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1. RESUMEN

De 1990-2005, 713 brotes y aproximadamente 34000 casos de enfermedades
fueron asociados con el consumo de frutas o verduras frescas contaminadas con
patégenos (Ailes et al., 2008). Dentro de la gran variedad de tipos de chile que se cultivan
en Meéxico, el jalapefio (Capsicum annuum) es uno de los de mayor importancia
socioecondmica por su amplio consumo y alta redituabilidad. Anualmente en el pais, se
siembran alrededor de 40 mil hectdreas, con un rendimiento promedio de 12 toneladas por
hectirea y un volumen de produccién de 600 mil toneladas. De esta produccién se
exportan a los Estados Unidos cerca de 30 mil toneladas (6%). Uno de los reportes mas
importantes y mds recientes de Estados Unidos fue el brote de contaminacién con
Salmonella serotipo Saintpaul debido a la contaminacién de chile jalapefio importado de
México resultando en 1442 casos de enfermedad en 43 estados (Cuite et al., 2009).
Debido a la escasa o nula informacion que se tiene sobre el perfil microbiologico del
chile jalapeio, este estudio permitié conocer el perfil microbiolégico del chile jalapefio y
del chile serrano en punto de venta mediante la colecta de un total de 80 muestras de
chile jalapefio y de chile serrano, provenientes de supermercados y mercados populares
ubicados en Monterrey, N.L. y su drea metropolitana, en el andlisis de microorganismos
indicadores y patdgenos se encontrd diferencia significativa entre las cuentas del tallo y
la parte comestible del vegetal, ademds se encontrd una muestra de tallo de chile jalapefio
contaminada con Salmonella spp., no se encontr6 diferencia significativa entre los
diferentes establecimientos donde se adquirieron los vegetales, sin embargo se encontro
diferencia significativa entre los diferentes municipios de donde se recolectaron las
muestras. En el muestreo en campo, se trabajaron 2 granjas productoras de chile jalapeio
ubicadas en Cadereyta Jimenez, N.L. donde se tomaron un total de 84 muestras de
producto, agua de riego, suelo y manos de trabajadores, las cuales se analizaron para
microorganismos indicadores encontrando cuentas bajas en el producto, ademds se
encontré que no existe una gran variacion en el perfil microbiolégico del chile jalapefio
en las diferentes granjas muestreadas de municipios que se dedican a la agricultura en
Nuevo Leoén, se requieren estudios mds amplios para conocer si la contaminacion se

produce durante su crecimiento y cosecha o durante la manipulacién en el punto de venta.



17

2. ABSTRACT

From 1990 to 2005, 713 outbreaks and approximately 34000 disease cases where
associated with fresh fruits and vegetables contaminated with pathogens (Ailes et al.,
2008). Within the wide variety of chile cultivated in Mexico, the jalapeio (Capsicum
annuum) is one with bigger socioeconomic importance because of his high consumption
and high yield. Yearly within the country, 40000 hectare are planted, with an average
yield of 12 tons per hectare and a production volume of 600 000 tons. From this

production, 30 000 tons (6%) are exported to US.

One of the most important and recent reports from US was the Saintpaul serotype
Salmonella contamination outbreak due jalapefio contaminated imported from Mexico, it
resulted in 1442 disease cases among 43 states (Cuite et al, 2009). Due this lack or no
information about the jalapefio microbiological profile, this study allowed to know this
profile and the Serrano profile in point of sale, where 80 total samples of jalapefio and
Serrano were collected, from supermarkets and popular markets located within
Monterrey, N.L. and its metropolitan area. In the analysis of indicators and pathogens
microorganisms a significant bacteria count difference was found between the stem and
the edible part of the plant; also a sample of jalapefio stem was found contaminated with
Salmonella spp., no significant difference was found between the different establishments
where this vegetables were bought, however, a significant difference was found between

the different municipalities where samples were collected.

In the field sampling, 2 producing farms were studied located in Cadereyta, N.L.
where 84 product total samples were taken from water for irrigation, to ground and
workers hands. Those samples were analyzed for indicator microorganisms founding low
bacterial counts within the product, besides no big variation was found in the jalapefio
microbiological profile between the different farms sampled from municipalities
dedicated to agriculture in Nuevo Leon. Wider studies are required to know if
contamination is produced while the plant is growing and harvested, or while it is

manipulated in the point of sale.
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3. INTRODUCCION

La industria de frutas y vegetales frescos ha evolucionado rdpidamente durante las
ultimas dos décadas debido a la nueva tendencia de comer productos menos procesados.
Asi mismo, en los Estados Unidos, se ha observado que las personas son mds consientes
acerca de los beneficios que proporciona a la salud el comer productos frescos (Johnston

et al., 2005).

Sin embargo, asi como ha ido en aumento la industria de productos frescos
también se han incrementado los brotes de enfermedades asociados a estos, de 0.7% en
1970 a 13% de 1990-2005, durante estos afios, 713 brotes y aproximadamente 34000
casos de enfermedades fueron asociados con el consumo de frutas o verduras frescas

contaminadas con patégenos (Ailes et al., 2008; Sivapalasingam et al., 2004).

Reportes mds recientes del 2011 muestran un aumento considerable de 9.4
millones de casos de enfermedades, 55,961 hospitalizaciones y 1,351 muertes anuales

causadas por el consumo de alimentos contaminados (CDC 2011).

Aunado a esto, la globalizacion del suministro de alimentos puede introducir
nuevos riesgos para la seguridad alimentaria y ampliar el potencial de difusién de
alimentos contaminados. Por ejemplo, el Centro para el Control y Prevencién de
Enfermedades de Estados Unidos (CDC), reporté 155 brotes de Salmonella enterica
serotipo Poona producidos en varios estados en la primavera de los afos 2000, 2001 y
2002 asociada con el consumo de melones originarios de las granjas mexicanas y el mas
reciente en julio del 2011 en donde un total de 99 personas se vieron afectadas por el
brote de Salmonella Agona (en 23 estados), investigaciones en laboratorio relacionaron

este brote con papayas frescas importadas de México.

Estos brotes de enfermedades causadas por el consumo de alimentos frescos,

ademds de tener importancia en la salud publica, tienen un alto impacto en las
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exportaciones de estos productos y en la economia de paises cuya principal actividad

econdmica es la exportacion; siendo uno de estos paises México.

Entre los principales productos agroalimentarios que México exporta a diferentes
paises del mundo, destacan el tomate, legumbres y hortalizas frescas, chiles y pimientos,
aguacate, meldn, sandia, papaya, trigo, cebollas, productos de panaderia, café sin tostar y
descafeinar, hortalizas congeladas y citricos. La Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién de México (SAGARPA), reporté que durante el
primer semestre del 2008, las exportaciones agroalimentarias y pesqueras de México al
mundo, registraron un crecimiento del 13.6% al pasar de $7,971 millones de ddlares en el
mismo periodo del 2007 a $9,057 millones de délares en el 2008 (SAGARPA 2009). Asi
mismo, las ventas al exterior de productos alimenticios han registrado un incremento
constante en los ultimos seis afios al pasar de $8,259 millones de ddlares en el afio 2002 a

$15,103 millones de délares en el afio 2007 (SAGARPA 2008).

Las exportaciones agroalimentarias que realiz6 México durante 2010 marcaron un
nuevo record historico, al ubicarse en las 18 mil 192 millones de ddlares, 12.5 % mds que
el afio anterior (dos mil millones de dolares mas), revel6 un reporte del Grupo de Trabajo
de Estadisticas de Comercio Exterior, integrado por el Banco de México, el Instituto

Nacional Estadistica y Geografia, y la Secretaria de Economia (SAGARPA 2011).

El principal destino de las exportaciones agroalimentarias es la region TLCAN
(EE.UU. y Canada), ya que mas del 75% de las ventas totales del sector se destinan a
esos paises. Los paises pertenecientes a la Unidon Europea, son el segundo destino en
importancia de las exportaciones agroalimentarias de nuestro pais, que participan con

aproximadamente el 5% del total (SAGARPA 2011).

Estas cantidades proporcionan una idea de la importancia de mantener e
implementar programas para aumentar la calidad de los productos frescos mexicanos que

son consumidos en nuestro pais y otros paises.
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Sin embargo, esta calidad puede verse afectada si los productos frescos se
deterioran facilmente debido a su flora residente o por la falta de buenas practicas
agricolas. Los tipos y niveles de microorganismos en frutas y vegetales frescos varian con
el producto y el nivel de procesamiento después de la cosecha. En general, Pseudomonas
fluorescens, Erwinia herbicola y Enterobacter agglomerans son los principales
constituyentes de la flora de la mayoria de los vegetales. Ademds, Ledn et al., (2009)
reporté que Leuconostoc spp., Lactobacillus spp., Enterobacter agglomerans, hongos y
levaduras pueden ser encontrados también en varias frutas y vegetales y estas bacterias

que normalmente estdn presentes no se consideran como un riesgo para los humanos.

Con pequeiisimas excepciones, las bacterias que son patégenas para los humanos
no deberian de estar presentes en frutas y verduras frescas, al menos no en niveles que
causen enfermedades, por ejemplo, los niveles seguros estimados para E. coli (EHEC) es
menor de 50 organismos, con un rango aceptable de 50 a 100 UFC/g (Deisingh y
Thompson, 2003). La mayoria de estos productos se contaminan con patdégenos con el
contacto de humanos y heces de animales. Las bacterias patégenas como Salmonella spp.
y Escherichia coli O157:H7 suelen ser transmitidos por heces de animales ya sea directa

o indirectamente a través de agua o suelo contaminado (Ledn et al., 2009).
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4. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Entre los principales productos agroalimentarios que México exporta a diferentes paises
del mundo, destacan el tomate, legumbres y hortalizas frescas, chiles, pimientos,
aguacate, meldn, sandia, papaya, trigo, cebollas, productos de panaderia, café sin tostar y
descafeinar, hortalizas congeladas y citricos. En el afio 2000, el 86.3% de las
exportaciones mexicanas de productos agroalimentarios y pesqueros se destinaron al
mercado de los Estados Unidos (SAGARPA 2008). Los ingresos que obtuvo México en
exportaciones de productos agropecuarios en el aio 2008 fueron de $7, 894,648 (INEGI,
2009).

En el estado de Nuevo Ledn los municipios en donde se cultiva el chile jalapefio
(C. annuum) son Montemorelos y Cadereyta Jiménez, siendo este ultimo el que cuenta
con mayor superficie sembrada, aproximadamente 880 ha segin un censo realizado por la
SAGARPA en el 2004, donde también se destaca que la produccién promedio anual de
chile jalapefio en Nuevo Le6n fue de 14,840 Ton (Herndndez, 2006)

En el 2007 la produccion promedio anual de chile jalapefio (C. annuum) en

Tamaulipas fue de 125,448.50 Ton ocupando el 5° lugar nacional (SAGARPA, 2009).

Recientemente, en Estados Unidos se reportd un brote de Salmonella serotipo
Saintpaul debido a la contaminacion de chile jalapefio (C. annuum) importado de México,

resultando en 1442 casos de enfermedad en 43 estados (Cuite et al., 2009).

Es por esto que se debe realizar una evaluacion de la contaminacién
microbioldgica del chile jalapefio (C. annuum) cultivado en México e implementar las
buenas précticas agricolas en el campo, ofreciendo de esta manera productos frescos
seguros para la salud del consumidor. En este estudio se analizard la calidad
microbiolégica en punto de vente y se identificardn directamente en el campo las posibles
fuentes de contaminantes patogenos a las que puede estar expuesto tanto el chile jalapefio

(C. annuum) como el chile serrano (C. annuum var accuminatum).
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5. ANTECEDENTES

5.1. Generalidades del chile jalapefio (Capsicum anuum).

Las especies de Capsicum son, casi sin excepcion, plurianuales. La planta, de tallo
lefioso, forma normalmente un arbusto de hasta 15 dm de altura; aunque algunas

variedades alcanzan tamafios superiores (Montes, et al., 2004; Mufioz y Pinto 1966).

Montes et al. (2004) reporté que su forma de propagacién es mediante semillas
que se mantienen viables hasta por tres afios si se conservan en un ambiente adecuado. El
fruto es una baya con varias celdas las cuales estdn ligeramente unidas entre si pues los
tabiques que las separan no estdn interconectados. El género Capsicum estd muy
distribuido a nivel mundial y se encuentra en gran diversidad de formas, tamafos, colores
y niveles de picor o pungencia. En general como lo mencionan Laborde y Pozo en 1982
en su publicacion, los chiles picantes se pueden clasificar en dos grupos:

a. Frutas largas y carnosas que pertenecen a la variedad de Capsicum anuum

b. Frutas pequefias que pertenecen a la variedad de Capsicum minimum.

Estdn compuestos en un gran porcentaje por agua, en promedio un 74.3%, el
contenido de proteina es de 2.3% y el de carbohidratos de 15.8%; otros de los

componentes son vitaminas y minerales (Montes, et al., 2004; Pozo, 1981).

Dentro de las especies cultivadas de los chiles, Capsicum annuum es la maés
ampliamente conocida y la de mayor importancia econdmica, ya que presenta una
distribuciéon mundial (Pickersgill, 1969). El centro de origen y/o domesticacion de C.
annuum es Mesoamérica, mds propiamente México y Guatemala (Pickersgill, 1971).
Meéxico es el pais que presenta la mayor variabilidad de formas cultivadas y silvestres, las
cuales se encuentran ampliamente distribuidas en todo el pais. Esta diversidad ha sido
descrita con base en la clasificacidon comercial de los frutos, realizada dentro de diversos

tipos de chile (Montes, et al., 2004).
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Las caracteristicas vegetativas son también muy variables (Eshbaugh, 1975). Su
cultivo va desde cerca del nivel del mar, hasta los 2500 msnm, abarcando diferentes
regiones del pais, razon por la cual se encuentra chile en el mercado todo el afio. Asi
mismo su consumo es muy generalizado en fresco e industrializado en diversas

modalidades (Montes, et al., 2004).

Dentro de la gran variedad de tipos de chile que se cultivan en México, el jalapefio
es uno de los de mayor importancia socioecondmica por su amplio consumo, alta
redituabilidad y gran demanda de mano de obra. Anualmente en el pafs se siembran
alrededor de 40 mil hectareas, con un rendimiento promedio de 12 toneladas por hectdrea y
un volumen de produccién de 600 mil toneladas. De esta produccién se exportan a los
Estados Unidos cerca de 30 mil toneladas (6%), principalmente en la época que

comprende de enero a abril (Lujan et al., 2009).

Ante la importancia que representa el cultivo del chile jalapefio para México, es
necesario generar y dar a conocer técnicas de produccién que ayuden a solucionar los

problemas mas apremiantes e incrementen su productividad (Lujan et al., 2009).

5.1.1 Epoca de siembra

El cultivo de chile jalapefio se conoce como Cultivo de temporada caliente, ya que
se adaptan a temperaturas entre 18 y 24°C y no toleran las heladas (Martinez y Moreno,

2009).

El Instituto de Investigaciones Forestales Agricolas y Pesqueras (INAFAP, 2009),
menciona que la época de siembra del chile jalapefio depende de los riesgos de dafios por
heladas tardias que se quieran correr, del rendimiento y calidad 6ptima del fruto y de la
época en que se desea cosechar el producto. A continuacidn se presentan las épocas de

siembra de este vegetal:
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Siembra Temprana. Del 20 al 28 de febrero. Las probabilidades de heladas son de 17 al

38% y su nivel de rendimiento es el mas alto que se puede obtener, pues entre mas temprano
se siembre las plantas logran un mayor desarrollo.
Siembra Intermedia. Comprende del 1 al 15 de marzo, donde las probabilidades de heladas

son del 30%.

Siembra Tardia. Comprende del 16 al 31 de marzo, con probabilidades de heladas de 4 a

22%.

Después del 15 de marzo, las siembras disminuyen su produccién en 370 kilogramos
por hectarea por cada dia de retraso en promedio, debido al acortamiento del ciclo, y se tiene

un mayor dafo por plagas y enfermedades (Lujan et al., 2009)

5.1.2 Cultivo de chile jalapefio (C. annuum) en Nuevo Ledn

Audn que la superficie sembrada es mucho menor que los principales estados
productores, la importancia radica en que genera mucha mano de obra, destacando que
Monterrey es un centro de consumo, ademads de que es la puerta para la comercializacion

para otros estados e incluso su exportacion (Hernandez, 2006).

Los cultivos horticolas que se siembran en el estado de Nuevo Ledn son diversos;
sin embargo el cultivo de chiles representa una de las hortalizas mas importante para el
distrito de Montemorelos y de este distrito el municipio de Cadereyta Jiménez es el que
tiene mayor superficie sembrada de hortalizas (SAGARPA, 2003); segin el censo
realizado en el 2004, arroj6 como resultado que en la zona se siembran 1100 ha de las
cuales el 80% sembrado es chile de diferentes variedades (880 ha). En el estado de Nuevo
Ledn, de acuerdo con las cifras disponibles del sistema SIAP-SARGARPA, aporta en

promedio el 1.5% del volumen total de la produccién nacional (Hernandez, 2006).

La tabla 1 muestra la produccion de chile en el estado de Nuevo Ledn, en el ano
2010 se observa un incremento de las hectdreas sembradas, cosechadas y en la

produccién (SAGARPA 2010).
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Tabla 1.-Produccion de chile en el estado de Nuevo Ledn

Ubicacion Sup. Sup. Producci6  Rendimi PMR Valor
Semb Cosecha n ento ($/Ton) Produccio
rada da (Ton) (Ton/Ha) n
(Ha) (Ha) (Miles de
Pesos)
1 CADEREYTA 834.00 762.00 17,676.00 23.20 11,777.83 208,185.
JIMENEZ 00
2 GALEANA 40.00 40.00 1,000.00 25.00 7,000.00 7,000.00
3 VALLECILLO 38.00 38.00 538.00 14.16 6,894.98 3,709.50
4 LINARES 27.50 27.50 962.50 35.00 7,000.00 6,737.50
5 MONTEMORE 5.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
LOS
944.50 867.50 0.92 37,663.18  32,672.81

Fuente: SAGARPA, 2010

5.1.3. Merma de producto por deterioro

El problema de plagas y enfermedades por deterioro es uno de los mds serios para
los agricultores del estado de Nuevo Ledn ya que es una lucha que se da afio con afio,
causando pérdidas muy considerables tanto en el cultivo de chile y el de tomate. Tan solo
en la region se han llegado a perder desde un 40 hasta un 60% de la produccion de chiles

(Martinez 2009).

