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RESUMEN. 
 

Los vegetales listos para el consumo, son verduras y hortalizas que mantienen su frescura y 

su valor nutricional, que no incorporan ningún tipo de aditivo en su procesamiento, alterando 

solamente su forma física original; este tipo de productos han sido implicados en algunos 

casos en la aparición de brotes de E. coli O157:H7 en los últimos años, reconocido como 

patógeno emergente debido a los cuadros clínicos que genera (Colitis Hemorrágica y 

Síndrome Urémico Hemolítico). Considerando estos antecedentes el objetivo de la presente 

investigación fue conocer la presencia de cepas presuntivas de E. coli O157:H7 aislada de 

vegetales (zanahoria, espinaca y col) listos para el consumo. En total se analizaron 15 

muestras de cada vegetal, los cuales fueron enriquecidos en caldo E. coli modificado con 

novobiocina (0.02g/L) y su posterior aislamiento en Agar MacConkey con Sorbitol; las 

colonias presuntivas de E.coli O157:H7, fueron aisladas mediante resiembra, hasta obtener 

colonias típicas y posteriormente se crioconservó a -80°C. El 100% de muestras analizadas 

presentaron crecimiento bacteriano presuntivo para el serotipo O157:H7 productor de toxina 

shiga. De acuerdo a las normativas de referencia las muestras analizadas no cumplen con 

los criterios establecidos y pueden considerarse como factores de riesgo en la transmisión 

de ETA, si se confirma por métodos moleculares o serológicos.    

 

 

Palabras claves. E. coli O157:H7, colitis hemorrágica, vegetales. 
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ABSTRACT 
 

Vegetables ready-to-eat are vegetables that maintain their freshness and nutritional value, 

do not incorporate any type of additive in their processing, altering only their original physical; 

these types of products have been implicated in some cases in the emergence of outbreaks 

of E. coli O157:H7 in recent years, recognized as an emerging pathogen due to the clinical 

conditions it generates (Hemorrhagic Colitis and Hemolytic Uremic Syndrome). Considering 

these antecedents the objective of the present investigation was to know the presence of 

presumptive strains of E. coli O157:H7 isolated from vegetables (carrot, spinach and 

cabbage) ready-to-eat. In total, 15 samples of each plant were analyzed, which were 

enriched in novobiocin modified E. coli broth (0.02g/L) and its subsequent isolation in 

MacConkey Agar with Sorbitol; The presumptive E. coli O157:H7 colonies were isolated by 

re-seeding, until typical colonies were obtained and subsequently cryopreserved at -80 ° C. 

100% of the analyzed samples presented presumptive bacterial growth for the shiga toxin-

producing serotype O157:H7. According to the reference standards, the analyzed samples 

do not meet the established criteria and can be considered as risk factors in the transmission 

of ETA, if confirmed by molecular or serological methods. 

 

 

Keywords. E. coli O157: H7, hemorrhagic colitis, vegetables. 
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INTRODUCCIÓN. 

 

Los alimentos listos para el consumo, son productos mínimamente procesados que pueden 

ser crudos o cocidos, venderse calientes o fríos y consumirse directamente sin ningún 

tratamiento adicional; en los últimos años, este tipo de productos han tenido un crecimiento 

importante ya que representan una opción fácil y nutritiva para el consumidor. A pesar de su 

amplia aceptación, éstos productos pueden representar un riesgo significativo para la salud, 

debido a su contaminación mediante microorganismos patógenos como consecuencia de 

una inadecuada manipulación por parte de los consumidores en su preparación o por el mal 

procesamiento realizado desde las industrias alimentarias (Rodríguez et al., 2010). 

El consumo de hortalizas es vital para la salud humana puesto que poseen innumerables 

propiedades alimenticias, son fuente inagotable de vitaminas, minerales, fibra y energía, sin 

embargo, por sus características físicas y de cultivo, algunos de estos productos están 

expuestos a contaminación de tipo biológico y químico, situación que genera un riesgo para 

la salud (Soliva & Belloso, 2003). Las Ensaladas listas para el consumo, son definidas como 

un producto que ha sido alterado físicamente a partir de su forma original, atravesando por 

una etapa de pelado, clasificado, lavado, secado y expendidas al pormenor  en un régimen 

de frio que mantiene su estado fresco (García, 2008). 

