuvo gran acogida, lo que permitio establecer el
grado de impacto de la investigacion, mismo que fue calificado como muy relevante al
100% en su totalidad, ya que el publico consider6 el tema como altamente relevante para
la sociedad, con amplias perspectivas para estudios complementarios, de muy alto
beneficio actual y a futuro para la comunidad y consideraron el cumplimento total de los

objetivos planteados.
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CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

Para determinar el origen de contaminacion de los huevos comerciales, se recomienda
continuar un estudio en campo, el cuél debe seguir el rastro en toda la cadena productiva,
empezando por realizar el control de salud, manejo, alojamiento, alimentacion,
bioseguridad y sanidad de los animales en granja; produccién y recepcion del huevo;
almacén de envases y embalajes; cinta transportadora, cAmara de miraje, pesaje y

clasificacidn; embazado y embalado; almacenamiento, transporte y distribucion.

Para realizar futuros estudios complementarios 0 comparativos de la prevalencia de
Salmonella spp., y Escherichia coli, presentes en huevos comerciales se preservo las

cepas obtenidas en el banco de recursos microbianos de la PUCE-SI.

Para ampliar el estudio de las enfermedades de trasmision alimentaria por consumo de
productos de origen animal en la ciudad de Ibarra, se deberia analizar la prevalencia de

los otros microorganismos encontrados en la presente investigacion.

Para ampliar la informacion epidemioldgica de las enterobacterias estudiadas, se debe
aumentar el nimero de muestras, nimero de expendios y otros mercados en la ciudad de
Ibarra.
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ANEXOS

Anexo 1. Base de datos acerca de las fuentes de expendio

Principales fuentes de expendio sitio A (cadenas comerciales)

Nombre Ruco NUmero Razdn social Nombres Email
comercial rise de permiso titular titular
Supermercados 1792060 Arcsa- Mega Mariana de anita280178
Santa Maria 346001 2018- Santamaria Jesus Pastrano ~ @gmail.com
14.5.1- S.A.
0000985
AKki Ibarra 1790016 Arcsa- Corporacion Mora Aguilar  greinoso@fa
centro 919001 2018- favorita C.A. Hugo Bladimir  vorita.com
14.5.1-
0001076
Supermaxi 1790016 Arcsa- Corporacion Mora Aguilar  greinoso@fa
Ibarra 919001 2018- favorita C.A. Hugo Bladimir  vorita.com
14.5.1-
0000745
Tia Ibarra 0990017 Arcsa- Tiendas Pedro Pascual  yolanda.cisn
514001 2018- industriales Gonzalez eros@tia.co
145.1- asociadas tia Villon m.ec
0000592 S.A.

Actividad

establecimiento

Supermercado/

comisariato

Teléfono Cantén Direccion
principal
2942900 Ibarra Calle: Av. Mariano Acosta
s/n Av. Fray Vacas Galindo
062601341  Ibarra  Calle: Bolivar 1048 y Col6n
062631470 Ibarra Barrio: san francisco calle:
Av. Mariano Acosta 2147
Victor GGmez Jurado
3987000 Ibarra Ciudadela: San Francisco

calle: Av. Pérez Guerrero
775 Sanchez Cifuentes y
Bolivar
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Principales fuentes de expendio sitio B (distribuidores mayoristas)