Los factores que afectan la sobrevivencia y el crecimiento de patégenos y
organismos causantes de deterioro en frutas y vegetales son muy variados, teniendo por
ejemplo las caracteristicas fisicas de cada vegetal, asi como las superficies rugosas e
irregulares de las hojas o la superficie rigida del melén la cual puede servirle para aislar
microorganismos y protegerlos de la eliminacion o inactivacion. Un gran nimero de
grietas y crestas le proporciona una superficie mayor y mayores oportunidades para la
insercion de patdgenos. Estas grietas y la naturaleza hidrofébica de la cera en algunas
frutas y vegetales pueden impedir que las soluciones desinfectantes lleguen a los
microorganismos ocultos. Los componentes del tejido de frutas y vegetales también
pueden neutralizar el cloro, provocando que no sea efectivo para eliminar

microorganismos (Leoén et al., 2009).
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Un ejemplo de esto es el estudio realizado por Liao et al. en el 2010 donde
encontraron que al inocular chile jalapefio y el tallo de este con Salmonella Saintpaul,
esta se adheria mejor a las superficie rugosa del tallo que a la superficie lisa de la parte

comestible.

Asi mismo no solo influye la superficie de los vegetales, sino también el
empacado final y el modo de preparacion de los mismos, por ejemplo las ensaladas
empacadas en bolsa listas para su consumo, pueden proporcionar las condiciones para la
proliferaciéon y sobrevivencia de patdgenos, debido a que las superficies de vegetales
cortados excretan nutrientes, los cuales pueden ser utilizados para su crecimiento, ademas
se ha reportado que patégenos como E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes han
mostrado que se adhieren a las superficies de lechuga picada y penetran al tejido interno
lo que provoca una barrera de proteccion para estas bacterias contra los desinfectantes

quimicos utilizados (Takeuchi and Frank 2000).

5.2. Fuentes de contaminacién de frutas y verduras

En la trayectoria que recorren los alimentos del campo a la mesa se tienen
multiples fuentes de contaminacion. Esta trayectoria puede ser dividida en varias etapas:
o Pre-cosecha.
o Cosecha.
o Post-cosecha.

o Venta-consumidor.

Las frutas y vegetales pueden contaminarse con patégenos humanos en cualquier
etapa de la cadena. Si no se tienen medidas de control adicional para minimizar la
contaminacién, los patégenos pueden existir e incluso crecer. Dependiendo del
hospedero, la virulencia del patégeno y la dosis, el consumo de frutas y verduras
contaminadas puede resultar en enfermedad y en algunos casos hasta muerte (Le6n et al.,

2009).
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Los estindares de higiene en la cosecha, de irrigaciéon y de almacenamiento
pueden variar ampliamente en diferentes paises, en donde el potencial de contaminacién
de vegetales puede ser incrementado y los consumidores pueden ser expuestos a altos

nimeros y/o diferentes cepas de microorganismos patégenos (Heaton and Jones, 2008).

En 1998 el gobierno de Estados Unidos por medio de la Agencia de Alimentos y
Medicamentos (FDA) implement6 una guia relacionada con las “Buenas Practicas
Agricolas “(GAPs) titulada Guia para Minimizar los Peligros Microbianos de Seguridad
Alimentaria para las Frutas y Vegetales Frescos (Guide to Minimize Microbial Food
Safety Hazards for Fresh Fruits and Vegetables, USFDA-CFSAN, 1998). En este
documento se identificaron los factores de riesgo en los cuales se puede implementar un
control de contaminacién microbioldgica en frutas y vegetales frescos en la etapa de pre-
cosecha y cosecha, estos incluyeron temas como la calidad microbioldgica del agua, uso

del abono y del compostaje, asi como la higiene y salud del trabajador.

En México los sistemas que minimizan los riesgos de contaminacién en el campo,
son las Buenas Practicas Agricolas (BPA) y Buenas Pricticas de Manejo (BPM), las
cuales tienen por objetivo prevenir la contaminacién de productos hortofruticolas con
microorganismos patdgenos, sustancias toxicas y materiales extrafios; durante el

crecimiento, cosecha, seleccién, embalaje, almacenado y transporte (Avila 2004).

Las BPA y BPM incluyen actividades relacionadas con el uso del terreno de
cultivo, calidad del agua de uso agricola y del agua para consumo humano, asi como las
practicas de uso; manejo de fertilizantes y plaguicidas; control de plagas urbanas, higiene
de las instalaciones de trabajo, instalaciones sanitarias y transporte y salud e higiene de
los trabajadores. A partir de julio de 2001, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion adquiere competencia en materia de Inocuidad
Alimentaria. Esto establecié atribuciones especificas para el Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), el cual a través de la
Direcciéon General de Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera (DGIAAP)

establece un Programa Nacional para promover, difundir y capacitar a los productores
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Hortofruticolas nacionales en materia de Buenas Practicas Agricolas y Buenas Praicticas

de Manejo (Avila, 2004).

En el Reino Unido existen directrices generales disponibles para productores
agricolas que aconsejan sobre el tratamiento de fertilizantes, su correcta aplicacién y
calidad de agua de riego utilizada con el objetivo de limitar la contaminacién de los
cultivos, dichas directrices se encuentran disponibles en el Cédigo de Buenas Pricticas
Agricolas del Departamento del Medio Ambiente, Alimentaciéon y Asuntos Rurales

(Department of the Environment, Food and Rural Affairs, 2009).

Cada uno de estos documentos apoyan a las personas dedicadas a la agricultura,
independientemente del pais del que se trate, con un fin comuin: la produccién de
alimentos inocuos. Sin embargo atn llevando a cabo y aplicando las recomendaciones ahi
descritas, siguen existiendo multiples riesgos que pueden causar la contaminacién de los

alimentos.

5.2.1 Pre-cosecha

Esta etapa es considerada como la primera etapa de la cadena de la granja a la
mesa, e incluye sembrado, crecimiento, riego y otras actividades y tratamientos asociados

con la planta madura (Le6n et al., 2009).

De acuerdo a Doyle y Erickson (2007), existen dos factores importantes que pueden

incrementar la contaminacién de microorganismos patégenos en los vegetales:

1. Proximidad de la parte comestible de la planta al suelo. Los tubérculos como las
zanahorias, cebollas, papas, etc. o cultivos que crecen cerca al suelo como
lechuga, tomate, cilantro, etc. tienen mds probabilidad de contaminarse.

2. Concentracion de patdégenos en suelo contaminado en el cual crece el vegetal.
Altas poblaciones de microorganismos patégenos en el suelo incrementan la
probabilidad que el vegetal este contaminado al momento de la cosecha. Asi

mismo altas concentraciones de contaminacion en agua de irrigacién se
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convertird en altas cargas de contaminacion en el suelo y en altas probabilidades

de contaminacién en la planta.

5.2.1.1 Agua de riego

Dondequiera que el agua entre en contacto con productos frescos, la calidad de
ésta determina el potencial de contaminacién de patégenos. La fuente del agua de riego,
como es distribuida y el tipo de riego que es usado, son factores importantes que influyen

en la contaminacion de frutas y vegetales frescos (USFDA-CFSAN, 1998).

El estudio de Steele y Odumeru, (2004) menciona que el riesgo de transmision de
enfermedades por la presencia de microorganismos patégenos en el agua de riego es
influenciado por el nivel de contaminacion y aunque generalmente el agua subterranea
tiene buena calidad, la calidad en aguas residuales es muy pobre por lo que requiere

tratamientos extensivos antes de que pueda ser usada en cultivos.

Por otro lado, el riego de cultivos es uno de los mejores usos de aguas residuales
debido a que contiene nutrientes (nitrégeno, fosfatos, potasio y oligo-elementos) que son
aprovechados por las plantas, a pesar de que en multiples estudios se ha demostrado que
el uso de aguas residuales sin tratar ha sido implicada como una de las fuentes mds
importantes de contaminacion de vegetales con microorganismos patogenos. (Goyal et al.

1977; Doyle 1990; Wei et al. 1995; Assadian et al. 2005).

Ademés, el potencial de contaminacién de los vegetales via agua de irrigacién
estd aumentando en el mundo, por el uso de agua residual no tratada en aproximadamente
el 10% de los cultivos (Anon 2003). También se ha encontrado en diversos estudios que
el uso de aguas residuales para el riego de cultivos, particularmente en dreas dridas con
recursos de agua limitados de los paises en desarrollo a aumentado en las dltimas dos
décadas (Mara & Cairncross 1989; Okafo et al. 2003), a pesar que la organizacion
mundial de la salud recomienda que los vegetales que se comeran crudos deberdn de ser

irrigados solo con aguas residuales biol6gicamente tratadas para su desinfeccion,
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conteniendo niveles de coliformes no mayores a 100 UFC por 100 ml en el 80% de las

muestras (WHO, 1975).

En el estudio realizado por Steele et. al. 2005, se recolectaron 500 muestras de
agua de irrigacion de 17 granjas diferentes ubicadas al sur de Ontario, Canada durante la
temporada de riego del 2002, dichas muestras fueron analizadas para la identificacién de
microorganismos indicadores como: coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia
coli y estreptococos fecales, tomando en cuenta los niveles aceptables de estos
microorganismos de acuerdo a las directrices para la protecciéon del agua para uso
agricola publicadas por el Consejo Canadiense de Ministros de Medio Ambiente (The
Canadian Water Quality Guidelines for the Protection of Agricultural Water Uses
published by the Canadian Council of Ministers of the Environment, CCME) los
resultados obtenidos fueron los siguientes: entre el 70.6 — 96.4% de las muestras de agua
de irrigacion se encontraban dentro de los niveles aceptables de coliformes fecales, entre
el 78.0 — 98.2% de las muestras obtuvieron valores aceptables de E. coli, para
estreptococos fecales 81% de las muestras fueron aceptables, pero en contraste solo el
8.10% de las muestras fueron aceptables para coliformes totales. Esto sugiere que el agua
usada para riego de cultivos de vegetales que se consumen sin tratamiento térmico previo
debe de ser analizada regularmente para asegurar que la calidad del agua utilizada es
aceptable. Asi como también sugiere que la contaminacién encontrada en el agua se
puede transferir a los vegetales, influyendo en la calidad microbioldgica del vegetal

fresco listo para su consumo.

5.2.1.2 Suelo

Los microorganismos patégenos pueden estar presentes de forma natural en el
suelo, como Listeria spp., o pueden ser incorporados en el suelo por la adicion de materia
orgdnica como fertilizante. Los microorganismos patégenos encontrados en el suelo
pueden contaminar los cultivos directamente durante la lluvia o durante el riego

(Nicholson et al., 2005).
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Al igual que las aguas residuales son utilizadas como fuente de nutrientes para los
cultivos, los deshechos animales en forma de estiércol son ampliamente utilizados para la
tierra de los cultivos, ya que es una de las técnicas mds econdmicas y ambientalmente

sustentables debido a su tratamiento y reuso (Islam, et al 2004).

Sin embargo el uso de estiércol como fuente de nutrientes para los vegetales
ayuda a introducir microorganismos patégenos directamente al cultivo pudiendo

contaminar directamente al producto o al agua de irrigacion (Heaton and Jones, 2008).

Los tiempos de sobrevivencia de los microorganismos patdgenos a menudo son
inconsistentes y reflejan variabilidad en ambientes de propagacion y tratamientos de
residuos orgédnicos. Kadva et al., 1998 demostré que la aireaciéon de estiércol ovino

disminuyd la sobrevivencia de E. coli O157:H7 de més de 365 a 120 dias.

El estiércol animal y los desechos biolégicos sélidos pueden proporcionar
fertilizantes eficaces y seguros si son tratados de manera adecuada. Si el tratamiento es
inadecuado o si no se utiliza tratamiento alguno, el riesgo de contaminacién de las frutas
y hortalizas con microorganismos patégenos es extremadamente elevado. La tasa de
supervivencia de los contaminantes en el estiércol y su transferencia a las cosechas
depende de un cierto nimero de factores, que incluyen el tipo de suelo, la tasa de
aplicacion del estiércol, el pH del suelo, el método de transformacién en abono y el

momento de su aplicacion (Ingham et al,. 2005).

La aplicacion continua de estiércol no tratado en un suelo podria dar lugar a una
amplia supervivencia y crecimiento de microorganismos patégenos, lo cual incrementa el
riesgo tanto de contaminacion en el suelo como de diseminacién de la contaminacién a

los lugares circundantes (Lineback et al., 2002).

Atn con el uso de estiércol que ha sido tratado adecuadamente, no es posible
eliminar completamente las bacterias, pardsitos y virus de este, sin embargo los

productores pueden enfocarse en utilizar otras estrategias para minimizar los niveles de
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contaminacién microbiana. Dichas estrategias pueden ser activas (uso de compostas,

pasteurizacion, etc.) o pasivas (paso del tiempo) (Lineback et al., 2002).

Un tema especialmente polémico es el tiempo que debe pasar entre la aplicacién
del fertilizante y la cosecha. “The National Organic Standards” recomienda dejar pasar
un intervalo de tiempo de 90 — 120 dias entre la aplicacion del fertilizante y la cosecha,
dependiendo si la parte comestible de la planta entra en contacto con el suelo (Bihn and

Gravani, 2005).

Algunos comercializadores de vegetales solicitan que el estiércol no se haya
aplicado como fertilizante durante 5 afios antes de la siembra, o en casos extremos

solicitan que el estiércol nunca se haya aplicado a los cultivos (Bihn and Gravani, 2005).

5.2.2. Cosecha

La etapa de cosecha en los campos de cultivo marca el inicio de una cadena de
operaciones que alteran el estado fisiolégico de los vegetales. Principalmente esta el dafio
mecanico que se produce al cortar el vegetal, esta operacion crea superficies susceptibles
a contaminarse con bacterias patdgenas si no se manejan adecuadamente (Doyle and

Erickson, 2007).

Las fuentes de contaminacion en esta fase son variadas, debido a que puede influir
la contaminacién que ocurrié durante la pre-cosecha. Ademas, el tipo de contaminacién
que pueda ocurrir durante y después de la cosecha son afectados si los vegetales son
empacados en el campo (listos para su distribucion inmediata) o si el producto es sujeto a
un lavado y seguido del empacado en la planta de procesamiento (drea de empacado)

(Leon et al., 2009).

Durante la cosecha. En una encuesta realizada a granjas y a empacadoras en
varios estados de Estados Unidos se encontrdé que el 94% de hectareas sembradas de

frutas y el 87% de hectireas sembradas de vegetales eran cosechadas a mano (USDA,
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2001). Esto es una fuente de contaminacién considerable si no se le da la importancia
adecuada a la higiene de los trabajadores, asi mismo si algunos de los trabajadores se
encuentra enfermo y es portador de patdégenos entéricos sin mostrar sintomas. Algunos
brotes han sido relacionados a trabajadores del campo, igualmente la mayoria de las
granjas participantes contestaron que no requerian que sus trabajadores se lavaran las
manos antes de la cosecha. Ademds poco personal de las granjas estaba familiarizado con
los términos de control de calidad mencionados en la guia de la FDA, tales como buenas
practicas de manufactura (GMPs), buenas pricticas agricolas (GAP), el andlisis de

peligros y puntos criticos de control (HACCP) (Clayton, 2006).

La significancia de la contaminaciéon de productos vegetales durante el
crecimiento y la cosecha no estd bien establecida debido a que una vez que el brote
ocurre, es dificil determinar si la fuente de contaminacién fue especificamente durante la
pre-cosecha. Sin embargo, para la mayoria de los productos, la contaminacion ocurre en
la superficie de los mismos, existiendo evidencia que agentes patégenos pueden tener
lugar por la accién capilar por los espacios o grietas y/o tejido danado de la planta

durante su produccion (Ledn et al., 2009).

La FDA dentro del documento “Guide to Minimize Microbial Food Safety
Hazards for Fresh Fruits and Vegetables” incluye un apartado de Consideraciones
Generales para la Cosecha (General Harvest Considerations), las cuales incluyen las

siguientes:

e Las instalaciones utilizadas para almacenar el producto fresco deberdn de estar
limpias, desinfectadas y sin presencia de plagas antes de la cosecha.

e FEliminar contenedores dafiados que dificulten su limpieza para evitar
contaminaciéon microbiana de los vegetales.

e Los contenedores usados para transportar el vegetal listo para su consumo
deberén de ser limpiados y desinfectados continuamente.

e Asegurar que el producto que es lavado, refrigerado o empacado en el campo, no

se contamina en el proceso.
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e FEliminar tanta suciedad y lodo como sea posible del producto fresco antes de que

abandone el campo.

5.2.3. Post-cosecha

Un producto fresco recibe mucho menos tratamiento después de la cosecha;
algunos productos son empacados y enviados sin ningiin tratamiento previo, mientras que
otros son lavados, saneados y empacados antes de ser enviados. Muchos de los productos
frescos pasan a través de dreas especializadas llamadas dreas de empacado. El objetivo de
los empaques es preparar al producto, que viene directamente del campo, para su
distribucion, cabe destacar que en ciertos cultivos como los de meldn, cilantro y perejil,
tienen una contaminacion significativamente mds alta cuando salen del drea de empacado
para ser distribuidos que cuando salen del campo y se mandan directamente su
distribucion. Esto sugiere que ciertos procesos que se llevan a cabo en el empacado
tienen una contaminacion cruzada y/o proliferaciéon microbiana, desafortunadamente es
dificil determinar si las superficies de equipos pueden ser fuente de contaminacion hacia

los productos o viceversa (Castillo et al., 2004).

En estudios realizados demuestran que los vegetales frescos en las etapas finales
del empacado (bandas transportadoras, bandas sin fin y cajas) aumentaban el riesgo de
contaminarse con E. coli que aquellos productos en las etapas iniciales del empacado
como el cesto de cosecha o tanque de lavado (Ailes et al., 2008), lo que hace suponer que
la carga microbiana en las bandas transportadoras parece estar altamente relacionada con

los niveles microbioldgicos en los productos frescos.

También se ha observado altos niveles de coliformes fecales y E. coli en las
manos de los trabajadores del drea de empacado, indicando que el personal que maneja
los vegetales es una importante fuente de contaminacion (Greig et al., 2007; Leon et al.,

2009).
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Sin embargo, existen en el mercado productos para los que es muy importante el
uso de empaque ya que preserva la calidad y seguridad del producto que contiene, desde
el momento de la manufactura hasta el momento que es usado por el consumidor, ademds
de que lo protege de dafos fisicos, quimicos y bioldgicos. Cuando el empaque falla, el
resultado serd un producto que no es seguro para su consumo, sobre todo cuando existe
una pérdida de la integridad resultando en la contaminacién con organismos indeseables

(Cutter, 2002).