Los vegetales listos para el consumo a  pesar de ser sometidos a un procesamiento mínimo, 

pueden ser considerados como vehículos importantes para la transmisión de enfermedades 

transmitidas por alimentos (ETA)(Jung et al., 2014; Sabbithi et al ., 2014). Entre los 

patógenos más comunes transmitidos por las ETA, se encuentran la Salmonella spp, 

Shigella y el patógeno de interés E. coli O157:H7; por lo general, este microorganismo entra 

en contacto con los vegetales, mediante la irrigación de cultivo con agua contaminada y el 

mal manejo de los cultivos durante la cosecha (Cardamone et al.,  2015; Johannessen et al., 

2004).  

E. coli productor de toxina Shiga (STEC) es reconocido como un patógeno emergente en 

varias partes del mundo, que es transmitido por lo general mediante alimentos, generando 

cuadros de colitis hemorrágica y síndrome urémico hemolítico (SUH), en diferentes regiones 

del mundo (Zotta et al., 2009). En los últimos años, se han incrementado la notificación de 

brotes asociados a STEC debido a cambios en la producción, procesamiento y distribución 

de alimentos, en los hábitos de consumo y en los métodos de detección (Gomez et al., 

2005).  
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Por lo antes ya mencionado, la razón de este estudio centra su atención en el aislamiento de 

cepas presuntivas de E.coli productor de toxina shiga, en vegetales listos para el consumo. 

La presente tesis de investigación se desarrolla en tres capítulos: En el capítulo I, se 

presenta todos los aspectos relacionados a la revisión bibliográfica, enfocándose a los 

temas de interés de la investigación, en el capítulo II, se detalla los aspectos metodológicos 

aplicados en este estudio y en el capítulo III, se aborda  todo lo referente a los resultados y 

la discusión generados en la investigación.       

Para el aislamiento bacteriano de E. coli O157:H7 productora de toxina shiga en este 

estudio,  se utilizó caldo de E. coli modificado con novobiocina como una etapa de 

enriquecimiento y su posterior aislamiento en Agar MacConkey con Sorbitol.  

El 100% de todas las muestras analizadas presentaron crecimiento presuntivo para el 

serotipo O157:H7; con dichos resultados obtenidos, los alimentos de estudio pueden ser 

considerados como posibles factores de riesgos para la trasmisión de enfermedades. 

La presencia de E. coli O157:H7 en vegetales,  comúnmente es debido a que el agricultor, 

aplica estiércol de ganado como fertilizante al momento de cultivar estos productos, siendo 

este animal reservorio natural para este patógeno (Park et al., 2012). Entre otros factores 

podemos considerar que a nivel industrial, no hay tratamiento capaz de asegurar una 

eliminación efectiva de E. coli O157:H7, además al momento de corte y triturado del tejido 

vegetal, forman microambientes capaces de permitir el crecimiento bacteriano como 

consecuencia de la liberación de nutrientes mediante los exudados (Posada et al., 2016).  
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1.1    Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). 

Las enfermedades transmitidas por los alimentos o también conocidas por sus siglas (ETA), 

son un conjunto de signos y síntomas, producidos por la ingestión de alimentos  o bebidas 

que han sido contaminados con microorganismos patógenos, afectando la salud del 

consumidor en forma individual o colectiva (Gonzales & Rojas, 2005). Los centros para el 

control y la prevención de enfermedades (CPE), estiman que cada año en los Estados 

Unidos, las enfermedades transmitidas por alimentos, provocan unas 325.000 

hospitalizaciones y 5.000 muertes cada año; entre los patógenos más comunes que 

producen contaminación en alimentos, se encuentra, Salmonella, Campylobacter, Shigella y 

E. coli O157:H7 (Nyachuba, 2010). 

La mayoría de las enfermedades de origen alimentario, son  producidas por intoxicaciones, 

mediante patógenos y son reportadas diariamente; la letalidad que produce estos 

microorganismos es dependiente del agente que ocasiona la intoxicación (SIVE, 2012). 

Granda (2015), indica en Ecuador hay un índice elevado de enfermedades transmitidas por 

los alimentos, que durante los últimos 21 años han aumentado de manera esporádica desde 

1994 hasta el 2014; cabe destacar, que la provincia con más  intoxicaciones producidas por 

alimentos se encuentra Zamora Chinchipe con 182 casos, seguidamente El Oro con 161.5 

casos y la provincia de Loja con 114.3 casos por año. En la siguiente figura, se puede 

observar el porcentaje de enfermedades transmitidas por alimentos, en las provincias más 

afectadas en el Ecuador, según la gaceta epidemiológica SIVE  (figura 1).  

 

Figura 1. Porcentajes de enfermedades transmitidas por alimentos durante los últimos 21 años en 

el Ecuador. 

Fuente: SIVE, 2012. 

