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RESUMEN

Las frutas y hortalizas son responsables de una amplia y creciente proporción de

brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs). Estos productos pueden

contaminarse en cualquier punto de la cadena “de la granja a la mesa”. En el presente

trabajo se identificaron fuentes de contaminación fecal, se cuantificaron

microorganismos indicadores (mesófilos aerobios, E. coli, coliformes totales y fecales,

Enterococcus spp.) y se investigó la presencia de patógenos bacterianos (Salmonella

spp. y E. coli O157:H7) durante la producción de tomate en la región de Cadereyta

Jiménez en el estado de Nuevo León, México, incluyendo el análisis microbiológico del

producto, agua de irrigación, suelo y enjuague de manos de manipuladores. Se

emplearon metodologías descritas en las Normas Oficiales Mexicanas y en el

Bacteriological Analytical Manual (FDA-BAM). Además, se analizaron 80 muestras de

tomate bola y huaje adquiridas en supermercados y mercados populares de Monterrey,

N. L. y su área metropolitana, en donde encontramos que las cuentas de indicadores

fueron bajas, se encontró Salmonella spp. (1.25%) y ausencia de E. coli y E. coli

O157:H7. A nivel de campo, se analizaron 136 muestras de tomate, suelo, agua de

irrigación y enjuague de manos de manipuladores. Las cuentas de indicadores en el agua

de irrigación y el producto fueron bajas. Se encontró E. coli en todos los tipos de

muestra y ausencia de Salmonella spp. y E. coli O157:H7. Las fuentes de contaminación

principales en la producción de tomate fueron el suelo y las manos de los manipuladores.

Para minimizar la contaminación del tomate producido en Nuevo León, se recomienda el

cumplimiento de prácticas agrícolas y de manufactura y la continua capacitación del

personal.



2

ABSTRACT

Produce is responsible for an increasingly larger proportion of foodborne disease

outbreaks. These products may be contaminated at any stage of the farm-to-fork chain.

At this study, we identified fecal contamination sources, we also sought and enumerate

indicator microorganisms (total aerobic bacteria, E. coli, total and fecal coliforms, and

Enterococcus spp.) and presence of bacterial pathogens (Salmonella spp. and E. coli

O157:H7) was investigated, throughout the tomato production in Cadereyta Jiménez,

Nuevo León, Mexico. Microbiological analysis of tomato, irrigation water, soil, and

workers hand-rinse was performed. Methodologies set in Mexican standards and

Bacteriological Analytical Manual (FDA-BAM) were used. A total of 80 samples of

round and pear (Roma) tomato were collected from supermarkets and popular markets in

Monterrey, N. L. and its metropolitan area. Indicator counts were low, Salmonella spp.

(1.25%) was found and no E. coli and E. coli O157:H7 were detected. At the field, a

total of 136 tomato, soil, irrigation water, and hand-rinse samples were assayed.

Indicator counts in water and tomato samples were low. E. coli was found in all sample

types and no Salmonella spp. and E. coli O157:H7 were detected. Main contamination

sources in tomato production were soil and workers hands. To reduce microbial

contamination in Nuevo Leon-produced tomato, we recommend the implementation of

agricultural practices and manufacturing practices besides continuous staff training.
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INTRODUCCIÓN

En los países en vías de desarrollo, las enfermedades transmitidas por alimentos

(ETAs) representan uno de los problemas de salud pública más importantes, con

repercusiones que afectan los ámbitos económico, político y social (Castro et al., 2006).

En los países desarrollados, como Estados Unidos, estas enfermedades son un problema

importante de salud pública, ya que en las últimas décadas su presencia ha ido en

aumento y se han presentado gran cantidad de brotes de ETAs que involucran todo tipo

de alimentos, entre ellos los productos vegetales.

La industria de frutas y hortalizas frescas ha evolucionado rápidamente durante las

últimas tres décadas, esto debido al creciente comercio internacional, el suministro de

alimentos fuera de temporada y el aumento en la demanda de estos productos por el

interés de consumir alimentos no sólo saludables, sino inocuos, lo que constituye para la

industria de alimentos un reto a vencer (Johnston et al., 2005).

Sin embargo, en México la información respecto a los peligros microbianos y la

incidencia de enfermedades asociadas al consumo de productos hortofrutícolas es muy

limitada o nula. Esta información es indispensable, ya que permitirá desarrollar medidas

objetivas destinadas a disminuir o controlar las enfermedades transmitidas por el

consumo de frutas y hortalizas (Castro et al., 2006).

Por tal motivo, en este proyecto se pretende investigar la presencia y cuantificación

de algunos microorganismos indicadores de contaminación fecal en tomate, además de

identificar las posibles fuentes de contaminación al cuantificar dichos microorganismos

en el entorno donde se produce el tomate antes, durante y después de su cosecha,

tomando muestras de suelo, agua y las manos de los manipuladores; con esto se pudiera

conocer si hay asociación entre la contaminación del producto y la de su ambiente.
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En México, el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es la segunda hortaliza en

importancia después del chile, debido al valor de su producción y a la demanda de mano

de obra que genera (Ramos et al., 2006). La superficie total sembrada en el 2010 fue de

unas 58,300 ha dando una producción de 2.2 millones de toneladas. El producto no sólo

se consume en México, sino que se exporta a países de Centroamérica y principalmente

a Estados Unidos (SAGARPA, 2008; SAGARPA, 2011; Valdés, 2011).

Por la importancia económica y agrícola del tomate, se eligió ésta como hortaliza de

estudio.
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HIPÓTESIS

El tomate que se produce y se vende en el estado de Nuevo León está contaminado

con microorganismos indicadores fecales, pero no con microorganismos patógenos. Los

microorganismos indicadores y/o patógenos presentes en el tomate y sus niveles están

asociados con aquéllos presentes en agua de irrigación, en suelo o en manos de

manipuladores.
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OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de microorganismos indicadores y patógenos en tomate en

punto de venta e identificar fuentes de contaminación fecal, cuantificar los

microorganismos indicadores de contaminación fecal e investigar la presencia de

microorganismos patógenos bacterianos durante la producción de tomate (Lycopersicon

esculentum Mill.), incluyendo el análisis microbiológico del producto, agua de

irrigación, suelo y enjuague de manos de manipuladores.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Cuantificar los microorganismos indicadores (mesófilos aerobios, E. coli,

coliformes totales y fecales) y determinar la presencia de microorganismos patógenos

(Salmonella spp. y E. coli O157:H7) en el tomate en punto de venta del área

metropolitana de Monterrey, Nuevo León.

2) Analizar microbiológicamente muestras de tomate, suelo, agua de irrigación y

lavado de manos de manipuladores recolectadas en 2 huertas de Nuevo León, México

para identificación y cuantificación de microorganismos indicadores (E. coli,

coliformes totales y fecales y Enterococcus spp.) y patógenos como Salmonella spp.

y E. coli O157:H7.

3) Identificar posibles fuentes de contaminación del producto.
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ANTECEDENTES

5.1 TOMATE

En México, el tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) es la segunda hortaliza en

importancia después del chile, su valor radica en la magnitud y rendimiento de

producción y en la demanda de mano de obra que genera, aunado a que posee cualidades

y facilidades para adecuarse a la dieta alimenticia ya que su consumo puede ser en fresco

o procesado (Ramos et al., 2006).

El tomate rojo o jitomate es un alimento bajo en calorías, cuyos principales

componentes son agua y carbohidratos; los azúcares y ácidos orgánicos presentes le dan

un sabor característico y demandado por los consumidores mexicanos y de otros países

(SAGARPA, 2011).

Este alimento es fuente de vitaminas A, B1, B2, B6, C y E, y de minerales como

fósforo, potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre, sodio, hierro y calcio. Tiene un

importante valor nutricional ya que incluye proteínas, hidratos de carbono, fibra, ácido

fólico, ácido tartárico, ácido succínico y ácido salicílico (Tabla 1) (Jaramillo et al.,

2007).

Además, este producto es rico en licopeno, pigmento que le proporciona su

característico color rojo, y su consumo proporciona el 90% del necesario para el

organismo. El licopeno es el más potente de los antioxidantes y se ha demostrado que

esta sustancia puede prevenir e incluso combatir el cáncer al proteger a las células de los

efectos nocivos de la oxidación celular. El tomate también posee el antioxidante

glutatión que ayuda a depurar el organismo de productos tóxicos e impide la

acumulación de metales pesados como cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio (Hg)

(Jaramillo et al., 2007; Agros, 2011).
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Elemento Cantidad

Agua 93.5%

Proteína 0.9 g

Grasa 0.1 g

Calorías 23

Carbohidratos 3.3 g

Fibra 0.8 g

Fósforo 19 mg

Calcio 7 mg

Hierro 0.7 mg

Vitamina A 1,100 UI

Vitamina B1 0.05 mg

Vitamina B2 0.02 mg

Vitamina C 20 mg

Niacina 0.6 mg

Tabla 1. Composición nutricional por 100 g de tomate fresco (Jaramillo et al., 2007;
Agros, 2011).

5.1.1 Origen

Casi todos los tomates comúnmente conocidos caen dentro de la especie L.

esculentum. A pesar de las diferencias que existen entre la mayoría de estos tomates, no

se separan en variedades botánicas únicas debido a que comparten un origen, de modo

que los tomates encontrados en supermercados y aquellos que son procesados se
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encuentran en esta categoría. Ambos tipos se originan de un solo tipo silvestre de tomate

proveniente de Perú, el tomate cherry, L. esculentum var. cerasiforme (Mueller, 2004).

El origen del género Lycopersicon se localiza en la región andina que se extiende

desde el sur de Colombia al norte de Chile, migrando a través de Ecuador, Colombia,

Panamá y América Central hasta llegar a México, donde fue domesticado por el hombre,

y eventualmente se esparció a Europa. En la lengua náhuatl de México era llamado

tomatl, que sin lugar a dudas, dio origen a su nombre actual. A partir de entonces se

originaron variedades más grandes por selección (Infoagro Systems, 2003; Jaramillo et

al., 2007).

Durante el siglo XVI se consumían en México tomates de distintas formas y tamaños

e incluso rojos y amarillos, para entonces ya habían sido llevados a España e Italia

donde servían como alimento. En otros países europeos, como Alemania, sólo se

utilizaban en farmacia y así se mantuvieron hasta comienzos del siglo XIX. Los

españoles y portugueses difundieron el tomate a Oriente Medio y África, y de allí a otros

países asiáticos. De Europa también se difundió a Estados Unidos y Canadá (Infoagro

Systems, 2003).

El tomate, después de haber llegado a Inglaterra, fue llevado a Estados Unidos

alrededor del año 1711, donde fue cultivado como planta ornamental; aproximadamente

en 1850 ocurrió el consumo de tomate como fuente de alimento en ese país y sólo a

partir de esta fecha comenzó a crecer el interés científico y agronómico en esta hortaliza.

Sólo a partir del siglo XIX adquirió gran importancia económica mundial, hasta llegar a

ser, junto con la papa, la hortaliza más difundida y predominante del mundo (Jaramillo

et al., 2007).

Existen muchas otras variedades botánicas de tomate: L. esculentum var. esculentum,

L. esculentum var. cerasiforme (tomate cherry), L. esculentum var. pyriforme (tomate

pera), L. esculentum var. grandifolium, L. esculentum var. validium entre otras (Mueller,

2004).
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5.1.2 Taxonomía y morfología

El tomate es una planta dicotiledónea, perteneciente a la familia Solanaceae y al

género Lycopersicon. L. esculentum es la especie más cultivada y posee un gran número

de especies silvestres relacionadas (Jaramillo et al., 2007). A continuación se muestra la

clasificación taxonómica de esta hortaliza (Agros, 2011):

Orden: Scrophulariales

Suborden: Solanineae

Familia: Solanaceae

Tribu: Solaneae

Género: Lycopersicon

Subgénero: Eulycopersicon

Especie: Lycopersicon esculentum

Descriptor (1788): Miller (Jaramillo et al., 2007).

El tomate es una planta de clima cálido y se puede sembrar todo el año, sin embargo

en el período de lluvias, la incidencia de enfermedades en este cultivo es mayor,

mientras que durante la época seca, las plagas son el principal problema; estos

problemas son superables mediante la implementación de Buenas Prácticas Agrícolas

(BPA) de lo cual depende el éxito de una buena cosecha (Corpeño, 2004).

A continuación se describe la morfología general de la planta de tomate (Infoagro

Systems, 2003; Jaramillo et al., 2007; SIAP, 2010):

Planta:

La planta de tomate es perenne de porte arbustivo y se cultiva anualmente, aunque en

ocasiones dura más de un año en el terreno. Puede desarrollarse de forma rastrera,

semierecta o erecta. Existen variedades de crecimiento limitado (determinadas) y otras

de crecimiento ilimitado (indeterminadas).
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El sistema radicular del tomate es superficial y está constituido por una raíz principal

(corta y débil), raíces secundarias (numerosas y potentes) y raíces adventicias.

El tallo principal tiene un diámetro que oscila entre 2 y 4 cm en la base, sobre el que

se desarrollan hojas, tallos secundarios e inflorescencias.

Las hojas son lobuladas con los bordes dentados, se encuentran en número de 7 a 9,

están recubiertas de pelos glandulares y se disponen de forma alternativa sobre el tallo

(Fig. 1).

Figura 1. Hojas de una planta de tomate (Jaramillo et al., 2007).

Flor:

Consta de cinco o más sépalos y de seis o más pétalos dispuestos de forma helicoidal.

El color de las flores es amarillo y son normalmente pequeñas (uno a dos cm de

diámetro). Se agrupan en ramilletes compuestos de 4 a 20 flores, dependiendo de la

variedad cultivada y las condiciones de desarrollo de la planta (Fig. 2).
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Figura 2. Floración del tomate (Jaramillo et al., 2007).

Fruto:

El fruto del tomate es una baya generalmente redondeada y achatada, aunque también

existen algunas variedades de fruto alargado o en forma de pera. Está constituido por el

pericarpo, el tejido placentario y las semillas. La epidermis es delgada y resistente, color

rojo al madurar. La pulpa posee una consistencia gelatinosa y está dividida en lóculos

que alojan a las semillas. El fruto puede alcanzar un peso que oscila entre unos pocos

miligramos y 600 gramos (Fig. 3).

Figura 3. Fruto inmaduro de una planta de tomate.

El cambio de color del jitomate de verde (inmaduro) a rojo (maduro) se debe a la

degradación de clorofila en los cromoplastos de las células y formación de pigmentos
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carotenoides (amarillo-anaranjados) y licopeno, un pigmento rojo que pertenece a la

familia de los carotenoides.

5.1.3 Índices de cosecha y de calidad

El mínimo estado de madurez aceptable para cosecha se define en términos de la

estructura interna del fruto: semillas completamente desarrolladas y no se cortan al

rebanar el fruto; el material gelatinoso está presente en al menos un lóculo y se está

formando en otros. Este estado se denomina Verde Maduro 2 (Mature Green 2) (Suslow

and Cantwell, 2011).

Generalmente, la mínima madurez de cosecha corresponde a la clase Rosa (Pink)

(Figura 4) del patrón de color utilizado por el Departamento de Agricultura de los

Estados Unidos (United States Department of Agriculture, USDA). Los tomates de esta

clase son de vida de anaquel larga (USDA, 1975; Suslow and Cantwell, 2011).

En cuanto a la calidad del tomate, se basa principalmente en su uniformidad y en la

ausencia de defectos de crecimiento y manejo. El tamaño no es un factor del grado de

calidad sin embargo puede influir en las expectativas de calidad comercial (Suslow and

Cantwell, 2011).

Figura 4. Tabla patrón de color utilizada por USDA, que indica los diferentes estados de
madurez del tomate. El estado 4 (Pink) corresponde a la mínima madurez de cosecha.



14

La forma del tomate debe ser la esperada dependiendo el tipo del que se trate:

redondo, forma globosa, globosa aplanada u ovalada (Fig. 5). El color debe ser uniforme

y no debe presentar hombros verdes, pudiendo ser anaranjado-rojo a rojo intenso u

amarillo claro. La apariencia debe ser lisa y se aceptan cicatrices pequeñas que

correspondan a la punta floral y al pedúnculo; ausencia de grietas de crecimiento,

quemaduras de sol, daños por insectos y daño mecánico o magulladuras. El tomate debe

ser firme al tacto y no se debe deformar fácilmente debido a sobremadurez (Suslow and

Cantwell, 2011).

Figura 5. Formas del tomate. El fruto puede adoptar diferentes formas, dependiendo de
la variedad que se trate (Jaramillo et al., 2007).

5.1.4 Importancia económica

El tomate es una hortaliza cuyo cultivo, cosecha y comercialización genera 72 mil

empleos directos y aproximadamente 10.7 millones de empleos indirectos en México.

En el 2009, la superficie total sembrada de tomate ascendió a 53,572.62 hectáreas,

mientras que en el 2010 fue de unas 58,300 ha (SAGARPA, 2011; Valdés, 2011).
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En el año 2009, la producción nacional para abastecer el consumo se ubicó en

2,043,814 toneladas, cantidad suficiente para repartir 25 Kg de tomate a cada habitante

del país; el valor económico de tal producción fue de $12,233,405,880.00 pesos

(SAGARPA, 2011). Se estima una producción de 2.2 millones de toneladas para la

temporada 2010/11, asumiendo condiciones meteorológicas favorables y buenos precios

internacionales (Valdés, 2011).

Los rendimientos promedio de producción se han incrementado debido a los avances

tecnológicos agrícolas y al empleo de técnicas de agricultura protegida, pasando de 23

ton/ha en 1990 a 39 ton/ha en 2010 (Valdés, 2011).

En cuanto a la modalidad de siembra, en invernadero se logran cosechar hasta 350

ton/ha, siendo la modalidad que proporciona el mayor rendimiento; en la siembra de

malla sombra el volumen de cosecha es hasta 160 ton en tanto que a cielo abierto se

cosechan de 30 a 40 ton/ha (SIAP, 2010).

Los principales tipos de tomate rojo que se producen en México son: Saladette, Bola

y Cherry (SAGARPA, 2011).

5.1.5 Principales estados productores

Una tercera parte del tomate rojo se produce en Sinaloa, esta entidad junto con Baja

California Norte, Michoacán, Jalisco, San Luis Potosí y Baja California Sur aportan el

65.7% del volumen de producción de esta variedad de tomate a nivel nacional

(SAGARPA, 2011).

5.1.6 Producción de riego y temporal

Existen diversos sistemas de riego (gravedad, aspersión y goteo), su uso depende de

la disponibilidad de recursos, pendiente del terreno, textura de suelo, abastecimiento y

calidad de agua. Independientemente del sistema seleccionado, se debe evitar someter el
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cultivo a deficiencias o excesos de agua. Además, es importante la buena distribución

del riego durante todo el ciclo del cultivo, principalmente antes de la formación de frutos

(Corpeño, 2004).

El consumo diario de agua por una planta adulta de tomate es de 1.5 a 2 l/día

aproximadamente, cantidad que varía en función de la zona, las condiciones climáticas,

la época del año y el tipo de suelo. Por lo general, en el riego por goteo se aplican entre

30 y 40 m3 de agua/manzana/día, dependiendo del tamaño de la planta, zona geográfica

y época del año (Corpeño, 2004).

El sistema de riego más eficiente, en términos de productividad y calidad, es el riego

por goteo, ya que es el que permite menos pérdidas de agua (Corpeño, 2004) con un

aprovechamiento de la misma entre 90 y 95% (Jaramillo et al., 2007). En este sistema de

riego, el agua se aplica gota a gota en la proximidad de las plantas mediante cintillas o

mangueras (Fig. 6), sin necesidad de humedecer toda la superficie del suelo, sino sólo el

sitio donde se desarrolla gran parte del sistema radical, y con elevada frecuencia de

aplicación. Este sistema garantiza que por lo menos el 80% del agua se quede en el sitio

donde se requiere (Jaramillo et al., 2007).

Figura 6. Riego por goteo (Jaramillo et al., 2007).

Entre las ventajas del riego por goteo se encuentran: mejor distribución y mayor

uniformidad en la aplicación de fertilizantes a consecuencia de suministrarse disueltos

en el agua de riego, aplicación exacta y localizada del agua, equilibrio apropiado entre el
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aire y el agua en el suelo, reducción al mínimo de pérdida de agua por evaporación,

disminución de malezas, aplicación integrada de agua y nutrientes, no se ve afectada por

el viento, reducción de incidencia de enfermedades del follaje y los frutos y ahorro de

mano de obra (Jaramillo et al., 2007).

5.2 MICROORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACIÓN FECAL EN

FRUTAS Y HORTALIZAS FRESCAS

La obtención de alimentos microbiológicamente seguros e inocuos, requiere de

técnicas analíticas capaces de detectar microorganismos patógenos aun en bajos niveles.

Sin embargo, los alimentos seguros sólo pueden ser producidos mediante el empleo de

prácticas higiénicas adecuadas, lo que puede evaluarse monitoreando los

microorganismos indicadores (Smoot and Pierson, 1997).

Debido a que no es factible realizar pruebas de detección para todos los

microorganismos patógenos, la seguridad microbiológica de frutas y hortalizas sólo

puede asegurarse por la ausencia de indicadores (Hirotani et al., 2001).

En las frutas y hortalizas frescas la detección de patógenos se dificulta por muchas

razones, entre ellas el prolongado tiempo de detección, la metodología complicada y el

elevado costo. La presencia de indicadores microbiológicos en los alimentos a menudo

resulta de la contaminación fecal directa o indirecta y por consiguiente sirve como un

“marcador” de que ha ocurrido contaminación fecal, y por lo tanto indica la presencia

potencial de microorganismos patógenos (León et al., 2009).