5.2.4. Punto de venta

Una encuesta de Food Standards Agency en el Reino Unido, mostré que el 63%
de las personas usan supermercados grandes para hacer la mayoria de sus compras
relacionadas con alimentos, mientras que solo el 2% usa tiendas locales pequeiias, por lo
tanto, si se introducen vegetales contaminados en las instalaciones de un supermercado
grande, otros alimentos se pueden ver afectados, asi mismo, la probabilidad de que un

mayor nimero de consumidores llegue a enfermarse es mayor (Anon, 2007).

En los pasados 5 afios, se han realizado un gran nimero de estudios para
determinar la incidencia de bacterias como E. coli O157:H7, Salmonella y L.
monocytogenes en granja y en punto de venta. Estos estudios no apoyan las conclusiones
que indican que los vegetales orgédnicos tienen mds riesgo de contaminarse con patégenos
que los vegetales convencionales, por el contrario mencionan que es mas probable que el
tipo y forma del vegetal tenga mayor influencia para la contaminacién de patdégenos

(Mukherjee et al., 2004, 2006; Phillips and Harrison 2005).

Ademas es generalmente conocido que un simple lavado con agua a nivel de
punto de venta o en el hogar no elimina completamente la presencia de microorganismos
patégenos en los vegetales, solo puede ser capaz de reducir el nimero de estos. Como se
ha mencionado anteriormente puede ser que los mismos manipuladores de alimentos

contaminen el producto por la falta de las practicas de higiene recomendadas, como el
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lavado de manos antes de preparar alimentos o prevenir la contaminacién cruzada entre

carne cruda e ingredientes de ensaladas (Clayton and Griffith, 2004; Leodn, et al., 2009).

Adera et al., (1999) realiz6 un estudio donde de 81 brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos entre 1990 y 1994, los trabajadores fueron a quienes se le
atribuyo el origen de la contaminacién ya que en el 98% de estos brotes, los trabajadores

tenian patégenos en sus manos.

Debido a esto, la FDA incluy6 una guia de métodos para prevenir la
contaminacion de alimentos por las manos de los trabajadores. En este Codigo se indica
que el lavado de manos debe de tomar al menos 20 segundos e incluir un chorro de agua
caliente y jabon. Este cddigo también especifica que la contaminaciéon de alimentos se
puede prevenir con el uso de barreras como guantes, papel encerado y utensilios. Sin
embargo varios investigadores opinan que el uso de guantes promueve un deficiente

lavado de manos (Clayton and Griffith, 2004).

En un estudio llevado a cabo por la FDA en el 2001 se encontré que el lavado de
manos inapropiado fue observado en el 73% de los empleados en establecimientos de

servicio completo.

Green et al., (2006) realizaron observaciones a los trabajadores de restaurantes en
nueve estados de Estados Unidos (California, Connecticut, New York, Georgia, lowa,
Minnesota, Oregén, Rhode Island y Tennessee) en done se observé que el 27% de los
trabajadores trataban de lavar sus manos cada vez que realizaban una actividad diferente,
encontrando también que el 28% de estos no usaban el jabon indicando. De los
descubrimientos mds inquietantes fue que las manos fueron lavadas solo en el 23% de los

trabajadores que manejaban productos crudos de origen animal.

Debido a todo lo anterior es muy importante tomar en cuenta todas las
recomendaciones de las Buenas Pricticas Agricolas y las Buenas Pricticas de

Manufactura, asi como es importante tomar conciencia del cuidado de los vegetales
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desde el inicio de la cadena productiva hasta el consumidor final ya que son multiples los

factores que ponen en riesgo la inocuidad de los mismos.

5.3. Microorganismos indicadores

La deteccién de patégenos en frutas y verduras es complicada debido a que en la
mayoria de las ocasiones los tiempos de deteccion son largos, ademés de metodologia
complicada y de altos costos. Por esta razon, es usada la deteccién y enumeracién de
microorganismos indicadores en lugar de la deteccion directa de patégenos. La presencia
de estos organismos normalmente resulta por la contaminacion directa o indirecta con
materia fecal y por lo tanto sirve como “marcador” de que ha ocurrido una contaminacién
fecal y como consecuencia una presencia potencial de patdégenos. Algunos de los
microorganismos indicadores mds comunes en los alimentos incluyen bacterias
coliformes fecales, coliformes totales, E. coli, enterococos totales y microorganismos

mesofilos aerobios (Pierson and Smoot, 2007).

Leodn et al., en el 2009 reportd que para que un microorganismo sea clasificado

como indicador debe de cumplir con las siguientes caracteristicas:

1. Debe de ser un miembro de la flora intestinal de los animales de sangre
caliente.

2. Debe de estar presente cuando los microorganismos patdgenos estan
presentes.

3. Debe de estar presente en mayor nimero que los microorganismos
patogenos.

4. Debe de tener caracteristicas de resistencia similares a los patdgenos.

5. Debe de ser detectable mediante métodos rapidos, sencillos y econdmicos.

6. No deben de ser patégenos.
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5.3.1. Recuento de microorganismos mesoéfilos aerobios (ACP)

El conteo de estos microorganismos es usado para estimar el nimero total de

bacterias viables en una muestra. (Leén et al., 2009).

Ademds, son los mds valiosos como indicadores del estado microbiolégico
existente en determinados alimentos y como evaluadores de la vida util del alimento.
Incluyen todas aquellas bacterias que pueden crecer a temperatura moderada de 30 a 37
°C en un medio aerobio. El ensayo para cuenta total de bacterias mesofilicas aerobias de
alimentos perecederos refrigerados como leche, carnes y pescado, puede ser utilizado
para indicar el estado del equipo utilizado, asi como también permite evaluar el tiempo y

la temperatura durante el almacenamiento y distribucion del producto (James, 1992).

La variedad de especies y tipos diferenciables por sus necesidades nutricionales,
temperatura requerida para su crecimiento, oxigeno, disponible, etc., hacen que el nimero
de colonias contadas constituyan una estimacion de la cifra realmente presente y la
misma refleja si el manejo sanitario del producto ha sido el adecuado (NOM-092-SSA1-

1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias aerobias en placa).

5.3.2. Microorganismos coliformes

Los organismos coliformes son indicadores de contaminaciéon o suciedad en el
ambiente (Le6n et al., 2009). Se dividen en 2 grupos: Coliformes totales y Coliformes

fecales.

5.3.2.1. Coliformes totales

Pertenecen a la familia de las enterobacteriaceae e incluye a organismos aerobios
y anaerobios facultativos, gram-negativos que fermentan lactosa con produccién de gas
en 48 horas a 35°C. Coiformes totales incluyen a organismos como Echerichia coli,

Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter. Estos indicadores son usados normalmente para
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determinar la calidad del agua potable. Se utilizan ampliamente en plantas de tratamiento
de agua, ya que son unos de los mejores indicadores para determinar la eficiencia del

tratamiento en la planta (Bitton, 2005).

Sin embargo, los coliformes totales no son de los mejores microorganismos para
usar con indicadores de contaminacion fecal en vegetales, debido a que en muestras de

suelo pueden estar presentes en gran nimero (Ledn et al., 2009).

5.3.2.2. Coliformes fecales

Los microorganismos coliformes fecales son asociados con el tracto intestinal de
animales de sangre caliente (incluyendo los humanos) (Ledn et al., 2009). Son bacterias
termotolerantes los cuales tienen la capacidad de fermentar lactosa en 48 horas a 44.5°C.
Estos organismos muestran un patron de sobrevivencia similar a los de microorganismos
patégenos pero su utilidad como indicadores de protozoarios o contaminacién viral es

limitada (Bitton, 2005).

5.3.3. E. coli

Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa, Gram-negativa que se
encuentra naturalmente en humanos y animales como parte de su microflora intestinal.
Sin embargo, algunas cepas son capaces de causar enfermedades que van desde una
simple diarrea hasta provocar el sindrome urémico hemolitico (HUS) (Garcia and

Heredia, 2009).

Los tipos patogénicos de E. coli diarreogénicas son clasificadas en al menos seis
grupos distintos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli adherente difusa
(DAEC) y E. coli enteroagregativa (EAEC). De estas solo los primeros cuatro grupos han
sido implicados en enfermedades por el consumo de agua o alimentos (Feng and

Weagant, 2002).



40

EPEC es la causante de la mayoria de las enfermedades diarreicas de infantes en
paises en desarrollo. Se caracteriza por una diarrea acuosa persistente, sin sangre o

mucosa, normalmente acompafiada de fiebre y vomito (Garcia and Heredia, 2009).

Se ha reportado que E. coli sobrevive temperaturas de congelacién a -20°C y
almacenamiento a temperaturas frias. Tiene wusual resistencia al calor y a las
concentraciones de sal como la mayoria de los patégenos. Se ha reportado que crece a pH
tan bajos como en la mayonesa, sidra de manzana, jugo de manzana y productos lacteos

(Betts, 2000).

E. coli puede contaminar gran variedad de alimentos en diferentes formas,
incluyendo manos contaminadas y por el contacto indirecto con agua contaminada. Ha
sido reportado en alimentos como vehiculos de contaminacion como por ejemplo queso,
salmon, yogurt, ensalada de frutas, meldn, pasteles, vegetales, salami y mas notablemente
en carne molida de res. Sin embargo, se ha establecido que el proceso de pasteurizacion
para alimentos refrigerados (70°C por 2 minutos) usado para eliminar Listeria spp.

también puede servir para el control de E. coli (Garcia and Heredia, 2009).

En general, los pacientes mds vulnerables a las infecciones producidas por E. coli
son personas muy jovenes como nifios, asi como adultos mayores e individuos con
defensas bajas o inmunosuprimidos. La calidad microbioldgica satisfactoria para E. coli
en Estados Unidos es < 20 UFC/g con rango aceptable de 20 a 100 UFC/g (Garcia and
Heredia, 2009).

5.3.4. Enterococos

Los enterococos son cocos Gram positivos, con resultado negativo a la prueba de

la catalasa, inmdviles, anaerobios facultativos, no forman endosporas ni cdpsulas y no

son inhibidos por las sales biliares (Harwood et al., 2000).
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Son encontrados casi exclusivamente en el tracto intestinal de humanos y
animales, mientras que otros son contaminantes del ambiente presentes en el suelo, agua

y vegetales (Le6n et al., 2009).

Antiguamente, los enterococos eran parte de un subgrupo del género
Streptococcus, pero en 1984 fueron trasferidos al género Enterococcus. En la actualidad
se admiten 16 especies que son: E. fecalis, E. faecium, E. avium, E. casseliflavus, E.
durans, E. malodoratus, E. gallinarum, E. hirae, E. mundtii, E. raffinosus, E.
pseudoavium, E. cecorum, E. sacharolyticus, E. columbae, E. dispar. Este género se
pueden diferenciar del grupo de los Steptococcus faecalis por su habilidad de crecer a 10

y 45°C a un pH de 9.6 y en un medio con 6.5% de NaCl (Harwood et al., 2000).

Los enterococos pueden tener un papel significativo como indicadores de
practicas de limpieza y desinfeccion deficientes en las industrias de alimentos, debido a
su gran resistencia a la desecacion, a las temperaturas bajas y elevadas, asi como a los
detergentes y desinfectantes, bajo pH y bajas concentraciones de sodio como se
menciond anteriormente.  Precisamente por su resistencia a la congelacion, los
enterococos son los indicadores preferidos de practicas de limpieza y desinfeccion
deficientes en las industrias de congelacién de alimentos. Y por su resistencia al calor,
pueden sobrevivir a los tratamientos térmicos que permitirian también la supervivencia

de virus en algunos alimentos pasteurizados o deshidratados (Poig-Duran, 2002).

Los resultados de varios estudios sugieren que los enterococos pueden ser mejores
indicadores de contaminacién fecal que los organismos coliformes, por ejemplo en el
estudio realizado por Harwood et al., (2000) donde establecié que Enterococcus spp.
puede sobrevivir por mds tiempo en ambientes marinos que coliformes fecales y que el
indice de sobrevivencia a través de procesos de tratamiento de aguas residuales es mayor
que la de coliformes fecales. Esto se podria relacionar con el riesgo de enfermedad por

patégenos presentes en aguas marinas o dulces.
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5.4. Bacterias patdgenas en alimentos

5.4.1 Salmonella spp.

Salmonella es una de las principales causas de las enfermedades transmitidas por

alimentos en todo el mundo (Garcia and Heredia, 2009).

Este género comprende a organismos bacilos Gram negativos, aerobios
facultativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son mdviles, con flagelos
peritricos y con una temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C (D’ Aoust et al., 2001) y

son capaces de adaptarse a pH 4cidos (Foster and Hall, 1990).

Asi mismo este género estd dividido en dos especies, S. enterica y S. bongori.
Hasta la fecha se han identificado mds de 2500 serotipos y la mayoria de estos tienen el

potencial para infectar humanos y diferentes especies de animales (D’ Aoust et al., 2001)

Los serotipos de S. enterica pueden diferir en la especificidad del huésped, asi
como en las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas. Por ejemplo, el serotipo Typhi
solo infecta a humanos, mientras que los serotipos Typhimurium y Enteritidis infectan a
un gran nimero de huéspedes incluyendo humanos, roedores y aves. Asi como también

muestran distintas rutas de transmisién (Garcia and Heredia, 2009).

Este microorganismo cuenta con factores de virulencia que contribuyen a su
patogénesis, asi como la habilidad para invadir células, poseer una cubierta completa de
lipopolisacarido, capacidad para replicarse intracelularmente y tiene la posibilidad de

producir toxinas (Rodriguez and Peregrina, 1999).

La fuente de contaminacién mds importante de este microorganismo incluye
alimentos o agua contaminada con heces, ya que esta bacteria puede estar como estado

portador del tracto gastrointestinal de animales y humanos. La via de transmision es
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fecal-oral y en casos inusuales se puede presentar la trasmision directa de persona a

persona (Hu and Kopecko, 2003).

Se ha encontrado que todas las salmonelas son patdégenas para los humanos. Son
responsables de varios sindromes clinicos como gastroenteritis, septicemia y fiebre

tifoidea (Rodriguez and Peregrina, 1999; Madigan et al., 2004; Gallegos, et al., 2008).

La dosis infecciosa depende de cada serotipo, del tipo de cepa, de las condiciones
de crecimiento y la susceptibilidad del hospedero. De acuerdo con el Manual de Bergey
la dosis infecciosa puede ser de 10® a10” células, sin embargo existen datos mds recientes
que indican que de 1 a 10 células pueden construir una dosis infecciosa para humanos

(D’Aoust, 1997).

S. enterica se ha implicado en 2 de los mayores sintomas clinicos en humanos:
enterocolitis y fiebre enterica. Sin embargo, la enfermedad més comiin y caracteristica en
humanos causada por S. enterica es la enterocolitis, esta enfermedad es caracterizada por
dolor abdominal, diarrea, vomito y fiebre, la cual aparece después de 8-72 horas de la
exposicion al agente infeccioso. Asi mismo, la fiebre tifoidea es una enfermedad
gastrointestinal aguda la cual es originada por la invasién de S. Typhi o S. Paratyphi en
los tejidos humanos, los sintomas incluyen diarrea acuosa, fiebre prolongada, nauseas y
dolor abdominal. Esta enfermedad aparece después de 7 a 28 dias de la exposicion

(Garcia y Heredia 2009).

Una gran gama de frutas y vegetales frescos han sido implicados con infecciones
de Salmonella, entre los mas comunes se encuentran la lechuga, semillas germinadas,

melones y tomates (Thunberg et al., 2002).

5.4.2.E. coli O157:H7

E. coli O157:H7 se reconocié desde 1982 como patogeno de alimentos y agua

contaminada (Abong’0, et al., 2008; Feng, 2001; Doyle et al., 1993). Se estima que en
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Estados Unidos este microorganismo es causa de 73,000 enfermedades y 61 muertes al
afio (Deisingh and Thompson, 2004). De 1996 al 2000 en el Reino Unido se reportaron
1,724,315 casos de los cuales 1,026 fueron causados por este microorganismo (Goutam et

al., 2005).

Los modos de transmisiéon de este patégeno pueden ser directa (persona a
persona), via fecal-oral o por contacto de animales infectados. En el caso particular de
vegetales pueden ser contaminados cuando son irrigadas con agua contaminada o por el
uso de materia orgédnica contaminada (Abdoul, et al., 1993; Rivas,et al., 2007; Abong’o,
et al. 2008). También se ha documentado que este microorganismo es capaz de
internalizarse en las partes aéreas de las plantas, teniendo a la raiz como punto de entrada

(Bernstein, et al., 2007).

Se ha calculado que la dosis infectiva de E. coli O157:H7 (EHEC) puede ser tan
baja de entre 10 a 100 células (Nataro, 1998), no obstante, se han reportado rangos de 50-
100 organismos y el periodo de incubaciéon puede diferir de 1 a 8 dias. Los sintomas
pueden ser dolor abdominal con retortijones, seguida al dia siguiente o a los 2 dias por
diarrea no sanguinolenta que progresa en las 24 o 48 horas siguientes a diarrea
sanguinolenta, puede durar de 4 a 10 dias. La principal complicacién después de la
infeccidon con esta bacteria es el sindrome urémico hemolitico (HUS), el cual afecta
principalmente a los nifios (Deising and Thompson, 2003; Buchanan and Doyle, 1997;

Feng, 2001).

Es por esto que el Comité Consultor de Alimentos y Productos Lacteos del Reino
Unido (ACFDP), opina que alimentos listos para consumo deben de estar libres de E. coli

O157H:7 (Deisingh y Thompson, 2003).

En el afio 2000, se presenté un brote en Walkerton, Ontario donde 7 personas de
la localidad murieron y 2300 enfermaron como resultado del suministro de agua
contaminada proveniente del pozo de la ciudad, el cual contenia residuos de materia fecal

de ganado que habia sido arrastrado durante las fuertes lluvias de ese afio. En el 2001,
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100 casos de enfermedad fueron reportados en hogares de ancianos en Ontario mientras
que en 2002 hubo otras preocupaciones acerca de agua contaminada en la parte Sur de
Ontario. La investigacion epidemiolégica y microbioldgica confirmé E. coli O157:H7

como la bacteria causante del brote (Deisingh y Thompson, 2003).

Igualmente uno de los brotes mds relevantes que ha existido en Estados Unidos
fue en el 2006, causado por espinacas frescas contaminadas con E. coli O157:H7, donde
102 personas fueron hospitalizadas, 31 desarrollaron el sindrome urémico hemolitico
(SUH) y se confirmaron 3 muertes relacionadas con el brote. La FDA lanzé un
comunicado de no consumir espinacas crudas y se retir6 del mercado todas las marcas
comerciales procesadas y distribuidas por la empresa “Natural Selection Foods”. El
mecanismo preciso de contaminacién no ha sido determinado, aunque el 12 de octubre de
ese mismo afio las autoridades detectaron la misma cepa bacteriana en el estiércol de
ganado en un rancho cercano a la planta procesadora y se sospech6 que pudo haber sido

la fuente de contaminacién (CDC, 2006).