 

Zamora Chinchipe; 
182

El Oro; 161

Loja; 114

Sucumbios; 110

Pastaza; 76

Guayas; 70

Morona Santiago; 
70

Pichincha; 67
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1.2    Escherichia coli. 
 

Escherichia coli, es un microorganismo que pertenece a la familia de las enterobacterias, 

que tienen las características generales de ser oxidasa negativa, catalasa positiva, 

fermentando carbohidratos como la glucosa, lactosa y sacarosa, en la mayoría de los casos 

no utilizan el citrato y no producen ácido sulfhídrico; por lo general  la E. coli pertenece de 

manera natural al intestino de los seres humanos y animales, siendo la mayoría de las 

cepas inocuas  (Cabral, 2010). Pero también existen cepas que son patógenas,  causantes 

de cuadros diarreicos, que se encuentran clasificadas según su patogénesis y las 

características epidemiológicas, este grupo de bacterias se dividen en seis patotipos: E. coli 

enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. 

coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de adherencia difusa (ADEC) y E. coli productor de 

toxina Shiga (STEC), siendo esta ultima la de mayor consideración, debido a los cuadros 

clínicos que genera (Colitis Hemorrágica y Síndrome Urémico Hemolítico) (Gomez et al., 

2005). 

 

1.2.1 E. coli productora de toxina Shiga. 

E. coli enterohemorrágica  es un conjunto de cepas productoras de toxinas Shiga, que han 

sido asociadas con los animales y las heces humanas, entre los serotipos más importantes 

se encuentra la E.coli O157: H7, que expresa su antígeno  somático (O) 157 y su antígeno 

flagelar (H)7, siendo uno de los patógenos más transmitidos por  alimentos y  agua en todo 

el mundo (Noyce et al., 2006).  E.coli O157: H7, es un patógeno productor de dos toxinas, 

que inhiben la síntesis de proteína, causando daño en células renales e intestinales; estas 

toxinas pueden encontrarse independientemente o conjuntamente en una sola cepa 

bacteriana, este tipo de patógeno es uno de los más transmitidos por alimentos, 

produciendo diarreas acuosas y sanguinolentas (Jure et al., 2015). 

En el ámbito mundial la E. coli 0157:H7, ha causado brotes y problemas de salud de manera 

significativa y creciente en numerosas regiones de todo el mundo, en particular en Europa, 

Norteamérica, Sudamérica, Sur de África y Japón, encontrándose vinculada con una gama 

de productos cárnicos, frutas y hortalizas, que en la mayoría de los casos se producen por 

contaminaciones cruzadas con heces fecales de animales, que se encuentran en el suelo al 

momento de sembrar estos productos (Hodges & Kimball, 2005).  

 

En los Estados Unidos, E. coli 0157:H7 ha causado 73.000 infecciones y 60 muertes al año; 

este patógeno causa afecciones graves a niños menores de 5 años y mujeres embarazadas, 

por lo general no produce manifiestas clínicas tempranas, pero el síntoma clásico que  
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presenta se encuentra la diarrea acuosa con sangre macroscópica denominada colitis 

hemorrágica, que puede durar algunos días; sin embargo, solo una pequeña porción (5%) 

de los niños desarrollan Síndrome Urémico Hemolítico (SUH) (Ahmed et al., 2005; Cleary, 

2004) 

1.2.1.1 Fuentes de transmisión.  

Por lo general E.coli O157:H7 puede sobrevivir en entornos abiertos, heces fecales de 

animales, agua y sobre todo puede subsistir en condiciones limitantes  de nutrientes (Elsas 

et al ., 2011). Investigaciones han demostrado que la E.coli O157:H7, se introduce en los 

vegetales cultivados con agua contaminada con heces de animales (Solomon et al., 2002).  

1.2.1.2 Principales reservorios.  

El ganado es considerado como el principal reservorio de E.coli O157:H7; sin embargo, este 

patógeno ha sido aislado en distintos animales como ovejas, cabra, cerdos y especies de 

rumiantes salvajes (Rahal et al., 2012). 

1.2.1.3 Signos y cuadros clínicos.  

La infección producida  por E. coli O157:H7 comienza con un cuadro de Colitis Hemorrágica, 

que se caracteriza por presentar calambres abdominales acompañados de diarrea con o sin 

presencia de sangre, atravesando por un período de incubación de 3-4 días, por los general 

la mayoría de los pacientes se recuperan dentro de una semana; sin embargo el 5 al 10% 

evolucionan a SUH, debido a liberación de la toxinas Shiga, este cuadro clínico tiene las 

características de presentar la tríada clásica de anemia hemolítica microangiopática, 

trombocitopenia e insuficiencia renal (Rahal et al., 2012).   