Razon Ruco Numero  Nombres Email Actividad Teléfono Canton Direccion Nombre Sector
social rise permiso titular titular establecimiento principal comercial
Su 10917 Arcsa- Navarrete Sandys260 062611241 Ibarra Calle: Eugenio Espejo Su A una cuadra
megabodega 62869 2018- Pepinos 9@gmail.c 444 Teodoro Gomez megabode  del terminal
JH 001 14.3- Sandra om gajh terrestre
0000925  Margarita
Chugquin 10017  Arcsa- Chuguin Diegojavier 062951737 Ibarra Ciudadela: Yacucalle Comercial Mercado
Garzén 09730 2018- Garzo6n _70@yaho Distribuidoras  de calle: Obispo Mosquera  Jazmin amazonas
Diego Javier 001 14.3- Diego Javier o.com.ar . . 8-13 Bartolome Garcia
0000591 all_rr]entos, bebidas,
Flores 10026  Arcsa- Flores Granjalaval Z:jilrtr:(\elgtsari os o 2601988 Ibarra Calle: Rafael Larrea11-  Granjay A una cuadra
Trujillo Julio 19672 2018- Trujillo Julio  netina@gm - 53 Julio Andrade abastos la  del mercado
. combinados -
Cesar 001 14.2- Cesar ail.com Valentina  amazonas
0001539
Ipiales Diaz 10023  Arcsa- Ipiales Diaz Mariana.ipi 2650271 Ibarra Calle: Zenon Villacis 2-  Distribuid A una cuadra
Mariana Del 03962 2017- Mariana Del  ales@hotm 25 Juana Atabalipa ora del mercado
Carmen 001 14.2- Carmen ail.com Jerusalen amazonas
0002892

89



Anexo 2. Registro fotografico de la investigacion

Recoleccion de muestras en la fuente de expendio sitio A (cadenas comerciales)
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Siembra de las muestras en la camara de flujo laminar

Yema de huevo contaminada con Escherichia coli

A
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Conteo de UFC/ml de las placas con crecimiento bacteriano

Procedimiento PCR
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Gel de agarosa para confirmacion de PCR

Materiales y reactivos de laboratorio para realizar RFLP
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Anexo 3. Resultados conteo UFC/mI Salmonella spp

Sitios de expendio

x10* UFC/ml Salmonella spp

A cascarén muestra 4 2
yema muestra 4 6,5
cascaron muestra 5 35
yema muestra 8 6,7
yema muestra 10 5,2

B clara muestra 70 11
yema muestra 71 19,6

C  yema muestra 52 2,4
D  yema muestra 48 4,2
yema muestra 68 10,8

Sitios de expendio

x10* UFC/ml Salmonella spp

SECTOR A (Principales cadenas comerciales)

cascaron muestra 4

2

yema muestra 4

6,5

cascar6n muestra 5

3,5

yema muestra 8

6,7

yema muestra 10

5,2

SECTOR B (Distribuidores mayoristas)

yema muestra 48

11

yema muestra 52

19,6

yema muestra 68
clara muestra 70

2,4
4,2

yema muestra 71

10,8

Anexo 4. Resultados conteo UFC/mI Escherichia coli

Fuente de expendio

x10* UFC/ml Escherichia coli

cascarén muestra 4

5,5

cascarén muestra 5

9,7

yema muestra 48

72

cascarén muestra 54

yema muestra 68
yema muestra 70
clara muestra 70

19
2,1
7,5
37,2

W W wmo 9> >

yema muestra 71
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Sitios de expendio x10* UFC/ml Escherichia coli

SECTOR A (Principales cadenas cascarén muestra 4 55
comerciales) cascaron muestra 5 9,7

SECTOR B (Distribuidores mayoristas) yema muestra 48 72
cascaron muestra 54 1,9

yema muestra 68 2,1

yema muestra 70 7,5
clara muestra 70 37,2

yema muestra 71

8

Anexo 5. Invitacion a la socializacion

UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR SEDE IBARRA

ESCUELA DE CIENCIAS AGRICOLAS Y AMBIENTALES

Le extienden la mas cordial Invitacion a la socializacién del frabajo de investigacion:

creacidn de un banco de recursos microbionos de la PUCE-SI".
guyo autor es la sefiorita Mishel lveth Villarruel Montesdeoca. de la carrera de Zootecnia
Fecha: 18 de Enero del 2021
Lugar: Vio Meet (meet.gocgle.com/mfi-zacr-dgn)

Hora: 15h00

RESUMEN

Las enfemeadaces iransmitidas por alimentas (ETA'S] 5on un probiema importanis en la saud plbica y 13 pravalencis oe a5 miEmas permiten conacer ia caidad

migiénico-sanitaria 88 los alimentos, bajo esta premisa &l objetive oe |3 presante invastigaciin fue deteminar 1 prevalencia y seratipe de Salmonella spp v E. coli en

nugvos destinades al cansuma humano del canton |barra, mediante andisis misrobiciégice, RFLF y PCR, para |a creacin de un banca oe recurscs micobianas de la

PUCE-5L D esta fomna 52 1ogrd conocer 2| nivel de inocuicad y caidad de un producls tan completo ¥ nutitiva como es e husva, hasta que liegs & |5 mesa dal
i 1= asi en un tema te i3 en |3 sequridad aimantasia.