Actualmente, se estima que los microorganismos indicadores de calidad

microbiológica o vida útil de los alimentos son aquellos microorganismos y/o sus

productos metabólicos cuya presencia en alimentos específicos en cantidades

determinadas permite evaluar la calidad existente y predecir la vida útil de dichos

alimentos (Zucca et al., 1998).
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Algunos criterios esenciales para un microorganismo indicador “ideal” incluyen:

detecciones y cuantificaciones sencillas y rápidas; fácilmente distinguible de la

microflora comensal; asociación consistente (presencia, concentración y ausencia) con el

patógeno cuya presencia se intenta indicar; tasa de crecimiento similar o mayor a

patógenos; y tasa de inactivación ligeramente más lenta que el patógeno de interés. Aún

no se ha identificado un microorganismo indicador que cumpla con todos estos criterios

(León et al., 2009).

Algunos de los organismos indicadores que son más comúnmente usados para

asegurar la inocuidad alimentaria incluyen bacterias coliformes, E. coli, Enterococcus

spp. totales y el recuento de placas aerobias (APC) o microorganismos mesófilos

aeróbicos. Los colifagos han sido propuestos como alternativa de indicadores de

contaminación con patógenos virales (León et al., 2009), y se ha encontrado correlación

entre bacterias coliformes y colifagos (Hirotani et al., 2001).

5.2.1 Escherichia coli

E. coli es una bacteria Gram-negativa, anaerobia facultativa que se encuentra

naturalmente presente en el tracto intestinal de humanos y animales, como parte de la

microflora. Sin embargo, algunas cepas son capaces de causar enfermedades desde una

diarrea leve hasta una similar a la del cólera y puede desencadenar complicaciones

potencialmente fatales como el síndrome urémico hemolítico (HUS) (García and

Heredia, 2009).

E. coli también puede causar otras infecciones, tales como sepsis, infecciones del

tracto urinario, neumonía en pacientes inmunocomprometidos y meningitis (Adams and

Moss, 1995; Deisingh and Thompson, 2004).

Esta bacteria fue aislada por primera vez en 1885 a partir de heces de niños por el

bacteriólogo alemán Theodor Escherich (Deisingh and Thompson, 2004).
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En base a sus características patogénicas, E. coli se clasifica en 6 grupos: E. coli

enteropatogénica (EPEC), que es la más común y es la principal causante de diarrea

infantil; E. coli enterotoxigénica (ETEC), que produce enterotoxinas; E. coli

enterohemorrágica (EHEC), también conocida como E. coli productora de toxina Shiga

(STEC), que causa dolor abdominal severo, diarrea hemorrágica y síndrome urémico

hemolítico (HUS); E. coli enteroinvasiva (EIEC), caracterizada por la invasión del

epitelio del colon; E. coli de adherencia difusa (DAEC) y E. coli enteroagregativa

(EAEC), que se distingue por autoaglutinación de células bacterianas (Nataro and Kaper,

1998; Muniesa et al., 2006). De estos grupos, los primeros cinco han sido implicados en

enfermedades transmitidas por alimentos o agua (Feng and Weagant, 2002; García and

Heredia, 2009).

EPEC es la más ampliamente distribuida de las E. coli diarreicas y es la principal

causa de diarrea humana infantil predominantemente en países menos desarrollados, su

frecuencia ha ido en aumento en las áreas industrializadas. La infección por EPEC

consiste en una diarrea aguda acuosa, no sanguinolenta ni mucoide, a menudo

acompañada por fiebre y vómito. Las bacterias colonizan el intestino delgado, inducen la

degeneración de las microvellosidades epiteliales y se adhieren a la célula hospedadora,

causando lesiones que resultan en la reducción de la capacidad absorbente de la mucosa

intestinal. La presentación de la enfermedad va desde una diarrea fulminante hasta una

infección subclínica, dependiendo del hospedador (Nataro and Kaper, 1998; Muniesa et

al., 2006; García and Heredia, 2009).

EHEC es responsable de serias infecciones en humanos, tales como diarrea, colitis

hemorrágica y síndrome urémico hemolítico (HUS). También es conocida como E. coli

productora de toxina Shiga (STEC) porque sus cepas producen toxina Shiga 1 (Stx1) y

toxina Shiga 2 (Stx2) que asemejan a las producidas por Shigella dysenteriae (Betts,

2000; Feng and Weagant, 2002). Estas toxinas son los principales factores de virulencia

de este microorganismo (Muniesa et al., 2006).
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Las cepas de EHEC tienen muy baja dosis infectiva (1 - 102 UFC) (Paton and Paton,

1998; Muniesa et al., 2006) y coloniza el intestino por adhesión a las células epiteliales.

Karmali et al. (1983) fueron los primeros que reportaron, en 1983, casos aislados de

HUS posterior a infección gastrointestinal por E. coli productora de toxina Shiga. El

HUS se define por una triada de características: falla renal aguda (principalmente en

niños), trombocitopenia y anemia hemolítica microangiopática que se presenta entre el 2

al 15 % de los casos, con elevada mortalidad (Griffin and Tauxe, 1991).

Existen más de 100 serotipos de STEC conocidos por causar enfermedades en

humanos, de estos, el serotipo O157:H7 es el más frecuentemente involucrado en brotes

de enfermedades transmitidas por alimentos en todo el mundo (Betts, 2000; Feng and

Weagant, 2002; García and Heredia, 2009). Otros serotipos patógenos importantes son

O18, O26, O103, O111 y O128 (Paton and Paton, 1998).

Las cepas de EIEC son bioquímica, genética y patogenéticamente relacionadas a

Shigella spp. (Nataro and Kaper, 1998). EIEC consiste en 11 serotipos conocidos (O28a,

O28c, O29, O112, O124, O136, O143, O144, O152, O164 y O167) que causan diarrea

acuosa o disentería, ésta última con manifestación de heces sanguinolentas, mucosas y

con presencia de leucocitos, tenesmo y fiebre. La dosis infectiva en humanos sanos es de

106 células o más (Nataro and Kaper, 1998; García and Heredia, 2009).

ETEC es uno de los principales agentes etiológicos causantes de diarrea en infantes y

viajeros (García and Heredia, 2009). Se ha encontrado evidencia que sugiere que los

vegetales frescos contaminados son una causa común de diarrea del viajero (Beuchat,

1995). Las cepas de ETEC tienen la capacidad de producir enterotoxinas: termolábil (LT

es muy similar a la toxina del cólera en tamaño, secuencia, antigenicidad y función) y

termoestable (ST), o ambas, y adhesinas de superficie que son factores de colonización.

La enfermedad se caracteriza por causar diarrea acuosa con o sin fiebre ligera. La dosis

infectiva para ETEC en adultos sanos se estima en al menos 108 UFC y menor para

grupos de la población susceptibles (García and Heredia, 2009).
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De manera general, E. coli tiene la capacidad de sobrevivir a -20 °C y de crecer a una

temperatura mínima de 6.5 °C. Las cepas de E. coli patógenas y no patógenas poseen

resistencia notable a condiciones extremadamente ácidas (García and Heredia, 2009).

Esta bacteria normalmente vive en el tracto intestinal de los animales de sangre

caliente y puede contaminar una amplia variedad de alimentos en diferentes formas,

incluyendo manipulación con manos contaminadas, insectos contaminados que actúan

como vehículos, ruptura de los intestinos durante la evisceración de animales después

del sacrificio y contaminación indirecta con agua contaminada. Alimentos como queso,

salmón, yogurt, ensaladas, melón, pasteles, vegetales, salami y cárnicos han estado

involucrados en brotes por esta bacteria (García and Heredia, 2009).

Para reducir la presencia de este microorganismo se han implementado estrategias de

saneamiento (García and Heredia, 2009) y programas de control de calidad, como las

Buenas Prácticas Agrícolas (BPA o GAP), Buenas Prácticas de Higiene (BPH o GHP),

Buenas Prácticas de Manufactura (BPM o GMP), así como el sistema de Análisis de

Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP).

5.2.2 Enterococcus spp.

Los estreptococos fecales están presentes en el tracto gastrointestinal de humanos y

animales de sangre caliente, por lo que han sido considerados como buenos indicadores

de contaminación fecal (Méndez, 2004).

Los estreptococos fecales comprenden microorganismos del género Enterococcus y

algunas especies de estreptococos: Streptococcus bovis y S. equinus. Todos pertenecen

al grupo D propuesto por Rebeca Lancefield (Méndez, 2004).

El grupo de los enterococos es un subgrupo de los estreptococos fecales que incluye

Streptococcus faecalis, S. faecium, S. gallinarum y S. avium. Los enterococos se
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diferencian de otros estreptococos por su habilidad para crecer en cloruro de sodio al

6.5%, a pH 9.6 y a 10 °C y 45 °C (Greenberg, 1992).

Los enterococos son Gram-positivos, catalasa negativo, anaerobios facultativos, cuya

temperatura de crecimiento oscila entre 10 °C y 45 °C, siendo óptimo a 35 °C. Algunos

son móviles (Méndez 2004). Han sido aislados de fuentes ambientales como suelo,

aguas superficiales y productos vegetales y/o animales crudos (Johnston et al., 2005).

La porción de enterococos del grupo de estreptococos fecales es un valioso indicador

bacteriano para determinar la presencia de contaminación fecal en alimentos y agua;

siendo los enterococos el indicador bacteriano de calidad del agua más eficiente

(Greenberg, 1992); en el caso de los alimentos, los enterococos comúnmente se

encuentran contaminando productos cárnicos y avícolas (Fluckey et al., 2009).

Algunas características que les dan ventajas como indicadores microbianos de

contaminación fecal son: los enterococos son más persistentes en el ambiente que E. coli

y los coliformes termotolerantes, por lo que pueden ser utilizados como buenos

indicadores de la calidad microbiológica de agua para consumo humano y el monitoreo

de la eficacia de los tratamientos de desinfección utilizados para garantizar la

potabilidad, también como los principales microorganismos indicadores en aguas

recreacionales dulces y marinas. Otra ventaja es que los métodos utilizados para su

detección y enumeración no presentan alto grado de complejidad, ni se necesita

infraestructura, material o equipo de gran especialización, como es requerido para

identificar a otros microorganismos indicadores tales como colifagos o clostridios y

otras bacterias anaerobias (Méndez, 2004).

Durante las últimas décadas, Enterococcus ha surgido como una de las más

importantes causas bacterianas de infecciones nosocomiales. Durante este periodo, las

especies de Enterococcus han adquirido mecanismos de resistencia específicos que han

dificultado el tratamiento de las infecciones enterococcicas (Fluckey et al., 2009).
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5.2.3 Coliformes

En conjunto, los coliformes están representados por cuatro géneros de la familia

Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y Klebsiella (Seymour and

Appleton, 2001). Según la NOM-113-SSA1-1994 son bacilos Gram-negativos, no

esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que a 35 °C fermentan la lactosa con

formación de ácido y producción de gas; se les denomina generalmente coliformes

totales. El grupo de los coliformes fecales incluye a los coliformes capaces de crecer a

temperaturas elevadas (45 ± 0.5 °C) (Madigan et al., 2004).

Sin embargo, la denominación “coliforme” y “coliforme fecal” no tiene validez

taxonómica, estos términos sólo sirven para designar a grupos de bacterias capaces de

crecer en condiciones experimentales específicas. No todos los coliformes son de origen

fecal, por lo que fue necesario desarrollar pruebas para diferenciarlos a efecto de

emplearlos como indicadores de contaminación. Así, se distinguen los coliformes

totales, que comprenden la totalidad del grupo y los coliformes fecales como aquellos de

origen intestinal (Madigan et al., 2004).

5.3 MICROORGANISMOS PATÓGENOS EN FRUTAS Y HORTALIZAS

FRESCAS

Las frutas y hortalizas son responsables de una amplia y creciente proporción de

brotes de ETAs. En particular, debido a la globalización del suministro de alimentos,

que introduce nuevos riesgos de seguridad alimentaria y permite la dispersión de

alimentos contaminados, particularmente los productos vegetales del campo (Johnston et

al., 2005). Las fuentes de contaminación bacteriana en los productos agrícolas se han

atribuido a cambios en las prácticas de cosecha, de distribución, de procesamiento y de

consumo (Materon et al., 2007).

Las ensaladas y los platillos de frutas y hortalizas frescos son los vehículos de

contaminación reconocidos como los más importantes que se han encontrado asociados
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con brotes de enfermedades producidas por alimentos (León et al., 2009). Los causantes

de estos brotes son los microorganismos patógenos indebidamente presentes en estos

alimentos.

Cabe mencionar que un microorganismo patógeno es aquel que al establecerse en un

tejido es capaz de causar daño celular, lo que resulta en una manifestación de síntomas y

signos clínicos, que tienen como consecuencia morbilidad (enfermedad) o mortalidad.

Se caracterizan por su capacidad para replicarse en un hospedero, por su continua

persistencia de destruir barreras celulares o humorales que lo restringen y por la

expresión de determinantes de virulencia específicos que permiten al microorganismo

establecerse dentro de un hospedero y con la probabilidad de transmitirse a un nuevo

huésped (Bhunia, 2008).

Los patógenos se pueden clasificar como zoonóticos (transmisión de animales a

humanos), geonóticos (adquiridos del suelo, agua o material vegetal en descomposición)

o de origen humano (transmitidos persona-persona), en base a sus patrones de

transmisión y movimiento entre diferentes hospederos y vectores. Entre los patógenos

bacterianos zoonóticos podemos mencionar a Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus

aureus, Salmonella enterica serovariedad Typhimurium, S. Enteritidis, Campylobacter

jejuni, Yersinia enterocolitica y Mycobacterium tuberculosis; un patógeno geonótico es

Listeria monocytogenes y algunos patógenos de origen humano son S. Typhi, Vibrio

cholerae y Shigella spp. (Bhunia, 2008).

La mayor parte de las frutas y hortalizas frescas llegan a contaminarse con

microorganismos patógenos por contacto con heces de humanos y animales. Salmonella

spp. y E. coli O157:H7 (y otras E. coli patógenas) tienden a ser transmitidos

predominantemente por desechos fecales animales, ya sea directa o indirectamente a

través de agua o suelo contaminados con materia fecal (León et al., 2009).

En los alimentos vegetales se pueden encontrar bacterias como coliformes fecales,

estreptococos fecales, Pseudomonas spp., Erwinia spp., Clostridium perfringens, C.
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botulinum, serovariedades de Salmonella, S. aureus y bacterias ácido lácticas (Bhunia,

2008). Otras bacterias asociadas a frutas y hortalizas son: Shigella, especies de

Campylobacter, Y. enterocolitica, L. monocytogenes, Bacillus cereus y especies del

género Vibrio (JIFSAN, 2002).

5.3.1 E. coli O157:H7

La cepa patogénica E. coli O157:H7 ha emergido como un patógeno de importancia

en la transmisión de ETAs. Los síntomas clásicos de infección por este microorganismo

son gastroenteritis y colitis hemorrágica, con complicaciones que incluyen púrpura

trombocitopénica y HUS (Francis et al., 1999). Esta bacteria tiene características de

crecimiento y supervivencia similares a otros organismos entéricos, sobrevive a -20°C y

puede crecer a temperatura mínima de 6.5°C, no posee resistencia inusual al calor y

puede crecer en concentraciones salinas de 8%. El reservorio principal de E. coli

O157:H7 es el ganado bovino (García and Heredia, 2009).

En 1982, el Centro para el Control y Prevención de Enfermedades (Centers for

Disease Control and Prevention, CDC por sus siglas en inglés) investigó dos brotes de

diarrea hemorrágica grave asociados al consumo de hamburguesas en la misma cadena

de restaurantes de comida rápida, permitiendo la identificación de una cepa de E. coli

que expresaba los antígenos O157 y H7 y que no había sido reconocida como un

patógeno (Riley et al., 1983; Wells et al., 1983; Tauxe, 1997).

Esta cepa mostró pertenecer a una categoría de E. coli que produce toxinas muy

similares a las toxinas Shiga producidas por Shigella dysenteriae y distintas a las toxinas

termoestables y termolábiles de E. coli previamente descritas (Armstrong et al., 1996).

Investigaciones posteriores indicaron que E. coli O157:H7 es responsable del 85 a 95%

de los casos de síndrome urémico hemolítico (HUS) en Norteamérica (Griffin, 1995) y

recientemente cada año se presentan aproximadamente 73,500 casos de infección por

este microorganismo, solamente en Estados Unidos (Kaspar et al., 2009).
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Las cepas de E. coli enterohemorrágica (EHEC), incluido el serotipo O157:H7,

producen dos tipos de toxinas: toxina Shiga 1 (Stx1) y toxina Shiga 2 (Stx2) y se hace

referencia a estas cepas como E. coli STEC (productoras de toxina Shiga) o también

como E. coli VTEC (productoras de verocitotoxina). E. coli O157:H7 es el serotipo

STEC dominante en humanos en muchas partes del mundo (EFSA, 2011). Sin embargo,

múltiples reportes han mostrado que otras STEC frecuentemente son causa de casos

esporádicos en humanos y han estado implicados en numerosos brotes; algunos

serogrupos implicados son O26, O111, O103 y O118 (Kaspar et al., 2009; EFSA, 2011).

Los síntomas comunes de una infección con E. coli O157:H7 son gastroenteritis y

colitis hemorrágica; las complicaciones incluyen púrpura trombocitopénica y síndrome

urémico hemolítico (Martin et al., 1986; Tauxe, 1997), ésta última evoluciona en falla

renal y finalmente se produce la muerte en 3-5 % de los casos en jóvenes (Karmali et al.,

1983; Griffin and Tauxe, 1991; Tauxe, 1997).

El reservorio principal de E. coli O157:H7 es el ganado bovino (Wells et al., 1991;

Doyle et al., 1997; Tauxe, 1997). La gran mayoría (32%) de los brotes de enfermedades

causadas por este microorganismo en Estados Unidos (entre 1982 y 1994) ha estado

asociada al consumo de carne molida de res y productos lácteos (Beuchat, 1995; Doyle

et al., 1997). Sin embargo, recientemente también se ha asociado a E. coli O157:H7 con

frutas y vegetales frescos (Baert et al., 2009).

Tan sólo entre 1982 y 1994, aproximadamente el 6% de los brotes causados por este

organismo estuvo asociado con el consumo de vegetales o ensaladas (Doyle et al.,

1997). En años recientes se ha aislado a este microorganismo de brotes de soya,

melones, manzanas, hojas de lechuga y germinados de alfalfa (CDC, 1997; Solomon et

al., 2002). El origen de la contaminación en tales casos fue probablemente el resultado

de utilizar agua contaminada para riego o el uso de abono en los cultivos, además de

procedimientos inadecuados de lavado.
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Solomon et al. (2002) demostraron que la transmisión de E. coli O157:H7 puede

ocurrir por suelo contaminado con estiércol (fertilizante) y agua de irrigación a las

plantas de lechuga. Para llegar a esta conclusión, ellos utilizaron microscopía confocal

de barrido por láser, microscopía de epifluorescencia y recuperación de células viables

de tejidos internos de las plantas de lechuga. La bacteria migró al interior de los tejidos

de la planta y así se protegió de la acción de agentes desinfectantes. Los experimentos

demostraron que E. coli O157:H7 puede entrar a la planta de lechuga a través del

sistema radicular y migrar a través de la porción comestible de la planta.

Por último, una comparación de los genomas de E. coli O157:H7 reveló el enorme

impacto de la transferencia horizontal en la evolución de la virulencia de este patógeno.

Además, comparaciones de microarreglos han mostrado divergencia en el contenido

génico entre cepas O157 relacionadas (EFSA, 2011).

5.3.2 Salmonella spp.

La salmonelosis es una de las principales causas de enfermedades transmitidas por

alimentos en el mundo (García and Heredia, 2009). El género Salmonella comprende

más de 2,700 serotipos (Beuchat, 1995) y se divide en dos especies, S. enterica y S.

bongori (D’Aoust, 2001; García and Heredia, 2009). Los principales reservorios de este

microorganismo son animales y aves (Beuchat, 1995).

Salmonella es un bacilo Gram-negativo, aerobio, móvil (excepto S. Gallinarum y S.

Pullorum) y no esporulado, perteneciente al grupo de Enterobacteriaceae (NOM-114-

SSA1-1994; FDA, 2009). Se encuentra ampliamente distribuido en animales,

principalmente aves de corral y cerdos. Las fuentes ambientales de este organismo

incluyen agua, suelo, insectos, superficies de fábricas, superficies de cocina, heces

animales, carne cruda, aves de corral crudas y pescados y mariscos crudos, por

mencionar algunas (FDA, 2009).
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Salmonella es una bacteria mesofílica con crecimiento rápido entre 25 y 43°C y es

capaz de crecer a temperaturas de refrigeración (4 a 10 °C), aunque es sensible a

temperaturas superiores a 55 °C (D’Aoust, 2001). Respecto al pH, Salmonella crece

activamente en el rango de pH de 3.6 a 9.5 y su pH óptimo son los valores cercanos a la

neutralidad (D’Aoust, 2001).

Existen reportes que indican que esta bacteria puede sobrevivir y crecer en alimentos

de baja acidez como el jugo de manzana y tejido de corazón del tomate (Shachar and

Yaron, 2006).

Las serovariedades de S. enterica difieren en la especificidad del huésped, así como

en características clínicas y epidemiológicas. La serovariedad Typhi sólo infecta a

humanos, mientras que las serovariedades Typhimurium y Enteritidis infectan a una

amplia variedad de huéspedes, incluyendo humanos, roedores y aves de corral. También,

las distintas serovariedades difieren en sus rutas de transmisión. Typhimurium y

Enteritidis infectan aves de corral; sin embargo, Typhimurium es más probable que se

transmita a humanos a través de carne de ave; Enteritidis es más probable que lo haga a

través de los huevos de ave. Además, se observa variación geográfica en las principales

serovariedades; S. Typhimurium es la variedad más comúnmente asociada a

salmonelosis en humanos en los países europeos y en Estados Unidos (Clavijo et al.,

2006; García and Heredia, 2009).