Para finales del 2006 un nuevo brote de enfermedades por alimentos
contaminados se present6 en 5 diferentes estados de Estados Unidos por el consumo de
lechuga en la cadena de comida rdpida “Taco Bell”. De 71 personas que presentaban
enfermedad, se confirmaron 52 casos que tenfan la misma cepa de E. coli O157:H7
identificada y clasificada por su ADN. Como parte de la investigacion la FDA identifico
que la fuente de contaminaciéon pudo ser causada por lechuga rallada consumida en la
cadena de restaurantes “Taco Bell” y debido a que varios restaurantes de diferentes
estados estuvieron involucrados en el brote en el mismo periodo, se asegurdé que la
contaminacion de lechuga ocurri6 antes de que llegara a los restaurantes, el proveedor de
esta cadena de restaurantes (ReadyPac), informé que recibi6 la lechuga de una gran
variedad de fincas de todo el pais, por lo cual no se supo con exactitud el origen de la

lechuga contaminada (CDC, 2006).
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5.5. Brotes de enfermedades causadas por vegetales cultivados en México

Aunque histéricamente se han producido una gran cantidad de brotes en EUA por
el consumo de frutas y vegetales, unos cuantos brotes han sido implicados con vegetales

producidos en nuestro pais, los cuales describimos a continuacién:

5.5.1. Brote de Hepatitis A asociado con cebollin

El departamento de salud de Pennsylvania y el Centro de Control y Prevencion de
Enfermedades de Estados Unidos (CDC), investigd un brote de hepatitis A en Monaca,
Pennsylvania, donde 555 fueron infectadas y 3 personas murieron. Se realizé un anélisis

de secuencia del virus el cual arrojé que las secuencias eran idénticas.

Este brote se dio en un restaurante, donde se identific6 que ninguno de los
trabajadores estaba enfermo de hepatitis A, asi que estos no fueron responsables del
brote. Se concluy6 que las causantes del brote fueron los cebollines presentes en la salsa
elaborada en este restaurante, y que la contaminacion con VHA se presenté durante la
distribucién, crecimiento, cosecha, empacado o refrigeraciéon. Las investigaciones de
trazabilidad de estos vegetales comprobaron que provenian de una o mds granjas en

México (CDC, 2003).

La secuencia genética de la cepa relacionada con el brote fue muy similar a las
secuencias obtenidas de personas involucradas en brotes de hepatitis A en Tennessee,
Georgia y Carolina del Norte durante septiembre del 2003 y se encontré que cebollines
crudos de tres granjas de México fueron los responsables de estos brotes. La
contaminacioén en la granja pudo haber ocurrido por trabajadores o nifios infectados que
estuvieron en contacto con el producto durante la cosecha o por el contacto de agua
contaminada con VHA durante el riego, procesamiento o refrigeracion del producto

(CDC, 2003).
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5.5.2.Brote de Salmonella serotipo Poona asociada con melén

Un total de 155 brotes de Salmonella serotipo Poona se presentaron en diversos
estados de EUA durante los afios 2000, 2001 y 2002 por el consumo de melén. La FDA
en conjunto con las agencias estatales de regulacion de alimentos realizaron
investigaciones de rastreo de melén en los puntos de venta, donde se identificé que los
melones eran provenientes de granjas de México. En respuesta a los brotes del 2000 y
2001 la FDA realizé investigaciones agricolas en México y concluyé que no se
establecieron medidas para minimizar la contaminacién microbiana en las diferentes
etapas del cultivo como riego, cosecha, empaque y refrigeracion del meldn. Las posibles
fuentes de contaminacidn encontradas fueron el riego del campo con agua contaminada
de aguas residuales, pocas o nulas préicticas de higiene por parte de los trabajadores de la
granja que estdn implicados en el procesamiento (lavado y empacado) del melon, la
existencia de plagas en el drea de empacado de la granja y falta de limpieza y

desinfeccion del equipo que entra en contacto con el melén (CDC, 2002).

En asociacion con el brote en el 2001 la FDA ordené detener la importacion de
melones proveniente de México y la empresa que recibia estas importaciones se retirg
voluntariamente del mercado estos productos. En relacién con el brote del 2002, el
importador retir6 voluntariamente el producto contaminado y la FDA emiti6 una alerta de
importacion de meldn que detuvo la entrada a los puertos de Estados Unidos a todos estos

productos provenientes de México (CDC, 2002).

La FDA en conjunto con el gobierno de México continda trabajando en un
programa de seguridad alimentaria para la produccién, empacado y entrega de mel6n

fresco (CDC, 2002).
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5.5.3. Brote de Salmonella serotipo Saintpaul asociada con tomate y chile

Como base de este estudio se tom6 en cuenta este brote ocurrido en el 2008 en
Estados Unidos. A continuacién se presenta en orden cronoldgico las acciones que se
tomaron por parte del centro de Control y Prevencién de Enfermedades de Estados
Unidos (CDC) y la FDA para evitar el aumento de personas enfermas y la propagacion

del brote.

El CDC anunci6 el brote de Salmonella serotipo Saintpaul el 2 de junio, 2008. Al
dia siguiente, 3 de junio, la FDA emiti6 una advertencia a consumidores en Texas y
Nuevo México de no comer tomates rojos redondos, ya que después de las entrevistas, se
identific6 el consumo de tomates crudos como la fuente probable de las enfermedades

(Cuite, 2009).

En 30 de junio siguiente, el CDC anuncié que su investigacion epidemioldgica
identific6 focos de enfermedades entre personas que comieron en restaurantes y se
realizaron investigaciones para identificar a los alimentos cominmente consumidos con
tomates, en los alimentos analizados se encontrd un tipo de salsa que pudo haber sido la
causante del brote. El 7 de julio el CDC identificé al cilantro y chile jalapeio fresco,
ingredientes de la salsa, también pudieron haber estado implicados en el brote de S.
Saintpaul. Dos dias después, se reporto que el chile jalapefio caus6 algun tipo malestar en
los pacientes del brote, asi mismo se anunci6 que se evitara el consumo de chiles
jalapefos y serranos crudos. Para el 17 de julio, la FDA retir6 la advertencia de no comer
tomates diciendo que ya no se encontraban en el mercado tomates frescos relacionados
con el brote. Sin embargo la FDA advirti6é que evidencias epidemiolégicas mostraron que
el chile jalapefio y serrano crudos probablemente estuvieron ligados con el mismo brote

de Salmonella (Cuite, 2009).

El 21 de julio, Agricola Zaragoza, Inc. hizo devolver los chiles jalapefio que
fueron distribuidos en Georgia y Texas, debido al riesgo de que se pudieran contaminar

sus productos con Salmonella. La recuperacién del producto fue como resultado del
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muestreo realizado por la FDA, en el cual revelaron que una compaiia empacadora de
chile jalapefio estaba contaminada con la misma cepa de S. Saintpaul responsable del

brote (Cuite, 2009).

El 25 de julio, la FDA dio un aviso que el chile jalapefio y serrano producido en
Estados Unidos no estaba relacionado con el brote de S. Saintpaul. Igualmente se anuncié
que la empresa Agricola Zaragoza no fue la original fuente de contaminacién. Al mismo
tiempo la FDA anunci6 a los consumidores que evitaran el chile jalapefio y alimentos que
pudieran contener chile que hubiera sido sembrado, cosechado o empacado en México. El
30 de julio la FDA extendié su advertencia de no consumir chile serrano crudo

proveniente de México ni ningtn alimento que lo contuviera (Cuite, 2009).

Finalmente el 28 de agosto el CDC anuncié que el brote de S. Saintpaul parecia
haber terminado. Ese mismo dia la FDA levant6 la advertencia con respecto al consumo

de chile jalapefio y serrano de México (Cuite, 2009).

En ultima instancia se reportaron 1442 casos de enfermedad en 43 estados que
fueron ligados con el brote. De éstos, al menos 286 casos resultaron en hospitalizacion, y
la infeccidn tal vez contribuy6 a la muerte de dos personas. Las investigaciones sugieren
que para cada caso reportado existen 38.6 casos sin reportar. Este brote de S. Saintpaul ha
sido uno de los mas grandes de Estados Unidos en mas de una década, y es de

importancia para la salud publica evitar este tipo de riegos (Cuite, 2009).

Es por esto que la calidad e inocuidad de los alimentos que son consumidos
crudos como frutas y vegetales debe estar presente desde el momento de la siembra hasta
su consumo, para lo cual se requieren estudios en el campo y punto de venta que puedan
a ayudar a identificar los posibles riesgos de contaminacién por patogenos. Esta
investigacién proporcionard datos sobre la calidad microbiolégica del cultivo de chile

jalapefio de gran importancia para los productores y consumidores.
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6. HIPOTESIS

Las muestras tomadas del chile jalapefio (C. annuum), chile serrano (C. annuum
var accuminatum) y del ambiente estdn contaminadas con microorganismos indicadores.
Existe asociaciéon entre los niveles microbioldgicos en el producto con los niveles

microbioldgicos de las manos de trabajadores, agua y suelo.
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Identificar, mediante muestreos realizados en campo y punto de venta, el perfil
microbiolégico del chile jalapefio (C. annuum) y chile serrano (C. annuum var

accuminatum) que se vende y se cultiva en el drea metropolitana de Monterrey.

7.2. Objetivos particulares

e Determinar los niveles de contaminacién por microorganismos indicadores y
patéogenos en el chile jalapefio (C. annuum) y serrano (C. annuum var
accuminatum) en punto de venta en Monterrey, N.L.

e Realizar un muestreo en campo del producto, agua, suelo y de manos de los
trabajadores.

e Identificar contaminacién microbiana existente, mediante el analisis de las
muestras previamente recolectadas.

e Determinar la asociacién entre los niveles microbiolégicos del producto y los

niveles microbioldgicos en manos, agua y suelo.
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8. METODOS

8.1. Andlisis de la calidad microbioldgica de chile jalapefio y chile serrano en punto de

venta

8.1.1. Muestreo

Las muestras recolectadas en esta investigacion se adquirieron en los municipios
de Guadalupe, San Nicolds de los Garza, Monterrey, Escobedo y San Pedro Garza Garcia

del estado de Nuevo Leon durante el periodo de octubre del 2010 a enero del 2011.

Los lugares de muestreo fueron tiendas de autoservicio o supermercados y
mercados populares de donde se colectaron un total de 80 muestras que comprendian 40
de chile jalapefio y 40 chile serrano, 20 esas muestras fueron recolectadas de
supermercados y las 20 restantes de mercados populares. Se seleccionaron vegetales
maduros sin ningin dafio visible, se tomd la muestra de forma que tuviera el menor
contacto con las manos y después fueron colocadas dentro de una bolsa y trasportadas en
frio al laboratorio para ser procesadas en un lapso no mayor a 24 horas después de su

recoleccidn.

Las muestras colectadas de chile serrano y chile jalapefio se separaron en dos
partes para su procesamiento: el tallo y la parte comestible o fruto para realizar analisis
de cuenta total de bacterias mesofilicas, coliformes totales, coliformes fecales, E. coli

O157:H7 y Salmonella spp. por separado.
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8.1.2. Andlisis microbioldgicos

8.1.2.1. Microorganismos indicadores

8.1.2.1.1. Preparacién de la muestra

Se pesaron 10 g de la muestra a analizar y se le adicionaron 90 ml de agua
peptonada al 0.1% a una bolsa estéril de plastico. Se homogenizé por 1 minuto en un
homogeneizador peristdltico (Stomacher Labeasy), hasta obtener una suspension
completa y homogénea. En seguida se procedi6 a realizar diluciones, para lo cual, a partir
de la muestra original se tomaron 200 ul y se colocaron en un tubo con 1800 ul de
solucién salina estéril al 0.85% y se homogenizé en un equipo vortex. Se realizaron 3
diluciones seriadas para analizar la parte comestible y 4 diluciones seriadas para analizar

el tallo.

8.1.2.1.2. Determinacién de Cuenta Total de Mesofilicos Aerobios (MA)

La realizacion de este andlisis se llevo acabo de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-092-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la cuenta de
bacterias aerobias en placa. Después de preparar las diluciones de las muestras
colectadas, se colocaron 100 ul del tubo de dilucién correspondiente en una placa estéril
de 3 divisiones y se le agregé de 10 a 12 ml de agar cuenta en placa (ACP, Becton &
Dickinson, MD, USA) previamente estéril temperados a 45°C, se mezclaron, se dejo
solidificar y se incubaron a 35 °C por 48 horas. Para la lectura se seleccionaron placas

que tenfan un numero de entre 25 a 250 UFC.

8.1.2.1.3. Determinacién de Coliformes Totales (CT)

La realizacion de este analisis se llevd acabo de acuerdo con el Manual Analitico

Bacteriologico (Bacteriological Analytical Manual, BAM, 2002) de la FDA. De las

muestras preparadas, se tomaron 100 ul del tubo de dilucién correspondiente y se
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colocaron en una placa estéril de 3 divisiones a la que se le agregaron de 10 a 12 ml de
agar bilis rojo violeta (RVBA, Becton & Dickinson, MD, USA) previamente hervido y
temperado a 50 °C, se mezclaron y se dejé solidificar; una vez solidificado se adicion6
una doble capa de aproximadamente 5 ml del mismo agar adicionado con 4-
Metilumbeliferil-B-D-glucuronidato (MUG) y se dej6 solidificar nuevamente; esta doble
capa ayudé a diferenciar E.coli de entre los coliformes. Se incubaron a 35 °C por 24
horas. Se contaron colonias rojas-moradas rodeadas por precipitado de acidos biliares y
se seleccionaron placas que tenian entre 25 a 250 UFC, asi mismo se observaron bajo luz
ultravioleta para la deteccion de E. coli tomando como positivas las colonias que

presentaban fluorescencia.

8.1.2.1.4 Determinacién de Coliformes Fecales (CF)

Para conocer la existencia de coliformes fecales, de las placas de agar bilis rojo
violeta se seleccionaron las colonias representativas, se pasaron a tubos con 5 ml de caldo
E. coli (Becton & Dickinson, MD, USA) con campana de Durham, se incubaron a 48°C y

se revisaron los tubos con produccion de gas a 24 y 48 horas.

Para determinar el nimero de coliformes fecales por gramo se multiplicé el
nimero de colonias sospechosas en el agar bilis rojo violeta por el porcentaje de tubos

confirmados como positivos por el factor de dilucion.

8.1.2.2. Microorganismos patégenos

8.1.2.2.1. Determinacion de E. coli O157:H7

Para saber si E. coli O157:H7 estaba presente en las muestras analizadas, de los
tubos con caldo E. coli confirmados como positivos se tomé una azada y se estriaron en
agar eosina y azul de metileno (EMB, Becton & Dickinson, MD, USA) y en agar
MacConkey-sorbitol (SMAC, Becton & Dickinson, MD, USA) suplementado con telurito

y cefixima, se incubaron a 35 °C por 24 horas. Se tomaron como presuntivas las colonias
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negras con centro obscuro y brillo metédlico en agar EMB y colonias incoloras o beige sin

brillo y resultado negativo a sorbitol en el agar SMAC.

8.1.2.2.2. Determinacion de Salmonella spp.

La elaboracién de este analisis se llevo acabo de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana NOM-114-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para la determinacién de

Salmonella en alimentos.

8.1.2.2.2.1. Preenriquecimiento

Se pesaron asépticamente 25 g de muestra y se le agregé 225 ml de caldo
lactosado (LC, Dickinson and company, MD, USA) estéril como medio de
preenriquecimiento, se dejé reposar por 1 hora a temperatura ambiente, pasado este
tiempo se midi6 el pH con un potenciémetro (Hanna instruments), se ajusté a un pH de
6.8 = 0.2 con hidréxido de sodio 1 N o 4cido clorhidrico 1 N estériles y se mezcld. Se

incub6 a 35 °C por 24 horas.

8.1.2.2.2.2. Enriquecimiento selectivo

Una vez pasado el tiempo de incubacion del preenriquecimiento se agitd
suavemente la muestra y se tomo 1ml de la mezcla a un tubo que contenia 5 ml de caldo
selenito cistina (CS, Becton & Dickinson, MD, USA) y Iml a otro tubo con medio
Vassiliadis-Rappaport (RV, Becton & Dickinson, MD, USA). Se incub6 a 35 °C por 24

horas.

8.1.2.2.2.3. Aislamiento

Se tomo una azada de los tubos de CS y RV, previamente agitados y se estrid en
el agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD, Becton & Dickinson, MD, USA), en agar
Verde Brillante (VB, Becton & Dickinson, MD, USA) y en agar Salmonella Shigella (SS,
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Becton & Dickinson, MD, USA). Se incubaron las placas a 35 °C por 24 horas. Se
examinaron las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de Salmonella de
acuerdo con las siguientes caracteristicas:

Agar XLD: Colonias rosas o rojas que pueden ser transparentes con o sin centro negro.
En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente negras.

Agar VB: Colonias rosas o rojas que pueden ser transparentes rodeadas por medio
enrojecido.

Agar SS: Colonias translicidas, ocasionalmente opacas. Algunas colonias dan centro

negro.

8.1.2.2.2.4. Identificacién bioquimica

Se seleccionaron al menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo que se
encontraban bien aisladas. Se tomo el centro de cada colonia y se inocularon 2 tubos, uno
con agar triple aztcar hierro (TSI, Becton & Dickinson, MD, USA) y otro con agar hierro
lisina (LIA, Becton & Dickinson, MD, USA), por estria en superficie inclinada y por
puncién en el fondo. Asi mismo se inocularon tubos de TSI y LIA con su respectivo
control positivo y negativo. Posteriormente se incubaron a 35 °C por 24 horas y se
almacenaron en refrigeracion las placas de los medios selectivos por si era necesario

retomar mas colonias.

Se observo el crecimiento en los tubos y se considerd presuntivamente positiva
para Salmonella las colonias que dieron las siguientes reacciones: Agar TSI: En el fondo
se observd el vire del indicador debido a la fermentacion de la glucosa; en la superficie
del medio se observé un color rojo mas intenso que el medio original debido a la no
fermentacion de la lactosa ni de la sacarosa. En la mayoria de los casos se observo
coloracion negra a lo largo de la puncién debido a la produccién de dcido sulfihidrico.
Agar LIA: Se observd intensificacion del color purpura en todo el tubo por la
descarboxilacion de la lisina. La mayoria de las cepas de Salmonella producen acido

sulfihidrico en este medio con ennegrecimiento a lo largo de la puncién.
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8.1.2.2.2.5. Prueba de ureasa

Se seleccionaron al menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo que se
encontraban bien aisladas. Se tocé al centro de cada colonia y se inoculé. Se utiliz6 como
control positivo la cepa Proteus mirabilis ATTC 7002 para comparar el vire a color
purpura de las reacciones positivas y un control negativo con el color del medio original,

se incubd a 35 °C por 24 horas.