“Estudio de la prevalencia de Salmonella spp v E. coli en huevos comerciales para consumo humano en el cantdn lbamra, para la
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Anexo 6. Tabulacion de datos de la socializacion

4. ;Estima Usted que el manejo del auditorio por parte del
expositor fue adecuado?

9,10%

90,90%

= Muy alto = Alto = Medio = Bajo = Nulo

5. ¢Considera Usted que el Expositor demostrd facilidad
de expresion?

9,10%

90,90%

® Muy alto = Alto = Medio = Bajo = Nulo
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6. ¢Considera Usted que el tema investigado posee
relevancia para algun actor y/o sector de la sociedad?

100,00%

= Muy alto = Alto = Medio = Bajo = Nulo

7. ¢Considera Usted que esta investigacion posee
perspectivas para estudios complementarios posteriores?

100,00%

® Muy alto = Alto = Medio = Bajo ® Nulo
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8. ¢Considera Usted que el tema investigado genera
actualmente o a futuro un beneficio concreto para alguna
organizacion, empresa publica o privada, comunidad o
institucion?

100,00%

= Muy alto = Alto = Medio = Bajo = Nulo

9. ¢En funcion de los objetivos planteados expuestos en la
investigacién, considera Usted que éstos se cumplieron?

100,00%

® Muy alto = Alto = Medio = Bajo ® Nulo
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Anexo 7. Secuencias identificadas
Secuencia: Salmonella enterica strain DQ-9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TGCGAGGGCTAGTCTGCTGTGCGAGTCAGACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCT
TCGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCTGATGGAGGG
GGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAG
GGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGG
TGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAG
CCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAA
TATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCC
TTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATGCGGTTAATAACCGTG
TCGATTGACGTTACCCGCAGAAAAAGCACCTGCTAACTCCGTGGCCGCATCCCCG
GTAATACGGAGGGTGCAATCGTTTATCGGAATTTCTGGGCGTAAACCCCAAGCGG
GCCGTCCTTCGAGTCCGAAGTGAAATCCCCCTGCTCAATGTGGGGAGCTGCCTCCC
AAAAATGGGCCGGGGGACACCTCCCCAAGGGGGGGCTTTAATCCCCGGGTCAAA
GCGGAAACATCGCTGGGATTTTTTAGAAGGAAAAAAGGGCCCAAAATGGCCCCCC
CCTTGGGGTCCAAGACAAGTTTTTGGGGGTTAAAACCCCCGGGTTCACCAAAGTT
TTTACTCCCCTTCCCCGGGGGGAAACCCCCCCCAAAATTATATTCCCCCCCCCGCG
CCCTTCTGCCCAAAAAAAGAAAAGTTTTTCCCTTACTGATAACCCCGTTAACATTC
TAGCGGGGTTGGGGGGGTCACCCCCCGCCTTTTGTTAAAACCCCCACATGGTATA
ACATAAAAAAAAAAGTTGGTGCGTTGCGGTGGATATAGTTGTTTGTGTTGTGTTTG
TTTGGTGGGGAGTGTGGGGTTCTACGGTATTTATTATAAGATGATCCCGTAAGCGT
TGGGCTGACTGTCGTGTGAGAATGGAGAACTAGGGGTGAGGGATAGTGGTTTATG
GTTGTTGTATAGTAGGCCTTCGGGTGCGCTAATGTGCTTGGTGGGTGGGGGGTGTA
GGGGGGTGAGAGAGGGTCGGGGGGTGGGGTGAAAGGTACTGATGCTGCATTCGT
TTCTCCGTCTGTGGGAGGGTGAGGCATGAATTGTAAAGATTATTGGGTATGCCGA
TTGCGCCTCGCACTCTCTCTGAGCGTGTGCTGGGCGTGTGGGTATGTGGAGGTCGG
CACGAATGTAAGGGAGGGTCGTTTGGCAGCGTTGCATCATTTTATTAGGTCGTTTC
TGCCCCGGCAATCTGTATTGGAATGCTGTTACCGGATGAAGTCGCGGTATTGGAG
TCGATAGGCGCG
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Secuencia: Escherichia coli strain Huaian_154 1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