Respecto a las enfermedades transmitidas por Salmonella, S. enterica está implicada

en dos importantes síndromes clínicos en humanos: enterocolitis y fiebre entérica

(García and Heredia, 2009).

La enfermedad más común y característica causada por S. enterica en humanos es la

enterocolitis. Esta es una enfermedad autolimitada caracterizada por dolor abdominal

severo, diarrea, vómito y fiebre; aparece 8 a 72 horas posteriores a la exposición a

Salmonella no-tifoidea, con periodo de remisión entre 4 y 5 días a partir del inicio de los

síntomas. La fiebre entérica es una enfermedad gastrointestinal aguda ocasionada por la
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invasión de S. Typhi o S. Paratyphi en tejidos de un huésped humano. Los síntomas de

esta enfermedad incluyen diarrea acuosa, fiebre prolongada y de aumento rápido, náusea

y dolor abdominal, que aparecen entre 7 y 28 días después de la exposición al agente

infeccioso (García and Heredia, 2009).

Los individuos muy jóvenes, ancianos e inmunocomprometidos son particularmente

susceptibles a infecciones por Salmonella, que pueden evolucionar a infecciones

sistémicas graves. En estos pacientes, la tasa de mortalidad puede incrementarse a más

del 40% (D’Aoust, 2001).

5.4 INOCUIDAD ALIMENTARIA EN FRUTAS Y HORTALIZAS FRESCAS

La inocuidad alimentaria se define como la implementación de medidas que reducen

los riesgos de contaminación, tanto biológicos como químicos y físicos, en los

alimentos, para proteger a los consumidores de peligros involuntarios (Avendaño et al.,

2002).

El área de Microbiología de Alimentos se enfoca en los riesgos biológicos, que son

los microorganismos transmitidos por alimentos, incluyendo bacterias, virus, parásitos y

algunos hongos capaces de producir toxinas (JIFSAN, 2002). La seguridad

microbiológica de los alimentos mínimamente procesados, como las frutas y hortalizas

frescas, debe asegurarse a fin de mantener una calidad organoléptica y microbiológica

aceptable (Rodríguez et al., 2006).

Los riesgos biológicos de contaminación incluyen a los microorganismos de deterioro

y a los microorganismos patógenos. Muchos microorganismos patógenos se propagan en

la naturaleza y generalmente se encuentran en suelo, agua, animales y plantas (Bhunia,

2008).

Actualmente, existe gran preocupación respecto a la seguridad alimentaria de los

productos del campo, dicha preocupación se debe a que estos productos se han



30

encontrado involucrados en brotes de enfermedades transmitidas por alimentos. Por ello,

se ha enfocado a investigar el papel que juegan las prácticas agrícolas en la incidencia de

bacterias patógenas en frutas y hortalizas (Materon et al., 2007).

Los microorganismos patógenos se introducen en una planta procesadora de

alimentos a través de las materias primas, el personal y el equipo. La recontaminación de

los alimentos procesados también ocurre con frecuencia y contribuye a la aparición de

brotes y enfermedades (Bhunia, 2008).

Los microorganismos patógenos pueden sobrevivir por periodos prolongados en

superficies inertes que sirven como una fuente de contaminación; por ejemplo se ha

reportado que E. coli tiene puede sobrevivir de 1.5 h a 16 meses, S. Typhi de 6 h a 4

semanas, especies de Shigella de 2 días a 5 meses (Bhunia, 2008).

En cuanto a los factores de contaminación, hay muchos que pueden contribuir a la

contaminación de frutas y hortalizas frescas a través de las operaciones de producción y

empacado, entre ellos se encuentran: uso de agua de proceso o de irrigación

contaminada, heces de animales (cuando se aplican como fertilizante) domésticos o

silvestres, estiércol sin tratamiento previo, semillas contaminadas, insectos vectores,

higiene pobre de manipuladores de alimentos, sanitización inadecuada de maquinaria y

equipo, entornos de procesamiento e instrumentos de corte (Bhunia, 2008; Johnston et

al, 2005).

En 1983, el Comité de Expertos sobre Seguridad Alimentaria convocado

conjuntamente por la Organización Mundial de la Salud (World Health Organization of

the United Nations, WHO por sus siglas en ingles) y la Organización de Alimentos y

Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO por sus

siglas en inglés) concluyeron que las enfermedades causadas por alimentos

contaminados constituyen “el problema de salud más extendido en el mundo

contemporáneo” (JIFSAN, 2002).



31

En 1998, las agencias federales estadounidenses responsables de la seguridad

alimentaria, Agencia de Drogas y Alimentos (Food and Drug Administration, FDA por

sus siglas en ingles) y el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (United States

Department of Agriculture, USDA por sus siglas en ingles), publicaron un documento

titulado “Guidance for Industry. Guide to Minimize Microbial Food Safety Hazards for

Fresh Fruits and Vegetables”, conocido como “la Guía”, que tenía como principal

propósito proporcionar un marco de referencia para la identificación e implementación

de prácticas que permitan reducir el riesgo de contaminación por microorganismos

patógenos en los productos vegetales (Johnston et al., 2005, 2006). La guía se basaba en

las Buenas Prácticas Agrícolas (BPA o GPA, por sus siglas en inglés) y las Buenas

Prácticas de Fabricación (BPF o GMP, por sus siglas en inglés) comunes en el

crecimiento, cosecha, limpieza y/o lavado, clasificación, embalaje y transporte de la

mayoría de las frutas y hortalizas vendidas a los consumidores sin procesar o

mínimamente procesadas. Éstas eran prácticas voluntarias, con base científica,

establecidas para ser utilizadas por los productores de frutas y hortalizas frescas

nacionales y extranjeros con la finalidad de contribuir a garantizar la seguridad de sus

productos (JIFSAN, 2002).

También en 1998, la FAO junto con el Instituto de Ciencias de los Alimentos e

Ingeniería (Institute of Food Science and Engineering, University of Arkansas,

IFSE/UA) iniciaron planes para desarrollar un curso de formación regional para México

y Centroamérica sobre la garantía de la calidad y la seguridad de los productos agrícolas

frescos (JIFSAN, 2002).

Actualmente se dispone de comités y organizaciones a nivel internacional que

establecen guías y planes que permiten alcanzar una adecuada calidad microbiológica de

los alimentos, incluidas las frutas y hortalizas frescas. También hay un creciente interés

por monitorear los niveles de microorganismos patógenos en estos productos que han

estado constantemente involucrados en brotes de ETAs en todo el mundo y con los datos

que se obtengan se podrá conocer la eficacia de las medidas de prevención y corrección
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efectuadas, así como el establecimiento de medidas más específicas según el tipo de

contaminación y sus fuentes potenciales.

5.5 BROTES DE ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

ASOCIADOS AL CONSUMO DE FRUTAS Y HORTALIZAS

Se estima que la incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos en Estados

Unidos alcanza 48 millones de casos al año, 128,000 hospitalizaciones y 3,000 muertes

(CDC, 2011).

Durante las pasadas décadas, el consumo de frutas y hortalizas frescas en Estados

Unidos se ha incrementado. Concomitantemente, se ha asociado el consumo de estos

productos con un número creciente de brotes causados por patógenos transmitidos por

alimentos que ha sido reportado al CDC (Sivapalasingam et al., 2004).

Asimismo, los brotes asociados a frutas y hortalizas en Estados Unidos van de 1%

(708 de 68,712) de casos en 1970s a más de 12% (8,808 of 74,592) de casos en 1990s

(Johnston et al., 2005; Bassett and McClure, 2008).

Entre 1973 y 1997, se reportaron 25 brotes de enfermedades asociados a lechuga,

causando 2,078 enfermedades reportadas, 181 hospitalizaciones y 6 muertes. Diecisiete

brotes fueron asociados con un patógeno, incluyendo E. coli O157:H7, Salmonella,

Shigella, Cyclospora, norovirus, virus de la hepatitis A y Giardia (Sivapalasingam et al.,

2004).

De 1981 a 1998, los virus tipo Norwalk (actualmente norovirus) fueron la causa más

común de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, contando con 41% de

todos los brotes reportados en Minnesota (Hedberg, 2006).

Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos asociados con melón han sido

causados por muchas serovariedades de S. enterica, durante la década pasada. En el
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2002, la U. S. Food and Drug Administration (FDA) emitió una alerta importante sobre

melones de México después de que ocurrieron 3 brotes multiestatales consecutivos de S.

enterica serotipo Poona cada primavera de 2000 a 2002 (Stine et al., 2005).

En años recientes se han reportado brotes de enfermedades por bacterias,

predominantemente Salmonella, por medio del consumo de muchas variedades de

productos frescos, incluyendo tomate, lechuga, manzana y melón. Además, se ha

mostrado que Salmonella es capaz de sobrevivir y persistir sobre y dentro de tomates

durante su crecimiento en el campo (Endley et al., 2003; Bohaychuk et al., 2009).

Así mismo, al menos 12 brotes de infección por Salmonella se han asociado con el

consumo de tomates frescos. Estos brotes han causado aproximadamente 1,990

enfermedades confirmadas por cultivo y aproximadamente otras 75,000 enfermedades

no confirmadas. Estos datos indican que las infecciones por Salmonella spp. son un

problema significativo (Voetsch et al., 2004; CDC, 2007; Kirkland et al., 2009).

Según datos de FoodNet, en el año 2005, el 23 % de los 473 casos confirmados de

infección con E. coli O157:H7 estuvo asociado con brotes (CDC, 2008; Kaspar et al.,

2009).

En octubre de 2006, en Estados Unidos, el CDC dio a conocer un brote por infección

con una cepa de E. coli O157:H7, en el que 199 personas de 26 estados resultaron

afectadas. Entre los enfermos, 102 personas (51%) fueron hospitalizadas, 31 (16%)

desarrollaron síndrome urémico hemolítico y se confirmaron 3 muertes; 22 de los

pacientes (11%) eran niños menores de 5 años. El alimento asociado a este brote fueron

espinacas crudas. E. coli O157 fue aislada de 13 paquetes de espinacas, 11 de ellos

producidos por una misma compañía en un mismo día (CDC, 2006).

En noviembre del 2006 se presentó un brote de infección por una única cepa de S.

Typhimurium asociado al consumo de tomate en restaurantes. Se registraron 183 casos
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en 21 estados de Estados Unidos y 2 casos en Canadá de personas que habían viajado a

E.U.A. (CDC, 2006).

En julio de 2007, se presentó en Estados Unidos un brote por S. Wandsworth

asociado al consumo de un producto gourmet con vegetales que se vende empacado

(arroz inflado y maíz con cubierta de vegetales). Se reportaron 65 casos en 20 estados de

ese país, incluyendo California, Georgia, New York, Texas y Washington. Las personas

infectadas fueron en su mayoría niños (91 % de los casos) de edades de 10 meses a 3

años que presentaron diarrea, 76 % de los casos presentaron heces con sangre y 6

pacientes fueron hospitalizados. S. Wandsworth es una rara cepa de Salmonella (CDC,

2007).

En abril de 2008, se investigó un brote de infecciones por S. Litchfield relacionado

con el consumo de melón proveniente de Honduras. Se identificaron 51 personas

infectadas en 16 estados de Estados Unidos, incluyendo Arizona, California, Georgia,

Illinois, New Mexico, New York, Ohio, Washington, entre otros. Los pacientes tenían

entre 0 y 93 años de edad y al menos 16 fueron hospitalizados. Además, se reportaron 9

casos en Canadá. Los investigadores de la FDA concluyeron que el alimento responsable

fue el melón de una compañía hondureña (CDC, 2008).

A partir de abril del 2008 y hasta agosto de ese año, se infectaron 1,442 personas con

una cepa de S. Saintpaul cuya huella genética fue identificada en 43 estados, el Distrito

de Columbia y Canadá. Los estados con mayor número de casos fueron Texas (559),

Illinois (120), New Mexico (115) y Arizona (59); en el Distrito de Columbia se reportó

un caso y en Canadá 5 casos, de los cuales 4 parecen haberse originado en Estados

Unidos. Al menos 286 personas fueron hospitalizadas y al parecer la infección ocasionó

2 muertes. Los pacientes tenían entre 0 y 99 años de edad, encontrándose la mayor

incidencia en el rango de 20 a 29 años de edad (CDC, 2008a, b).

La investigación mostró que los chiles jalapeños fueron la principal fuente de

contaminación. Además, se señaló al tomate como posible fuente, particularmente al
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inicio del brote; las investigaciones posteriores los descartaron. Se llevó a cabo la

trazabilidad de los chiles jalapeños con los distribuidores en Estados Unidos que

recibieron vegetales cosechados y empacados en México. La cepa responsable del brote

fue aislada de muestras de chile jalapeño recolectadas en un almacén de E.U.A. y en la

casa de un paciente, también se aisló de muestras de chile serrano y de agua recolectadas

en una huerta de México (CDC, 2008 a, b).

Durante la investigación de este brote, la FDA emitió una alerta a los consumidores

en junio de 2008 para que evitaran el consumo de tomate rojo (bola, roma y ciruela),

chile jalapeño y chile serrano cultivados, cosechados o empacados en México; la alerta

para el tomate fue retirada en julio de 2008 y para los chiles en agosto de 2008 (CDC,

2008).

Entre febrero y abril del 2009, se presentó en Estados Unidos un brote de infecciones

por S. Saintpaul relacionado con el consumo de germinados crudos de alfalfa.

Resultaron infectadas 235 personas de 14 estados, cuyas edades comprendieron entre 0 y

85 años de edad; el 3% de los casos requirieron hospitalización. Los germinados de

alfalfa contaminados provenían de una misma huerta en Omaha, Nebraska (CDC, 2009).

Entre marzo y junio de 2010, los germinados de alfalfa vuelven a ser protagonistas de

un brote de infecciones ocasionadas por S. Newport en Estados Unidos. En esta ocasión

resultaron afectados 44 individuos de 11 estados, edades entre 0 y 85 años; 7

hospitalizados (CDC, 2010).

En junio del 2011, un total de 20 personas, de 10 estados de E.U.A., resultaron

enfermas por infección con S. Panama. Los pacientes tenían entre 1 y 68 años de edad y

3 de ellos fueron hospitalizados. Las investigaciones concluyeron que el brote estuvo

asociado al consumo de melón proveniente de una huerta de Guatemala (CDC, 2011).

Entre enero y agosto del 2011, se presentó en Estados Unidos un brote multiestatal

por S. Agona asociado al consumo de papaya. En total, resultaron infectados 106
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individuos de 25 estados de ese país. Las personas infectadas tenían entre 0 y 91 años de

edad, el 39 % de ellas eran menores de 5 años; 11 personas reportaron haber viajado a

México la semana previa a su enfermedad y 10 pacientes fueron hospitalizados. Las

investigaciones epidemiológicas, de trazabilidad y de laboratorio relacionaron este brote

con el consumo de papaya fresca importada de México (CDC, 2011).

En noviembre del 2011, el CDC dio a conocer un brote de infecciones por E. coli

O157:H7 asociadas al consumo de lechuga romana. Al 4 de diciembre de ese mismo

año, 60 personas de 10 estados fueron infectadas con una cepa de E. coli serotipo

O157:H7. Las personas enfermas tenían entre 1 y 94 años de edad, 30 (67 %) fueron

hospitalizadas y 2 pacientes desarrollaron HUS. Las investigaciones indicaron que la

lechuga romana fue la fuente de contaminación asociada a este brote, los individuos se

infectaron al consumir este vegetal en barras de ensalada y en campus de algunas

universidades (CDC, 2011).

5.6 FUENTES DE CONTAMINACIÓN DE FRUTAS Y HORTALIZAS

Las frutas y hortalizas frescas pueden contaminarse en cualquier punto de la cadena

“de la granja a la mesa”. Si no hay medidas de control, el patógeno puede persistir e

incluso multiplicarse en el alimento y, dependiendo de diversos factores que incluyen

susceptibilidad del huésped, virulencia y dosis del patógeno, ocasionar una enfermedad

y, dependiendo de otros factores, la muerte del individuo. A continuación se divide a las

fuentes de contaminación en tres etapas: precosecha, cosecha y poscosecha.

5.6.1 Precosecha

La etapa de precosecha se considera la fase más temprana de la cadena granja-mesa e

incluye siembra, cultivo, irrigación y otras actividades y tratamientos asociados con la

producción de la planta madura. La importancia de la contaminación del producto

durante el cultivo y la cosecha no está bien documentada debido a que una vez que
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ocurre un brote, generalmente es difícil determinar la fuente específica de contaminación

en la precosecha (León et al., 2009).

La contaminación ocurre en la superficie del vegetal en la mayoría de los productos,

sin embargo, existe evidencia de que los patógenos pueden ingresar por acción capilar

en los espacios o hendiduras y/o en tejidos vegetales dañados durante la producción

(Petterson et al., 2001).

En la guía de la FDA y la USDA (USFDA-CFSAN, 1998) se identifican numerosos

factores de riesgo y áreas de control de contaminación microbiológica que deben

implementarse en frutas y hortalizas frescas en etapa de precosecha. En el documento se

incluyen puntos tales como la calidad microbiológica del agua, uso de estiércol y abono,

manejo de animales y plagas, trazabilidad, limpieza y Sanitización y salud e higiene del

trabajador (León et al., 2009).

La contaminación de frutas y hortalizas en la etapa de precosecha ocurre

frecuentemente como consecuencia de la exposición a suelo o agua contaminados. La

fuente de agua de irrigación, la forma de distribución y el tipo de irrigación utilizado son

factores de importancia que determinan el potencial de contaminación del producto

(USFDA-CFSAN, 1998).

En general, el agua subterránea es menos probable de ser contaminada que las aguas

superficiales, pues la calidad del agua superficial se afecta por los patrones de uso de la

tierra en la cuenca. Estos patrones se pueden afectar por la presencia de heces de

humanos y animales en el agua, tal como en el punto de origen (aguas residuales) y fuera

del punto de origen, así como por la topografía y las fluctuaciones en las precipitaciones

(León et al., 2009).

El tipo de irrigación utilizada también puede influir en la contaminación de frutas y

hortalizas. Las prácticas de irrigación que maximizan la exposición de la porción

comestible del producto pueden incrementar la probabilidad de contaminación de frutas
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y hortalizas. Las técnicas de goteo o subirrigación pueden minimizar la humectación de

la porción comestible y, por lo tanto, disminuir la probabilidad de contaminación del

producto. Desafortunadamente, se hace amplio uso de aguas residuales no tratadas para

irrigación, especialmente en países en desarrollo, y el uso de estas aguas también puede

incrementar el riesgo de contaminación de frutas y hortalizas (León et al., 2009).

Steele and Odumeru (2004), Beuchat (2006) y Delaquis et al. (2007) han encontrado

algunas fuentes de contaminación de productos vegetales en etapa de precosecha y su

importancia, que incluyen: abono contaminado, sedimento de aguas residuales, agua de

irrigación, escurrimiento de agua de las operaciones ganaderas y animales silvestres y

domésticos. Además, las fuentes de contaminación indirecta podrían incluir las

interacciones tróficas entre plantas y recolectores de plantas, como aves, mamíferos e

insectos (Doyle and Erickson, 2007).

La proximidad de vida silvestre (aves, mamíferos, reptiles) ha adquirido interés como

una fuente potencial de contaminación de frutas y hortalizas. Clayton (2006) observó en

su trabajo muchas granjas que no tienen barreras que eviten la entrada de animales

domésticos o silvestres a los cultivos y la mayoría de estas reportaron animales cerca de

sus fuentes de agua.

Los animales son un vehículo de contaminación y pueden acelerar la degradación de

los productos agrícolas, reduciendo en gran medida la calidad y la vida útil de los

vegetales frescos (Bihn et al., s.f.).

Las heces de animales domésticos, animales silvestres e insectos son una fuente

potencial de contaminación animal. Beuchat and Ryu (1997) mencionan que algunas

especies de pájaros pueden diseminar ciertos patógenos: Campylobacter spp.,

Salmonella spp., V. cholerae, Listeria y E. coli O157:H7.

La tierra es un importante reservorio de microorganismos, entre ellos se pueden

encontrar patógenos. En el suelo se encuentran comúnmente esporas de especies de
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Clostridium, como C. botulinum y C. perfringens, al igual que esporas de B. cereus

enterotoxigénica. Cabe mencionar que las esporas de C. perfringens son consideradas un

indicador de contaminación fecal en alimentos (Beuchat and Ryu, 1997; Hirotani et al.,

2001).

La contaminación de vegetales con microorganismos presentes en el suelo se puede

llevar a cabo cuando se presenta lluvia intensa o a través del agua de riego, al salpicar el

agua y llegar así al producto, ya que se sabe que muchos vegetales crecen en el suelo o

muy cerca del mismo (Heaton and Jones, 2008).

Los contaminantes también pueden introducirse en el suelo si la tierra se utilizó

previamente para producción animal o vertederos industriales, o si se aplicaron

biosólidos, lodos, estiércol o residuos de animales como fertilizante o para disposición

de residuos. El estiércol es particularmente riesgoso, debido a que las heces de animales

pueden contener patógenos que llegan a los vegetales cultivados en el campo. La

cercanía del fertilizante al vegetal, contención inadecuada del abono y una composta

incorrecta pueden incrementar el riesgo de contaminación del producto y además

eliminar los beneficios del abono en términos de potenciación del crecimiento (Bihn and

Gravani, 2005).

Es imposible remover completamente bacterias, parásitos y virus del estiércol, debido

a esto, los productores se enfocan en estrategias que minimicen los niveles de

contaminantes microbianos. Los tratamientos pueden ser activos (composta correcta,

pasteurización, entre otros) o pasivos (paso del tiempo) (Bihn and Gravani, 2005).