Se descartaron los cultivos que dieron ureasa positiva y se conservaron los

cultivos que dieron la prueba negativa (sin cambio de color en el medio).

8.1.2.2.3. Confirmacién de patégenos presuntivos

Las muestras que arrojaron resultados positivos a los andlisis de patdgenos se
confirmaron por medio de la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),

tanto para Salmonella como para E. coli O157H:7 como se describe a continuacion.

8.1.2.2.3.1. Extraccion de DNA

Las cepas se sembraron en 5ml de caldo Infusién Cerebro Corazén (ICC, Becton
& Dickinson, MD, USA) y se incubaron a 37 °C por 24 horas. Posteriormente se tomaron
0.5 ml del cultivo y se homogenizaron con 1 ml de amortiguador salino de fosfatos (PBS,
0.05M). Se centrifugé a 9000 x g por tres minutos y en seguida se realizaron dos lavados
con PBS y finalmente uno con agua miliQ. El precipitado fue resuspendido en 50 ul de
agua miliQ. Las muestras se diluyeron 1:10 con Tritén X-100 al 1%, y se calentaron en
bafio de agua a 95-100 °C por cinco minutos y en seguida se enfriaron inmediatamente en

hielo. Después, se tomaron 2 ul que sirvié como templado para la amplificacion.
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8.1.2.2.3.2. Amplificacién

A los 2 pl del ADN extraido se le adicion6 23 ul de la mezcla de reaccién que
contenia 50 mmol/l Tris-HCI (pH 8.5), 0.20 mmol/l KCI, 3 mmol/l MgCl,, 0.25 mmol/l
de cada uno de los 4 desoxirribunucleétidos (dATP, dGTP, dTTP y dCTP), 0.25 pumol/l
de cada oligonucledtido (Tabla 2) y 0.9 U de Taq polimerasa. La amplificacién de la
reaccion se llevd a cabo en un termociclador (TermoHybaid) usando el protocolo
reportado por Wang et al. en 1997 que consistié en un ciclo de 94 °C por 15 segundos, 35
ciclos de 94 °C por 3 segundos, 50 °C por 10 segundos y 74 °C por 35 segundos y un
ciclo final de 74 °C por 2 minutos y 45 °C por 2 segundos.

Tabla 2.- Oligonucle6tidos usados y especie que identifican

Especies Gen PCR primers 5°- 3’ Producto
blanco (pb)

Salmonella invA Sal-3, TATCGCCACGTTCGGGCAA 275

spp- Sal-4, TCGCACCGTCAAAGGAACC

E. coli | hlyA 0157-3, GTAGGGAAGCGAACAGAG | 361

O157:H7 0157-4, AAGCTCCGTGTGCCTGAA

Fuente Wang, R.F., 1997

Los productos de la amplificacion fueron separados en un gel se agarosa al 2%
con una corriente de 120 v, posteriormente tefiidos con bromuro de etidio (50 pg/ml) y

finalmente visualizados bajo luz ultravioleta (Gel Logic 200, imaging system).

8.2. Analisis de la contaminacion durante la cadena de producciéon en campo

Se trabajaron 11 granjas productoras de chile jalapefio ubicadas en Cadereyta,

Nuevo Leodn, las cuales aceptaron a participar en el estudio. El muestreo se llevé a cabo

en la temporada de cosecha de chile jalapefo en el periodo de mayo a junio del 2011.
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En la primera visita a cada granja se elabor6 un mapa general de la misma,
igualmente se tomaron las coordenadas de cada uno de cuadros de cultivo y del agua de
pozo que se utilizaba para irrigar los cultivos. También se les realiz6 una entrevista a los
encargados de las granjas, donde se inclufan preguntas de logistica: hectareas de
producto, fechas de cosecha, dias de irrigacion, asi como la hora del dia en la que se

realiza la irrigacidn, equipo de trabajo, lugar de empaque, etc.

Se colectaron para andlisis epidemiolégico 11 cadenas de proceso de chile
jalapefio en la temporada de crecimiento mencionada anteriormente. Se definié como
cadena a los diferentes lugares y sustancias con las que el vegetal entr6 en contacto
durante todo el proceso de crecimiento, recoleccion, distribucion y hasta su salida de la
granja (Agua, suelo, manos de los trabajadores, etc.).

En total se colectaron:

11 muestras de suelo.

11 muestras de enjuague de producto en pre-cosecha.
11 muestras de enjuague de producto en cosecha.

11 muestras de enjuague de manos en cosecha.

11 muestras de enjuague de producto en distribucién.
11 muestras de enjuague de manos en distribucidn.

5 muestras de agua en el cultivo.

11 muestras del agua de pozo.

1 muestra de enjuague de producto en el empaque.

1 muestra de enjuague de manos en el empaque.

8.2.1. Seleccion del lugar de muestreo

Para seleccionar el lugar de donde se colectaron las muestras se utilizé una tabla
de nimeros aleatorios (Apéndice I) en donde se seleccioné un nimero al azar, este
nimero representd el nimero de pasos que se camind a lo largo del cultivo, si el nimero
de pasos sobrepasé la longitud del cultivo, no se tomd la muestra, sino que se volvid a

seleccionar otro nimero hasta que se consiguié un nimero que quedaba dentro de la
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longitud del mismo. Posteriormente se selecciond otro nimero aleatorio y este represento
el nimero de pasos a caminar a lo ancho del cultivo, nuevamente si el nimero de pasos
sobrepasé lo ancho del cultivo, no se tomé la muestra, sino que se selecciond otro
nimero hasta que se consiguié un nimero que quedaba dentro de lo ancho del mismo. Se
repitié este procedimiento hasta conseguir los 3 puntos de muestreo aleatorios en cada

cultivo.

8.2.2. Toma de muestra de suelo

Antes de tomar la muestra se revis6 que el material estuviera completo y en
condiciones adecuadas, una vez teniendo el material completo, se localiz6 el punto de
muestreo siguiendo el procedimiento anteriormente descrito de seleccion del lugar del
muestreo, se tomo la muestra de suelo antes de caminar por el area. Para esto, se insertd
una cuchara estéril en el suelo a un angulo de 45° y a una profundidad de 5 cm y se
colocd gradualmente en posicién paralela a la superficie del suelo, se repitié este
procedimiento 7 veces en un patréon circular no mayor de 30 cm de didmetro, lo
recolectado se colocé en una bolsa Whirl-Pak Nasco de 500 ml hasta completar una
muestra con un peso minimo de 100 g, se coloco la bolsa con suelo dentro de una hielera
con geles frios y se llené el formato de recoleccion de muestras. Se repitié este
procedimiento hasta conseguir las tres muestras de los tres diferentes puntos de muestreo

aleatorio.

8.2.3. Toma de muestra de vegetal

Una vez teniendo el material completo y en condiciones adecuadas para tomar la
muestra, se localiz6 el punto de muestreo siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente de seleccion del lugar del muestreo, se colocaron guantes de latex para

evitar la contaminacion de las muestras colectadas.

Se tomaron muestras del vegetal en diferentes etapas del proceso dentro de la

granja; la primera muestra de producto se tomé en precosecha, es decir, antes de que el
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vegetal estuviera en contacto con las personas que cosechan el vegetal, también se tomo
muestra de producto en cosecha (una vez que el trabajador ha desprendido el vegetal de
la planta), asi mismo se tom6 muestra del producto en distribucidn, entendiéndose como
distribucién al lugar donde el producto es recolectado en el campo de cultivo, colocado
en arpillas o costales y después transportado a la empacadora o al punto de venta y por
ultimo se tom6 muestra de producto en el empaque, entendiéndose esto como la
instalacion donde el producto es colocado en cajas o costales con maquinaria

especializada y después transportado para su exportacién o venta.

Para la muestra de producto en precosecha solamente se tom6 producto adecuado
para la cosecha, teniendo en cuenta que el vegetal estuviera maduro y que no presentara
signos de dafio por el sol o podrido, con unas pinzas estériles se tomé una muestra de 14
jalapefios, se coloc6 en una bolsa Whirl-Pak Nasco de 2 1 con 500 ml de agua peptonada
estéril al 0.1%, si en una planta no habia vegetal suficiente para tomar la muestra, se
colecté de una planta lo mds cercana posible a la anterior, se agit6 la bolsa con el
producto vigorosamente por 30 segundos, posteriormente se le dio masaje a la superficie
del producto por 60 segundos, tratando de masajear cada uno de los jalapefios contenidos
en la bolsa, después se agitd nuevamente la bolsa por otros 30 segundos. Debido a que
solo se iba a transportar el enjuague de producto, se sacO el jalapeiio de la bolsa
moviendo las manos desde la base hacia arriba con cuidado de no tirar el agua, se
etiqueto la bolsa con la leyenda “Producto Precosecha 17, se cerrd la bolsa y se colocd en
una hielera con geles frios, se llen6 el formato de coleccion de muestras y se repitio este

procedimiento hasta completar los tres lugares de muestreo aleatorios.

Para la recoleccion de la muestra de producto en cosecha, distribucion y empaque
se siguid el siguiente procedimiento: Primeramente se le leyd al trabajador el
consentimiento informado y se le pregunté si queria participar en el estudio, una vez que
el manipulador aceptd participar se le pidié que colocara 14 jalapeifios en una bolsa
Whirl-Pak Nasco de 2 1 con 500 ml de agua peptonada al 0.1% estéril. Por respeto al
tiempo del trabajador, inmediatamente después de recolectar la muestra de producto se

dejo la bolsa a un lado y se le pidi6 al trabajador muestra de sus manos (procedimiento
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que se mencionard mds adelante), una vez colectada esta muestra, se siguid el

procedimiento anteriormente mencionado,

8.2.4. Toma de muestra de manos

Antes de tomar la muestra se revisé que el material estuviera completo y en
condiciones adecuadas para tomar la muestra. Se tomé muestra de manos en los
diferentes lugares donde existe personal en contacto con el producto: cosecha,
distribucién y empaque (si se estaba empacando producto); en los tres lugares se siguid la

siguiente metodologia:

Primeramente se ley6 el guion oral del consentimiento informado al trabajador,
una vez que el trabajador entendid la informacién y acept6 dar la muestra de lavado de
manos se abrid la bolsa Whirl-Pak Nasco de 2 1 con 750 ml de agua peptonada al 0.1%,
se le pidi6 al manipulador que metiera una mano en la bolsa y la enjuagara por 30
segundos, después se le dio masaje a las manos del empleado por 60 segundos,
asegurdndose que se le di6 masaje a cada dedo, la palma, la mufieca y que se limpid
debajo de cada ufia con las manos todavia sumergidas en el agua; y se le pidié que
repitiera el mismo procedimiento con la otra mano, una vez tomada la muestra se le
proporcioné al trabajador papel secante para que secara sus manos y se agradecié su
ayuda, se cerr6 la bolsa y se etiquetd con la leyenda “Manos Cosecha, Distribucion o
Empaque” segun el lugar donde se tomé la muestra, se coloco en una hielera con geles
frios, se lleno el formato de colecciéon de muestra y repitié este procedimiento hasta
completar los tres lugares de muestreo aleatorios tanto de cosecha como de distribucién y

empaque.

Las muestras fueron transportadas al laboratorio tan pronto como fue posible para

su analisis.
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8.2.5. Toma de muestra de agua

Se tom6 muestra de agua de dos lugares diferentes. El primer lugar donde se tom6
muestra fue del agua en el campo de cultivo que se utiliza para irrigacion y por lo tanto
entra en contacto con la planta del producto analizado, a la cual se le llamé agua de sitio;
y el segundo lugar correspondia al agua del pozo que abastece al cultivo de chile

jalapefio, a la cual se le llam6 agua fuente.

Se colectd el agua de sitio en el lugar mds préximo donde el agua entra en
contacto con el producto, como el sistema de riego era por goteo se tuvo que desconectar
la manguera de la cintilla, ya que en esta manguera la presién era mayor que en la
cintilla, por lo tanto, el tiempo de colecta de muestra era menor, se limpié la manguera
con una torunda impregnada con hipoclorito de sodio, se dejo correr el agua por 30
segundos antes de colectar la muestra, se colecté 1.5 1 de agua en una bolsa Whirl-Pak
Nasco de 2 1 estéril, cuidando que la manguera no tocara las paredes de las bolsas, se
cerrd la bolsa y se volvid a conectar la manguera a la cintilla. Se colocé la muestra en
una hielera con geles frios, se llend el formato de coleccion de muestras, se repitié este

procedimiento hasta completar los tres lugares de muestreo aleatorios.

Para colectar la muestra de agua de fuente se localiz6 el pozo que abastecia el
cultivo, una vez ahi se limpié la manguera con una torunda impregnada con hipoclorito
de sodio, se dej6 fluir el agua por 30 segundos y se colectaron dos muestras de 2 1 de
agua en una bolsa Whirl-Pak Nasco estéril, cuidando que la manguera no tocara las
paredes de las bolsas, se cerrd la bolsa, se colocé la muestra en una hielera con geles
frios, se llend el formato de coleccidon de muestras. Las muestras fueron transportadas al

laboratorio tan pronto como fue posible para su andlisis.
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8.2.6. Anélisis microbiolégicos

8.2.6.1. Preparacion de muestra compuesta.

Una vez que llegaron las muestras al laboratorio se realizé una muestra compuesta
que consistié en un total de 100 g de las tres muestras de suelo, 1500 ml de las tres
muestras de producto, 2250 ml de las tres muestras de manos, 4.5 1 de agua de sitio o0 4 1
de agua fuente. Para asegurar que las muestras fueran homogéneas se mezclé cada una de
las bolsas que se tomaron en el campo, se roté cada bolsa 360° lentamente en forma
vertical 15 veces y de igual manera en forma horizontal 15 veces, y se agregaron las
cantidades iguales de cada uno de los tres puntos de 1 campo. Posteriormente se

homogenizé vigorosamente la muestra.

8.2.6.2. Analisis de microorganismos indicadores por dilucién

Una vez teniendo la muestra compuesta homogénea se procedi6 a pesar 25 g de
suelo, que posteriormente se agregaron a una bolsa Whirl-Pak de 200 ml con 75 ml de
agua peptonada estéril al 0.1%, se le dio masaje por 60 segundos hasta obtener una
mezcla homogénea y se dejé reposar 15 minutos y se procedié a la realizacién de
diluciones, para lo cual, a partir de la muestra original se tomaron 500 ul y se colocaron
en un tubo con 4.5 ml de solucion salina estéril al 0.85% y se homogenizé en un equipo
vortex y se repitid el mismo procedimiento haciendo dos diluciones seriadas. En el caso
de las muestras de enjuague de manos y enjuague de producto, de la muestra compuesta
homogénea se pasé directamente a hacer diluciones decimales tal como estd especificado

arriba.

8.2.6.2.1. Determinacion de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli

Para la determinacion de microorganismos indicadores se tomaron 100 ul de las

diluciones y se colocaron en una placa con aproximadamente 7 ml de agar Rapid E. coli 2

(Bio-Rad Laobratories Inc. Ca. USA) por el método de extension en placa, se esperd a
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que se secaran el inoculo en la placa. Las diluciones mds concentradas se incubaron a 42
°C durante 24 horas para la determinaciéon de coliformes fecales y E. coli, y las
diluciones menos concentradas se incubaron a 37 °C por 24 horas, para la cuantificacioén
de coliformes totales. Después de la incubacién se contaron las colonias, considerando
para coliformes totales y coliformes fecales las colonias de color azul o verde y para el

conteo de E. coli se tomaron unicamente colonias con coloracién morada.

8.2.6.2.2. Determinacion de Enterococos

Para la determinaciéon de Enterococos se tomaron 100 ul de las diluciones y se
colocaron en una placa con 7 ml de agar KF Streptococcus (Becton & Dikinson, MD.
USA), adicionado con 2,3,5-Cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) al 1%, y se sembr6 por el
método de extensidn en placa; se esperd a que se secara el inoculo en la placa y se
incubaron a 37 °C por 48 horas, para la cuantificaciéon de Enterococcus se contaron las

colonias de color rojo.

8.2.6.3. Andlisis de microorganismos indicadores por filtracion

8.2.6.3.1. Método de Filtracion

Para este método se prepard el equipo de filtracién como se muestra en la figura
1, una vez listo el equipo y utilizando unas pinzas estériles, se coloc6 una membrana
estéril de poro de 0.45 um (Cuadricula hacia arriba figura 2) sobre el portafiltro poroso,
posteriormente se colocd el embudo sobre el recepticulo, en seguida se colocd los
volumenes que se filtraron de las muestras mediante la bomba de vacio, una vez filtrado
el volumen se retir6 la membrana con el pinzas estériles y se colocé sobre el medio de

cultivo (NOM-244-SSA1-2008).
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Figura 2.- Membrana estéril de poro de 0.45 pm y pinzas de acero inoxidable

Para asegurar que no existiera contaminacion cruzada, se enjuagé el embudo de
filtracién con etanol al 70% y con agua estéril cada vez que se filtraban diferentes
volimenes y cada vez que filtraba una muestra diferente. Cada 10 muestras se hizo pasar
por la membrana agua peptonada al 0.1%, posteriormente la membrana utilizada para este
control se colocé en el medio de cultivo correspondiente y se incubd bajo las mismas

condiciones de las muestras.

8.2.6.3.2. Determinacién de coliformes totales, coliformes fecales y E. coli

Se utiliz6 el método de filtracion descrito anteriormente para la determinacion de

coliformes totales, fecales y E. coli, se hizo pasar por un embudo de filtracién volimenes
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de 50, 100 y 250 ml, una vez que se filtré el volumen correspondiente, cada membrana se
colocé en una placa con 7 ml de agar Rapid E. coli 2, los volimenes de 50 y 100 ml se
incubaron a 37°C para la cuenta de coliformes totales, otro juego de placas con
volimenes filtrados de 50, 100 y 250 se incubaron a 42°C, para la cuantificacién de
coliformes fecales, se tomaron colonias que desarrollaron color azul o verde para los
coliformes y para el conteo de E. coli se tomaron tinicamente colonias con coloracion

morada.

8.2.6.3.3. Determinacion de Enterococos

Para el caso de las muestras de agua, se hizo pasar por el embudo de filtracién con una
membrana estéril volimenes de 50, 100 y 250 ml y posteriormente la membrana se
colocd en una placa con 7 ml de agar KF Streptococcus. La incubacién e interpretacion se

realizé de la misma manera descrita en la seccion 8.2.6.2.2.

