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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos se originan por la ingesta de alimentos
contaminados con microorganismos tales como virus, parasitos, mohos y/o bacterias en
cantidades suficientes para afectar la salud del consumidor. Los sintomas mas comunes
incluyen diarrea y vomito. Una serie de brotes han sido relacionados con una variedad de
patdégenos en frutos frescos y vegetales. Posibles puntos de contaminacion se han
identificado durante su cadena de produccién, incluyendo contaminacion durante la
produccién y cultivo, procesamiento, empaque Yy distribucion. La produccion de chile
representa el cultivo de hortaliza més importante para Nuevo Leon, donde el municipio de
Cadereyta Jiménez es el que tiene mayor superficie de siembra de hortalizas. En México, el
tomate es la segunda hortaliza en importancia después del chile, este ha ocupado 80 mil
hectareas con una produccion de 19 millones de toneladas (1991-2000). Resulta de suma
importancia recabar datos sobre la incidencia de microorganismos indicadores y/o
patdgenos en la cadena de produccion de chile jalapefio y tomate, asi como buscar e
identificar los puntos criticos de contaminacion para posteriormente poder implementar
medidas preventivas y/o correctivas que ayuden a controlar o erradicar la contaminacion.
En este trabajo se analizaron un total de 117 muestras compuestas, que correspondieron a
341 muestras colectadas en las diferentes etapas de produccién de chile jalapefio y tomate
huaje. Las muestras provenientes de estas cadenas de produccidn presentaron cuentas para
Enterococcus spp. en un rango de 0.3 a 6.8 log UFC/muestra, las muestras de enjuagues de
manos fueron las mas contaminadas con rangos de 3.7 hasta 9.9 log UFC/mano. Solo se
encontrd E. coli en 16 muestras, estando en rangos de 0.5 a 1.6 log UFC/muestra, los
valores mas altos fueron en las muestras de manos en la cosecha y manos en la distribucion
para ambos productos con cuentas de 1.6 y 1.4 log UFC/muestra. Las cuentas de coliformes
fecales tuvieron rangos de 0.9 a 7.5 log UFC/muestra. En conclusién, para las muestras
colectadas en la cadena de produccion de chile jalapefio, los valores medios mas elevados
se encontraron en muestras de manos tanto en cosecha como en distribucion (7.1 y 7.2 log
UFC/mano respectivamente). En la cadena de produccion de tomate huaje, los valores mas
elevados correspondieron a las muestras colectadas de manos durante la cosecha (7.5 log
UFC/mano) y en el producto tanto durante la precosecha, en la cosecha y durante la
distribucion con valores de 7.1, 6.9 y 6.9 log UFC/chile respectivamente. No se logrd
detectar la presencia de microorganismos enteropatégenos como E. coli productoras de
toxina Shiga (STEC), Salmonella spp., ni Listeria monocytogenes.



ABSTRACT

Foodborne illnesses are caused by the consumption of food contaminated with
microorganisms such as viruses, parasites, molds and/or bacteria in sufficient quantities
to affect the consumer health. The most common symptoms include diarrhea and vomit,
although abdominal pain, headache, and fever, among others, may be present. A series
of outbreaks have been linked to a variety of pathogens in fresh fruits and vegetables.
Several potential points of contamination have been identified during the production
chain, including contamination during production and growing, processing, packaging
and distribution. The production of jalapefio pepper represents the most important
vegetable crop for Nuevo Leon; in fact, the municipality of Cadereyta Jimenez is
actually the one with largest area of vegetable planting. In Mexico, tomato is the second
most important crop after pepper; on average, its planting area has occupied 80 hectares
with a production of 19 million tons (1991-2000). Therefore it is extremely important to
collect data on the incidence of indicator organisms and/or pathogens in the production
chain of huaje tomato and jalapefio pepper, as well as to seek and identify
contamination hotspots to subsequently implement corrective and preventive measures
to help control or eradicate contamination to reduce the risk of illness due to
consumption. In this case, a total of 177 composite samples were analyzed,
corresponding to 341 samples collected in all the different production stages of jalapefio
pepper and huaje tomato. Samples from these production chains presented accounts
for Enterococcus spp. beetwen 0.3 to 6.8 log CFU/sample; the handwashing samples
were the most contaminated with values of 3.7 to 9.9 log CFU/hand. E. coli was found
in only 16 samples, with a range of 0.5 a 1.6 log CFU/sample; the highest ranges were
found in the samples of the stages of harvesting and distribution, both of them with
accounts of 1.6 y 1.4 log CFU/sample. Fecal coliform accounts ranges were 0.9 to 7.5
log CFU/sample. In conclusion: in the samples collected in the production chain of
jalapefio pepper, the average highest values were found in both harvest and distribution
handwashing samples (7.1 and 7.2 log CFU/hand respectively). In the production chain
of huaje tomato, the highest values were found in the handwashing samples of the
harvest phase (7.5 log UFC/hand). And in the product itself the highest values were
found in the pre-harvest, harvest and distribution stages with values 7.1, 6.9 and 6.9 log
CFUljalapefio pepper, respectively. Bacteria such as Shiga toxin-producing E.
coli (STEC), Salmonella spp. or Listeria monocytogenes were not detected.