1.2.1.4 Epidemiologia.  

Los centros para el control y prevención de enfermedades, estima que la E.coli productora 

de toxina shiga causa 73,000 casos de hospitalizaciones, en Estados Unidos, la incidencia 

de infección por este patógeno  es de 2,1 casos por cada 100.000 habitantes, representando 

la segunda causa de hospitalizaciones (29%) por ETA seguido de Listeria; a nivel 

latinoamericano, en Colombia E. coli O157:H7 es responsable del 7,2% de los casos de 

diarrea, en Chile y Argentina, STEC O157 está asociados a cuadros clínicos de colitis 

hemorrágica y SUH, en el  2002  se reportó en Uruguay el primer caso de E.coli O157:H7; 

estos registros presentados en Latinoamérica demuestran la importancia de ETA asociadas 

a STEC (WHO, 2008).  
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1.2.2 Identificación y caracterización de E.coli O157:H7. 

En la actualidad, se han creado diferentes medios para la identificación de E.coli O157:H7, 

entre los más comunes encontramos medios diferenciales, como el Agar MacConkey con 

Sorbitol (SMAC), que evalúa la actividad e inactividad de la enzima ß-glucuronidasa (enzima 

que cataliza la descomposición de hidratos de carbono) conjuntamente con la capacidad de 

fermentar o no el sorbitol, ya que la mayoría de la cepas enterohemorrágicas de E.coli 

0157:H7 son incapaces de fermentar este azúcar, debido a la inactividad de la ß-

glucuronidasa; por lo general los resultados obtenidos son complementados  mediante 

medios serológicos y moleculares (CFSPH, 2010,  Sheng et al., 2005, Watterworth et al., 

2004).  

1.3    Vegetales listos para el consumo. 
 

Los vegetales listos para el consumo, son productos mínimamente procesados que han sido 

sometidos a una etapa de pelado y cortados, alterando su forma física original, pero 

manteniendo su frescura y valor nutritivo, que son  vendidos y expendidos  al por menor en 

una cadena de frío (2-4°C), con la finalidad de reducir el metabolismo del vegetal 

manteniendo su frescura por lo menos una semana; encontrándose en una forma lista para 

consumir (De Giusti et al., 2014; Caponigro et al., 2010; Armijos & Alejandra, 2015).  

 

Este tipo de alimentos juegan un papel importante en la transmisión de enfermedades de 

origen alimentario, que constituyen un problema de salud pública alrededor del mundo, que 

por lo general se produce como resultado de la mala manipulación y preparación 

inadecuada  de los alimentos, por parte de los consumidores (Scott, 2003). 

 

Los productos de frutas y hortalizas de la cuarta gama son todas aquellas variedades de 

frutas y verduras frescas listas para el consumo. Los productos frutícolas y vegetales de 

cuarta gama, son todas aquellas variedades de frutas y hortalizas frescas, solas o mixtas, 

procedentes de cultivos orgánicos o cultivos integrados, que durante la elaboración posterior 

a la recolección están sujetos a ciertos procedimientos (también denominados de 

procesamiento de los productos de la cuarta gama, que  incluyen: selección,  clasificación, el 

descascarillado, corte y el lavado y luego se envasan en sobres o bandejas selladas de 

alimentos, a través de la cadena de frío para ser finalmente vendido en el mercado de frutas 

y verduras listo para el consumo crudo o listo para ser consumido. 
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La zanahoria de cultivar es originaria del medio oriente; fue intercambiada con ciertos 

productos importantes en la edad antigua como el aceite de oliva, que fueron utilizados por 

los agricultores en celebraciones especiales, este vegetal no solo se consume de manera 

cocida, sino también de forma cruda, tanto su tallo como sus raíces y tiene la capacidad de 

albergar numerosos compuestos como el caroteno, geraniol y minerales; por lo general este 

tipo de hortaliza se la puede encontrar en ensalada lista para el consumo; a nivel industrial 

la zanahoria ha sido rallada, lavada, secada y colocadas en bolsa de polipropileno y 

expendidas en un régimen de frio para mantener su frescura (Flamini  et al., 2014). 

El repollo o también conocido como col blanca es nativo de la región mediterránea y 

considerado como un cultivo primitivo y de alto rendimiento, es decir que es menos 

susceptible a plagas y enfermedades, adaptándose a una amplia gama de climas y tiene la 

capacidad de albergar en su interior compuestos fenólicos, vitaminas C y minerales; el 

repollo se lo puede encontrar en ensalada que viene en presentaciones listas para el 

consumo, que ha sido rallado, lavado, secado y expendidos en bolsa de polipropileno 

conjuntamente con aderezos en un régimen de frio para mantener su frescura (Vale et al., 

2015).  