8.3. Pruebas estadisticas

Los resultados estadisticos se obtuvieron con el uso del programa SPSS Statistics
17.0. Para el estudio en punto de venta primeramente se hizo la prueba de Kolmogorov-
Smirnov para conocer si las variables tienen una distribucién normal, una vez teniendo

estos resultados se realizé el Analisis de Varianza (ANOVA).



Tabla 3.- Prueba Kolmogorov-Smirnov

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

LogMA | LogCT | LogCF
N 160 160 160}
Normal Parameters*®  Mean 5.73101 4.4131] 2.8078
Std. Deviation 1.47741| 1.59585( 1.16635
Most Extreme Absolute .064 061 234
Differences Positive 064 060 232
Negative -.057 -.061 -.234
Kolmogorov-Smirnov Z 814 169 2.958
Asymp. Sig. (2-tailed) 522 .596 .000}

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
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De acuerdo a los resultados de la tabla 3, se observé que las cuentas de Mesofilos

Aerobios (LogMA) y de Coliformes Totales (LogCT) cuentan con una distribucion

normal (sig > 0.050), por lo tanto se realiz6 ANOVA y por el contrario los resultados de

Coliformes Fecales (LLogCF) no tienen una distribucién normal (sig <0.050) por lo que se

realiz6 Tablas de Contingencia para analizar la relacién entre 2 o més variables usando la

2
prueba X~ de Pearson.
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9. RESULTADOS
9.1 Resultados del andlisis microbiol6gico en punto de venta

Un total de 160 muestras fueron recolectadas y analizadas durante el periodo de
octubre del 2010 a enero del 2011. Los productos procesados incluyeron la parte
comestible del chile serrano (40), tallo del chile serrano (40), chile jalapefio parte
comestible (40), tallo del chile jalapefio (40). De las 40 muestras de cada variedad
(serrano y jalapefio) de vegetal 20 fueron colectadas en supermercados o tiendas de

autoservicio y las 20 restantes se colectaron de mercados populares y/o ambulantes.

9.1.1. Cuenta total de microorganismos mesofilicos aerobios (MA)

Al analizar los chiles jalapefios y serranos, se observo que mas del 60% de las
muestras tuvieron cuentas mayores a 10° UFC/g en ambas variedades de chile (Tabla 4).
No se observé variacion entre las diferentes variedades de vegetal (Grafica 1), sin
embargo los resultados estadisticos mostraron que existia diferencia significativa (P>
0.05) entre las cuentas de organismos mesofilicos aerobios y las diferentes variedades de
chile, siendo la variedad de chile serrano la que mostré mayor carga microbiana (Grafica

2, F=6.497; P 0.012).

Tabla 4.- Rangos de la presencia de microorganismos mesofilicos aerdbicos en chile

jalapefio y serrano.

Numero de muestras positivas (%)
Rango de moos .
(UFC/g) JALAPENO SERRANO
<10 0 (0) 00
11-10° 1(1.25) 0 (0)
101 - 10° 2(2.5) 1(1.25)
1001 - 10* 9(11.25) 6(7.5)
10001 - 10° 18(22.5) 19(23.75)
>10° 50(62.5) 54(67.5)
Total 80(100) 80(100)
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MA en las diferentes varidades de
vegetal
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Grafica 1.- Niveles de microorganismos mesofilicos aerobios en chile serrano y chile

jalapeiio.
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Gréfica 2.- Distribucion de microorganismos mesofilicos aerdbios presentes en las

diferentes variedades de chile (P= 0.012).

9.1.1.1. Andlisis del tallo y parte comestible del vegetal.

Ademads se encontr6 que en las muestras de tallo de jalapefio las cuentas se
encontraron por encima de 10* UFC/g, y en las muestras de tallo de serrano todas las
cuentas se encontraron por encima de 10° UFC/g, sin embargo las cuentas de la parte

comestible de las diferentes variedades se encontraron distribuidas de 10' hasta >10°



71

UFC/g, en donde, el mayor porcentaje de muestras tanto de chile jalapefio como de chile

serrano (40% y 47.5% respectivamente) tuvieron cuentas entre 10* y 10° UFC/g (Tabla

5).

Tabla 5.- Cuentas de microorganismos mesofilicos aerobios comparadas entre las

variedades de producto y las diferentes partes del vegetal analizadas.

Numero de muestras con microorganismos en el rango (%)
Rangos de JALAPENO SERRANO
moos (UFC/g) | gruTO | TALLO | FRUTO | TALLO
<10 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
11-10° 1(2.5) 0(0) 0(0) 0(0)
101 —10° 2(27.5) 0(0) 1(2.5) 0(0)
1001 - 10 9(22.5) 0(0) 6(15) 0(0)
10001 - 10° 16(40) 2(5) 19(47.5) 0(0)
>10° 12(30) 38(95) 14(35) 40(100)
Total 40(100) 40(100) 40(100) 40(100)

100
90
80
70
60
50
40

% de muestras

MA en las diferentes partes del vegetal

= Jalapeno fruto
m JalapernoTallo
m Serrano Fruto

m Serrano Tallo

Grafica 3.- Niveles de microorganismos mesofilicos aerobios presentes en las diferentes

partes del vegetal.
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El andlisis estadistico mostré que existia diferencia significativa (P> 0.05) entre

las diferentes partes del producto analizadas (fruto y tallo), F = 16.899 P = 0.000 (Grafica
4).

Producto

M Jalapefio
[ serrano

8.007

6.00-

LogMA

4.00

2.007

T T
Fruto Tallo

Localizacion

Grafica 4.- Distribucion de microorganismos mesofilos aerobios en las diferentes partes

del vegetal analizado (P = 0.000).
9.1.1.2. Andlisis de muestras por municipio de compra.

Al comparar las cuentas de mesofilicos aerobios entre los diferentes municipios
de donde provenian las muestras, encontramos que el municipio de Guadalupe fue el que
presentd mayor numero de muestras con cuentas mayores a 10° UFC/g tanto en chile
jalapefio como en chile serrano con 75 y 93.75 % respectivamente (tabla 6). En tanto el
municipio de Escobedo fue el que presenté menor porcentaje de muestras con cuentas

mayores a 10° UFC/g con 43.75% correspondiente al jalapefio y 50% a serrano.
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Tabla 6.- Cuentas de microorganismos mesofilicos aerobios obtenidas de muestras

colectadas en diferentes municipios del drea Metropolitana de Monterrey, N.L.

Nimero de muestras positivas (%)

RANGOS GUADALUPE SAN NICOLAS MONTERREY ESCOBEDO SAN PEDRO
UFCle J S ] S ] S ] S ] S
<10 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
11-10? 0(0) 0(0) 1(6.25) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
101 -10° 0(0) 0(0) 2(12.5) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 1(6.25) 0(0) 0(0)
1001 —10* | 1(625) | 1(6.25) 0(0) 1625) | 2(12.5) | 2(12.5) | 425 | 1625 | 2(125) | 1(6.25)
10(1)851 T ] 331875) 0(0) 3(18.75) | 531.25) | 4@25) | 5(31.25) | 5(31.25) | 6(37.5 | 3(18.75) | 3(18.75)
>10° 12(75) | 15(93.75) | 10(62.5) | 10(62.5) | 10(62.5) | 9(56.25) | 7(43.75) | 8(50) | 11(68.75) | 12(75)
Total 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100)

J=Jalapefo, S= Serrano

MA por municipio de muestreo
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Grafica 5.- Niveles de microorganismos mesofilicos aerobios obtenidos en el chile

jalapefio (J) y serrano (S) agrupados por municipios de muestreo.
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Los resultados fueron evaluados mediante Andlisis de Varianza el cual mostré
que existia diferencia significativa (P> 0.05) en la cuenta de microorganismos mesofilicos

aerobios dependiendo del municipio donde se obtuvieron las muestras (Grafica 6, F=

2.754 P=0.031).
- Municipio

Producto

M Jalapeiio
[ serrano

LogMA

2.00
G;I)e. Mty. Esc. S.P.
Gréfica 6.- Distribucidon de microorganismos Mesofilicos aerdbios presentes en chile

jalapefo y serrano en los diferentes municipios analizados. (P = 0.031)
9.1.1.3. Andlisis de muestras por establecimiento de compra.

En la comparaciéon de las cuentas de mesofilicos aerobios por el tipo de
establecimiento de compra, se observé que el chile serrano adquirido en mercados
pequefios tubo mayor porcentaje de muestras con cuentas mayores a 10° UFC/g (70%),
asi mismo de las adquiridas en supermercado las muestras de serrano fueron las de mayor
nimero de cuentas por encima de 10° UFC/g con el 65% (Tabla 7, Grafica 7), sin
embargo al realizar el andlisis estadistico no se encontré diferencia significativa entre las
cuentas de mesofilicos aerobios y los diferentes lugares de compra (P= 0.135). (Grafica

8).
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Tabla 7.- Rangos de microorganismos mesofilicos aerobios de acuerdo al tipo de

establecimiento de donde provenia la muestra.

Niimero de muestras positivas (%)

RANGOS SUPERMERCADO MERCADO
UFC/g JALAPENO | SERRANO | JALAPENO | SERRANO
<10 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
11102 0(0) 0(0) 1(2.5) 0(0)
101 - 10° 2(5) 0(0) 0(0) 1(2.5)
1001 — 10° 5(12.5) 4(10) 4(10) 2(5)

10001 — 10° 8(20) 10(25) 10(25) 9(22.5)
>10° 25(62.5) 26(65) 25(62.5) 28(70)
Total 40(100) 40(100) 40(100) 40(100)
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Grafica 7.- Niveles de microorganismos mesofilicos aerobios obtenidos en las diferentes

variedades de vegetal agrupados por establecimiento de compra.



76

Producto

M Jalapeiio
Serrano

6.00

LogMA

i

T
Supermercado

T
Mercado
LugarCompra

Grafica 8.- Distribucion de los microorganismos mesofilicos aerdbicos en chile jalapeno

y serrano dependiendo del tipo de establecimiento donde fueron adquiridos (P= 0.135).

9.1.2. Coliformes Totales (CT)

Segun los resultados arrojados por las metodologias que se siguieron para la cuenta de
organismos coliformes totales (CT); se observd que el chile jalapeio es la variedad con
mayor carga microbiana teniendo un 36.25% de muestras con cuentas mayores de 10°

UFC/g. (tabla 8).

Tabla 8.- Rangos de microorganismos coliformes totales de acuerdo a la variedad de

vegetal analizado.

Niimero de muestras positivas (%)
Rangos de .
moos (UFC/g) | JALAPENO | SERRANO
<10 0(0) 0(0)
11-10° 11(13.75) 9(11.25)
101 —10° 6(7.5) 3(3.75)
1001 — 10* 21(26.25) 22(27.5)
10001 — 10° 13(16.25) 18(22.5)
>10° 29(36.25) 28(35)
Total 80(100) 80(100)
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Grafica 9.- Niveles de microorganismos coliformes totales obtenidos en las diferentes

variedades de vegetal.

El andlisis estadistico mostré que no existia diferencia significativa en las cuentas

de coliformes totales (P= 0.482), entre las dos variedades de chile analizadas (grafica

10).
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L T
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Grafica 10.- Distribucion de microorganismos coliformes totales en chile jalapefio y

s€rrano.



9.1.2.1. Andlisis del tallo y parte comestible del vegetal.

En general encontramos que el nimero de estos organismos en la mayoria de las
muestras fueron elevados (grafica 11). En la tabla 9 se puede observar que al igual que
los resultados de organismos mesofilicos aerobios, el mayor porcentaje de muestras que
tuvieron cuentas mayores a 10° fueron las de tallo tanto de jalapefio como de serrano con
57.5 y 52.5 % respectivamente, mientras que en el fruto del chile jalapefio se encontrd
que el mayor porcentaje de muestras (27.5%) tuvieron cuentas de 11-100 UFC/g y en el
fruto de chile serrano se observé que el 55% de las muestras tuvieron cuentas entre 10°-

10° UFC/g. El analisis estadistico mostr6 diferencia significativa (P> 0.05) entre las dos

regiones (tallo y fruto) analizadas (Grafica 12).

Tabla 9.- Rangos de microorganismos coliformes totales de acuerdo a la parte del fruto

analizada.
Rangos de moos Nimero de muestras positivas (%)
UFCl/g JALAPENO SERRANO
FRUTO TALLO FRUTO TALLO
<10 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
11— 10 11(27.5) 0(0) 9(22.5) 0(0)
101 —10° 6(15) 0(0) 3(7.5) 0(0)
1001 — 10* 10(25) 11(27.5) 11(27.5) 11(27.5)
10001 — 10° 7(17.5) 6(15) 11(27.5) 8(20)
>10° 6(15) 23(57.5) 6(15) 21(52.5)
Total 40 40 40 40
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Grafica 11.-Niveles de microorganismos coliformes totales presentes en chile jalapefio y

serrano, tanto en el fruto como en el tallo.
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Grafica 12.- Distribucién de los microorganismos coliformes totales en chile jalapefio y

serrano dependiendo de la parte del fruto que fue analizada (P = 0.000).
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9.1.2.2. Andlisis de muestras por municipio de compra.

Cuando comparamos las cuentas de organismos CT entre los diferentes
municipios de muestreo se encontré que 68.75% de las muestras analizadas de chile
serrano del municipio de Guadalupe tuvieron cuentas mayores a 10° UFC/g (Tabla 10),
mientras que el municipio de San Pedro el 56.25% mostré el mayor porcentaje de
muestras de chile jalapefio con cuentas por encima de 10° UFC/g, sin embargo, los
valores encontrados fueron menores a los reportados para microorganismos mesofilicos

aérobicos.

Tabla 10.- Cuentas de microorganismos coliformes totales obtenidas de muestras

colectadas en diferentes municipios del drea Metropolitana de Monterrey, N.L.

Numero de muestras positivas (%)

Rangos de GUADALUPE SAN NICOLAS MONTERREY ESCOBEDO SAN PEDRO
moos UFC/g J S J S J S J S J S
<10 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
11— 10 0(0) 0(0) 2012.5) | 2(12.5) | 4(25) | 2(12.5) | 3(18.75) | 3(18.75) | 2(12.5) | 2(12.5)
101 —10° 0(0) 0(0) 2(12.5) | 1(6.25) 0(0) 1(6.25) | 2(12.5) 0(0) 2(12.5) | 1(6.25)
1001 — 10* | 7(43.75) | 1(6.25) | 2(12.5) | 7(43.75) | 4(25) | 7(43.75) | 6(37.5) | 5(31.25) | 2(12.5) | 2(12.5)
10001 — 10° 4(25) 4(25) 3(18.75) | 3(18.75) | 2(12.5) | 5(31.25) | 3(18.75) | 4(25) 1(6.25) | 3(18.75)
>10° 5(31.25) | 11(68.75) | 7(43.75) | 3(18.75) | 6(37.5) | 1(6.25) | 2(12.5) 4(25) | 9(56.25) | 8(50)
Total 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100) | 16(100)
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Grafica 13.- Niveles de microorganismos coliformes totales presentes en chile jalapefio y
serrano, adquiridos en diferentes municipios.
El andlisis estadistico mostré que existia diferencia significativa (P> 0.05) entre

los municipios analizados con respecto a las cuentas de coliformes totales encontradas.

(Grafica 14).

Coliformes Totales

Producto

M Jalapeiio
[ serrano

8.00

6.00—
4.00 I I I I
2.00—

T T
Gpe. S.N. Mty . Esc. s.P.

LogCT

Municipio

Grafica 14.- Distribucion de los microorganismos coliformes totales en chile jalapefio y

serrano dependiendo del municipio de donde fueron adquiridos. (P = 0.008).

9.1.2.3. Andlisis de muestras por establecimiento de compra.

Comparando los resultados obtenidos de las cuentas de coliformes totales entre
los diferentes establecimientos de compra (Tabla 11 y Grafica 15) se observé que 37.5%
las muestras de chile jalapefio adquiridas en supermercado tuvieron cuentas mayores a
10, en tanto que estos niveles fueron observados en el 32.5% de las muestras de serrano
adquiridas en supermercado y en las muestras tanto de serrano como de jalapefio
adquiridas en mercado mostraron porcentajes de entre 32.5 y 35%. No se encontrd
diferencia significativa entre las cuentas de coliformes totales de los diferentes

establecimientos de compra (Grafica 16).
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Tabla 11.- Rangos de microorganismos coliformes totales de acuerdo al establecimiento

de donde se adquirieron.

Numero de muestras positivas (%)
Rangos de moos SUPERMERCADO MERCADO
UFC/g JALAPENO | SERRANO | JALAPENO | SERRANO
<10 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
11-10° 4(10) 1(2.5) 7(17.5) 10(25)
101 — 10° 4(10) 2(5) 2(5) 1(2.5)
1001 — 10* 11(27.5) 11(27.5) 10(25) 11(27.5)
10001 — 10° 6(15) 12(30) 7(17.5) 7(17.5)
>10° 15(37.5) 14(35) 14(35) 13(32.5)
Total 40(100) 40(100) 40(100) 40(100)
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Grafica 15.-Niveles de microorganismos coliformes totales presentes en chile jalapefio y

serrano, de acuerdo al tipo de establecimiento de donde se adquirieron las muestras.
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Grafica 16.- Distribucion de los microorganismos coliformes totales en chile jalapefio y

serrano dependiendo del tipo de establecimiento donde fueron adquiridos (P= 0.204).

9.1.3. Coliformes fecales (CF)

En general se encontraron muy bajos niveles de microorganismos coliformes

fecales en las muestras de chile analizadas. El chile jalapefio present6 cuentas
ligeramente mds altas en comparacion con el chile serrano.

Tabla 12.- Rangos de microorganismos coliformes fecales en chile jalapefio y serrano

Niimero de muestras positivas (%)
RANGO 3
(UFCl/g) JALAPENO | SERRANO
<10 1(1.25) 3(3.75)
11-10° 36(45) 28(35)
101 -10° 7(8.75) 12(15)
1001 — 10* 29(36.25) 27(33.75)
10001 — 10° 6(7.5) 9(11.25)
>10° 1(1.25) 1(1.25)
Total 80(100) 80(100)
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Grafica 17.- Distribucién de las cuentas de microorganismos coliformes fecales

presentes en las muestras de jalapefio de los diferentes municipios.

El andlisis estadistico mostré que no existia dependencia significativa entre las

cuentas de coliformes fecales del chile jalapefio en los diferentes municipios muestreados

(X’=37.647 gl=40 P=0.577).
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Grafica 18.- Distribucion de las cuentas de microorganismos coliformes fecales

presentes en las muestras de chile serrano de los diferentes municipios.