I. INTRODUCCION
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) resultan de la ingestion de
alimentos o agua contaminada con microorganismos patégenos y/o sus productos toxicos.
Son llamadas asi porque el alimento actia como vehiculo de transmision de organismos
dafinos y/o sustancias toxicas. Se ha denominado brote cuando dos 0 mas personas sufren
una enfermedad similar después de ingerir un mismo alimento y los andlisis

epidemioldgicos sefialan al mismo alimento como el origen de la enfermedad.

Desde el punto de vista sanitario, los alimentos pueden ser vehiculos de infecciones
(ingestion de microorganismos patdgenos) o intoxicaciones (ingestion de toxinas
producidas por microorganismos) graves. Muchas veces la causa de la contaminacion del
alimento se debe a medidas higiénicas inadecuadas en su produccién, preparacion y/o
conservacion; lo que facilita la presencia y el desarrollo de microorganismos que, producto
de su actividad y haciendo uso de las sustancias nutritivas presentes en éste, lo transforman

volviéndolo inaceptable para la salud humana.

Para garantizar la inocuidad del alimento, se requiere el establecimiento de controles para
evitar la contaminacion o desarrollo de microorganismos patégenos y/o toxinas. Los
microorganismos indicadores son comlnmente utilizados como indicadores de
contaminacion fecal en agua y alimentos, estos microorganismos tienen la ventaja de que su
deteccidn puede resultar adecuada desde un enfoque de prevencién de riesgos, indicando un
manejo inadecuado o presencia de contaminacion, que puede ser potencialmente nociva.
Ademas, que su determinacion puede resultar mas sencilla, rapida y econémica, pudiendo

brindar informacién higiénico-sanitaria del producto de manera oportuna.

Dado que la produccion de chile jalapefio y tomate en la regién de Cadereyta Jiménez,
Nuevo Leon, es significativa para la economia en dicho estado, se considerd importante un
estudio que permitiera identificar las posibles fuentes de contaminacion de estos alimentos
durante su produccion ayudando asi a lograr minimizar riesgos a los posibles consumidores

finales que pudieran llegar a representar estos alimentos al estar contaminados.

La importancia de este estudio radica en la necesidad de conocer algunos de los riesgos de

contaminacion que pudieran encontrarse en la cadena de produccion de alimentos como el



chile jalapefio y el tomate, ademas, de las consecuencias que podrian tener en caso de llegar

a encontrarse contaminados.

Por lo anterior, en el presente trabajo se determinaron los principales puntos de
contaminacion en la cadena de produccion de chile jalapefio y tomate en la region de
Cadereyta Jiménez, Nuevo Ledn, determinando también la presencia de microorganismos
patdgenos e indicadores en las diferentes etapas de su produccién, tales como: la

precosecha, la cosecha, la distribucion y el empaque.



1. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

El riesgo de contaminacion en los alimentos hace necesario el control de
microorganismos en los mismos, de modo que determinar el tipo de organismos presentes y
su concentracion son herramientas indispensables para mejorar la calidad del producto y la

toma de decisiones en relacion a su control y tratamiento.

Una creciente proporcion de brotes asociados al consumo de vegetales se ha reportado en
los Gltimos afios (Tauxe, R, et al., 1997). Algunas investigaciones realizadas por el el
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en Inglés) en
Atlanta, GA, EUA, se han asociado con diversos patdgenos en frutos frescos y vegetales
cosechados en los Estados Unidos y otros paises, incluyendo México. En algunos de estos
brotes, los puntos de contaminacion identificados incluyeron contaminacion durante la
produccion y cultivo, procesamiento, empaque o bien durante su distribucién (Rushing,
JW, et al., 1996).

Los cultivos horticolas que se siembran en nuestro pais son diversos; sin embargo, los
cultivos de tomate y de chile jalapefio representan las hortalizas mas importantes cultivadas
en el estado de Nuevo Ledn, y dentro de este, el municipio de Cadereyta Jiménez es el que
tiene mayor superficie de siembra

(http://www.agronuevoleon.gob.mx/oeidrus/censohortalizas).

Cabe mencionar que las hortalizas de Cadereyta Jiménez, Nuevo Leon, tienen significado a
nivel nacional, ya que el cultivo de chile jalapefio y tomate son las dos actividades mas
preponderantes de la zona. Por ejemplo, en el 2006 se determiné que se sembraron
aproximadamente 880  hectareas de chile  jalapefio  (http://www.oeidrus-
nl.gob.mx/oeidrus/index.php).