La espinaca o también conocida, como Spinacia oleracea, es una verdura que se encuentra 

conformada por varias hojas y es considerada como un producto funcional, alta en fibra y 

baja en calorías; siendo uno de los ingredientes preferidos por chefs alrededor del mundo 

(Kisan et al., 2015). Las espinacas, se cultivan en una amplia gama de climas, siendo 

materia prima fundamental en la industria de alimentos, albergando en su interior caroteno, 

ácido ascórbico y minerales; este vegetal se lo encuentra en hojas enteras listas para el 

consumo, que han atravesado por una etapa de pelado, lavado, secado y colocadas en 

bolsa de polipropileno  y expendidas en un régimen de frio para mantener su frescura (Ko et 

al., 2014).  
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2.1  Muestreo y preparación de la muestra 

El presente estudio se realizó con vegetales empacados en bolsas de polipropileno listos 

para el consumo, en total se analizaron 3 tipos de vegetales zanahoria rallada, col con 

zanahoria y espinaca, se realizaron 5 muestreos de cada tipo correspondientes a distintos 

lotes de producción. Las muestras fueron recolectadas de supermercados de la localidad, y 

posteriormente se trasladaron asépticamente al laboratorio de Microbiología de Alimentos de 

la Universidad Técnica Particular de Loja, con la finalidad de no alterar la microflora y las 

características de la muestra. 

La obtención de las muestras se realizó en función de la cantidad de productos disponibles 

en el sitio de expendio, basándose en la norma Hortalizas y frutas frescas. Muestreo (INEN 

1750:1994), se seleccionaron 3 unidades al azar de cada tipo de vegetal, de un lote no 

mayor a 50 unidades (Tabla 1).  Para la preparación de la submuestra de 200 gramos, se 

aplicaron las recomendaciones establecidas por la norma Control microbiológico de los 

alimentos. Toma, envió y preparación de muestras (INEN 1529-2:2013), que indica que si el 

alimento está formado por capas o extractos y evitando contaminar las partes, tomar 

muestras de cada una, en la misma proporción en que se encuentran en el producto original.  

                               Tabla 1. Plan de muestreo 

Muestra 
# 

Muestras 
Unidades por 

muestra 

Zanahoria rallada 5 3 

Espinaca 5 3 

Col con 
zanahoria 5 3 

Total 15   
 

 Fuente: El autor. 

  

2.2   Enriquecimiento en medio diferencial 

Este paso es fundamental para aumentar las concentraciones bacterianas, que han 

disminuido por causa del estrés, además en esta etapa se puede agregar agentes, que 

permiten volver  al medio más selectivo, potenciando el crecimiento preferencial sobre otro 

cierto tipo de bacterias (Suo & Wang, 2013).  

Para la preparación de la suspensión, se utilizó 450 ml de caldo  E.coli modificado con 

novobiocina (0.02g/L) (ANEXO A), posterior a ello se pesó 200g de la muestra y se la 
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homogenizó. Se procedió a incubar a 37°C de 18 a 24 horas. Posterior al tiempo de 

incubación se apreció un cambio en la turbidez del medio además de presencia de gas. 

2.3   Aislamiento en medios diferenciales.  

Los medios diferenciales por lo general permiten el crecimiento de una serie de 

microorganismos que se diferencia entre sí, por tener una capacidad metabólica específica, 

debido la utilización de algún carbohidrato y dicha capacidad se evidencia por la variación 

del pH que se observa en el medio, debido a la presencial en particular de una enzima 

(Pachón, 2009). 

La técnica permite aislar la bacteria de acuerdo a la capacidad de esta para fermentar o no 

un determinado azúcar, obteniendo así un determinado tipo de microorganismo (Casado et 

al., 2012). De cada caldo se sembró una asada en medio de cultivo MacConkey SMAC 

OXOID® el cual contiene sorbitol en lugar de lactosa para la identificación de 

microorganismos fermentadores  y no fermentadores de sorbitol (Anexo B), y se incubó a 

37°C durante 24 horas en atmósfera aeróbica. Transcurrido este lapso de tiempo se apreció 

el crecimiento de dos tipos de colonias (Anexo C),  incoloras-redondas indicativo de cepas 

no fermentadoras de sorbitol, presuntivas para el serotipo E. coli O157:H7, además de 

colonias rosáceas-pequeñas típico de cepas fermentadoras de sorbitol que según Feng et 

al., (2011) corresponde a otros serogrupos de E. coli en vista de que el medio  empleado de 

acuerdo a su composición inhibe el desarrollo de otras bacterias.  