Ensayos experimentales del campo han demostrado que E. coli O157:H7 y

Salmonella persisten en el suelo por largos periodos de tiempo si se introducen con la

composta o el agua de irrigación. En base a estos estudios, múltiples factores afectan la

detección del patógeno en el producto cosechado (Doyle and Erickson, 2007):

a) Proximidad de la porción comestible de la planta al suelo. Los cultivos de raíces

(zanahorias, cebollas, etc.) o cultivos en estrecha proximidad al suelo (lechuga,
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perejil, etc.) es mas probable que se contaminen que los vegetales que crecen más

alejados del suelo, como el tomate.

b) Concentración del patógeno en suelo contaminado en el que se cultiva el vegetal.

Mayores poblaciones del suelo aumentan la probabilidad de que el vegetal estará

contaminado en la cosecha. Del mismo modo, concentraciones elevadas en las

fuentes de agua de riego contaminada se traduciría en mayores cargas de suelo y a

su vez en una mayor incidencia de contaminación de la planta. Poe ejemplo, E.

coli se ha detectado en plantas de lechuga tratadas con aguas residuales

domésticas diluidas en niveles >2400 UFC/100 ml, pero en plantas irrigadas con

agua de río se han encontrado cuentas de 431 UFC/ml (Økland et al. 2007).

La supervivencia de los patógenos en el suelo depende del tiempo y como tal, entre

más tiempo transcurra entre la aplicación del vehículo contaminado y la cosecha, menor

será la probabilidad de que el producto se encuentre contaminado (Doyle and Erickson,

2007).

Islam et al. (2004) reportaron que E. coli O157:H7 puede persistir por más de 5

meses en el suelo, después de la aplicación de fertilizantes orgánicos y agua de

irrigación contaminada.

Por otra parte, Sivapalasingam et al. (2004) reporta que E. coli O157:H7 es capaz de

sobrevivir en heces bovinas y en el suelo por más de 70 días, además tiene la capacidad

de adherirse a las superficies y contaminar el producto al entrar en contacto con él, por

ejemplo, al cortarlo. Aunado a lo anterior, se ha reportado que este microorganismo

tiene la capacidad de internalizarse a los tejidos de las raíces de las plantas y pasar al

sistema vascular y llegar a las estructuras aéreas (hojas y fruto). Esto podría limitar la

eficacia de los lavados que se les da a los productos en la etapa de poscosecha (Hadjok

et al., 2005).
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Estudios han intentado desarrollar intervalos recomendados entre fertilización y

cosecha pero varían significativamente en su diseño y período de tiempo seguro (Doyle

and Erickson, 2007).

Ingham et al. (2005) considera el intervalo mínimo recomendado de fertilización-

cosecha del Programa Orgánico Nacional como satisfactorio, siendo este de 120 días.

Por otra parte, utilizando una evaluación con enfoque de riesgo cuantitativo, se obtuvo

como resultado un intervalo fertilización-cosecha de 12 meses necesario para eliminar

los riesgos de siete diferentes patógenos (Salmonella, L. monocytogenes,

Campylobacter, E. coli O157:H7, Cryptosporidium parvum, Giardia y enterovirus).

Las siguientes variables contribuyen a las diferencias en la reducción de patógenos en

suelo:

a) Tipo de residuos aplicados. Por ejemplo, E. coli O157:H7 sobrevivió durante un

tiempo ligeramente mayor en suelo tratado con estiércol de pollo que en estiércol

tratado con estiércol de vaca (Islam et al. 2004) y E. coli se redujo

significativamente más rápido en estiércol de cerdo que en el de oveja o cabra

(Avery et al., 2004).

b) Tipo de cultivo. Gagliardi y Karns (2002) reportaron que E. coli O157:H7

persistió por 25-41 días en suelos arados, por 47-96 días en suelos abonados con

centeno y por 92 días en suelos abonados con alfalfa.

Un problema importante que podría afectar la persistencia de los patógenos en las

plantas es el lugar espacial (superficie o internalizado) de contaminación con el

patógeno (Islam et al. 2004). Hay estudios que señalan que ocurre la internalización de

patógenos por las plantas a través de las raíces, estos estudios han utilizado modelos de

sistemas hidropónicos o en suelo (cámaras de cultivo) y usando principalmente semillas

o plántulas como objeto experimental (Doyle and Erickson, 2007).

Miles et al. (2009) realizaron un estudio para determinar la capacidad de S.

Montevideo para internalizarse en el fruto de tomate y el tejido vegetal a partir de agua
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de irrigación y un stock de semillas contaminadas. No se recuperó la bacteria en tallo,

hojas o fruto de plantas de tomate; las raíces no se evaluaron. Concluyeron que S.

Montevideo no tiene la capacidad de contaminar el fruto del tomate vía agua de

irrigación y stock de semillas contaminados e hicieron énfasis en la importancia del uso

de agua de calidad en agricultura.

Kutter et al. (2006) demostraron la penetración de las paredes celulares de la

epidermis de raíces de cebada por S. enterica. Franz et al. (2007) encontraron

poblaciones significativas de S. Typhimurium (2.37 a 2.57 UFC/g) y E. coli O157:H7

(3.95 UFC/g) en muestras de hojas de plantas cultivadas en suelo contaminado.

El sitio de entrada más común se presume que es la penetración en las fisuras en la

cubierta de las semillas (Wachtel et al. 2002) o la invasión en las uniones laterales de las

raíces de las plántulas (Cooley et al. 2003; Dong et al. 2003b; Warriner et al. 2003). Se

cree que la exudación de nutrientes en estos sitios de entrada actúa como desencadenante

de la movilización de patógenos hacia esos lugares de la planta (Cooley et al. 2003;

Dong et al. 2003b; Jablasone et al. 2005), además, las características de adhesión y la

capacidad de colonización del patógeno también representan un factor de importancia en

su proliferación hacia dichos sitios (Wachtel et al. 2002, Dong et al. 2003a).

Otra condición que afecta la internalización de patógenos en sistemas modelo ha sido

la presencia o ausencia de suelo y el acompañamiento de flora microbiana endógena que

podría actuar como competidora de los patógenos alimentarios (Doyle and Erickson,

2007).

Por último, la supervivencia del patógeno y la movilización de éste hacia las

porciones comestibles de la planta determinan el destino e impacto de los patógenos

internalizados. Algunos estudios reportan el movimiento sistémico de patógenos a través

del sistema vascular de la planta (Guo et al. 2002; Solomon et al. 2002; Solomon and

Matthews 2005; Bernstein et al. 2007a, b). Alternativamente, Cooley et al. (2003) no
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observó movimiento sistémico en berro, pero atribuyó la contaminación de la porciones

comestibles al movimiento de patógeno en la superficie de la planta.

El potencial del patógeno a internalizarse requiere ser examinado a fondo simulando

condiciones típicamente encontradas durante la temporada de cultivo.

5.6.2 Cosecha

En la etapa de cosecha se colectan las frutas y hortalizas por métodos manuales o

mecánicos. En esta fase, las fuentes de contaminación difieren un tanto de aquellas que

afectan durante la precosecha. Además, los contaminantes que actúan durante y después

de la cosecha, dependen de que los vegetales sean empacados en campo (para

distribución inmediata) o si se someten a lavado y subsecuente embalaje en una planta

procesadora (empacadora) (Greig et al., 2007).

La contaminación microbiológica de frutas y hortalizas puede ocurrir a través del

contacto directo con equipo contaminado. Desafortunadamente, es difícil cerciorarse el

grado al cual las superficies del equipo actúan como fuente de contaminación del

producto o viceversa. Las superficies de la maquinaria y/o instrumentos que tienen

contacto con los vegetales siempre deben lavarse y sanearse (USDA, 2001).

La contaminación también puede ocurrir durante la manipulación de los vegetales por

parte de los trabajadores durante la cosecha. (Hernández et al., 1997).

Los trabajadores de la industria alimentaria han sido responsables de brotes de

enfermedades transmitidas por alimentos en muchos lugares durante décadas, y no hay

indicio de que esta situación esté disminuyendo. La Comisión de Control de las

Enfermedades Transmitidas por Alimentos de la Asociación Internacional de Protección

a los Alimentos (International Association for Food Protection, IAFP, por sus siglas en

inglés) fue la encargada de recopilar y evaluar datos sobre los brotes asociados a los

trabajadores (Greig et al., 2007).
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Se compilaron un total de 816 reportes con 80,682 casos de eventos que ocurrieron

entre 1927 y el primer cuarto del 2006. La mayor parte de los brotes revisados eran de

Estados Unidos, Canadá, Europa y Australia. Estos brotes, fueron ocasionados por 14

agentes infecciosos: norovirus (274 brotes y 27,081 casos) o probables norovirus (64

brotes y 2,085 casos), S. enterica (151 brotes y 9,893 casos), virus de hepatitis A (84

casos y 5,046 casos), S. aureus (53 brotes y 6,423 casos), Shigella spp. (33 brotes y

15,276 casos), Streptococcus de los grupos A y G de Lancefield (17 brotes y 3,670

casos) y los parásitos Cyclospora, Giardia y Cryptosporidium (23 brotes y 3,393 casos).

Las frutas y hortalizas fueron el vehículo de transmisión en 7 brotes (1,263 casos)

ocasionados por Salmonella spp., 3 brotes (122 casos) causados por S. aureus y 7 brotes

(2,715 casos) por Shigela spp (Greig et al., 2007).

Un estudio acerca de las prácticas agrícolas y de embalaje en varios estados de

E.U.A., sugirió que el 94 % de todos los acres de frutas y 87 % de todos los acres de

hortalizas analizados se cosecharon de forma manual (USDA, 2001). Por ello, las

prácticas realizadas por los manipuladores de alimentos al cosechar y empacar productos

vegetales puede tener una influencia significativa en el tipo y magnitud de los peligros a

los que se exponen los alimentos durante su procesamiento, distribución y consumo.

Algunos problemas importantes de higiene en los trabajadores pueden incluir: manos

contaminadas, falta de higiene, ropa y/o cabello sucio, heridas abiertas y/o infecciones

en las manos, enfermedad gastrointestinal (como gastroenteritis o hepatitis) o ser

acarreador asintomático de patógenos entéricos, acceso limitado o nulo a letrinas y

defecación en cultivos (Greig et al., 2007).

Bryan (1978) indicó que en 18 % de los 766 brotes que ocurrieron entre 1961 y 1972

en Estados Unidos, estuvo implicado un trabajador colonizado que tocó el alimento

involucrado en el brote. Más recientemente, la CDC estimó que el 20% de las

enfermedades transmitidas por alimentos causadas por agentes bacterianos fue resultado

del contacto con un trabajador infectado (USFDA, 2000).
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Clayton (2006) encontró elevados niveles de coliformes fecales y E. coli en las manos

de trabajadores, lo que indica la presencia de contaminación fecal y el potencial de

transmisión de patógenos entéricos.

Orozco et al. (2008b) realizaron un estudio en huertas mexicanas de tomate

hidropónico con el objetivo de determinar el perfil microbiológico del tomate cultivado

en esas huertas. Se investigaron 13 invernaderos y un vivero, los cuales poseen un

elevado nivel tecnológico y llevan a la práctica su trabajo en condiciones sanitarias

adecuadas (BPAs) a lo largo de todo el proceso de producción.

Se analizaron el tomate y otros materiales asociados con la huerta y se obtuvieron los

siguientes resultados: los tomates mostraron niveles medios de Enterobacteriaceae de

0.8 log UFC/tomate, < 0.5 log UFC/tomate de coliformes y 0.5 NMP/tomate de E. coli.

Además se encontró que 2.8 % de las muestras de tomate estaban contaminadas con

Salmonella spp. y 0.7 % con E. coli. Otras muestras que resultaron positivas a la

presencia de Salmonella fueron: charcos, suelo, paños de limpieza y esponjas. Algunas

muestras tomadas del vivero y de los invernaderos fueron positivas para E. coli, mientras

que Salmonella sólo se encontró en los invernaderos. Estos resultados muestran que a

pesar de que en los invernaderos hidropónicos existen barreras físicas y prácticas

adecuadas de trabajo, puede ocurrir contaminación fecal.

Orozco et al. (2008a) realizaron otro estudio con el objetivo de identificar las fuentes

de contaminación de tomate por Salmonella. Se investigó la presencia de Salmonella en

906 muestras de tomate y 714 muestras ambientales de 14 invernaderos y una

empacadora de tecnología avanzada. Se encontró Salmonella, y también E. coli, en

muestras de tomate, charcos de agua, suelo, zapatos y heces de animales domésticos y

silvestres. La presencia y persistencia de Salmonella en los charcos y el suelo indica que

esta materia podría ser reservorio para el patógeno, favoreciendo su supervivencia e

incluso su multiplicación. Además, es posible que los aerosoles de los charcos y el suelo

alcancen los frutos de las plantas. Ellos mencionan que los zapatos contaminados de los
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trabajadores pueden ser vehículos de contaminación de patógenos entéricos, lo cual debe

considerarse como un importante punto de control durante los procesos que se realizan

en los invernaderos.

Las prácticas de la huerta, respecto a la higiene del trabajador, también pueden influir

en la contaminación del producto. Estas prácticas incluyen los programas de

capacitación de los trabajadores, que abarcan aspectos de higiene personal, como lavado

correcto de manos antes de entrar en contacto con los cultivos, uso de guantes y/o cofia,

uso de letrinas, etc. Estas prácticas forman parte del control de calidad de la huerta y se

mencionan en la guía de la FDA e incluyen las BPA, las BPM y el análisis de riesgos de

puntos críticos de control (HACCP, por sus siglas en inglés) (Greig et al., 2007).

Actualmente, continúan presentándose los brotes de ETAs en los que se ven

involucrados trabajadores, debido a ello, existe la necesidad de una evaluación más

exhaustiva del rol que tienen ellos en la transmisión de la enfermedad (Greig et al.,

2007).

5.6.3 Poscosecha

La poscosecha involucra lo que le sucede al alimento, en este caso frutas y hortalizas

frescas, después de su cosecha, a través de su transportación, distribución y/o en

establecimientos de venta. El término “procesamiento” se utiliza en esta etapa para

referirse a los casos en los cuales el material crudo es convertido a un producto de valor

agregado, tal como sería el caso de los tomates que se convierten en puré de tomate o

que se empacan en cajas listos para su consumo. Las frutas y hortalizas crudas reciben

un tratamiento más económico; algunas son empacadas y distribuidas inmediatamente

después de cosecharse sin ningún tratamiento posterior, mientras que otras se lavan y/o

desinfectan y empacan antes de su distribución (León et al., 2009).

Las fuentes de contaminación en esta etapa incluyen heces de animales, insectos,

otros vegetales, vehículos o contenedores donde se coloca el producto para su traslado
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entre las diferentes operaciones del procesamiento y distribución, agua de lavado, equipo

o utensilios de corte, embalaje y clasificación, bandas transportadoras y otras superficies

de contacto y las manos de los manipuladores del producto (Izumi et al., 2008).

Estudios previos demostraron que las cuentas de bacterias mesófilas aerobias y de

mohos en la superficie de los vegetales se incrementó de 2.5 x 102 UFC/g a 3.2 x 103

UFC/g para mesófilos aerobios y de 1 x 103 UFC/g a 8.0 x 103 UFC/g para mohos

durante la manipulación poscosecha (Izumi et al., 2008).

Algunos factores de importancia que contribuyen a la contaminación poscosecha de

frutas y hortalizas incluyen la contaminación cruzada y el lavado del producto. Existen

numerosos riesgos de contaminación cruzada durante la producción de frutas y

hortalizas, ya que cualquier materia que entre en contacto con el producto se puede

convertir en una fuente potencial de contaminación microbiana (Gómez, 2009). El

lavado es un importante proceso comúnmente empleado en la industria alimentaria para

remover residuos de tierra y desechos, reduciendo de esta manera las poblaciones

microbianas (Wang et al., 2007).

El tratamiento de lavado que se realiza en la etapa de poscosecha en ocasiones

incluye la desinfección utilizando hipoclorito de sodio (100-200 ppm), sin embargo está

demostrado que este procedimiento sólo logra la reducción de menos de 2 log de

bacterias (Warriner et al., 2003).

Muchos productos vegetales pasan a través de instalaciones especializadas llamadas

empacadoras. El trabajo de una empacadora es preparar los vegetales que vienen

directamente del campo para subsecuente distribución. También se pueden reempacar

los cultivos de otros países para cumplir con las especificaciones locales o nacionales.

Los cultivos pueden pasar por etapas de lavado, donde son sumergidos en tanques de

agua de lavado, rociados o enjuagados, después pasan a bandas transportadoras y/o son

manipulados manualmente antes de colocarlos en el contenedor final de distribución

(caja) (León et al., 2009).
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Investigadores coinciden en que ciertos cultivos, como melón, cilantro y perejil,

presentan cargas microbianas mucho más altas cuando salen de la empacadora que

cuando entran a esta directamente del campo (Castillo et al., 2004; Johnston et al., 2005,

2006). Esto indica que ciertos procesos que ocurren en las empacadoras pueden

favorecer la contaminación cruzada y/o la proliferación microbiana.

Johnston et al. (2006) realizaron un estudio (Noviembre 2002 a Diciembre 2003) en

el que compararon la calidad microbiológica de frutas y hortalizas frescas procedentes

de México y Estados Unidos a través del proceso de empacado, examinaron los cambios

en la calidad microbiológica de estos productos en cada etapa de producción y

procesamiento y evaluaron la prevalencia de algunos patógenos en estos vegetales.

Encontraron los siguientes niveles de microorganismos indicadores: 4.0 a 7.9 log10

UFC/g de mesófilos aerobios, menos de 1.0 a 4.5 log10 UFC/g de coliformes, menos de

1.0 a 4.0 log10 UFC/g de E. coli y menos de 1.0 a 5.4 log10 UFC/g de Enterococcus. No

detectaron presencia de Salmonella spp., Shigella spp. ni E. coli O157:H7 en ninguna de

las 466 muestras analizadas.

Castillo et al. (2004) investigaron seis huertas de melón y plantas empacadoras en el

sur de Texas (950 muestras de melón, 140 de agua y 45 muestras ambientales)

incluyendo el área del Valle de Río Grande y tres huertas en Colima, México (300

muestras de melón, 45 de agua y 15 muestras ambientales) para evaluar la

contaminación del melón con Salmonella spp. y E. coli durante su producción y

procesamiento. Las muestras del vegetal se tomaron sólo de su superficie. Del total de

muestras (1,735), sólo 31 (1.8%) fueron positivas para Salmonella spp.

Johnston et al. (2005) realizaron un estudio para caracterizar las rutas de

contaminación microbiana en frutas y hortalizas e identificar áreas de contaminación

potencial durante la manipulación en etapa de poscosecha (producción y empaque). Se

analizaron en total 398 muestras de vegetales (de hoja verde, hierbas y melón). Para los

vegetales de hoja verde y las hierbas, las cuentas de indicadores presentaron niveles de
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media geométrica de 4.5 a 6.2 log UFC/g (cuenta aerobia en placa), < 1 a 4.3 log UFC/g

(coliformes y Enterococcus) y < 1 a 1.5 log UFC/g (E. coli). Para el melón, los niveles

de microorganismos se incrementaron significativamente durante el empaque, con

rangos de 6.4 a 7 log UFC/g (cuenta aerobia en placa), 2.1 a 4.3 log UFC/g (coliformes),

3.5 a 5.2 log UFC/g (Enterococcus) y < 1 a 2.5 log UFC/g (E. coli). La prevalencia de

patógenos para todas las muestras fue de 0 y 0.7 % (3 de 398 muestras) para E. coli

O157:H7 y Salmonella, respectivamente. Este estudio demuestra que cada paso de la

producción, hasta llegar al consumidor, puede afectar la carga microbiana de los

vegetales.

La carga microbiana en las bandas transportadoras está correlacionada con los niveles

de microorganismos en los vegetales. Se han observado casos donde los trabajadores de

las empacadoras presentan niveles elevados de coliformes fecales y E. coli en sus

manos, lo que indica que los manipuladores de alimentos pueden ser una fuente de

contaminación de productos vegetales (León et al., 2009).

Thapa et al. (2011) colectaron 223 muestras de vegetal y de torundas ambientales en

varias empacadoras. En las muestras de vegetal se encontraron cuentas de: cuenta

aerobia en placa (ACP) (4.6 a 6.6 log UFC/g), coliformes totales (1 a 3 log UFC/g), E.

coli (< 1 a 2 log UFC/g; E. coli patógena no se detectó), Salmonella spp. (no se detectó),

L. monocytogenes (no se detectó).

Ailes et al. (2008) encontraron que los vegetales colectados en ciertos lugares en la

etapa terminal de la empacadora se encontraban en mayor riesgo de contaminación por

E. coli en comparación con productos idénticos recogidos en etapas iniciales, lo que

indica que las superficies de contacto contaminadas pueden contaminar el producto.

Blanding (2006) encontró que ciertas prácticas de empacado, como limpieza,

presencia de roedores u otras plagas y ausencia de un plan de capacitación para los

trabajadores, pueden contribuir a la contaminación de los vegetales (León et al., 2009).
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Hall (2005) observó que existe una pequeña relación entre los niveles de

microorganismos indicadores del agua utilizada para empacado y la calidad

microbiológica de los productos vegetales. El agua monitoreada estaba generalmente

limpia (ausencia o bajos niveles de microorganismos indicadores), probablemente

debido a que venía de una fuente municipal de agua clorada (León et al., 2009).

En Estados Unidos, entre el 50 y 60 % de las instalaciones de empaque utilizan agua

de lavado desinfectada (USDA, 2001). Este podría no ser el caso de las instalaciones

existentes en otros países.