GTAAGTAATTAAATTATTGTCGCGAGTCGACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCT
TTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGG
GGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACAAAAGAG
GGGGACCTTCCGGACTCTTGCCATCGGATGTGCCCCGATGGGAGTAGGTAAAAGG
AGGGGCAGCTTATCTGCTGCACCGACTCCTTTTTCGGGAGGGTCCCTTCCCCGACG
TCCCCAAGGTATGACATCTGCACGTCAGCGTACGGCTGCCTGGTGTGGGCCTTGTC
AGCCTGGCCCGCACCTAGATCAGGGATGGTAGCCGGTTAGGGACCTATTGCCTCA
ATTAATCTATACCTCCGCCTACGACGCAACATATTACTTAAACAAGGGCATGAAC
CTGGTGGGCCTGCCGGTCCGGTCGGAGCGGCTGCCTCCACGCTCAACCCTCCTTTC
AATCCAAAGCAACTGTTGCCCCTGAACGGGTTTATCCACACGGTGACCGCCGCCG
GCCACACAGTGCTGCTCCATCTGCAAAATTATGTGCGCTATTACGGCACGTTGATC
TGGTGCAGCGCCGCTGCCCAACCTTCGCAGTTTCTGGATTTCTCGGGGGCACCCGG
TCACCGCCTTTGAGGGCGATGTCCTCGTCATCATCTAGGATGATGAATCAGAGCA
ATTCGATGACTACATATCAGTGGCTGTGCGGCGCTGCACCGCGCTGCTCGCGATCT
GTCGTACATGTGTTGCAACGTGTGTTGTGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Secuencia: Enterobacter sp. strain A2731 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

ACATTAGCATGTAGATCGTACTGTGCGAGTCAGAACGGTAGCACAGAGAGCTTGC
TCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGA
GGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAA
GAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGT
AGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGG
GAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAG
GCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGGTGAGGTTAATAACC
TCATCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCAC
GCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA

100



TTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTACACGGGGGTACAATTTCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTATAGATCTGGAGGAATACCAGTGGCGAAAGCGGCCCCCTGTACA
AAGACTGACGCTCATGTGCGAAAACGTGCGGAGCATACAGGATTATACACCCTCG
CTAGTCCCCCTCCCCCAACAAATATCGCCCTCGCCGGCTGGTGCCCCTTGAAGCGA
AGACTTTCTGGACCTAACGCCCCCAAGTCCACCGCCGGGGGGAGAACGGTCGCCC
CCGGTCCAAACCCCAATTGAATTTGGAAGGGAAAAAAAAATTCGTGTGGCAACGG
TGCTTTTGGATTCGATTCTGTATTGATTAAGGAGTGGGTTGGCGGTTTTGATAGAA
GCAGAAGACCTGCGCCCTATATCTAAGTTGTTGCGCGCGGCAAGTTGTTTGATGTT
GTTTTTATTAATTCCCTCACGCGTTTTTTGGCGTGGAAGGTTTTTGTGGGTGTGTGA
GTAGGGTGGTGGCTTAAGTGTGGGTTTGTTTGTTTTATCCCCCGAGGGTATAGTGT
TTGGGAAGAGTACAGACAATGTGGATCACTTCTCTCTTGTGTTTCTGGGGTTTCGG
GCCTTGAAAATAAGGCAGCAGCGATATGTGATGTGGCTTACGTCATCGTGTCGAA
TTCTGTTCTCCCTGCAGCGGATTATATAGAGTAC

Secuencia: Pseudomonas sp. J15(2008) 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