Con la finalidad de obtener un mejor aislamiento, se resembró estas colonias en nuevas 

placas de agar SMAC, y ya purificadas se conservó para posteriores análisis. Las colonias 

obtenidas además fueron contrastadas con un control positivo correspondiente a una cepa 

de referencia de Escherichia coli 0157:H7 productor de toxina shiga. 

 

Figura 2. Cultivo puro obtenido de E.coli O157:H7 en agar SMAC, mediante resiembra. 
Fuente: El autor  
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A partir de placas con cultivos frescos y purificados (máximo 18 horas), se tomó una 

muestra representativa y se colocó en criotubos con esferas de cerámica de Microbank TM 

que luego fueron puestos en congelación a -70°C. 
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En la presente investigación se analizaron 15 muestras de vegetales listos para el consumo 

de las cuales el 100% (Tabla 2) es decir todas las muestras presentaron crecimiento 

bacteriano presuntivo para E. coli serotipo O157:H7, productor de Toxina Shiga. Según 

Schamberger et al., (2004), Omisakin et al., (2003) y Rump et al., (2012) las cepas que no 

fermentan el sorbitol (de características incoloras), dentro de las 24 horas de incubación a 

37°C, con un diámetro aproximado de 1-2mm, en Agar SMAC, son consideradas como 

presuntivas para E. coli O157:H7, ya que la mayoría de las cepas enterohemorrágicas 

(EHEC) O157:H7 son incapaces de fermentar este carbohidrato, debido a la inactividad de 

β-glucuronidasa; dichas características se presentaron en las colonias de estudio, 

considerándolas como presuntivas para el serotipo ya mencionado. El Agar MacConkey con 

Sorbitol, es un medio diferencial con un rendimiento aceptable de especificidad, para evaluar 

la presencia de E.coli O157:H7 (Church et al., 2007).  

        Tabla 2. Ensaladas de col, zanahoria y espinaca: Porcentaje de muestras presuntivas 

 Vegetales 
N° de muestras 

analizadas 

Presencia presuntiva 
de STEC 

n° % 

Zanahoria rallada 5 5 100 

Espinaca 5 5 100 

Col con zanahoria  5 5 100 

Total 15 15 100 
 
             Fuente: El autor 

De acuerdo a Ahmed et al., (2005) la presencia de este tipo de microorganismo en los 

alimentos, son usados  para verificar la calidad microbiana, debido a que esta clase de 

bacteria se encuentra en el tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente y su 

presencia en alimentos permite conocer que existió contaminación fecal.  

Los vegetales estudiados, se encuentran expuestos en la superficie del suelo y están 

compuestos por hojas conformadas por una gran superficie microrugosa, facilitando la 

adhesión y permitiendo que  ECEH O157:H7 colonicen estas hortalizas (Torres et al., 2015). 

La presencia de E.coli O157:H7, en estos productos estudiados, puede deberse a múltiples 

factores, entre el más importante se encuentra la aplicación de estiércol de ganado, que por 

lo general los agricultores usan como abono orgánico para mejorar la productividad del 

cultivo (Atidégla et al., 2016). Según Walker et al., (2010) el ganado es un reservorio de 

E.coli O157:H7, por lo que la aplicación de las heces de este animal directamente sobre los 

campos de cultivos, pudo haber sido uno de múltiples factor claves en la contaminación de 

los vegetales estudiados. De igual manera, la irrigación con aguas residuales y la utilización 
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de la misma en plaguicidas, para ser aplicados en cultivos, es un factor importante para 

producir contaminaciones por E.coli O157:H7 en vegetales (Tzschoppe et al., 2011).  

Entre otros factores considerados como posibles contaminantes de las hortalizas, están la 

falta de aplicación de las buenas prácticas de higiene por parte de  los productores al 

momento de procesar, manipular, transportar y distribuir las hortalizas, pudiendo  ser un 

factor clave para la contaminación de estos productos en la presente investigación 

planteando posiblemente  un problema de seguridad alimentaria (Jung et al., 2014). ANMAT, 

(2015) menciona que para que un análisis sea confiable, se debe realizar un muestreo 

representativo del lote y que el mismo haya sido manipulado de tal forma que asegure su 

integridad; vale destacar que el número de muestras analizadas en el presente estudio no 

contrasta con lo antes mencionado, debido a que el muestreo no fue representativo para dar 

un juicio final sobre la calidad microbiológica de estos productos, por lo que se los podría 

catalogar como posibles factores de riesgo en la transmisión de enfermedades alimentarias. 