El andlisis estadistico mostré que no existia dependencia significativa entre las

cuentas de coliformes fecales del chile serrano en los diferentes municipios muestreados

(x*=68.312 gl=56 P=0.125).
9.1.3.1. Andlisis del tallo y parte comestible del vegetal.

El andlisis de la presencia de microorganismos coliformes fecales en las
diferentes variedades de chile muestreadas se puede observar en la tabla 13 en donde
encontramos que en las muestras del fruto el mayor porcentaje de muestras estuvieron en
el rango de 11-100 UFC/g y por el contrario en las muestras de tallo de las diferentes
variedades de chile jalapefio se encuentraron en los rangos de 10°-10* UFC/g observando
el mismo patrén que en los resultados anteriores: la parte del tallo mostré mayor nimero

de microorganismos que la parte comestible o fruto.
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Tabla 13.- Rangos de microorganismos coliformes fecales de acuerdo a la parte

del vegetal analizada.

Niimero de muestras positivas para CF (%)
RANGO FRUTO TALLO
UFC/g |JALAPENO |[SERRANO | JALAPENO | SERRANO
<10 0(0) 2(5) 1(2.5) 1(2.5)
11-10 32(80) 25(62.5) 4(10) 3(7.5)
101 — 10° 7(17.5) 11(27.5) 0(0) 1(2.5)
1001 — 10* 1(2.5) 2(5) 28(70) 25(62.5)
10001 - 10° 0(0) 0(0) 6(15) 9(22.5)
>10° 0(0) 0(0) 1(2.5) 1(2.5)
Total 40(100) 40(100) 40(100) 40(100)
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Grafica 19.- Distribucién de las cuentas de microorganismos coliformes fecales presentes

en la parte comestible de las variedades de chile muestreadas.

El andlisis estadistico mostré que no existia dependencia significativa en las
cuentas de coliformes fecales del fruto entre los diferentes municipios muestreados

(x*=50.701 gl=40 P=0.120).
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Grafica 20.- Distribucién de las cuentas de microorganismos coliformes fecales presentes

en la parte del tallo de las variedades de chile muestreadas.

Igualmente el andlisis estadistico mostrd que no existia dependencia significativa
en las cuentas de coliformes fecales del tallo entre los diferentes municipios muestreados

(x’=51.352 gl=44 P=0.208).

9.1.3.2. Andlisis de muestras por establecimiento de compra.

En cuanto al andlisis de microorganismos coliformes fecales en los diferentes
vegetales muestreados se puede observar (tabla 14) que el mayor porcentaje de estas
muestras se encontraron en el rango de 11-100 UFC/g, la unica variacion existio en el
chile serrano adquirido en el supermercado el cual tuvo un mayor porcentaje de muestras

(42.5%) en el rango de 10°-10* UFC/g.
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Tabla 14.- Rangos de microorganismos coliformes fecales de acuerdo al establecimiento

de compra
Muestras positivas para CF (%)
SUPERMERCADO MERCADO
RANGO UFC/g ~ =
JALAPENO SERRANO JALAPENO SERRANO
<10 0(0) 1(2.5) 1(2.5) 2(5)
11-10% 17(42.5) 19(47.5) 15(37.5) 13(32.5)
101 -10° 5(12.5) 2(5) 8(20) 4(10)
1001 — 10* 13(32.5) 16(40) 10(25) 17(42.5)
10001 — 10° 5(12.5) 1(2.5) 6(15) 3(7.5)
>10° 0(0) 1(2.5) 0(0) 1(2.5)
Total 40(100) 40(100) 40(100) 40(100)
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Grafica 21.- Distribucion de las cuentas de microorganismos coliformes fecales

presentes en las muestras de supermercado de los diferentes municipios.

El andlisis estadistico mostré que no existia dependencia significativa entre las

cuentas de coliformes fecales de los supermercados en los diferentes municipios

muestreados (x’=45.685 gl= 48 P=0.568).
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Grafica 22.- Distribucion de las cuentas de microorganismos coliformes fecales

presentes en las muestras de mercados populares de los diferentes municipios.

El andlisis estadistico mostré que no existia dependencia significativa entre las
cuentas de coliformes fecales de los mercados en los diferentes municipios muestreados

(Mercado x’=43.589 gl=48 P=0.489).
9.1.4 Microorganismos Patégenos
De las 160 muestras analizadas se obtuvieron 6 muestras presuntivas y se

confirmé solo una muestra de chile jalapefio positiva para Salmonella spp. mediante la

técnica de PCR, esta muestra correspondia a la parte del tallo del vegetal.
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Grafica 23.- Porcentaje de muestras presuntivas de Salmonella y E. coli O157:H7

presentes en chile jalapefio y serranos.

9.2. Resultados del andlisis microbioldgico en campo

9.2.1 Muestreo

Un total de 84 muestras fueron recolectadas y analizadas durante el periodo de
mayo a junio de 2011. Los productos procesados incluyeron 11 muestras de suelo, 11
muestras de enjuague de producto en pre-cosecha, 11 muestras de enjuague de producto
en cosecha, 11 muestras de enjuague de manos en cosecha, 11 muestras de enjuague de
producto en distribucion, 11 muestras de enjuague de manos en distribucién, 5 muestras
de agua en el cultivo, 11 muestras del agua de pozo, 1 muestra de enjuague de producto

en el empaque, 1 muestra de enjuague de manos en el empaque (Apéndice 1),

En el estudio en campo se realiz6 el andlisis por cadena muestreada y el andlisis

por cada una de las muestras tomadas.
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9.2.2. Microorganismos coliformes totales (CT).

9.2.2.1. Resultados por cadena.

Encontramos que la mayoria de las cadenas analizadas tuvieron cuentas de
coliformes totales que iban en el rango <10 a 100. En el caso de las muestras
correspondientes a las cadenas 9, 10 y 11 no se analiz6 este parametro, ya que solo se

buscaron coliformes fecales (incubacién de las placas a 45°C).

En la grafica 24 se puede observar que la cadena 8 es en la que se encontré mayor
porcentaje (87.5%) de muestras menores a 10 UFC/ml y la cadena 6 con mayor

porcentaje (16.67%) de muestras con cuentas mayores a 10* UFC/ml.
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Grafica 24.- Niveles de coliformes totales obtenidos en el analisis de las diferentes

cadenas.

No encontramos diferencia significativa entre las cuentas de microorganismos
Coliformes Totales y las diferentes cadenas analizadas (Grafica 25.- F= 0.279, P =
0,959).
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Grafica 25.- Distribucidn de coliformes totales en las distintas cadenas analizadas.

9.2.2.2. Resultados por muestra

Asi mismo comparamos la presencia de coliformes totales en relacion al tipo de

muestra analizada, para lo cual consideramos diez tipos de muestras descritas en la tabla

15.

Tabla 15.- Descripcion de muestras analizadas.

M1 Producto Precosecha
M2 Suelo

M3 Agua de Sitio

M4 Agua de Fuente
M5 Producto Cosecha
M6 Manos Cosecha
M7 Producto Empaque
M8 Manos Empaque
M9 Manos Distribucién
MI10 Producto Distribucién

En la tabla 16 Se puede observar que la Gnica muestra con cuentas mayores a 10*
UFC/ml fue la muestra de suelo con un 75% de las muestras dentro de este rango, las

demads muestras tuvieron cuentas dentro del rango de 0-100 UFC/ml.
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Tabla 16.-Rangos de microorganismos coliformes totales presentes en las muestras

analizadas.
Numero de muestras positivas (%) en las muestras analizadas
RANGO
(UFC/ml) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 MS M9 M10
<10 0(0.0) 0(0.0) 3(75) 7(87.5) | 1(12.5) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0)

11 - 10? 7(100) | 1(12.5) | 1(25) | 1(12.5) | 7(87.5) | 6(85.71) 2(100) 2(100) | 7(100) | 7(100)

101-10° 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(14.29) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0)

1001 - 10° 0(0.0) 1(12.5) | 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0)

10001 — 10° 0(0.0) 6(75) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0)

>10° 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0)
Total 7(100) | 8(100) | 4(100) | 8(100) | 8(100) 7(100) 2(100) 2(100) | 7(100) | 7(100)
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Grafica 26.- Niveles de coliformes totales obtenidos en el andalisis de las diferentes

cadenas.

El andlisis estadistico mostré que todas las muestras se comportaron de manera
semejante en relacidon a su carga de coliformes totales, solo las muestras de suelo (M2)
mostraron diferencia significativa ya que tuvo cuentas muy altas de estos organismos

(grafica 27).
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Grafica 27.- Distribucion de coliformes totales en las distintas cadenas analizadas por

producto.

9.2.3. Microorganismos coliformes fecales (CF)

9.2.3.1. Resultados por cadena.

Los resultados obtenidos de las cuentas de microorganismos coliformes fecales
mostraron que en la mayoria de las cadenas estuvieron en niveles bajos (< 10° UFC/ml) y
solo el 14.29 % de la Cadena 10 estuvieron por encima de 10° UFC/ml. En algunos casos
la cantidad de muestra colectada fue insuficiente para realizar estos ensayos, como en el
caso de la cadena 1, por lo que solamente de esa cadena se analizé una sola muestra. El
andlisis estadistico no mostr6 diferencia significativa entre las cuentas de coliformes

fecales de las diferentes cadenas analizadas (grafica 29) F= 1.086 Sig. P= 0.388.
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Grafica 28.- Niveles de coliformes fecales obtenidos en el analisis de las diferentes

cadenas.
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Grafica 29.- Distribucion de coliformes fecales en las distintas cadenas analizadas.

9.2.3.2. Resultados por muestra.

Las cuentas de microorganismos coliformes fecales se observan en la tabla 17, en

donde se tienen que las muestras de Producto Empaque y Manos Empaque (M7 y M8)
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Unicamente cuentan con una muestra esto debido a que en ocasiones durante el muestreo

no se encontraban empacando el producto, asi mismo la muestra de manos en cosecha

(M6) fue la dnica que presentd cantidades mayores a 10° UFC/ml.

Tabla 17.-Rangos de microorganismos coliformes fecales presentes en las muestras

analizadas.
Numero de muestras positivas (%) en las diferentes muestras
RANGO
(UFC/ml) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10
<10 2(25) 0(0.0) | 4(100) | 6(100) | 2(25) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) 2(20) 4(40)
11 - 10 4(50) 1(9.09) | 0(0.0) | 0(0.0) | 3(37.5) | 6(66.67) | 1(100) | 1(100) | 6(60) 4(40)
101 -10’ 1(12.5) | 3(27.27) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0¢0.0) | 1(11.11) | 0¢0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) 1(10)
1001 - 10* 0(0.0) | 7(63.63) | 0(0.0) | 0(0.0) | 2(25) | 1(11.11) | 0(0.0) | 0(0.0) 1(10) 1(10)
10001 -
10° 1(12.5) | 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 1(12.5) | 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) 1(10) 0(0.0)
>10° 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 1(11.11) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) 0(0.0)
Total 8(100) | 11(100) | 4(100) | 6(100) | 8(100) | 9(100) | 1(100) | 1(100) | 10(100) | 10(100)

MIl=Producto Precosecha, M2=Suelo, M3=Agua de Sitio, M4=Agua de Fuente,

M5=Producto Cosecha, M6=Manos Cosecha, M7=Producto Empaque, M8=Manos

Empaque, M9=Manos Distribucion, M10=Producto Distribucion.

En la grafica 30 se puede observar que las muestras de agua de sitio y agua de

fuente (M3 y M4) son las que tienen cuentas menores de 10 y al hacer el andlisis el

andlisis ANOVA (grafica 31) se observé que no existe diferencia significativa entre las

cuentas de las 10 muestras analizadas (F=0.637; P=0.761).
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Grafica 30.-Niveles de coliformes fecales obtenidos en el analisis de las muestras.
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Grafica 31.- Distribucidn de coliformes fecales en las distintas muestras analizadas.

9.2.4. E. coli (EC)

9.2.4.1. Resultados por cadena
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Cuando se realiz6 la determinacion de E. coli en las diferentes muestras de las

cadenas colectadas la mayoria de las muestras contenian cuentas menores 100 UFC /ml,



Unicamente en la cadena 9 se encontré una sola muestra con cuentas mayores
UFC/ml (grafica 32).
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Grafica 32.-Niveles de E. coli obtenidos en el analisis de las diferentes cadenas.
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En el andlisis ANOVA realizado (grafica 33) arroj6 que no existia diferencia

significativa en las cuentas de E. coli entre las diferentes cadenas analizadas (F=0.820;

S=0.611).
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Grafica 33.- Distribucion de E. coli en las distintas cadenas analizadas.
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En el comparativo de E. coli por muestra se obtuvieron resultados similares al

comparativo por cadena con cuentas de entre 0-100 UFC/ml tnicamente en la muestra de

Manos Distribucién (M9), se encontré una muestra con cuentas mayor a 100 UFC/ml.

Tabla 18.-Rangos de E. coli presentes en las muestras analizadas.

Niveles de E.coli (UFC/ml) (% de muestras) presentes en las muestras.
RANGO

(UFC/ml) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 MS8 M9 M10
<10 5(83.33) | 0(0.0) | 2(100) | 5(100) | 4(100) | 6(60) 1(50) | 0(0.0) | 4(44.44) | 7(100)
11-10° 1(16.67) | 11(100) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) 4(40) 1(50) | 2(100) | 4(44.44) | 0(0.0)
101 -10° 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 1(11.11) | 0(0.0)
1001 - 10* 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0)
10001 - 10° 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0)
>10° 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0)
Total 6(100) | 11(100) | 2(100) | 5(100) | 4(100) | 10(100) | 2(100) | 2(100) | 9(100) | 7(100)

MI= Producto Precosecha, M2=Suelo, M3=Agua de Sitio, M4=Agua de Fuente,

M5=Producto Cosecha, M6= Manos Cosecha, M7= Producto Empaque, M8= Manos

Empaque, M9= Manos Distribucién, M10= Producto Distribucién.
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Grafica 34.-Niveles de E. coli obtenidos en el anéalisis de las diferentes muestras.
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Estadisticamente no existia diferencia significativa en las cuentas de E. coli entre

las diferentes muestras analizadas (Grafica 35, F=1.069; P=0.402).
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Grafica 35.-Distribucion de E. coli en las distintas muestras analizadas.
9.2.5. Enterococos (E)
9.2.5.1. Resultados por cadena
Los resultados obtenidos de las cuentas de Enterococos las cadenas 5,6,9, 10y 11

se obtuvieron cuentas < 10 — 10° UFC/ml, mientras que en la cadenas restantes se

obtuvieron cuentas de < 10 — 10* UFC/ml.



ENTEROCOCOS POR CADENA

60 7

50 1

40 1

30 1

% DE MUESTRAS

ii

c5
CADENA

(10 c11

UFC/mL
<10
111-102
®101-103
m1001-104
=10001-105
1>105

101

Grafica 36.-Niveles de Enterococcus obtenidos en el analisis de las diferentes cadenas.

En el andlisis de varianza no encontré diferencia significativa en las cuentas de

microorganismos Enterococos entre las cadenas analizadas (Grafica 37) obteniendo

resultados de F=1.727 y P=0.92.
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Grafica 37.-Distribucion de Enterococcus en las distintas cadenas analizadas.
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Las cuentas obtenidas de Enterococos se resumen en la tabla 23 En donde se

puede observar que las muestras de agua de sitio (M3) y agua de fuente (M4) son las que

cuentan con menor carga microbiana con el 100% de las muestras con cuentas menores a

10 UFC/ml. Ademas en el caso de las muestras que correspondieron a enjuague de manos

tanto en la cosecha como en la distribucién (M6 y M9) se obtuvieron cuentas de 100 —

10° UFC/ml.

Tabla 19.- Rangos de Enterococuus presentes en las muestras analizadas.

Numero de muestras positivas (%) Enterococuus en las diferentes muestras

RANGO
(UFC/ml) M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 MS M9 M10
<10 5(45.45) | 0(0.0) | 4(100) | 9(100) | 5(45.45) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 7(70)
11-10° 0(0.0) | 11(100) | 0(0.0) | 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0)
101-10° | 436.36) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 545.45) | 545.45) | 1(50) | 1(50) | 4(40) 2(20)
1001 - 10* 1(9.09) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) 0(0.0) | 4(36.36) | 0(0.0) | 0(0.0) | 3(30) 0(0.0)
10001 -10° | 1(9.09) | 000.0) | 000.0) | 0(0.0) | 1(9.09) | 2(18.18) | 1(50) | 1(50) | 3(30) 1(10)
>10° 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0) | 0(0.0)
Total 11(100) | 11(100) | 4(100) | 9(100) | 11(100) | 11(100) | 2(100) | 2(100) | 10(100) | 10(100)

M1= Producto Precosecha, M2=Suelo,

M3=Agua de Sitio, M4=Agua de Fuente,

M5=Producto Cosecha, M6= Manos Cosecha, M7= Producto Empaque, M8= Manos

Empaque, M9= Manos Distribucion, M10= Producto Distribucion.
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Grafica 38.-Niveles de Enterococcus obtenidos en el analisis de las diferentes muestras.




103

El resultado estadistico del andlisis ANOVA realizado arroj6 que no existia

diferencia significativa en las cuentas de Enterococos entre las diferentes muestras

analizadas (grafica 39 F = 1.428; P=0.193).
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Grafica 39.-Distribucion de Enterococcus en las distintas muestras analizadas.
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10. DISCUSION

En las dltimas décadas se han realizado diversas investigaciones para conocer la
calidad microbiana de diferentes productos vegetales como lechuga picada, espinacas,
zanahorias, melones, tomates, cilantro, etc. Sin embargo existe muy poco o nulo
conocimiento acerca de la calidad microbioldgica de los chiles jalapefios o serranos

destinados para su consumo fresco o en conserva (Liao et. al., 2010).

Es por esto que la primer parte de este estudio fue evaluar la calidad
microbioldgica del chile jalapefio y serrano en punto de venta y contar con datos que nos
permitan conocer un poco mds acerca de la calidad microbioldgica de estos productos,

tan importantes en la dieta nacional.

La segunda parte de este estudio también nos permitid evaluar la calidad
microbioldgica del chile jalapefio desde su origen: en el campo, en donde pudimos
analizar todo lo que entra en contacto con el vegetal y que puede influir directa o

indirectamente en su calidad final al momento de ser consumido.