El estricto mantenimiento de la sanidad del equipo, la atención a la salud e higiene

del trabajador y la calidad del agua utilizada en el procesamiento de productos vegetales

es crítico (León et al., 2009). Esto debido a que sólo en los pasos de lavado pueden ser

removidos los microorganismos patógenos que pudieran estar presentes, además que en

la industria de vegetales frescos es común reciclar el agua por recirculación (Bhagwat,

2005).

La contaminación también puede ocurrir durante la transportación, conforme los

productos se trasladan de la granja a la empacadora o de la empacadora al almacén para

su posterior distribución. Esta contaminación se puede minimizar asegurando

condiciones higiénicas y rangos de temperatura seguros durante el transporte de los

vegetales (León et al., 2009).

5.6.4 Punto de venta y manipulación del consumidor

Es generalmente reconocido que el lavado de los vegetales con agua en el punto de

venta o en el hogar no puede eliminar completamente los microorganismos patógenos

presentes, pero sí es capaz de reducir el número de ellos. Los manipuladores de

alimentos por sí mismos contaminan el producto al no atender las prácticas de higiene

recomendadas, tales como el lavado de manos antes de tocar cualquier alimento o

superficie que pueda entrar en contacto con este (León et al., 2009).
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Investigaciones epidemiológicas y ambientales de brotes asociados a consumo de

tomate han indicado que la contaminación del producto probablemente ocurre en etapas

tempranas de la cadena granja-consumidor, como en la granja o durante su procesado.

Sin embargo, en la mayoría de estos brotes, el consumo de tomate ocurrió en los

restaurantes y se cree que las prácticas de manipulación del tomate en los restaurantes

pueden contribuir a la proliferación de patógenos y a la contaminación cruzada

(Kirkland et al., 2009).

Las investigaciones de Kirkland et al. (2009) sugieren que las prácticas de

manipulación del tomate en los restaurantes pueden contribuir a la aparición de brotes.

Sin embargo, existen pocos datos empíricos acerca de cómo los trabajadores de los

restaurantes manipulan el tomate. En su investigación observaron que no se utilizaron

tablas de corte exclusivas para vegetales en el 49 % de los casos, no se utilizaron guantes

en el 36 % de las observaciones y los tomates se lavaron con agua de grifo en el 82 % de

los casos.

En la primavera del año 2006, en Lansing, Michigan, E.U.A., se presentaron tres

brotes importantes en los que estuvieron involucrados restaurantes donde los

trabajadores fueron responsables de haber causado aproximadamente 800 casos de

infección por norovirus (Greig et al., 2007).

Bohaychuk et al. (2009) analizaron niveles de indicadores y la presencia de algunos

patógenos en frutas y hortalizas frescas de mercados en Alberta, Canadá entre Junio y

Octubre de 2007; no encontraron presencia de E. coli, Salmonella, E. coli O157:H7 ni

Campylobacter spp. en ninguna de las 120 muestras de tomate analizadas.

Quiroz et al. (2009) realizaron un estudio para proporcionar un panorama general

acerca del papel de los vegetales como vehículo de transmisión de Salmonella en

México. Se tomaron 100 muestras de diferentes vegetales, entre ellos tomate, de la

Central de Abastos en la Ciudad de México. De un total de 1,700 muestras analizadas,
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98 fueron positivas para S. Typhimurium. Se encontró Salmonella en el 12 % de las

muestras de perejil, 11 % de las muestras de cilantro, 9 % de las muestras de brócoli, el

mismo porcentaje de las muestras de coliflor, “papaloquelite” (Porophyllum ruderale) y

verdolaga (Portulaca oleracea), 7 % de las muestras de lechuga, espinaca y berro, 6 %

de las muestras de perejil chino, 4 % de las muestras de remolacha, 3 % de las muestras

de apio y lechuga romana y 1 % de las muestras de repollo y de papa.

Sus resultados indicaron que los vegetales crudos o mínimamente procesados pueden

contaminarse con Salmonella, permitiendo la infección directa de los consumidores o la

contaminación cruzada con otros alimentos. Estos vegetales contaminados pueden

representar un alto riesgo a la salud del consumidor mexicano.

En nuestro país existen pocos datos por lo que es muy importante analizar el punto en

donde ocurre contaminación durante la producción de esta hortaliza, para poder

implementar medidas adecuadas de prevención y control, de ahí el presente estudio.
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MATERIAL Y MÉTODO

PARTE 1: MICROORGANISMOS INDICADORES Y PATÓGENOS EN

TOMATE DE PUNTO DE VENTA DEL ÁREA METROPOLITANA DE

MONTERREY, NUEVO LEÓN

6.1 ZONA GEOGRÁFICA DE MUESTREO

El estado de Nuevo León está ubicado en el noreste de la República Mexicana. Tiene

una superficie de 64,220 km2, el 3.3% de la superficie total del país. Está limitado al

norte y al este por Tamaulipas; al sur y al oeste por San Luis Potosí y Zacatecas; y al

norte por Coahuila, Tamaulipas y el estado norteamericano de Texas. Las coordenadas

geográficas de sus extremos son: al norte 27º 49’ y al sur 23º 11’ de latitud norte. Al este

98º 26’ y al oeste 101º 14’ de longitud oeste.

Alrededor de 6 % del terreno del estado se usa en la agricultura. Los principales

cultivos son maíz forrajero, mandarina, manzana, naranja, nuez, papa, pastos, sorgo

forrajero, sorgo grano, toronja y trigo grano.

Nuevo León comprende 51 municipios. Monterrey es la capital del estado; se

encuentra a 73 km de Saltillo, 900 km de la Ciudad de México, 223 km de Nuevo

Laredo y 300 km del puerto de Matamoros. Por esta posición es uno de los principales

cruces comerciales de México. El área metropolitana está conformada los siguientes

municipios: Monterrey, Guadalupe, San Nicolás de los Garza, San Pedro Garza García,

Apodaca, General Escobedo, Santa Catarina, García y Juárez (Fig. 7, Gobierno de

Nuevo León (2010).

Para realizar este estudio se eligieron cinco municipios: Monterrey, Guadalupe, San

Nicolás de los Garza, Escobedo y San Pedro Garza García.
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Figura 7. Mapa de Nuevo León y su área metropolitana. Se resaltan en color amarillo
los municipios del área metropolitana (Gobierno de Nuevo León, 2010).

6.2 MUESTREO

Para el análisis epidemiológico en punto de venta, se seleccionaron dos variedades de

tomate: tomate bola y huaje. Se analizaron un total de 80 muestras, siendo 40 de cada

variedad. De cada uno de los 5 municipios se tomaron 16 muestras, 8 de tomate bola y 8

de tomate huaje.

De las 80 muestras, 42 se compraron en supermercados y 38 se compraron en

mercados populares, tiendas y fruterías. En cada establecimiento se compraron de 500 g

a 1 Kg de tomate bola y la misma cantidad de tomate huaje. Las muestras se tomaron de

diferentes puntos del área de exhibición del producto, utilizando una bolsa plástica

comercial como guante y recolectando el tomate en otra bolsa plástica. El tomate que se

seleccionó se cuidó que no tuviera daño visible ni contaminación. Cada bolsa fue

identificada con la clave correspondiente con un marcador indeleble de tinta negra o

azul.
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La clave de identificación fue la siguiente: “B” para tomate bola y “H” para tomate

huaje seguido del número consecutivo. Las muestras se transportaron en refrigeración a

4 °C al laboratorio y se analizaron dentro de las primeras 24 h después de su adquisición.

6.3 CEPAS BACTERIANAS

Como controles positivos se utilizaron las siguientes cepas bacterianas: E. coli ATCC

25922, E. coli O157:H7 ATCC 43894, S. Typhimurium ATCC 14028 y Proteus

mirabilis ATCC 7002 donadas por la compañía Beckton and Dickinson de México.

Estas cepas se activaron a partir de cultivos de reserva almacenados en

ultracongelación (-80 °C), para lo cual se tomó una asada del cultivo y se sembraron por

estría en placas con agar infusión cerebro corazón (ICC, BIOXON) incubándose durante

24 ± 2 h a 35 °C. Posteriormente, una colonia aislada se inoculó en tubos con caldo ICC

y se incubaron durante 24 ± 2 h a 35 °C. Transcurrido el tiempo de incubación, se tomó

una asada de las cepas y se sembraron por estría en tubos con agar ICC en pico de flauta,

se incubaron 24 ± 2 h a 35 °C. Pasada la incubación estos tubos fueron mantenidos a

4°C y se usaron como cultivos de trabajo y como controles positivos en los ensayos

correspondientes. Para la activación de las cepas se tomó una asada del cultivo y se

sembró en caldo ICC incubándose éste por 24 ± 2 h a 35 °C.

6.4 DETERMINACIÓN DE MICROORGANISMOS INDICADORES

Las muestras de tomate se analizaron para cuantificar los siguientes microorganismos

indicadores: mesófilos aerobios, coliformes totales y coliformes fecales. Para la

determinación de mesófilos aerobios se siguió la metodología descrita en la Norma

Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994 “Método para la cuenta de bacterias aerobias

en placa”; en tanto que para la determinación de coliformes totales y coliformes fecales

se utilizó la metodología descrita en el Manual de Análisis Bacteriológico (FDA-BAM)

[Food and Drug Administration – Bacteriological Analytical Manual].
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6.4.1 Preparación de la muestra

Se pesó asépticamente 10 g de la muestra en una bolsa estéril y se homogenizó con

90 ml agua peptonada 0.1% estéril en un homogeneizador peristáltico (Stomacher®

Labeasy) durante 1 min (dilución de 10-1).

A partir de la dilución primaria se prepararon diluciones decimales seriadas,

transfiriendo 200 µl de la dilución primaria a tubos de ensayo de 13 x 100 mm

conteniendo 1.8 ml de solución salina fisiológica estéril (0.85%) y agitando en vórtex

(Maxi Mix Plus Mod. M63215, Barnstead, Thermolyne Corp., IA, USA).

6.4.2 Mesófilos aerobios

Una vez preparadas las diluciones de la muestras, para la determinación de mesófilos

aerobios según la NOM-092-SSA1-1994, se empleó la técnica de vertido en placa. Para

ello se tomó una alícuota de 100 µl de cada dilución y se colocó en el centro de una

placa Petri estéril, posteriormente se agregaron 12 a 15 ml de Agar Cuenta en Placa

(ACP) [Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA] fundido y mantenido a 48 °C, se

mezcló mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas

del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrás a adelante, sobre una superficie lisa y

horizontal hasta lograr una completa incorporación del inóculo en el medio y se dejó

solidificar. Se incubaron las cajas en posición invertida a 35 ± 2 °C durante 48 ± 2 h.

Transcurrido el tiempo de incubación se cuantificaron todas las colonias principalmente

las placas con 25-250 colonias. Cada muestra se plaqueó por duplicado; además se

incluyó una caja sin inóculo como control negativo.

6.4.3 Coliformes totales

Para la determinación de coliformes totales, una vez realizadas las diluciones, se

emplearon las técnicas de siembra por vertido en placa y la de doble capa de agar. Se

transfirieron alícuotas de las diluciones de la muestra a placas de Petri estériles y
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posteriormente se agregaron 12 a 15 ml de Agar Bilis Rojo Violeta (RVBA, Difco™,

Becton Dickinson and Co., MD, USA) fundido y mantenido a 48°C, se mezcló mediante

6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en

sentido contrario y 6 de atrás a adelante, sobre una superficie lisa y horizontal hasta

lograr una completa incorporación del inóculo en el medio y se dejó solidificar.

Posteriormente se añadieron 5 ml de RVBA suplementado con 4-metilumbeliferil-β-

D-glucurónido (MUG, Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA) fundido y

mantenido a 48°C (para detectar la presencia se E. coli) y se dejó solidificar. Se

incubaron las cajas en posición invertida a 35 ± 2 °C durante 18-24 h.

Transcurrido el tiempo de incubación se observaron las placas con crecimiento

microbiano bajo luz ultravioleta a una longitud de onda de 366 nm mediante la cual se

manifiesta la fluorescencia azul característica de E. coli. Los coliformes se cuantificaron

como colonias rojas a púrpura de al menos 0.5 mm de diámetro y con halo de

precipitación debido a los ácidos biliares. Cada muestra se plaqueó por duplicado,

además se incluyó una caja sin inóculo como control negativo y una caja inoculada con

E. coli ATCC 25922 como control positivo.

6.4.4 Coliformes fecales

A partir de las placas de coliformes totales, se tomaron 10 colonias representativas de

las mismas por picadura en el agar y se transfirió cada una a un tubo con 5 ml de medio

EC y con campana de fermentación. Los tubos se incubaron en baño de agua (Precision

Microprocessor Controlled 280 Series Water Bath, Thermo Electron Corp., VA, USA) a

45 ± 0.5 °C durante 48 h. Se observó la presencia de gas y crecimiento (turbidez) a las

24 y a las 48 h. Aquellos tubos que presentaron gas y turbidez se consideraron como

positivos a coliformes fecales y se realizaron los cálculos correspondientes.
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6.5 MICROORGANISMOS PATÓGENOS

Las muestras se analizaron para determinar la presencia o ausencia de los siguientes

microorganismos patógenos: Salmonella spp. y E. coli O157:H7. Para la determinación

de Salmonella spp. se utilizó la metodología de la Norma Oficial Mexicana NOM-114-

SSA1-1994 “Método para la determinación de Salmonella en alimentos” y para la

determinación de E. coli O157:H7 se empleó la metodología descrita en el FDA-BAM

capítulo 4.

6.5.1 Determinación de Salmonella spp.

Se pesó asépticamente 25 g de la muestra por analizar en una bolsa estéril y se

adicionaron 225 ml de caldo lactosado como preenriquecimiento (Difco™, Becton

Dickinson and Co., MD, USA) estéril. Se dejó reposar durante 1 h. Se tomó una

alícuota,  se midió el pH de la muestra con el potenciómetro (Microprocessor pH Meter,

Mod. pH 211, Hanna instruments, RI, USA) y se ajustó a 6.8 ± 0.2 con hidróxido de

sodio 1 N o ácido clorhídrico 1 N estériles, según fuera necesario. Posteriormente se

incubó 24 ± 2 h a 35 ºC.

Transcurrido el tiempo de incubación, se agitó suavemente la bolsa y se transfirió 1

ml a un tubo con 10 ml de caldo Vassiliadis-Rappaport (Difco™, Becton Dickinson and

Co., MD, USA) y 1 ml a otro tubo con 10 ml de caldo selenito cistina usados como

enriquecimiento selectivo (Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA). Los tubos se

incubaron de 18 a 24 h a 35°C. Para el aislamiento, después de la incubación, se

mezclaron por agitación en vórtex los tubos con caldos y se estriaron en agar xilosa

lisina desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y agar Salmonella-Shigella (SS)

[Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA] cuyas placas se incubaron por 24 ± 2 h

a 35°C. Al término de éste, se observaron las placas para investigar la presencia de

colonias típicas de Salmonella, de acuerdo con las siguientes características: en el agar

XLD las colonias típicas son rosas o rojas que pueden ser transparentes con o sin centro

negro o completamente negras; en el agar VB las colonias son rojas o rosas que pueden
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ser transparentes rodeadas por medio enrojecido; las bacterias fermentadoras de la

lactosa dan colonias amarillas. Para el caso del agar SS las colonias son translúcidas,

ocasionalmente opacas, algunas colonias dan centro negro y las fermentadoras de la

lactosa son rojas. A partir de las placas con colonias presuntivas de Salmonella, se

realizaron las pruebas bioquímicas.

6.5.1.1 Identificación bioquímica.

Se seleccionaron al menos dos colonias típicas presuntivas de Salmonella de cada

medio selectivo. Se inocularon dos tubos, uno con agar triple azúcar hierro (TSI)

[Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA] y otro con agar hierro lisina (LIA)

[Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA], por estría en la superficie inclinada y

por punción en el fondo tocando levemente el centro de cada colonia. Los tubos se

incubaron por 24 ± 2 h a 35ºC. Se observó el crecimiento en los tubos y se consideraron

presuntivamente positivas para Salmonella las colonias que dieron las siguientes

reacciones:

Agar TSI: en el fondo del tubo se observó vire del indicador debido a la fermentación

de la glucosa; en la superficie del medio se observó un color rojo más intenso que el

medio original debido a la no fermentación de la lactosa ni de la sacarosa. En la mayoría

de los casos se observó coloración negra a lo largo de la punción debido a la producción

de ácido sulfhídrico.

Agar LIA: se observó intensificación del color púrpura en todo el tubo por la

descarboxilación de la lisina. Se consideraron negativos aquellos cultivos que

produjeron claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoría de las cepas de

Salmonella produjeron ácido sulfihídrico en este medio con ennegrecimiento a lo largo

de la punción.

Se continuó el análisis con los tubos que presentaron reacciones típicas de Salmonella

en TSI y/o LIA.
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A partir de los tubos de TSI que fueron positivos se llevó a cabo la prueba de la

ureasa. Se tomó crecimiento del cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de

medio TSI y se inocularon tubos de caldo urea. Se utilizaron los siguientes controles: un

control positivo que se inoculó con Proteus mirabilis ATCC 7002 y un control negativo

para comparar el vire púrpura de las reacciones positivas con el color del medio original.

Los tubos se incubaron por 24 ± 2 h a 35ºC. Se descartaron todos los cultivos que dieron

ureasa positiva y se retuvieron los cultivos que dieron la prueba negativa (sin cambio de

color del medio).

Todas las muestras presuntivas de Salmonella spp. se analizaron por la técnica de

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para su confirmación.

6.5.2 Determinación de E. coli O157:H7

Para la determinación de la presencia o ausencia de E. coli O157:H7 se estriaron los

tubos de caldo EC que fueron positivos para coliformes fecales en agar MacConkey con

sorbitol (Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA) suplementado con telurito de

potasio (T) 2.5 mg/l y cefixima (C) 0.05 mg/l [Sigma-Aldrich, Co. LLC., MO, USA]

(SMAC-CT) y se incubaron las placas 24 ± 2 h a 35 ± 2ºC. Se examinaron las placas

para investigar la presencia de colonias típicas de E. coli O157:H7, siendo éstas

incoloras o color crema translúcido y centro marrón de 1 a 2 mm de diámetro.

Todas las muestras presuntivas para E. coli O157:H7 se analizaron por la técnica de

PCR para su confirmación.

6.5.3 Confirmación de Salmonella spp. y E. coli O157:H7 por la técnica de PCR

Para la confirmación de las cepas aisladas presuntivas de Salmonella spp. y E. coli

O157:H7 se utilizó la técnica de PCR siguiendo el protocolo descrito por Wang et al.

(1997), el cual se describe a continuación.
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6.5.3.1 Extracción de DNA.

Las cepas bacterianas, tanto los aislados presuntivos como las cepas control, se

activaron en caldo ICC, incubándolas 24 ± 2 h a 35ºC. Transcurrido el periodo de

incubación, se tomaron 0.5 ml del cultivo y se homogenizaron con 1 ml de amortiguador

salino de fosfatos (PBS; 0.05 M; pH 7.4) estéril. Se centrifugó a 9000 xg por 3 min. Se

realizaron 3 lavados con PBS y uno con agua miliQ; el precipitado fue resuspendido en

50 µl de agua miliQ. Las muestras se diluyeron 1:10 con Tritón X-100 al 1%, se

incubaron en un baño de agua hirviendo durante 5 min e inmediatamente después se

enfriaron en un baño de agua con hielo. De allí, se tomaron 2 µl de muestra que

sirvieron como templado para la amplificación de DNA.

6.5.3.2 Amplificación.

De cada muestra se tomó una cantidad de 2 µl de DNA extraído y se añadieron a 23

µl de la mezcla de reacción, la cual contenía: 2.5 µl de buffer de reacción 1x (Tris-HCl

50 mmol/l, pH 8.5; KCl 20 mmol/l), 1.5 µl de MgCl2 3 mmol/l, 0.0625 µl de dNTPs

0.25 mmol/l cada uno (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0.045 µl de Taq polimerasa 0.9 U,

los iniciadores en concentración 0.25 µmol/l (Tabla 2) y agua miliQ hasta completar 23

µl. El volumen total de la mezcla de reacción con la muestra fue de 25 µl.

La amplificación de la reacción se llevó a cabo en un termociclador (PCR Express

Termo Hybaid, MA, USA) usando el protocolo reportado por Wang et al. (1997) que

indica las siguientes condiciones de reacción: un ciclo de 94 °C por 15 s, seguido de 35

ciclos de 94 °C por 3 s, 50 °C por 10 s y 74 °C por 35 s y finalmente, un ciclo de 74 °C

por 2 min y 45 °C por 2 s.

6.5.3.3 Visualización.

Los productos de la amplificación fueron separados por electroforesis en gel de

agarosa al 2% con una corriente de 120 V. La tinción se llevó a cabo con bromuro de

etidio (50 µg/ml) para ser visualizados bajo luz ultravioleta.
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Tabla 2. Iniciadores utilizados en PCR.

Especie Gen blanco Iniciadores  Secuencia (5’-3’)
Producto

(pb)

Salmonella spp. invA
Sal-3 TATCGCCACGTTCGGGCAA

Sal-4 TCGCACCGTCAAAGGAACC
275

E. coli O157:H7 hlyA
O157-3 GTAGGGAAGCGAACAGAG

O157-4 AAGCTCCGTGTGCCTGAA
361

PARTE 2: MICROORGANISMOS INDICADORES Y PATÓGENOS EN LA

CADENA DE PRODUCCIÓN EN CAMPO DE TOMATE DE LA REGIÓN DE

CADEREYTA JIMÉNEZ, NUEVO LEÓN, MÉXICO

6.6 ZONA GEOGRÁFICA DE MUESTREO

El municipio de Cadereyta Jiménez se encuentra ubicado en la parte central del

estado de Nuevo León, en las coordenadas 25° 36’ de latitud norte y 100° 00’ de

longitud oeste a una altura de 360 metros sobre el nivel del mar. Sus límites son: al norte

con los municipios de Juárez y de Pesquería, al sur con Allende, Montemorelos y

General Terán, al este con General Terán y los Ramones y al oeste con Juárez e Hidalgo.