Por lo general las ensaladas listas para el consumo son sometidas a un procesamiento 

mínimo que incluyen una etapa de lavado, pelado, cortado; este tipo de procesos que 

atraviesan estos productos, aumentan el riesgo de contaminación por microorganismos 

patógenos o proporcionan un medio adecuado para la rápida proliferación bacteriana, por lo 

que muchas de las veces estos alimentos son consumidos directamente, sin ser aplicado un 

tratamiento de consideración (Castro et al., 2006). 

Las operaciones de lavado, corte, desinfección en el procesamiento de estos vegetales 

elimina la mayoría de bacterias patógenas, pero en algunos casos este tipo de procesos no 

aseguran una buena desinfección, por lo que es reflejado en la calidad microbiológica de los 

vegetales estudiados, presentando un crecimiento presuntivo de E.coli consistente con el 

serotipo O157:H7. Según Microbiologysociety, (2014) menciona que un pequeño número de 

bacterias, son capaces de invadir el interior del vegetal, en donde éstas no son vulnerables, 

protegiéndose del lavado, por lo que es de vital importancia usar bactericidas para estos 

productos alimentarios. 

Los resultados que se encontraron en la presente investigación, en comparación con otros 

estudios realizados en diferentes partes del mundo,  mostraron valores inferiores y variables 

en ensaladas frescas y listas para el consumo. Estudios realizados en Estados Unidos por  

Feng & Reddy (2013) reportan la presencia de E.coli O157:H7 en el 0.5% (1/70)  de 

muestras analizadas, valores inferiores a nuestro estudio, en Sudáfrica estudios realizados 

por Abong’O  et al., (2008) encontraron el 2.7% (1/36)  de presencia de este patógeno, en 

Irán reportaron el 11.4% (6/20) según Mohammad & Bahreini, (2012), en Egipto Khalil et al.,  
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(2015) reportaron una prevalencia de 16.7% (2/12), y en Nigeria Reuben & Makut, (2014) 

reportaron una  prevalencia alta de 30% (3/10). En otras investigaciones realizadas por 

Jeddi et al., (2014) en China, Johnston et al., (2006) en México, Seow et al., (2011) en 

Singapur, Saeed et al  (2013) Duhok, Mukherjee et al., (2003) en Minnesota y Johnston et 

al., (2005) en Estados Unidos no lograron aislar E.coli O157: H7 obteniendo una prevalencia 

del 0%.  

Entre los vegetales estudiados en la presente investigación, la espinaca tiene mayor 

incidencia e importancia a nivel mundial, debido a que ha generado brotes de consideración; 

un claro ejemplo tenemos el producido en el año 2006, en donde  afectó a 26 estados de 

Estados Unidos, con 183 casos confirmados y tres muertes, producto de consumir este 

vegetal contaminado con E.coli O157:H7 (Torres et al., 2015). Jiang et al., (2002) reportó un 

caso, en donde una persona adquirió E. coli O157:H7 y falleció, debido al consumo de 

verduras  fertilizadas con estiércol de ganado consumidas directamente desde su huerto.   

Los vegetales analizados, no cumplen con los criterios microbiológicos establecidos, ya que 

este microorganismo debe estar ausente en 25g de muestra analizada, debido a que la 

presencia de 2 bacterias en 25 g de alimento de E.coli O157: H7 son suficientes para causar 

infecciones por este tipo de patógeno, por lo que todas las normativas para este tipo de 

producto, indican ausencia de E.coli O157:H7 en 25 gramos de muestra  analizada 

(Rubeglio & Tesone, 2007).  

Los criterios y especiaciones que han sido tomados como referencia para la evaluación 

microbiológica, aplicados a los vegetales listos para el consumo en la presente 

investigación, se los menciona a continuación:  Centre for Food Safety of Hong Kong., 

(2014),  NAP, (2003) e ICMSF, (2011), ya que en Ecuador no cuenta con criterios 

microbiológicos para este tipo de productos. La posible presencia de este patógeno puede 

generan un riesgo significativo para la salud, debido a sus toxinas que generan cuadros de 

colitis hemorrágica y síndrome urémico hemolítico, causando insuficiencia renal, anemia 

hemolítica y trombocitopenia OMS, (2011). 