10.1. Anélisis del chile jalapefio y serrano en punto de venta

De acuerdo con los resultados obtenidos encontramos que existe diferencia
significativa en la cuenta de mesofilos aerobios de las diferentes variedades de chile
analizadas (jalapefio y serrano), lo que es similar a lo obtenido por Gémez en el 2009
donde también se encontré que existia diferencia significativa en la cuenta de mesofilicos
aerobios dependiendo de los productos analizados. Asi mismo, los resultados encontrados
por Johnston et al., 2006 indicaron que los niveles de mesofilos aerobios en vegetales de
hojas verdes obtenidos en punto de venta estaban dentro del rango de 10*- 10° UFC/g, lo
que coincide con los resultados encontrados en este estudio ya que la mayoria de las
cuentas de mesofilos aerobios tuvieron valores elevados. Estos resultados encontrados
son congruentes ya que estas cuentas representan el nimero total de bacterias viables en

una muestra.
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Por el contrario los resultados de coliformes totales mostraron que no existia
diferencia significativa entre en las diferentes variedades de chile analizadas lo que no
coincide con los estudios anteriormente mencionados ya que las cuentas fueron muy
similares entre las dos variedades, asi mismo no se encontré dependencia significativa en

los analisis de coliformes fecales entre las variedades de chile analizadas.

Dentro de los resultados obtenidos en un trabajo realizado por Liao et. al., 2010
mostraron que en el tallo del chile jalapefio se encuentraba un mayor nimero de
microorganismos que en la parte comestible del mismo, estos resultados coinciden con
los de nuestro trabajo ya que se encontramos que existia diferencia significativa en las
cuentas de microorganismos mesofilos aerobios y de coliformes totales entre las
diferentes partes del producto analizadas, con mds del 90% de las cuentas del tallo por
encima de 10’ UFC/g. Esto puede ser debido a la textura del tallo, haciendo mas fécil la
adherencia y proliferacion de bacterias en esta region. Ademads, no solo se obtuvo mayor
nimero de cuentas de microorganismos en la parte del tallo del chile jalapefio, sino que
ademds, se encontré una muestra de tallo contaminada con Salmonella spp. mientras que
en la parte comestible del jalapefio las cuentas de microorganismos eran muy bajas y no
se encontr6 presencia de microorganismos patdgenos, lo cual coincide con las
investigaciones realizadas por Thunberg et al. y Ma et al., en el 2002 y 2010
respectivamente donde no se observo crecimiento de Salmonella spp. en la superficie de

vegetales como chile jalapefio entero, tomates enteros, lechuga, coliflor y brécoli.

A pesar de que las cuentas de mesofilos aerobios y de coliformes totales fueron
mayores en las muestras adquiridas en supermercados que en mercados populares y
contrario a lo que se esperaba, no se encontrd diferencia significativa en las cuentas de
mesofilos aerobios y coliformes totales entre los diferentes lugares donde se adquirieron
las muestras (mercado o supermercado), lo cual coincide con lo reportado en la
investigacion de Gomez, et al en el 2009 en donde no se encontré diferencia significativa
en los vegetales muestreados segun el establecimiento de compra ni tampoco se encontrd
dependencia significativa en las cuentas de coliformes fecales en los diferentes

establecimientos en donde se adquirieron las muestras.
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Ademds se encontr6 que existia diferencia significativa en las cuentas de
mesofilos aerobios y de coliformes totales entre los diferentes municipios muestreados,
siendo el municipio de Guadalupe, N.L. con el mayor nimero de cuentas (10°-10°
UFC/g), esto puede ser debido a que las muestras del municipio de Guadalupe fueron las
que se recolectaron primero en el mes de octubre, mientras que las demds muestras se
recolectaron en la temporada de invierno, pudiendo afectar la estacion del afio a los
microorganismos indicadores presentes en los vegetales, coincidiendo con el estudio
realizado por Ailes et al,. en el 2008 donde encontraron altas concentraciones de
microorganismos indicadores en las muestras adquiridas en el otofio (septiembre, octubre

y noviembre).

10.2. Anélisis microbioldgico del chile jalapefio en campo

En el muestreo que se realizé en el campo, se encontré que no existia diferencia
significativa en las cuentas de los andlisis de coliformes totales, coliformes fecales, E.
coli y Enterococos en las diferentes cadenas muestreadas, esto pudiera ser debido a que
no existia una gran variaciéon en el perfil microbiologico del chile jalapefio en las
diferentes granjas muestreadas de municipios que se dedican a la agricultura en Nuevo
Ledén, asi mismo encontramos que la mayoria de las cuentas fueron bajas (10-1000
UFC/ml), estos resultados fueron similares a los encontrados por Johnston et al. en el
2006 en donde también se obtuvieron cuentas bajas de microorganismos indicadores en

las muestras de vegetales tomadas durante el proceso de empacado.

En el andlisis de coliformes totales se encontré que existia diferencia significativa
de acuerdo a las diferentes muestras analizadas, siendo la muestra de suelo la que se
encontré con mayores cuentas (75% de muestras en el rango de 10*-10° UFC/ 2), lo que es
contrario al estudio de Orozco et al., 2008 en donde encontraron que las muestras de
suelo tomadas en granjas hidropdnicas de tomates en México tenian cuentas menores de
4.8 UFC/g esto puede ser debido a que en las granjas hidropénicas se elimina el uso de

suelo agricola.
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En el andlisis de microorganismos coliformes fecales en las muestras de manos
durante la cosecha se encontraron cuentas mayores a 10° UFC/ml y un 66% de estas
muestras con cuentas por encima de 10 UFC/ml, lo que pudo provocar una influencia en
los resultados encontrados en la muestra del producto en la cosecha ya que se encontré un
11% de estas muestras con cuentas mayores a 10° UFC/ml y un 37% de muestras con
cuentas mayores a 10 UFC/ml. Estos resultados son de gran trascendencia ya que las
manos de trabajadores han sido consideradas como una importante fuente de
contaminacién en alimentos, por ejemplo la investigacion realizada por Silvestro et al en
el 2004 quienes encontraron que la verotoxina producida por E. coli O157 fue
identificada en 4 empleados de una granja, pudiendo ser los responsables de un brote de

enfermedad transmitida por alimentos.

Asi mismo los resultados obtenidos de E. coli en las manos de los trabajadores
fueron bajos 3.14 UFC/mano de trabajador en la cosecha, estos resultados concuerdan
con los resultados en el estudio de Orozco et al., en el 2008 donde se reportaron cuentas

del genero Enterobacteriaceae de 2 UFC/mano de trabajador.

Ademads en este estudio se observé un incremento de E. coli de 12.73 UFC/mano
de trabajador en la distribucién y 10 UFC/mano de trabajador en el empaque, lo cual
pudiera ser debido al poco o nulo lavado de manos de los trabajadores durante toda la

jornada de trabajo.

En el anélisis de microorganismos coliformes fecales, E. coli y Enterococos en las
muestras tanto de agua sitio como de agua fuente se encontré6 muy poca carga microbiana
ya que el 100% de las muestras se encontraron con cuentas menores a 10 UFC/ml,
unicamente en el andlisis de coliformes totales se encontraron cuentas por encima de 10

UFC/ml.

Sin embargo, ain con la poca carga microbiana encontrada, el nimero de
coliformes totales y fecales rebasan el limite permitido por la organizacién mundial de la

salud el cual es de 100 coliformes por 100 ml de muestra.
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Asi mismo la Norma Oficial Mexicana NOM-CCA-033-ECOL/1993, que
establece las condiciones bacterioldgicas para el uso de aguas residuales de origen urbano
o municipal o de la mezcla de estas con la de los cuerpos de agua, en el riego de
hortalizas y productos hortofruticolas clasifica la calidad microbiolégica del agua segin
el nimero de coliformes totales por cada 100 ml y de acuerdo a esta clasificacion el agua
utilizada en los riegos de las granjas muestreadas en este estudio seria de tipo 2, la cual
contiene de 1 a 1,000 coliformes fecales por cada 100 ml, encontrdndose dentro de los
niveles aceptables, aunque estos niveles de microorganismos indicadores puedan

presentar un riesgo para la transmision de patdégenos hacia los alimentos que irrigados.

Uno de los objetivos de este estudio fue conocer el perfil microbioldgico del chile
jalapefio en el campo de cultivo por lo que fue importante analizar a detalle estos
resultados. En general se encontraron cargas microbianas bajas por ejemplo en el analisis
de coliformes totales las muestras de producto precosecha, cosecha, empaque y
distribucién las cuentas se encontraban en el rango de <10-100 UFC/ml de enjuague de
producto, encontrandose esta misma variacion para las cuentas de coliformes fecales en

todas las etapas del muestreo.

En promedio las cuentas de coliformes totales fueron de 1.3 UFC/chile jalapefio
lo que coincide con los resultados obtenidos en el estudio de Orozco et al., en el 2008 en
donde los resultados obtenidos en el muestreo de una granja hidropénica de tomates
fueron menores a 3 UFC/por tomate. Lo cual nos indica que las cuentas de coliformes

totales en el chile jalapefio son bajas.

Las cuentas de E. coli en el chile jalapefio fueron las mds bajas ya que los
resultados obtenidos fueron <10 UFC/ml de enjuague de producto muestreado en las
diferentes etapas del proceso, lo que coincide con el estudio realizado por Ailes et al., en
el 2008 donde encontraron que solo el 16% de las muestras de vegetales muestreados

tenian concentraciones detectables de E. coli.
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Sin embargo, las cuentas de enterococos fueron las més altas encontrando que el
45.45% del producto muestreado durante la cosecha se encontraba en el rango de 10%-10°
UFC/ml de enjuague de producto, lo cual puede ser debido a la contaminacién cruzada
con las manos de los trabajadores ya que en el 36% de las muestras de manos de los
manipuladores se encontré que las cuentas de enterococos estaban dentro del rango de
10*-10* UFC/ml lo que indicé que estos microorganismos indicadores pueden ser
transmitidos de las manos de los trabajadores hacia el producto. Ademads estos resultados
coincidieron con los encontrados por Ailes et al., en el 2008 en donde obtuvieron altas
concentraciones de microorganismos Enterococcus en vegetales como repollo, meldn,

apio, cilantro y perejil.

Al igual que el estudio realizado por Johnston et al., en el 2006 donde
demostraron que los niveles microbioldgicos de vegetales de hoja verde no presentaron
un cambio significativo durante el proceso de empacado, se encontré en este estudio que
no existia diferencia significativa en las cuentas de coliformes totales, coliformes fecales,
E. coli y enterococos en el producto durante el empaque o distribucion; sin embargo,
estos resultados son contrarios a los publicados por Ailes et al., en el 2008 donde
encontraron que los vegetales muestreados en el drea de empacado tenian
concentraciones microbioldgicas significativamente mads altas que las muestras de
vegetales tomadas en el campo de cultivo, esta contrariedad de los resultados puede ser
debida a que las muestras tomadas en este estudio durante el empacado fueron muy pocas
como para poder evaluar un cambio significativo, ya que en el momento de la colecta de

muestras no siempre se estaba empacando el chile.
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11. CONCLUSIONES

La mayor parte de las bacterias presentes en chile jalapefio y chille serrano se

encentraron localizadas en el tallo.

Una muestra de tallo de chile jalapefio adquirida en supermercado de encontrd

que estaba contaminada con Salmonella spp.

El municipio de Guadalupe resulté con mayor nimero de muestras por encima de
10° UFC/g organismos mesofilos y coliformes encontrando que existe diferencia

significativa cuando se compararon con los otros municipios muestreados.

No se encontré diferencia significativa respecto a los establecimientos de donde

se obtuvieron las muestras (mercado y supermercado).

Se encontr6 diferencia significativa entre las muestras tomadas en campo, siendo

la muestra de suelo las que mayores cuentas presentaron.
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13. APENDICES

13.1 Apéndice I

Tabla de nimeros aleatorios dentro de la sama de 0 a 500 con duplicaciones

165 320 356 383 302 042 189 117 465 290 313 010 285 329 463 429 264 393 137 138 401 483 103 374
062 363 094 267 015 269 377 318 495 333 052 395 499 055 017 130 294 436 009 023 114 342 292 074
092 406 467 151 229 128 433 387 392 376 424 280 345 415 073 331 324 479 381 408 328 068 347 142
122 449 338 035 443 355 488 087 422 419 296 297 058 140 262 031 221 021 253 425 041 427 403 344
019 492 210 053 157 213 176 288 452 462 167 181 272 500 317 100 251 064 124 310 388 286 090 044
049 033 082 438 371 440 231 490 349 003 039 066 486 226 005 301 148 106 497 194 101 012 146 245
080 076 454 322 084 299 420 057 379 046 411 451 199 085 060 001 178 149 369 078 315 372 334 447
478 119 326 340 431 025 476 258 409 089 283 468 413 312 116 203 208 192 240 096 028 098 390 014
007 162 197 224 144 385 030 460 306 132 154 352 126 171 304 404 105 235 112 481 242 457 445 215
037 205 069 108 358 110 219 160 336 308 026 237 474 397 360 472 135 278 484 365 456 183 133 417
435 247 441 494 071 470 274 361 367 350 399 121 187 256 047 173 165 320 356 383 302 042 189 117
465 290 313 010 285 329 463 429 264 393 137 138 401 483 103 374 062 363 094 267 015 269 377 318
495 333 052 395 499 055 017 130 294 436 009 023 114 342 292 074 092 406 467 151 229 128 433 387
392 376 424 280 345 415 073 331 324 479 381 408 328 068 347 142 122 449 338 035 443 355 488 087
422 419 296 297 058 140 262 031 221 021 253 425 041 427 403 344 019 492 210 053 157 213 176 288
452 462 167 181 272 500 317 100 251 064 124 310 388 286 090 044 049 033 082 438 371 440 231 490
349 003 039 066 486 226 005 301 148 106 497 194 101 012 146 245 080 076 454 322 084 299 420 057
379 046 411 451 199 085 060 001 178 149 369 078 315 372 334 447 478 119 326 340 431 025 476 258
409 089 283 468 413 312 116 203 208 192 240 096 028 098 390 014 007 162 197 224 144 385 030 460
306 132 154 352 126 171 304 404 105 235 112 481 242 457 445 215 037 205 069 108 358 110 219 160
336 308 026 237 474 397 360 472 135 278 484 365 456 183 133 417 435 247 441 494 071 470 274 361
367 350 399 121 187 256 047 173 165 320 356 383 302 042 189 117 465 290 313 010 285 329 463 429
264 393 137 138 401 483 103 374 062 363 094 267 015 269 377 318 495 333 052 395 499 055 017 130
294 436 009 023 114 342 292 074 092 406 467 151 229 128 433 387 392 376 424 280 345 415 073 331
324 479 381 408 328 068 347 142 122 449 338 035 443 355 488 087 422 419 296 297 058 140 262 031
221 021 253 425 041 427 403 344 019 492 210 053 157 213 176 288 452 462 167 181 272 500 317 100
251 064 124 310 388 286 090 044 049 033 082 438 371 440 231 490 349 003 039 066 486 226 005 301
148 106 497 194 101 012 146 245 080 076 454 322 084 299 420 057 379 046 411 451 199 085 060 001
178 149 369 078 315 372 334 447 478 119 326 340 431 025 476 258 409 089 283 468 413 312 116 203
208 192 240 096 028 098 390 014 007 162 197 224 144 385 030 460 306 132 154 352 126 171 304 404
105 235 112 481 242 457 445 215 037 205 069 108 358 110 219 160 336 308 026 237 474 397 360 472
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135 278 484 365 456 183 133 417 435 247 441 494 071 470 274 361 367 350 399 121 187 256 047 173
165 320 356 383 302 042 189 117 465 290 313 010 285 329 463 429 264 393 137 138 401 483 103 374
062 363 094 267 015 269 377 318 495 333 052 395 499 055 017 130 294 436 009 023 114 342 292 074
092 406 467 151 229 128 433 387 392 376 424 280 345 415 073 331 324 479 381 408 328 068 347 142
122 449 338 035 443 355 488 087 422 419 296 297 058 140 262 031 221 021 253 425 041 427 403 344
019 492 210 053 157 213 176 288 452 462 167 181 272 500 317 100 251 064 124 310 388 286 090 044
049 033 082 438 371 440 231 490 349 003 039 066 486 226 005 301 148 106 497 194 101 012 146 245
080 076 454 322 084 299 420 057 379 046 411 451 199 085 060 001 178 149 369 078 315 372 334 447
478 119 326 340 431 025 476 258 409 089 283 468 413 312 116 203 208 192 240 096 028 098 390 014
007 162 197 224 144 385 030 460 306 132 154 352 126 171 304 404 105 235 112 481 242 457 445 215
037 205 069 108 358 110 219 160 336 308 026 237 474 397 360 472



13.1. Apéndice II, Descripcién de cadenas

Nlél:g:z:e nll(:s(ti:a Nombre de la muestra

1 producto / chile precosecha
2 suelo
3 agua de sitio
4 agua de fuente

1
5 producto cosecha
6 manos cosecha
7 producto empacado
8 manos empacado
9 Suelo/chile
10 Producto precosecha
11 Producto Cosecha

2 12 Manos cosecha
13 Manos distribucion
14 Producto distribucién
15 Agua de fuente
16 Suelo/chile
17 Producto precosecha
18 Producto cosecha

3 19 Manos cultivo
20 Manos distribucion
21 Producto distribucién
22 Agua de fuente
23 Suelo/chile
24 Producto precosecha
25 Producto cosecha

4 26 Manos cosecha
27 Manos distribucion
28 Producto distribucién
29 Agua de fuente
30 Agua de sitio
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ng;lgzz:e nl:i;)e.s(tl:a Nombre de la muestra
31 Suelo/chile
32 Manos cosecha
33 Producto cosecha
34 Producto precosecha
5 35 Producto empaque
36 Agua de sitio
37 Agua de fuente
38 Manos distribucion
39 Producto distribucion
40 Manos empaque
41 Agua fuente/chile
42 Manos distribucion
43 Suelo
6 44 Producto precosecha
45 Manos cosecha
46 Producto cosecha
47 Producto distribucién
48 Suelo/chile
49 Manos cosecha
50 Producto precosecha
7 51 Producto cosecha
52 Producto distribucion
53 Manos distribucién
54 Agua de fuente
55 Suelo/chile
56 Producto distribucién
57 Manos cosecha
2 58 Manos distribucién
59 Producto precosecha
60 Producto cosecha
61 Agua de fuente
62 Agua de sitio
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ng:gzg;e nl:i;)e.s(tl:a Nombre de la muestra

63 Producto precosecha/chile
64 Producto cosecha
65 Manos cosecha

9 66 Manos distribucion
67 Producto distribucién
68 Agua sitio
69 Agua fente
70 Suelo
71 Producto precosecha/chile
72 manos cosecha
73 Producto cosecha

10 74 Producto distribucién
75 Manos distribucion
76 Agua fuente
77 Suelo
78 Producto precosecha/chile
79 Manos cosecha
80 Producto cosecha

11 81 Suelo
82 Producto distribucién
83 Manos distribucién
84 Agua fuente
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