Tiene una extensión territorial de 1,004.4 km2. En cuanto al uso potencial del suelo,

están dedicadas a la agricultura 59,773 hectáreas. Se cultiva maíz, frijol, trigo, cebada,

espiga para escoba, sorgo forrajero, mijo, naranja, mandarina, toronja y hortalizas.

Cadereyta ocupa uno de los primeros lugares del estado en producción de cítricos.

Información geográfica: Gobierno de Nuevo León (2005).
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Figura 8. Vista aérea de algunos cultivos en los que se obtuvieron muestras de una de
las huertas de estudio, Cadereyta, N. L.

6.7 MUESTREO

Se tomaron muestras de 2 huertas productoras de tomate del municipio de Cadereyta,

Nuevo León, México (Fig. 8). Durante la primera visita a cada una de las huertas se

observó la cantidad de cuadros de cultivo, las variedades y las posibles fuentes de

contaminación del tomate que siembran y cosechan. Además, se realizó una entrevista

con el dueño y/o con el encargado de las huertas para conocer las temporadas de siembra

y cosecha, tipo de irrigación, forma de cosecha, maquinaria y equipo, características del

personal y de los manipuladores, capacitación, instalaciones para empacado (en caso de

haberlas), exportación del producto, etc.

Durante la temporada de cosecha se hicieron visitas a las huertas para colectar

muestras de tomate, suelo, agua y manos de los manipuladores. Se tomaron muestras

antes y después de tocar el producto, denominadas precosecha y cosecha,
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respectivamente. También se tomaron muestras en puntos de distribución y de empaque

(en caso de haberlo).

Se formaron series de muestras, a cada serie o conjunto se le denominó cadena, la

cual constó de 8 a 10 muestras: una muestra de suelo (precosecha), tres o cuatro

muestras de lavado de tomate (precosecha, cosecha, distribución y/o empaque), dos

muestras de agua de irrigación (en campo y de la fuente) y dos o tres muestras de

enjuague de manos de los manipuladores (cosecha, distribución y/o empaque). En la

Figura 9 se esquematiza la composición de una cadena. En total se colectaron 16

cadenas de tomate. Una vez colectadas se transportaron en hieleras con geles fríos al

laboratorio donde se mantuvieron a 4 ± 2 °C y se procesaron dentro de las 24 h

posteriores al muestreo.

Figura 9. Esquema de una cadena.
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6.7.1 Determinación de puntos de muestreo

Se eligió, al azar un número de una tabla de números aleatorios (Apéndice) que fue la

cantidad de pasos a caminar a lo largo del cultivo tomando como punto de inicio una de

las esquinas del cuadro de cultivo. Cuando el número elegido al azar fue mayor a la

longitud total del cultivo, no se tomaba la muestra, sino que se elegía otro número hasta

conseguir uno menor a dicha longitud. Se realizó lo mismo para internalizarse en el

cultivo, repitiéndose el proceso en dos ocasiones mas obteniendo tres puntos aleatorios

de muestreo en cada cultivo.

6.7.2 Tipos de muestra

6.7.2.1 Tomate.

Consistió en el agua de lavado de 18 tomates enteros, realizando dos lavados de 9

tomates cada uno.

Para el caso de la precosecha, se tomaron con guantes estériles los tomates

directamente de la planta y se lavaron con 500 ml de agua peptonada 0.1% estéril en una

bolsa Nasco Whirl-Pak® (92 oz.). La bolsa con el producto se agitó vigorosamente por

30 s, se masajeó durante 60 s y de nuevo agitación por 30 s más.

En el caso de la cosecha, distribución y empaque se solicitó a un manipulador de cada

área (campo, arpilla o caja y banda transportadora respectivamente) nos proporcionara

los tomates y los depositara en la bolsa; se realizó el mismo procedimiento que el

párrafo anterior.

Todo el protocolo se repitió para los otros dos puntos aleatorios de muestreo. Las

bolsas con muestra se colocaron en una hielera conteniendo geles fríos y se

transportaron al laboratorio.



66

6.7.2.2 Suelo.

Una muestra de suelo consistió en aproximadamente 100 g de suelo, para lo cual se

insertó una cuchara estéril en un ángulo de 45° con el suelo y a una profundidad

aproximada de 5 cm, se transfirieron a una bolsa Nasco Whirl-Pak® (18 oz.) de 500 ml;

se repitió el procedimiento siete veces con la misma cuchara y siguiendo un patrón

circular dentro de 30 cm del tallo de las plantas a muestrear.

Todo el protocolo se repitió para los otros dos puntos aleatorios de muestreo. Las

bolsas con muestra se colocaron en una hielera conteniendo geles fríos y se

transportaron al laboratorio.

6.7.2.3 Agua de irrigación.

Una muestra de agua de irrigación consistió en 1.5 L de agua tomados de la cintilla

de irrigación, manguera o tubería, para lo cual se sanitizó la superficie de ésta con una

torunda impregnada de hipoclorito de sodio (NaClO) al 10%, se dejó fluir el agua 30 s y

se colectó la muestra en una bolsa Nasco Whirl-Pak® (92 oz.) hasta completar 1.5 L. Se

recolectó el agua en el punto más cercano al producto. Cuando la presión del flujo de

agua no permitía esto (por ejemplo, en la irrigación por goteo) se desconectaba la cintilla

de la manguera y, de esta última, se tomaba la muestra.

Todo el protocolo se repitió para los otros dos puntos aleatorios de muestreo. Las

bolsas con muestra se colocaron en una hielera conteniendo geles fríos y se

transportaron al laboratorio.

6.7.2.4 Agua de fuente.

Se sanitizó la superficie externa del grifo o manguera con una torunda impregnada

con NaClO al 10%, se dejó fluir el agua por 30 s y se tomaron dos muestras de 2 L cada

una en bolsas Nasco Whirl-Pak® (92 oz.). Las muestras se colocaron en una hielera

conteniendo geles fríos y se transportaron al laboratorio.
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6.7.2.5 Enjuague de manos.

Una muestra de enjuague de manos consistió en el agua de enjuague de ambas manos

de un manipulador de producto, ya sea durante la cosecha, la distribución y/o el

empaque. Para ello, en el caso de la cosecha se solicitó al empleado más cercano que

estuviera cosechando en ese momento se lavara las manos durante 30 s, limpiándose

también las uñas y masajeándose por 60 s mas, en 750 ml de agua peptonada 0.1%

estéril contenida en una bolsa Nasco Whirl-Pak® (92 oz.). En el caso de las muestras de

distribución y empaque, se obtuvieron de manipuladores de los sitios respectivos bajo

las mismas condiciones mencionadas.

Todo el protocolo se repitió para los otros dos puntos aleatorios de muestreo. Las

bolsas con muestra se colocaron en una hielera conteniendo geles fríos y se

transportaron al laboratorio.

6.8 MUESTRAS COMPUESTAS

Previo al procesamiento de cada muestra se realizó la preparación de la muestra

compuesta, la cual consistió en mezclar cada una de las tres muestras colectadas en los

puntos aleatorios a una bolsa Nasco Whirl-Pak® (92 oz.), cerrarla y homogenizar el

contenido para formar una muestra compuesta homogénea.

En el caso del suelo, la muestra compuesta se formó pesando en condiciones de

esterilidad 100 g de cada una de las tres muestras colectadas en los sitios aleatorios para

obtener una muestra compuesta de 300 g.

Una vez que se preparó la muestra compuesta, se realizó el análisis microbiológico

dentro de las 24 h posteriores a la colecta.
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6.9 CUANTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS INDICADORES

Las muestras se analizaron para identificar y cuantificar los siguientes

microorganismos indicadores: E. coli, coliformes (totales y fecales) y Enterococcus spp.

Primeramente, para todas las muestras exceptuando las de agua de irrigación, se

realizaron diluciones tomando como base la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-

1994 “Preparación y dilución de muestras de alimentos para su análisis microbiológico”,

como a continuación se describe.

Una vez homogenizada la muestra compuesta, a partir de una muestra de enjuague

(tomate y manos) se tomó una alícuota de 0.5 ml y se diluyó con 4.5 ml de solución

salina (NaCl 0.85%) fisiológica estéril (dilución 10-1). Se realizaron de aquí dos

diluciones decimales seriadas más usando alícuotas de 0.5 ml en 4.5 ml de solución

salina fisiológica estéril (10-2 y 10-3).

En el caso de la muestra de suelo, se pesó 25 g de la muestra compuesta y se

homogenizó con 75 ml de agua peptonada 0.1% estéril (dilución 1:4) masajeándola hasta

obtener una suspensión completa y homogénea. Se permitió que las partículas grandes

sedimentaran durante 15 min y se procedió a transferir 0.5 ml de las capas superiores de

la suspensión para preparar dos diluciones adicionales en 4.5 ml solución salina

fisiológica estéril (1:40 y 1:400).

Las diluciones preparadas se emplearon para la cuantificación de E. coli y coliformes

(suelo) y para la cuantificación de enterococos totales (tomate, manos y suelo).

En la cuantificación de E. coli y coliformes de muestras de enjuague (tomate y

manos) y de agua de irrigación y también para cuantificar enterococos en muestras de

agua de irrigación, se utilizó la técnica de filtración por membrana descrita en el

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (Greenberg, 1992).
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Utilizando pinzas estériles (Pall, Corp., NY, USA), se colocó un filtro de membrana

estéril (cara cuadriculada hacia arriba) de 0.45 µm (Millipore S-Pak™, Millipore Corp.,

MA, USA) sobre la placa porosa del soporte. Cuidadosamente se colocó el embudo

correspondiente sobre el soporte para cerrarlo. Se procedió a filtrar volúmenes de las

muestras bajo vacío parcial (Bomba de vacío Mod. DOA-P712-AA, Pall, Corp., NY,

USA). El sistema completo de filtración por membrana se muestra en la Figura 10.

6.9.1 E. coli y coliformes

6.9.1.1 Tomate y enjuague de manos.

Para la determinación de E. coli y coliformes en  estas muestras se utilizó la técnica

de filtración por membrana descrita anteriormente. Se procedió a filtrar volúmenes de 1

ml, 2 ml y 50 ml de muestra por separado bajo vacío parcial.

Figura 10. Sistema de filtración por membrana para cuantificación de
microorganismos indicadores y detección de patógenos.
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Se filtraron 3 a 4 muestras de tomate (precosecha, cosecha, distribución y/o empaque)

y 2 a 3 muestras de enjuague de manos (cosecha, distribución y/o empaque) por cadena.

Con la membrana aún en su lugar, se lavó el embudo por filtración de tres porciones de

20-30 ml de agua de dilución estéril. Al término del lavado final se retiró el embudo e

inmediatamente se removió el filtro de membrana con pinzas estériles y se colocó en el

agar cromogénico RAPID’E.coli 2 (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) el cual

contiene sustratos cromogénicos que permiten detectar simultáneamente la actividad de

dos enzimas, β-D-glucuronidasa (GLUC) y β-D-galactosidasa (GAL) (Lauer et al.,

2006). Las placas se incubaron a 35 y/o a 45 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de

incubación, se contaron las colonias. Para este medio, los microorganismos coliformes,

excepto E. coli, son GAL-positivos y GLUC-negativos (GAL+/GLUC-) y forman

colonias azules o verdes, mientras que E. coli presenta ambas enzimas (GAL+/GLUC+)

y forma colonias púrpura. Se descartaron colonias de cualquier otra coloración (Figura

11). La cuenta de coliformes totales y/o fecales se obtuvo por adición del número de

colonias verdes o azules al número de colonias púrpuras.

Figura 11. Placa de agar RAPID’E.coli 2. Las bacterias coliformes presentan
colonias azul-verde y E. coli presenta colonias púrpura. Fuente: Bio-Rad Laboratories,
2006.
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6.9.1.2 Agua de irrigación.

En este caso se utilizó la técnica de filtración por membrana mencionada en el

apartado anterior, a diferencia que los volúmenes filtrados fueron: 50 ml, 100 ml y 250

ml. Se filtraron 2 muestras de agua de irrigación por cadena, una de agua de campo y

otra de agua de fuente. Al terminar la filtración, la membrana se colocó cuidadosamente

con la parte cuadriculada hacia arriba en una placa de agar cromogénico RAPID’E.coli 2

y se incubó a 35 y/o a 45 °C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de incubación, se

contaron las colonias

6.9.1.3 Suelo.

De las diluciones de suelo previamente realizadas se tomó una alícuota de 100 µl de

cada una de las diluciones y se sembraron por extensión sobre una placa de agar

cromogénico RAPID’E.coli 2. Las placas se incubaron a 35 y/o a 45 °C durante 24 h.

Transcurrido el tiempo de incubación, se contaron las colonias características de ambos

microorganismos como previamente se mencionó.

6.9.2 Enterococos totales

6.9.2.1 Tomate y enjuague de manos.

De las diluciones decimales seriadas realizadas previamente de las muestras

compuestas, se tomó una alícuota de 100 µl de cada dilución (1:10, 1:100 y 1:1000) y se

sembró por extensión en una placa de agar KF Streptococcus (Difco™, Becton

Dickinson and Co., MD, USA) suplementado con cloruro de 2, 3, 5-trifenil-tetrazolio

(TTC) 1% (Sigma-Aldrich, Co. LLC., MO, USA), después se incubó a 35 °C durante 48

h. Transcurrido el tiempo de incubación, se contaron las colonias características de

Enterococcus spp. en este medio, cuya presencia se detecta con púrpura de bromocresol

que cambia de color púrpura a amarillo, por la capacidad de los enterococos de

metabolizar maltosa y lactosa con producción de ácido, además que estos

microorganismos reducen el TTC a formazán dando una coloración roja a las colonias

(Figura 12).
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Figura 12. Placa de agar KF Streptococcus. Las bacterias de enterococos forman
colonias rojas. Fuente: Merck, 2002.

6.9.2.2 Suelo.

De las diluciones de suelo previamente realizadas se tomó una alícuota de 100 µl de

cada una de las diluciones (1:4, 1:40 y 1:400) y se sembró por extensión sobre una placa

de agar KF Streptococcus. Las placas se incubaron a 35 °C durante 48 h. Transcurrido el

tiempo de incubación, se contaron las colonias características de dicho microorganismo

como previamente se mencionó.

6.9.2.3 Agua de irrigación.

En este caso se utilizó la técnica de filtración por membrana mencionada en el

apartado anterior, a diferencia que los volúmenes filtrados fueron: 50 ml, 100 ml y 250

ml. Al terminar la filtración, la membrana se colocó cuidadosamente con la parte

cuadriculada hacia arriba en la placa de agar KF Streptococcus y se incubó a 35 °C

durante 48 h. Transcurrido el tiempo de incubación, se contaron las colonias

características.

Para el caso de todos los ensayos se realizó el plaqueo por duplicado.
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6.10 MICROORGANISMOS PATÓGENOS

Las muestras se analizaron para detectar la presencia de los siguientes

microorganismos patógenos: Salmonella spp. y E. coli O157:H7.

6.10.1 Tomate y enjuague de manos

Estas muestras se sometieron primeramente a una prefiltración seguida de una

filtración por membrana del prefiltrado obtenido, debido a su turbidez. Para la

prefiltración, mediante pinzas estériles, se colocó un papel filtro estéril en un embudo

Büchner conectado a un matraz Kitazato y se procedió a filtrar 300 ml de muestra

utilizando una bomba de vacío (TODAY’S Chemker 400, Rocker Scientific Co., Ltd.

Taipei, Taiwan). Se tomó el papel filtro con pinzas estériles y se introdujo en una bolsa

Nasco Whirl-Pak® (18 oz.) conteniendo 225 ml de Caldo de Preenriquecimiento

Universal (Difco™, Becton Dickinson and Co., MD, USA).

Posteriormente, con el prefiltrado restante se realizó la técnica de filtración por

membrana, en la que esta última se introdujo a la misma bolsa del caldo de

preenriquecimiento universal anterior. Las muestras se incubaron a 35 °C durante 18 a

24 h.

Transcurrido el tiempo de incubación, se agitó vigorosamente cada bolsa con

muestra, se tomó una asada y se estrió por duplicado en placas de agar xilosa lisina

desoxicolato (XLD) y agar sulfito bismuto (SB) [Difco™, Becton Dickinson and Co.,

MD, USA] para Salmonella spp. y en placas de agar E. coli O157:H7 (DIBICO®,

Becton Dickinson and Co., MD, USA) para dicha bacteria. Las placas se incubaron a 35

°C durante 24 h y se examinaron para investigar la presencia de microorganismos

patógenos.
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6.10.2 Agua de irrigación

Para este tipo de muestra se utilizó la técnica de filtración por membrana descrita

previamente en el que volumen de muestra filtrado fue de 750 ml. Al terminar la

filtración, la membrana se introdujo en una bolsa Nasco Whirl-Pak® (18 oz.)

conteniendo 225 ml de Caldo de Preenriquecimiento Universal. Las muestras se

incubaron a 35 °C durante 18 a 24 h. Transcurrido el tiempo de incubación, se agitó

vigorosamente cada bolsa con muestra, se tomó una asada y se estrió por duplicado en

placas de agar XLD y agar SB para Salmonella spp. y en placas de agar E. coli O157:H7

para dicha bacteria. Las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h y se observaron para

determinar la presencia o ausencia de microorganismos patógenos.

6.10.3 Suelo

Para este caso, se pesaron asépticamente 25 g de muestra y se transfirieron a una

bolsa Nasco Whirl-Pak® (18 oz.) conteniendo 225 ml de Caldo de Preenriquecimiento

Universal, se homogeneizó por agitación y masaje durante 60 s y se incubó a 35 °C

durante 18 a 24 h. Se homogeneizó la muestra, se tomó una asada y se estrió por

duplicado en placas de agar XLD y agar SB para Salmonella spp. y en placas de agar E.

coli O157:H7 para esta bacteria. Las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h y se

observaron para determinar si hay microorganismos patógenos presentes.

La observación de las colonias características se realizó como previamente se había

mencionado. Todas las muestras presuntivas de Salmonella spp. y E. coli O157:H7 se

analizaron por la técnica de PCR para su confirmación.

6.11 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Para la primera parte, que comprendía el análisis epidemiológico en punto de venta,

en la comparación de mesófilos aerobios, coliformes totales y coliformes fecales, se

aplicó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la normalidad de estas
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variables: a las variables normales se les realizó un análisis de varianza (ANOVA) de

uno o dos factores (según fuera el caso); para las variables no normales se utilizó la

prueba de Kruskal-Wallis. Para las variables de presencia o ausencia de Salmonella spp.

y E. coli O157:H7 se aplicó la prueba no paramétrica de Cochran. Se utilizaron los

paquetes estadísticos SPSS Statistics v17.0 y STATISTICA v7.0. Antes de realizar el

análisis estadístico de los datos se asignó un valor numérico a las variables

independientes y a algunas de las variables dependientes, como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Variables dependientes e independientes.

TIPO DE

VARIABLE
VARIABLE NOMBRE VALOR

Independiente

Municipio

Guadalupe 1

San Nicolás 2

Monterrey 3

Escobedo 4

San Pedro 5

Lugar de compra
Supermercado 1

Mercado 2

Producto
Tomate bola 1

Tomate huaje 2

Dependiente

Mesófilos

aerobios
MA Cuenta

Coliformes totales CT Cuenta

Coliformes

fecales
CF Cuenta

Salmonella spp. S
Presencia = 1

Ausencia = 0

E. coli O157:H7 EC
Presencia = 1

Ausencia = 0
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Las variables MA, CT y CF (mesófilos aerobios, coliformes totales y coliformes

fecales respectivamente) se transformaron a log10 para probar su normalidad, las

variables transformadas se denominaron: logMA, logCT y logCF, respectivamente.

Las variables transformadas se sometieron a la prueba de Kolmogorov-Smirnov para

probar su normalidad, encontrándose que las variables logMA y logCT presentaron una

distribución normal (P > 0.05) y la variable logCF presentó una distribución no-normal

(P < 0.05).

Para la segunda parte se realizó un análisis de varianza (ANOVA) de uno o dos

factores (según fuera el caso). Para las variables de presencia o ausencia de Salmonella

spp. y E. coli O157:H7 se aplicó la prueba no paramétrica de Cochran. Se utilizó el

software estadístico SPSS Statistics v17.0.
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RESULTADOS

PARTE 1: MICROORGANISMOS INDICADORES Y PATÓGENOS EN

TOMATE DE PUNTO DE VENTA DEL ÁREA METROPOLITANA DE

MONTERREY, NUEVO LEÓN

En total se analizaron 80 muestras de tomate durante el período de Octubre de 2010 a

Enero de 2011, de las cuales 40 fueron de tomate bola y 40 de tomate huaje.

7.1 MICROORGANISMOS INDICADORES

7.1.1 Mesófilos aerobios (MA)

Para el análisis de las variables normales (cuentas de mesófilos y de coliformes

totales) se realizó un análisis de varianza (ANOVA), encontrándose diferencia

significativa (P < 0.01) en las cuentas de mesófilos aerobios (MA) en los diferentes

municipios de estudio. Se observaron cuentas de estos microorganismos que van desde

2.71 log10 hasta 4.13 log10 UFC/g. Estas cuentas fueron mayores en los municipios de

Guadalupe (4.13 log10 UFC/g) y Escobedo (4.01 log10 UFC/g) y las menores se

detectaron en San Nicolás (2.71 log10 UFC/g). Las diferencias en las cuentas de

mesófilos aerobios entre los diferentes municipios se muestran en la gráfica de la Figura

13.
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Figura 13. Cuentas de mesófilos aerobios (MA) (log10 UFC/g) en muestras de tomate
bola y huaje en punto de venta expendidos en supermercados y mercados en el área
metropolitana de Monterrey, N. L. (P < 0.01). Municipios: 1 = Gpe (Guadalupe), 2 = SN
(San Nicolás de los Garza), 3 = Mty (Monterrey), 4 = E (Escobedo), 5 = SP (San Pedro
Garza García). ET = Error Estándar.