Hoy en dia aunque se cuenta con diferentes métodos y equipo que pueden facilitar la
identificacion de riesgos y zonas contaminadas con microorganismos enteropatdégenos, no

hay estudios que nos indiquen los niveles de microorganismos presentes ni los puntos


http://www.oeidrus-nl.gob.mx/oeidrus/index.php
http://www.oeidrus-nl.gob.mx/oeidrus/index.php

criticos en la cadena de produccion de estas hortalizas. Este conocimiento sin duda
proporcionara la informacion necesaria para llevar a cabo medidas correctivas y/o
preventivas en caso de identificarse posibles productos comestibles que se encuentren

contaminados con microorganismos enteropatdgenos.

Debido a lo anterior, es necesario recabar datos epidemioldgicos sobre la incidencia de
microorganismos indicadores y patdgenos en la cadena de produccion de chile jalapefio y
tomate de la region de Cadereyta Jiménez, Nuevo Ledn, asi como buscar e identificar los
puntos criticos de contaminacion para asi implementar medidas correctivas que ayuden a
controlar o erradiquen dicha contaminacion, reduciendo el riesgo de enfermarse debido a su

consumo Yy asegurando con ello una mejor calidad de estos productos.



1.  HIPOTESIS

Algunos puntos en la cadena de produccion del chile jalapefio y tomate huaje de la
region de Cadereyta Jiménez, Nuevo Leon, presentan altos nimeros de microorganismos
indicadores de contaminacion fecal asi como la presencia de microorganismos

enteropatdgenos.



IV. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de microorganismos indicadores de contaminacion fecal y la
presencia de enteropatdgenos (Escherichia coli, Salmonella spp, Listeria monocytogenes y
E. coli STEC) en la cadena de produccion de chile jalapefio y tomate huaje que se cultiva a

cielo abierto en la region de Cadereyta Jiménez, Nuevo Ledn.

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar los niveles de microorganismos indicadores de contaminacién y la
presencia de microorganismos patégenos como Salmonella spp, E. coli STEC y L.
monocytogenes que se encuentran en suelo, producto, manos de los manipuladores,
agua de irrigacion y de fuente, durante los diferentes niveles la produccion de chile

jalapefio y tomate huaje.

e Establecer las relaciones entre la presencia y concentracion de microorganismos
indicadores de contaminacion fecal con enteropatdégenos en las cadenas de
produccion de chile jalapefio y tomate cultivados en Cadereyta Jiménez, Nuevo

Ledn.

e Determinar los puntos de la cadena de produccion que son mas susceptibles de
contaminacion y que pueden afectar la calidad del chile jalapefio y tomate huaje que

se producen en la region de Cadereyta Jiménez, Nuevo Leon.



V. ANTECEDENTES

5. 1. Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS) son aquellas que se originan
por la ingesta de alimentos contaminados con microorganismos tales como virus, parasitos,
mohos y/o bacterias, asi como sus toxinas en cantidades suficientes para afectar la salud del
consumidor. Estas enfermedades, usualmente, derivan de la ingestion del patdgeno, seguida
su proliferaciéon e incluso en ocasiones invasion de los tejidos, liberaciéon de toxinas, o
ambos (Prescott, et al., 2004). Los sintomas mas comunes en el humano incluyen diarrea y
vomito, aunque también se pueden manifestar con dolor abdominal, cefalea y fiebre, entre
otros. Entre las bacterias cominmente reconocidas como causantes de ETAs en México y el
mundo, se encuentran bacterias como Campylobacter jejuni/coli, Salmonella spp, Yersinia
enterocolitica, Listeria monocytogenes, asi como algunos serotipos de la enterobacteria
Escherichia coli, principalmente el 0157:H7 (Blackburn et al., 2002).

Aunque muchas infecciones son autolimitadas, un curso mas grave que incluye
deshidratacion severa, perforacion gastrointestinal y septicemia, se puede presentar en
algunos pacientes. También se han descrito otras complicaciones extraintestinales ademas
de la septicemia, tales como endocarditis, neumonia, meningitis y abscesos. El sindrome
urémico hemolitico (HUS por sus siglas en inglés), que es la causa mas comun de falla
renal en lactantes, ha sido particularmente asociado con la infeccién por E. coli productora
de la toxina Shiga (STEC) (Helms, Simonsen, et al., 2006).