 

La presencia presuntiva de E. coli O157:H7/25g hallada en las muestras estudiadas y en 

otro tipo de vegetales listos para el consumo has permitido establecer que éstos alimentos 

en la actualidad pueden presentan un riesgo en la transmisión de ETA; además es 

importante aclarar que al momento de la preparación de la sub-muestra de 200g, de las 3 

unidades seleccionadas, solamente una puede estar contaminada. Para la confirmación de 

de E. coli O157:H7, se debe realizar estudios adicionales mediante técnicas moleculares 
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como PCR multiplex o el uso de antisuero anti_O157 para identificar la presencia de toxinas 

y los respectivos factores de virulencia.   
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CONCLUSIONES 

 Se determinó que en el 100% de las muestras analizadas hubo crecimiento 

bacteriano consistente con el serotipo E.coli O157:H7, debido a esto se las clasificó 

como cepas presuntivas. 

 Las muestras analizadas no cumplen con los criterios microbiológicos establecidos 

por normativas internacionales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

RECOMENDACIONES. 

 Se debe complementar con estudios adicionales  mediante la técnica de PCR-

Múltiplex los resultados obtenidos para verificar la presencia de E.coli O157:H7 

productor de toxina shiga, debido a que se realizó un ensayo preliminar en donde se 

verificó la presencia de las toxinas y algunos factores de virulencia correspondientes 

a la cepas de referencia que se usó como control positivo y se verificó el control 

negativo (ANEXO D).  

 Realizar estudios adicionales similares con otros vegetales listos para el consumo 

con la finalidad de investigar otro tipo de bacterias patógenas.   
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ANEXO A. Enriquecimiento de muestras 

 

A.1 Caldo E.coli modificado con noboviocina 

 

 Pesar  16.65 g y homogenizar en 450ml de agua destilada  

 Se calienta agitando frecuentemente hasta ebullición durante 1 minuto  

 Esterilizar en autoclave a 121ºC, 15 PSI durante 15 minutos. 

 Dejamos enfriar y se colocamos 0.09 g de noboviocina  

 Conservar en refrigeración de 2º a 8ºC. 

 

  A.2      Enriquecimiento en el medio 

 

 Para cada muestreo pesar asépticamente 200 g de muestra de vegetal   

 Colocar en 450 ml de caldo E.coli modificado con novobiocina previamente 

esterilizado 

 Finalmente incubar a 37°C +- 1 °C por 24 horas en condiciones aeróbico 
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ANEXO B. Aislamiento de cepas bacterianas en medio selectivo diferencial.  

 

B.1 Agar Macconkey con sorbitol (SMAC) 

 

 Pesar 51,6 g de SMAC  y diluir en 1000 ml de agua destilada.  

 Autoclavar a 121 ° a 1 atmósfera de presión durante 15 minutos.  

 Enfriar a 50 °C y se vierte en placas de cultivo (15-20ml en cada placa) y 

dejamos solidificar. 

B2. Siembra en medio diferencial SMAC 

 

 Tomar una asada de 50 uL de cada uno de los medios de enriquecimiento 

 Sembrar de forma aislada y por triplicado en placas de agar MacConkey Sorbitol 

(SMAC) 

 Rotular las placas adecuadamente según el número de muestreo 

 Incubar las placas a  37°C por 24 horas en atmósfera aeróbica 

 Pasado el tiempo de incubación identificar colonias rosadas e incoloras, siendo 

fermentadoras y no fermentadoras de sorbitol respectivamente 

 Considerar a aquellas colonias incoloras como <<presuntivas>>  

 No se recomienda revisar las cajas después de las 24 horas de incubación 

 Resembrar nuevamente las colonias incoloras en nuevas placas de agar e 

incubar por 24 horas con la finalidad de purificar los cultivos 
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ANEXO C. Colonias aisladas y controles usados en la etapa de siembra 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                       Figura 3. Control positivo: Cepa de referencia E.coli O157:H7 
          Fuente: Pauta, 2016 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                    Figura 4. Colonias típicas de E.coli fermentadoras de sorbitol 
                      Fuente:  Pauta, 2016 
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ANEXO D. Amplificación de DNA mediante PCR multiplex: Cepa control E.coli 

O157:H7 

 

 

Pocillo numero 1: Aquí se puede evidenciar el marcador de peso molecular, que nos 

sirve como referencia Tracklt™ 100 pb DNA Ladder Invitrogen; Pocillo numero 2: 

Control  negativo para E.coli O157:H7; Pocillo número 3: Control Positivo E.coli 

O157:H7. En la columna 2 se puede evidenciar la ampliación de las dos toxinas: stx2 

(584pb) y stx1 (348 pb) con sus factores de virulencia eaeA (397pb); uidA (252pb) y 

ehxA (158pb). Los distintos pesos moleculares de las cinco bandas, se encuentran 

señaladas con las flechas de la izquierda.  

 