ACGGGGGCGAGAGTGCGAGTCGAGCGGATGACGGGAGCTTGCTCCTTGATTCAGC
GGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGACAACGTTTC
GAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCTTCGG
GCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAATGGCT
CACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGG
GCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAA
GCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTAC
CGACAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGT
GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTGAAGCGCGCGTACGTGGTTTGTTAAGT
TGGATGTGAAAACCCCGGGCTCAACCCGGGAGCTGCATCATGAAGTGGCAAACTT
GACTAGTGTACACGGTGGTGTAACTTTTTCTGTAGCCAAGAAAAGCGCAGATATT
GGGCAGAAGATAACTGGCGAGGGCAGAAAAGCCCCCAGTTTTTCTCCTGATAACG
ATGCGGCACTAGTGGGGGCATTCACAAAGATGTTCTCCCCCAGCTCGCCCAGTTTT
CGAGGGTTTTTCAACAGCCGTCGGCATACCTACGAAGGAGAGGGCCCCCATCCAA
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CCGCTTTGTTTGTACGTTGTAGGGCCGCCCCCCCGCGTTTTAATTAAAAAATATAT
ATTAAAAAAAAAAAACAAGTTCGTTTGGCTTTCTTTCCCGTGTTAAGGAGGGGTT
GTGGGAACGCGGAATGGGGGAGTCGGCGCGCCTGATCTGAGGGTTGTGTGGGGEG
GGGGGATGGGTGGCTTAAGTTGTGGGTAGTTTATACCGGAAATGGCTGCCCTTCG
GATTAGAGTGTCTGGTGGTTAGGTGGTCAGCGTGTCTCCGTTGGTGGGAGCGGTG
CCGCTTACTTTCGGGGGGGTGGGAGGAAGCTAGTAAAGACTCTGTGGGGTGCCGC
TTTCACTTGGGGTTTGAGAGGGGTGGAGAGACACTGGGGCGTATTATTGCATCCG
CTCATACGTATTCCCTTGCACCTGAGATATGGAGGAGTGA

Secuencia: Acinetobacter sp. 263XG7 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

TTAAGGGAACCCCTAGGCATCACGTGTCAGAGCGTGGCAGGAGTAGCTTGCTACT
TTACCTAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGA
CAACATCTCGAAAGGGATGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGG
GACCTTCGGGCCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATTAGCTAGTTGGTGG
GGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTT
TGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGGAGGCTACCGAGATTAATACTCTTGGAT
AGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGT
AATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGT
GGCCAATTAAGTCAAATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAATTGCATTCGAT
ACTGGTTGGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCTTGTGTAGCGGTGAGA
TGCCTAGAGATCTGGCGGAATATAGATGGCGGGGGCAGGGATCTCGGCTGATACT
GACAGTAAGGTGCGGAGGATGCGGCGCCGCCCAGAAGGGGTTGCCCCCCCAGTG
CGTGCCCTGCGCCGAAATCTATGACCCGCCCCCCGCCGCGCGACGGAAAAGGTAG
CGGCGGTCCCTCTCCCCGGCTATACTGACAGCTGTCTGGCGTGCCCGGTCGATACA
ATACACCCCTGAGATAAAAAAAAAAGGGATTGTCGTTGTTGGCCTCGTGGTCGTG
TCTTCTGGGTGTGGTGGTGGTGGCGGTGGGGGGCCTTTTGGTTGGGGTCTGCGTTG
TGTGGGGTGTTGGGGGGGGGGGTGGTGGCGCGTGGTTGTGGTGTTTGTGTTTTGC
GTCGGCGGCCTCGGGGTGTGTGGTGCGTTCGTTCTTGGTGTGTGGGCTGGGTGTGC
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GTGGGTCGGTGGTGCGGGGGGTGTGGCGGTGGGGCGTTGCGTCCGGGCGGTGTGT
GGCTCGTCTGTGCTGGGGGGTGTGCGCGTGGTGTTGGCCGGCGGTGTCGCTGCTGT
GCCGTGCGGTGTTGGGTGTGGCGCGGTGGTTGGGTCTGGGTGGTCTTGTTCTTGTT

TTGC
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