También se compararon las cuentas de indicadores entre las dos variedades de tomate

examinadas y se encontró diferencia significativa (P < 0.05) en las cuentas de mesófilos

aerobios entre las dos variedades de la hortaliza, siendo mayores las cuentas de este

indicador en el tomate huaje (3.69 log10 UFC/g) que en el tomate bola (3.17 log10

UFC/g). Estos resultados se muestran en la Figura 14.
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Figura 14. Cuentas de mesófilos aerobios (MA) (log10 UFC/g) en dos variedades de
tomate: bola (1) y huaje (2) obtenidos de supermercados y mercados del área
metropolitana de Monterrey, N. L. (P < 0.05). ET = Error Estándar.

7.1.2 Coliformes totales (CT)

En el análisis de las cuentas de coliformes totales se realizó un análisis de varianza

(ANOVA). No se encontró diferencia significativa (P > 0.05) entre los municipios, ni

entre las dos variedades de tomate, ni entre supermercados y mercados.

Las cuentas de coliformes totales fueron mayores en el municipio de Escobedo (3.05

log10 UFC/g) y los demás presentan las siguientes cuentas (en orden decreciente):

Guadalupe, 2.38; San Pedro, 2.31; Monterrey, 2.22  y San Nicolás, 2.19 log10 UFC/g

(Figura 15).
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El tomate huaje presentó ligeramente mayor cuenta de coliformes totales que el

tomate bola (2.49 y 2.36 log10 UFC/g, respectivamente) (Figura 16).

En cuanto a las muestras provenientes de mercados se obtuvieron cuentas más

elevadas de coliformes totales (2.58 log10 UFC/g) que en las provenientes de

supermercados (2.29 log10 UFC/g) (Figura 17).

Figura 15. Cuentas de coliformes totales (CT) (log10 UFC/g) de muestras de tomate
que se expenden en los diferentes municipios de Monterrey N. L. y su área
metropolitana. (P > 0.05). Municipios: 1 = Gpe (Guadalupe), 2 = SN (San Nicolás de los
Garza), 3 = Mty (Monterrey), 4 = E (Escobedo), 5 = SP (San Pedro Garza García). ET =
Error Estándar.



81

Figura 16. Cuentas de coliformes totales (CT) (log10 UFC/g) en dos variedades de
tomate: bola (1) y huaje (2) (P > 0.05). ET = Error Estándar. Muestras obtenidas de
supermercados y mercados del área metropolitana de Monterrey, N. L.
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Figura 17. Cuentas de coliformes totales (CT) (log10 UFC/g) en muestras de tomate
según los tipos de establecimiento: supermercados (1) y mercados (2) de Monterrey y su
área metropolitana. (P > 0.05). ET = Error Estándar.

7.1.3 Coliformes fecales (CF)

Dado que los datos de coliformes fecales presentan una distribución no-normal se

construyeron tablas de contingencia y se encontró que existe una diferencia significativa

(P < 0.05) en las cuentas de estos organismos con respecto al tipo de tomate y sitio de

muestreo, siendo la diferencia principal en el tomate bola y en las muestras obtenidas de

supermercados (Figuras 18 y 20).

En el análisis con las tablas de contingencia se encontró que en las cuentas de

coliformes fecales de los supermercados existe una dependencia significativa (P < 0.05)

entre los municipios (Figura 18).
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El 78.6% (33) de las muestras de los supermercados tuvieron una cuenta de 5 UFC/g,

este porcentaje está distribuido como sigue: 23.8% (10) de San Pedro, 19% (8) de

Monterrey, 16.7% (7) de Guadalupe y el 9.5% (4) de San Nicolás y Escobedo.

El 14.3% (6) de las muestras de los supermercados tuvieron una cuenta de 50 UFC/g,

de las cuales 4 muestras (9.5%) fueron de Escobedo y 2 (4.8%) de San Nicolás. Sólo una

muestra (2.4 %) presentó cuenta de 8 UFC/g y una muestra (2.4%) de 11 UFC/g, ambas

de San Nicolás. También, una muestra (2.4%) de Guadalupe presentó 500 UFC/g, que

fue la mayor cuenta de coliformes fecales.

Se encontró una dependencia significativa de las cuentas de coliformes fecales entre

los municipios (P < 0.05) para el tomate variedad bola; estos resultados se muestran en

la gráfica de la Figura 20. El 75% de las muestras (30 muestras) de tomate bola

presentaron cuenta de 5 UFC/g, porcentaje distribuido como sigue: Monterrey (8

muestras) y San Pedro (8 muestras) el 20% de las muestras cada municipio, San Nicolás

(4) y Escobedo (4) el 10% de las muestras cada municipio y Guadalupe (6) el 15% de las

muestras de tomate bola.

El 12.5% de las muestras de esta variedad, que corresponde a 5 muestras (4 de

Escobedo y 1 de San Nicolás), presentaron 50 UFC/g. Además, 5% de las muestras de

tomate bola (2) tomadas en Guadalupe presentaron cuenta de 500 UFC/g. Una muestra

(2.5%) tuvo una cuenta de 8 UFC/g, una muestra (2.5%) presentó 11 UFC/g y otra

(2.5%) mostró 15 UFC/g, las tres muestras se tomaron en San Nicolás.
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Figura 18. Cuenta de coliformes fecales (UFC/g) en muestras de tomate expendidos
en supermercados del área metropolitana de Monterrey, N. L. (P < 0.05)

En los mercados (Figura 19) y para el tomate huaje (Figura 21), se encontró que no

existe diferencia significativa entre los municipios y las cuentas de coliformes fecales, ni

en ambas variedades de tomate contra los establecimientos y las cuentas de coliformes

fecales (P > 0.05).

En las muestras obtenidas a partir de mercados, no se observó diferencia significativa

(P > 0.05) de las cuentas de coliformes fecales entre los diferentes municipios. El 71.1%

(27) de las muestras contenían 5 UFC/g, de las cuales 8 (21.1%) muestras, 7 (18.4%), 4

(10.5%) correspondieron a Monterrey, San Nicolás, Guadalupe, Escobedo y San Pedro

respectivamente.

El 21.1% (8) de las muestras tuvieron una cuenta de 50 UFC/g de las cuales era 3

(7.9%) muestras de los municipios de Guadalupe y Escobedo y 2 (5.3%) de San Pedro.



85

Del municipio de Guadalupe 1 (2.6%) muestra y una de Escobedo (2.6%) presentaron

500 UFC/g. 2.6%). Del municipio de San Nicolás sólo se obtuvo una muestra (2.6%)

con coliformes fecales en 15 UFC/g (Figura 19).

Figura 19. Cuenta de coliformes fecales (UFC/g) en muestras de tomate expendidos
en mercados del área metropolitana de Monterrey, N. L. (P > 0.05)

En la variedad huaje del tomate, se encontró que no existe diferencia significativa

entre los municipios en las cuentas de coliformes fecales (P > 0.05). El 75% (30) de las

muestras presentó una cuenta de 5 UFC/g del cual 20%(8), 17.5% (7), 15% (6), 12.5%

(5), 10% (4) corresponden a los municipios de Monterrey, San Nicolás, San Pedro,

Guadalupe y Escobedo, respectivamente. Cuentas de 50 UFC/g se presentaron en el

22.5% de las muestras (9), porcentaje dividido entre Guadalupe y Escobedo (7.5% cada

uno, 3 muestras de cada municipio), San Pedro (5%, 2 muestras) y una muestra (2.5%)

de San Nicolás. Sólo en una muestra de Escobedo (2.5%) se obtuvo una cuenta de 500

UFC/g (Figura 21).
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Figura 20. Cuenta de coliformes fecales (UFC/g) en muestras de tomate bola
expendidos en el área metropolitana de Monterrey, N. L. (P < 0.05).

Figura 21. Cuenta de coliformes fecales (UFC/g) en muestras de tomate huaje
expendidos en el área metropolitana de Monterrey, N. L. (P < 0.05).
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7.2 MICROORGANISMOS PATÓGENOS

En el análisis de microorganismos patógenos, se aplicó la prueba no paramétrica de

Cochran, siendo las variables: presencia o ausencia de Salmonella spp. y E. coli

O157:H7. Se encontró que sí hay diferencia significativa (P < 0.05) entre la presencia y

ausencia de estos microorganismos patógenos de estudio. De las 80 muestras de tomate

analizadas, sólo en una muestra de tomate bola se encontró presencia de Salmonella spp.

(1.25%) la cual fue confirmada por la técnica de PCR mencionada previamente, esta

muestra se obtuvo en un supermercado del municipio de Guadalupe. Ninguna de las

muestras fue positiva para E. coli O157:H7.

PARTE 2: MICROORGANISMOS INDICADORES Y PATÓGENOS EN LA

CADENA DE PRODUCCIÓN EN CAMPO DE TOMATE DE LA REGIÓN DE

CADEREYTA JIMÉNEZ, NUEVO LEÓN, MÉXICO

En total se recolectaron y analizaron 136 muestras, distribuidas en 16 cadenas,

durante el periodo de mayo a julio de 2011. De estas muestras, 16 fueron de suelo, 28 de

agua, 54 de tomate rojo y 38 de manos de manipuladores de las huertas de estudio.

7.3 MICROORGANISMOS INDICADORES

7.3.1 E. coli

En el análisis de resultados de E. coli se realizó un ANOVA para comparar los

diferentes tipos de muestra. Se analizaron 136 muestras y se encontró que existe alta

diferencia significativa (P < 0.01) entre los tipos de muestra analizados.

Las cuentas de E. coli obtenidas son las siguientes: 40 UFC/g (suelo), 4.53 UFC/ml

(producto de precosecha), 7.87 UFC/ml (manos durante la cosecha), 5.37 UFC/ml

(producto de cosecha), 2.88 UFC/ml (producto de distribución), 2.83 UFC/ml (manos
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durante distribución), 0.1047 UFC/ml (agua de fuente), 0.1354 UFC/ml (agua de sitio),

4.78 UFC/ml (producto de empaque) y 4.04 UFC/ml (manos durante el empaque)

(Figura 22).

Figura 22. Cuentas de E. coli (UFC/ml para muestras líquidas, UFC/g para muestras
de suelo) en huertas de Nuevo León (P < 0.01). Muestra: 1: suelo, 2: producto de
precosecha, 3: manos durante la cosecha, 4: producto de cosecha, 5: producto de
distribución, 6: manos durante distribución, 7: agua de fuente, 8: agua de sitio, 9:
producto de empaque, 10: manos durante el empaque. SE: Error Estándar.

7.3.2 Coliformes totales

Las cuentas de coliformes totales se compararon entre los diferentes tipos de muestra

mediante un ANOVA. Se analizaron 41 muestras y se compararon las medias de

coliformes totales, encontrándose alta diferencia significativa (P < 0.01) entre ellas.
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Las medias de las cuentas fueron las siguientes: 32008 UFC/g (suelo), 60 UFC/ml

(producto de precosecha, manos durante la cosecha, producto de cosecha, producto de

distribución y manos durante distribución), 11.34 UFC/ml (agua de fuente), 16.75

UFC/ml (agua de sitio), 2 UFC/ml (producto de empaque) y 30.05 UFC/ml (manos

durante el empaque) (Figura 23).

Figura 23. Cuentas de coliformes totales (UFC/ml para muestras líquidas, UFC/g
para muestras de suelo) en huertas de Nuevo León (P < 0.01). Muestras: 1: suelo, 2:
producto de precosecha, 3: manos durante la cosecha, 4: producto de cosecha, 5:
producto de distribución, 6: manos durante distribución, 7: agua de fuente, 8: agua de
sitio, 9: producto de empaque, 10: manos durante el empaque. SE: Error Estándar.
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7.3.3 Coliformes fecales

En el ANOVA se compararon los resultados de coliformes fecales entre los tipos de

muestra. Se examinaron 113 muestras y no se encontró diferencia significativa (P >

0.05).

Los resultados de las cuentas de coliformes fecales son los siguientes: 1727.33 UFC/g

(suelo), 2677.13 UFC/ml (producto de precosecha), 10160.27 UFC/ml (manos durante la

cosecha), 2771.13 UFC/ml (producto durante la cosecha), 10692.60 UFC/ml (producto

de distribución), 17871.60 UFC/ml (manos durante distribución), 38.40 UFC/ml (agua

de fuente), 2.4 UFC/ml (agua de sitio), 73627.60 UFC/ml (producto en empaque), 332

UFC/ml (manos durante el empaque) (Figura 24).

Figura 24. Cuentas de coliformes fecales (UFC/ml para muestras líquidas, UFC/g
para muestras de suelo) en huertas de Nuevo León (P > 0.05). Muestras: 1: suelo, 2:
producto de precosecha, 3: manos durante la cosecha, 4: producto de cosecha, 5:
producto de distribución, 6: manos durante distribución, 7: agua de fuente, 8: agua de
sitio, 9: producto de empaque, 10: manos durante el empaque. SE: Error Estándar.
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7.3.4 Enterococos totales

En el análisis de resultados, también se realizó un ANOVA para comparar las cuentas

de enterococos entre los tipos de muestra de estudio. Se examinaron 134 muestras y se

encontró que existe alta diferencia significativa (P < 0.01) entre los diferentes tipos de

muestra. Las cuentas de enterococos totales obtenidas son las siguientes: 73.75 UFC/g

(suelo), 251.25 UFC/ml (producto de precosecha), 68139.67 UFC/ml (manos durante la

cosecha), 10193.67 UFC/ml (producto de cosecha), 5157.53 UFC/ml (producto de

distribución), 78949.80 UFC/ml (manos durante distribución), 403.68 UFC/ml (agua de

fuente), 0.1908 UFC/ml (agua de sitio), 52.50 UFC/ml (producto de empaque) y

57293.75 UFC/ml (manos durante el empaque). Los resultados se muestran en la gráfica

de la Figura 25.

Figura 25. Cuentas de enterococos totales (UFC/ml para muestras líquidas, UFC/g
para muestras de suelo) en huertas de Nuevo León (P < 0.01). Muestras: 1: suelo, 2:
producto de precosecha, 3: manos durante la cosecha, 4: producto de cosecha, 5:
producto de distribución, 6: manos durante distribución, 7: agua de fuente, 8: agua de
sitio, 9: producto de empaque, 10: manos durante el empaque. SE: Error Estándar.
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7.4 MICROORGANISMOS PATÓGENOS

Se examinaron 136 muestras y ninguna de ellas fue positiva para la presencia de

Salmonella spp. y E. coli O157:H7.
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DISCUSIÓN

PARTE 1: MICROORGANISMOS INDICADORES Y PATÓGENOS EN

TOMATE DE PUNTO DE VENTA DEL ÁREA METROPOLITANA DE

MONTERREY, NUEVO LEÓN

8.1 MICROORGANISMOS INDICADORES

En los análisis realizados en las muestras de tomate, las cuentas de mesófilos aerobios

fueron de 2.71 log UFC/g a 4.13 log UFC/g. También se compararon las cuentas de este

indicador entre las dos variedades de tomate (bola y huaje) y se encontraron cuentas de

3.69 log UFC/g en el tomate huaje y 3.17 log UFC/g en el tomate bola.

Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Gómez (2009), quien

reportó cuentas menores de 104 UFC/g de microorganismos indicadores (mesófilos

aerobios y coliformes totales) en tomate.

Las cuentas de coliformes totales estuvieron en el rango de 2.19 log10 UFC/g a 3.05

log10 UFC/g. El tomate huaje presentó cuentas mayores (2.49 log10 UFC/g) que el

tomate bola (2.36 log10 UFC/g), sin embargo no hubo diferencia significativa entre los

resultados. Estos hallazgos también concuerdan con el estudio realizado por Gómez

(2009), quien reportó cuentas menores de 104 UFC/g para coliformes totales en muestras

de tomate.

En las cuentas de coliformes fecales se encontró diferencia significativa (P < 0.05)

entre los municipios de estudio para muestras provenientes de supermercados y muestras

de tomate bola. El 78.6 % de las muestras de supermercados y el 71.1 % de las

provenientes de mercados presentaron cuentas de 5 UFC/g, existiendo dependencia

significativa entre los diferentes municipios sólo para las muestras de supermercado. El
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75 % de las muestras de tomate bola y el mismo porcentaje de tomate huaje presentaron

cuentas de 5 UFC/g, existiendo diferencia significativa entre los diferentes municipios

sólo para la variedad bola. No hay estudios previos que comparen tipo de

establecimiento y variedad de vegetal en el área metropolitana de Monterrey que

permitan establecer un punto de referencia.

Los resultados obtenidos de mesófilos aerobios y coliformes fecales quedaron dentro

de los límites que señala la NOM-093-SSA1-1994, que aunque ya no está en vigor,

sirve para dar un parámetro numérico a la carga microbiana esperada en diferentes

alimentos, y que establece el límite máximo permisible para ensaladas de vegetales

crudos o de frutas en 150,000 UFC/g de mesófilos aerobios y 100 UFC/g o ml de

coliformes fecales. Las Normas Oficiales Mexicanas no establecen parámetros de límites

microbiológicos permisibles para frutas y hortalizas, sin embargo, la especificación

sanitaria en la norma antes mencionada puede tomarse como referencia para comparar

los resultados obtenidos en la presente investigación.

Las cuentas de microorganismos indicadores del tomate generalmente son más bajas

que las encontradas en otros vegetales, como zanahoria, lechuga, perejil, cebolla

cambray, melón, brócoli, entre otros. Incluso, en la presente investigación se

encontraron diferencias significativas en las cuentas de mesófilos aerobios entre las dos

variedades de tomate analizadas. Se cree que esto podría deberse a que la cantidad de

microorganismos indicadores presentes depende, en parte, de las características físicas

del vegetal, además de las condiciones de cultivo, la manipulación poscosecha y las

condiciones de almacenamiento del producto (Beuchat and Ryu, 1997; Gómez, 2009).

Así, la carga microbiana en un vegetal se correlaciona con la probabilidad de que los

vegetales estén en contacto con la fuente de contaminación durante el cultivo: suelo,

fertilizantes orgánicos y agua de irrigación (Brandl, 2006; Hamilton et al., 2006; Heaton

and Jones, 2008; Tyler and Triplett, 2008).

El tomate es una hortaliza con superficie lisa, esta característica morfológica puede

ser un factor de importancia que influye en la menor carga de microorganismos
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presentes en el producto. Padaga et al. (2000) demostraron que la estructura física del

brócoli, al ser heterogénea, presenta variación en la cantidad de microorganismos

presentes, siendo mayor la carga microbiana en las cabezas florales superficiales. Esto

indica que la concentración de microorganismos en los vegetales puede depender de sus

características físicas, entre otros factores.

Doyle and Erickson (2007) demostraron que la proximidad del fruto en la planta al

suelo es un factor de contaminación del producto; los cultivos que se desarrollan en el

suelo o muy cerca de este, son más propensos a contaminación que los que se

desarrollan más alejados del suelo, como el tomate. Esto podría ser otra razón por la cual

las cuentas de microorganismos indicadores en esta hortaliza son generalmente menores

que los recuentos de otros vegetales.

Respecto a las diferencias encontradas entre las variedades del producto, el tomate

bola y el tomate huaje son manipulados en condiciones de cultivo y comerciales

similares (Sargent et al., 2005), por lo que habría de hacerse una investigación más

exhaustiva con mayor número de muestras y durante un periodo más largo para conocer

los factores que influyen en la manifestación de estas diferencias, los cuales pueden ser

muy variados, desde diferencias morfológicas y fisiológicas del fruto, los tiempos de

maduración de cada variedad, la vida de anaquel, hasta diferencias geográficas del lugar

de origen del producto.

En la presente investigación, se esperaba encontrar diferencia significativa en las

cuentas de indicadores entre los tipos de establecimiento de estudio, con cuentas

mayores de indicadores microbianos para las muestras de los mercados. Sin embargo,

los resultados obtenidos muestran lo contrario. Esto coincide con Gómez (2009) y

contrasta con los hallazgos encontrados por Miranda et al. (2008) y por Falomir et al.

(2010).

Miranda et al. (2008) observaron que la contaminación microbiana en los vegetales

es mayor para las muestras de mercados que para las de supermercados.
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Falomir et al. (2010) encontraron que los vegetales (incluyendo tomate bola y huaje)

provenientes de supermercados estaban menos contaminados con bacterias coliformes

(11 muestras de 30) en comparación con los vegetales de mercados (19 muestras de 30).

Dado que las cuentas de mesófilos y coliformes totales en ambos tipos de

establecimiento no muestran diferencia significativa, la carga microbiana del producto

pudiera indicar que se trata de contaminación adquirida en uno o más puntos de la

cadena de producción, en el campo durante el cultivo y la cosecha, en la empacadora o

el almacén (Beuchat and Ryu, 1997; USFDA-CFSAN, 1998; Johnston et al., 2006; Ailes

et al., 2008; León et al., 2009), y no tanto que la manipulación es inadecuada en uno u

otro establecimiento; puesto que cada etapa de la cadena granja-mesa puede afectar la

carga microbiana de los vegetales (Johnston et al., 2005). Esto con base también en las

observaciones realizadas durante el estudio en campo, donde la manipulación del

producto es la misma independientemente del destino del vegetal (supermercado,

mercados populares o exportación).

Los microorganismos indicadores pueden contaminar cultivos en el campo o en

cualquier punto de la cadena granja-mesa. Sin tener en cuenta la fuente, la presencia de

organismos indicadores en la superficie de frutas y hortalizas plantea la posibilidad de

transmisión de patógenos por vegetales frescos. Aún si los vegetales no se consumen

crudos, puede ocurrir contaminación cruzada al tener contacto con los productos

contaminados y/o utensilios (Hirotani, 2001).

8.2 MICROORGANISMOS PATÓGENOS

En la presente investigación se evaluó también la presencia de microorganismos

patógenos. Se encontró presencia de Salmonella spp. en una muestra de Guadalupe, N.

L. siendo la incidencia de este microorganismo del 1.25 %. No se detectó E. coli

O157:H7 en ninguna de las muestras analizadas.



97

Estos hallazgos concuerdan, en parte, con los estudios de Gómez (2009), quien

reporta presencia de Salmonella spp. en una muestra de perejil del municipio de

Monterrey (incidencia de 0.3 %); en su investigación, no encontró a este patógeno en

tomate y también reporta la ausencia de E. coli O157:H7 en frutas y hortalizas de

estudio.

La ausencia de patógenos en el presente trabajo concuerda también con otras

investigaciones, que se mencionan a continuación. Bohaychuk et al. (2009) no

encontraron presencia de Salmonella spp. ni de E. coli O157:H7 en ninguna de las 120

muestras de tomate provenientes de mercados en Alberta, Canadá en el periodo de junio

a octubre de 2007. También en Canadá, en Ontario, Arthur et al. (2007) analizaron

muestras de vegetales frescos (tomate, lechuga, melón, cebollín, cebolla cambray, perejil

y cilantro) de mercados y centros de distribución en el verano de 2004, encontrando que

el 0.17 % de las muestras fueron positivas a la presencia de Salmonella spp.

Quiroz et al. (2009) no detectaron presencia de Salmonella spp. en ninguna de las 100

muestras de tomate de la Central de Abastos en la Ciudad de México.

Doyle and Erickson (2007) encontraron en su investigación que la incidencia de E.

coli O157:H7, Salmonella spp. y L. monocytogenes en frutas y hortalizas frescos es

variable, tanto en campo como en punto de venta. Establecen que, con excepción de tres

estudios (Samadpour et al., 2006; CDC, 2006; CDC, 2011), E. coli O157:H7 no se

encontró en ninguna de las muestras. Por otra parte, la incidencia de Salmonella spp. va

de 0 % a 35.7 % y esto probablemente refleja diferencias en la implementación de

prácticas agrícolas e higiénicas en los lugares en los que se presentaron tales incidencias.

En Reino Unido, Sagoo et al. (2003) analizaron muestras de ensaladas listas para

consumo que contenían tomate, lechuga, pepino, zanahoria, pimiento, berro, col,

germinados y otros vegetales; no detectaron presencia de Salmonella spp. ni de E. coli

O157:H7 en ninguna muestra.
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Una investigación reciente en México que no coincide con los resultados del presente

trabajo es la realizada por Miranda et al. (2009) quienes llevaron a cabo un estudio en el

cual evaluaron 78 muestras de vegetales: tomate, chile, lechuga, espinaca, zanahoria y

cebolla, colectados de supermercados y mercados populares en el estado de Hidalgo,

México. Lograron aislar Salmonella spp. de 4 muestras adquiridas en supermercados y

de 13 muestras de mercados populares, siendo la incidencia del patógeno de 21.8 %. Su

estudió reveló que la prevalencia de Salmonella fue significativamente mayor en

vegetales de mercados populares que en los de supermercados. Contrario al presente

trabajo, donde no hubo diferencia significativa entre los dos tipos de establecimiento.

Las frutas y hortalizas frescas han estado implicadas en la transmisión de E. coli

O157:H7 (Beuchat, 1996; CDC, 1997; Doyle et al., 1997; Solomon et al., 2002;

Sivapalasingam et al., 2004; CDC, 2006; Baert et al., 2009; CDC, 2011). Sin embargo,

también existen reportes de investigaciones realizadas en Estados Unidos y Europa en

los que no se detectó presencia de E. coli O157:H7 en muestras de productos vegetales

(Riordan et al., 2001; McMahon and Wilson, 2001; Sagoo et al., 2001; Johnston et al.,

2005; Mukherjee et al., 2004, 2006) y que concuerdan con los resultados encontrados en

la presente investigación.

Se ha señalado que la fecha de muestreo es un factor de importancia en la

determinación de la cantidad y presencia de microorganismos patógenos. En invierno es

menos probable que se detecten patógenos en comparación con primavera y/o verano,

esta pudiera ser una razón de la baja incidencia de microorganismos patógenos de este

trabajo, pues el muestreo y análisis se realizaron entre octubre de 2010 y enero de 2011;

aunque en algunas de las referencias citadas se encontró incidencia baja de patógenos

durante el verano (Arthur et al., 2007; Bohaychuk et al., 2009). También se deben

considerar las diferencias climáticas geográficas de los lugares de muestreo, pues existen

cambios de temperatura, presión, humedad, viento, etc. entre diferentes zonas

geográficas que pudieran impactar en la presencia o ausencia de microorganismos

indicadores y/o patógenos.
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Dado que las cuentas de microorganismos indicadores están en el rango de lo

permitido por la normativa correspondiente y la incidencia de microorganismos

patógenos es baja en el tomate analizado, según los hallazgos del presente trabajo, se

pudiera considerar que el procesamiento, manipulación y almacenaje del tomate en la

cadena granja-mesa es adecuado. En punto de venta, el almacenamiento y la

manipulación del producto son puntos clave para el aseguramiento de la calidad

microbiológica del producto. Se ha reportado que existe un alto riesgo de contaminación

de los productos vegetales durante su manejo y acopio (Ailes et al., 2008). Incluso, el

almacenamiento prolongado de frutas y hortalizas puede contribuir a un incremento de

la carga microbiana presente (Odumeru et al., 1997).

PARTE 2: MICROORGANISMOS INDICADORES Y PATÓGENOS EN LA

CADENA DE PRODUCCIÓN EN CAMPO DE TOMATE DE LA REGIÓN DE

CADEREYTA JIMÉNEZ, NUEVO LEÓN, MÉXICO

8.3 MICROORGANISMOS INDICADORES

En el análisis microbiológico se determinó la presencia de E. coli en suelo (40

UFC/g), principalmente. También se encontró este indicador en tomate (precosecha,

cosecha, distribución y empaque), en manos (cosecha, distribución y empaque) y agua

de irrigación, en rangos de 0.1047 UFC/ml a 7.87 UFC/ml; siendo las cuentas menores

para el agua de irrigación y las mayores para las manos de los trabajadores de las huertas

durante las labores de cosecha. Es importante mencionar que el producto en la planta

(precosecha) y en el empaque presentaron cuentas muy similares (4.53 UFC/ml y 4.78

UFC/ml).

Los niveles de E. coli para tomate fueron de 4.53 UFC/ml (precosecha), 5.37 UFC/ml

(cosecha), 2.88 UFC/ml (distribución) y 4.78 UFC/ml (empaque); esto equivale a 0.0839

UFC/tomate (precosecha), 0.0994 UFC/tomate (cosecha), 0.0533 UFC/tomate

(distribución) y 0.0885 UFC/tomate (empaque). Las cuentas de E. coli en manos de
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manipuladores fueron de 7.87 UFC/ml (cosecha), 2.83 UFC/ml (distribución) y 4.04

UFC/ml (empaque); equivalente a 1.31 UFC/mano (cosecha), 0.472 UFC/mano

(distribución) y 0.673 UFC/mano (empaque).

Estos resultados obtenidos son similares a los detallados por Orozco et al. (2008),

quien encontró cuentas de E. coli de < 2.8 NMP/g de suelo, < 0.5 NMP/tomate y < 28

NMP/mano (después de lavado) en un estudio que realizaron en huertas de tomate

hidropónico.

Las cuentas de coliformes totales estuvieron en el rango de 2 UFC/ml (producto en

empaque) a 32 x 103 UFC/g (suelo). El suelo presentó el mayor recuento de coliformes

totales respecto a los demás tipos de muestra (diferencia altamente significativa, P <

0.01), cuyas cuentas no presentaron diferencia significativa entre sí. Cabe mencionar que

el tomate en la planta (precosecha) y después de ser manipulado (cosecha y distribución)

presentó cuentas de 60 UFC/ml; las manos de los trabajadores en etapas de cosecha y

distribución presentaron el mismo recuento de coliformes totales.

Las cuentas de coliformes totales de suelo equivalen a 4.51 log UFC/g de suelo y las

de tomate equivalen a 1.78 log UFC/ml, estas últimas corresponden por unidad a 0.0458

log UFC/tomate y son similares a lo reportado por Orozco et al. (2008) quienes

determinaron cuentas de coliformes de < 0.5-3.9 log UFC/tomate y < 0.7-4.7 log UFC/g

de suelo en un estudio realizado en huertas de tomate hidropónico.

En el análisis de coliformes fecales no se encontró diferencia significativa entre las

113 muestras analizadas. Los resultados de este indicador fueron menores en agua de

sitio (2.4 UFC/ml) y mayores en las demás muestras con rango de 17 x 102 UFC/ml

(suelo) a 74 x 103 UFC/ml (tomate en empaque).

En el análisis microbiológico de enterococos totales se encontró alta diferencia

significativa entre las cuentas de los diferentes tipos de muestra de estudio. Las cuentas

fueron de 0.1908 UFC/ml (agua de sitio) a 79 x 103 UFC/ml (manos durante operaciones
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de distribución). Las manos de los trabajadores de las huertas presentaron cuentas

elevadas (57 x 103 UFC/ml a 79 x 103 UFC/ml). En tanto que el tomate en etapa de

precosecha y al final de su procesamiento, en el empaque, presentó cuentas de 251.25

UFC/ml y 52.50 UFC/ml, respectivamente; sin embargo, en la cosecha y distribución los

niveles de enterococos en el producto fueron elevados (10 x 103 UFC/ml y 5 x 103

UFC/ml, respectivamente).

Los recuentos de enterococos en tomate equivalieron a 0.668 log UFC/tomate

(precosecha), 2.27 log UFC/tomate (cosecha), 1.97 log UFC/tomate (distribución) y

0.972 UFC/tomate (empaque). Los niveles de enterococos en manos equivalen a 4.06

log UFC/mano (cosecha), 4.12 log UFC/mano (distribución) y 3.98 log UFC/mano

(empaque). Estos resultados son similares a los de Orozco et al. (2008), quienes reportan

niveles de Enterobacteriaceae de < 0.5–5.3 log UFC/tomate, < 0.7–6.9 log UFC/g de

suelo y < 0.6–4.1 log UFC/mano (después de lavado).

Hallazgos similares reportaron Johnston et al. (2006) que en su investigación con

productos vegetales en cultivos y empacadoras encontraron < 1 a 4.5 log UFC/g de

coliformes, < 1 a 4.0 log UFC/g de E. coli y < 1 a 5.4 log UFC/g de Enterococcus.

Además, Johnston et al. (2005) realizaron un estudio para caracterizar las rutas de

contaminación microbiana en frutas y hortalizas e identificar áreas de contaminación

potencial durante la manipulación en etapa de poscosecha (producción y empaque) y

encontraron niveles de < 1 a 4.3 log UFC/g (coliformes y Enterococcus) y < 1 a 1.5 log

UFC/g (E. coli).

Thapa et al. (2011) encontraron cuentas de 1 a 3 log UFC/g de coliformes totales y <

1 a 2 log UFC/g de E. coli en muestras vegetales y ambientales en empacadoras.

Las investigaciones citadas refieren a hallazgos similares a los del presente estudio.

Es importante señalar que las cuentas de indicadores permanecen relativamente

constantes durante todo el proceso de producción, desde su cultivo hasta el empaque.

Asimismo todas las cuentas presentan niveles bajos. Las fuentes importantes de



102

contaminación son el suelo (E. coli y coliformes totales) y las manos de los

manipuladores del producto (enterococos), lo que elevó los niveles de indicadores (E.

coli y enterococos) en el producto durante la cosecha y distribución.

El suelo se ha reconocido como fuente de contaminación de frutas y hortalizas en

etapa de precosecha al ser un importante reservorio de microorganismos, entre ellos

algunos patógenos (Beuchat and Ryu, 1997; USFDA-CFSAN, 1998; Hirotani et al.,

2001; Steele and Odumeru, 2004; Beuchat, 2006; Delaquis et al., 2007; Bhunia, 2008;

Falomir et al., 2010). Los patógenos bacterianos como Salmonella spp. y E. coli

O157:H7 (y otras E. coli patógenas) tienden a ser transmitidos predominantemente por

desechos fecales animales, ya sea directa o indirectamente a través de agua o suelo

contaminados con materia fecal (FDA, 2009; León et al., 2009).

En el presente trabajo, el suelo fue una fuente de contaminación de tomate con E. coli

y coliformes totales, indicadores de contaminación fecal y de condiciones sanitarias

pobres y, por consiguiente, patogenicidad potencial (Hirotani et al., 2001). Esto pudiera

deberse a la proximidad de vida silvestre (aves, mamíferos, reptiles) y acceso de

animales domésticos (perros, gatos, caballos, etc.) a los cultivos, lo cual se observó

durante los muestreos. Se ha establecido que los animales son un vehículo de

contaminación de frutas y hortalizas, reduciendo en gran medida la calidad y vida útil de

los vegetales frescos (Bihn et al., s.f.; Clayton, 2006), esto por los microorganismos

patógenos de sus heces o de su piel, pelo o escamas (Beuchat and Ryu, 1997).

La contaminación de vegetales con microorganismos presentes en el suelo puede

ocurrir cuando se presenta lluvia intensa o mediante el agua de riego, al salpicar agua y

de esta manera llegar al producto (Heaton and Jones, 2008). Además, los contaminantes

también pueden introducirse en el suelo si este se utilizó previamente para producción

animal o si se aplicaron biosólidos, estiércol o residuos de animales como fertilizante.

Una vez introducidos, es imposible remover completamente bacterias, parásitos y virus

del estiércol. La solución consiste en la aplicación de tratamientos que pueden ser
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activos (pasteurización, entre otros) o pasivos (paso del tiempo) (Bihn and Gravani,

2005).

Otra fuente de contaminación del tomate fueron las manos de los manipuladores,

donde se detectaron E. coli, coliformes totales y fecales y enterococos, principalmente.

Las manos han sido reconocidas como una fuente de contaminación en los alimentos y

se ha mostrado que el lavado de manos es un método preventivo efectivo (Orozco et al.,

2008). La mayoría de los trabajadores de las huertas de estudio vivían en áreas rurales y

tenían contacto cercano con animales domésticos.

Los trabajadores pueden presentar algunos problemas importantes de higiene que

pueden incluir: manos contaminadas, ropa y/o cabello sucio, heridas abiertas y/o

infecciones en las manos, enfermedad gastrointestinal o ser acarreador asintomático de

patógenos entéricos, acceso limitado o nulo a letrinas y defecación en cultivos (Johnston

et al, 2005; Greig et al., 2007; Bhunia, 2008). Asimismo, se han reportado brotes en

donde estuvieron implicados trabajadores en contacto con alimentos (Bryan, 1978;

USFDA, 2000) y se han encontrado niveles elevados de indicadores en las manos de los

trabajadores (Clayton, 2006).

Actualmente, existe gran preocupación respecto a la seguridad alimentaria de los

productos del campo, debido a que se han visto involucrados en brotes de ETAs. Por

ello, es importante cumplir adecuadamente con las BPA y las BPF, según lo marca la

guía “Guide to Minimize Microbial Food Safety Hazards for Fresh Fruits and

Vegetables” (JIFSAN, 2002; Johnston et al., 2005, 2006; Materon et al., 2007) para los

productores de frutas y hortalizas frescas nacionales y extranjeros con la finalidad de

contribuir a garantizar la seguridad e inocuidad de sus productos.

Las prácticas de la huerta, en lo referente a la higiene del trabajador, son importantes

para prevenir la contaminación del producto. Estas prácticas incluyen los programas de

capacitación de los trabajadores en aspectos de higiene personal como lavado correcto

de manos antes de entrar en contacto con los cultivos, uso de guantes y/o cofia,  uso de
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letrinas, etc. Estas prácticas forman parte del control de calidad de la huerta y se

mencionan en la guía de la FDA (Greig et al., 2007).

8.4 MICROORGANISMOS PATÓGENOS

Se analizaron 136 muestras y en ninguna se detectó la presencia de Salmonella spp. y

E. coli O157:H7. Estos hallazgos concuerdan con los reportados por Johnston et al.

(2006), quienes no detectaron presencia de Salmonella spp., Shigella spp. ni E. coli

O157:H7 en ninguna de las 466 muestras analizadas y con los reportados por Thapa et

al. (2011) que colectaron muestras de vegetales y no detectaron E. coli patógena ni

Salmonella spp. Mukherjee et al. (2004) no detectaron presencia de E. coli O157:H7 en

ninguna de las 476 muestras analizadas de diferentes cultivos orgánicos y

convencionales de tomate, lechuga, pimiento verdem repollo, pepino, fresa y manzana,

entre otros. Asimismo, los resultados muestran similitud con los de Johnston et al.

(2005), ellos determinaron la prevalencia de patógenos en etapa de poscosecha durante

el procesamiento de frutas y hortalizas frescas, que fue de 0 % y 0.7 % para E. coli

O157:H7 y Salmonella, respectivamente.

Por el contrario, algunos autores han reportado presencia de microorganismos

patógenos en muestras de frutas y hortalizas frescas. Orozco et al. (2008a) realizaron un

estudio con el objetivo de identificar las fuentes de contaminación de tomate por

Salmonella. Se detectó la presencia de Salmonella y E. coli en muestras de tomate,

charcos de agua, suelo, zapatos y heces de animales domésticos y silvestres. En otro

trabajo, Orozco et al. (2008b) encontraron que 2.8 % de las muestras de tomate estaban

contaminadas con Salmonella spp. y 0.7 % con E. coli. Otras muestras que resultaron

positivas a la presencia de Salmonella fueron: charcos, suelo, paños de limpieza y

esponjas. Castillo et al. (2004) investigaron huertas de melón y plantas empacadoras

encontrando que el 1.8% de las muestras fueron positivas para Salmonella spp.

La ausencia de Salmonella spp. y E. coli O157:H7 en este estudio indica que el suelo,

las manos de los trabajadores en campo y en las empacadoras y el agua de irrigación no
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contribuyen como fuentes de contaminación del tomate producido en las huertas de

Nuevo León analizadas. Es importante recalcar que estas huertas distribuyen el producto

localmente y también lo exportan a otros países por lo que cumplen con las BPA y BPF,

incluyendo el lavado de manos e instalaciones sanitarias para los trabajadores, los

resultados son muestra de ello.

Otra causa de la ausencia de patógenos en este trabajo sería que el muestreo se realizó

en un periodo corto de tiempo (meses), a diferencia de otros autores (Johnston et al.,

2005, 2006; Orozco et al., 2008) que utilizaron una metodología similar en un periodo

mayor de tiempo y detectaron presencia de patógenos. Es necesario realizar un estudio

por un tiempo mayor en diferentes estaciones del año para tener una mayor certeza de la

incidencia de Salmonella spp. y E. coli O157:H7 en las huertas de Nuevo León.
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CONCLUSIONES

Los microorganismos indicadores presentes en tomate bola y tomate huaje en punto

de venta del área metropolitana de Monterrey, N. L. estaban en números dentro de los

límites establecidos por las Normas Oficiales Mexicanas.

Se encontró presencia de Salmonella spp. en una muestra (1.25 %) de tomate bola

proveniente de un supermercado del municipio de Guadalupe, N. L.

Se encontró ausencia de E. coli y de E. coli O157:H7 en tomate bola y tomate huaje.

Las cuentas de E. coli fueron de 2.88 a 5.37 UFC/ml (tomate), 40 UFC/g (suelo),

0.1047 a 0.1354 UFC/ml (agua de irrigación) y 2.83 a 7.87 UFC/ml (manos). El suelo es

la principal fuente de contaminación de este microorganismo.

Las cuentas de coliformes totales fueron de 2 a 60 UFC/ml (tomate), 32 x 103 UFC/g

(suelo), 11.34 a 16.75 UFC/ml (agua de irrigación) y 30 a 60 UFC/ml (manos). El suelo

es la fuente principal de contaminación con coliformes totales.

Las cuentas de coliformes fecales fueron de 3 x 103 a 74 x 103 UFC/ml (tomate), 17 x

102 UFC/g (suelo), 2.4 a 38.40 UFC/ml (agua de irrigación) y 332 a 18 x 103 UFC/ml

(manos). No hay diferencia significativa entre las muestras.

Las cuentas de enterococos totales fueron de 52.5 a 10 x 103 UFC/ml (tomate), 73.75

UFC/g (suelo), 0.1908 a 403.68 UFC/ml (agua de irrigación) y 57 x 103 a 79 x 103

UFC/ml (manos). Las manos de los manipuladores son la fuente principal de

contaminación con Enterococcus spp.
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Se determinó ausencia de Salmonella spp. y E. coli O157:H7 en tomate, suelo, agua

de irrigación y manos de los manipuladores del producto.

Las fuentes de contaminación de tomate son: el suelo durante la precosecha, como

fuente de E. coli y coliformes totales; las manos de los trabajadores como fuente de

Enterococcus spp. durante las etapas de cosecha y poscosecha (distribución y empaque)

de la producción del tomate en huertas de Nuevo León, México.

Se acepta la hipótesis nula planteada, el tomate que se produce en el estado de Nuevo

León está contaminado con microorganismos indicadores fecales, aunque en niveles

bajos, y está ausente de los patógenos Salmonella spp. y E. coli O157:H7. Los

microorganismos indicadores presentes en el tomate, específicamente E. coli y

Enterococcus spp., están asociados con los encontrados en suelo y en manos de

manipuladores.
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