Se estima que las ETAs afectan aproximadamente a 48 millones de personas anualmente en
los Estados Unidos, de los cuales alrededor de 9.4 millones de enfermedades son
producidas por patégenos conocidos (Scallan, E. et al., 2011). Una estimacién por el CDC
sobre las ETAs que ocurren tan solo en los Estados Unidos concluy6d que cerca de 48
millones de personas son afectadas, produciéndose 128,000 hospitalizaciones y 3,000
muertes (Scallan, et al., 2011). De 479 brotes reportados con un solo agente etioldgico

confirmado, norovirus fue el patdgeno mas comun, responsable de un 49% de los brotes y



46% de enfermedades. En tanto que Salmonella fue el segundo provocando 23% de brotes
y 31% de enfermedades (Painter, J. A. et al., 2009).

El CDC define un brote de ETA como la presencia de dos o mas personas enfermas de
manera similar provocado por la ingestion de un alimento en comun (CDC, 2006). Datos
recabados en el 2008 arrojaron que en EUA 1276 personas resultaron hospitalizadas por
ETAs, siendo Salmonella el agente causal mas frecuente, seguido de Escherichia coli
productora de toxina Shiga (STEC). De las 22 muertes asociadas a brotes de ETAS en ese
mismo afio, 20 fueron atribuidas a agentes etioldgicos bacterianos (13 Salmonella, 3 L.
monocytogenes, 3 STEC [2 0157, 1 O111], y 1 por Staphylococcus aureus) (Barton, et al.,
2008).

La amenaza de la transmisién de los patdgenos contaminantes de alimentos a los
consumidores se ha incrementado debido a la industrializacion y la globalizacion de la
cadena de suministro de alimentos y el cambio de habitos alimenticios de la poblacion. Con
el fin de proteger a los consumidores de la contaminacion en el consumo de los alimentos,
es importante optimizar las técnicas de deteccion de microorganismos de indole sanitaria
(Wu, 2009).

Las frutas y vegetales son componentes importantes de una dieta saludable y balanceada,
sin embargo, en muchas ocasiones son consumidos crudos y han sido reconocidos como
importantes vehiculos para la transmision de patdégenos a los humanos. A pesar de esta
asociacion, existe un limitado conocimiento sobre en qué parte de la cadena de produccion
ocurre la contaminacién o sobre el mecanismo por el cual los patdgenos colonizan y
sobreviven en estos productos (Cedric, N. et al., 2010). Esto se ha visto mermado por la
dificultad de trabajar o analizar muestras en campo, por lo que se ha propuesto el uso de
indicadores microbianos que se puedan identificar mediante el uso de métodos sencillos,
rapidos y econdmicos (Huespanhol, I. and Prost, M. 1994) y cuya presencia indique la
existencia de condiciones favorables, en donde también pudieran desarrollarse bacterias

patogenas.
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5. 2. Enfermedades transmitidas por los alimentos y su relacion con frutas y hortalizas

Algunas fuentes indican que un amplio rango de frutas y vegetales pueden estar
potencialmente contaminados con patdgenos para los humanos, reportandose brotes de
enfermedades gastrointestinales causados por bacterias, virus y parasitos a través de
diferentes vegetales crudos o procesados y en menor proporcion a frutas (Leifert C., et al.,
2007).

Es bien sabido que el consumo de frutas y vegetales es un factor de riesgo para la infeccion
por patdgenos entéricos. Se han documentado brotes relacionados al consumo de productos
frescos como espinaca y lechuga contaminados con E. coli O157:H7, o bien, Salmonella
Typhimurium y S. Newport presentes en tomate y lechuga, y S. Thompson en rabano
(Heaton and Jones, 2008).

En el periodo de 2005-2006, cuatro brotes de infeccion por Salmonella causaron 459 casos
confirmados y fueron asociados al consumo de tomates crudos en restaurantes de 21
estados de los Estados Unidos (CDC, 2007).

Esto aunado a que muchos microorganismos han desarrollado mecanismos para unirse,
sobrevivir, o crecer en micronichos en diferentes vegetales. En la superficie de los
productos los microorganismos interacttan en agregados, posiblemente compitiendo por los
limitados nutrientes disponibles de las células epidérmicas donde las ceras cuticulares son
menos densas, el agua se acumula, y los nutrientes estan mas disponibles que en otros
lugares. Se ha determinado por ejemplo que la humedad de la superficie del chile jalapefio
puede proporcionar un ambiente protector para cepas de E. coli y Salmonella. También se
ha visto que los microorganismos se pueden internalizar en los vegetales a través de canales
de agua en diferentes maneras y que los microorganismos internalizados generalmente se

encuentran protegidos contra el estrés ambiental (Castro-Rosas, et al., 2011).
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Estudios previos identificaron que con el tiempo suficiente y bajo las condiciones
adecuadas, los microorganismos pueden estar firmemente adheridos y proliferar en la

superficie de los vegetales (Pao, et al., 2012).

Estudios llevados a cabo durante un brote multiestatal de infeccién por Salmonella
enterica serotipo Saintpaul en 2008 revelaron asociaciones entre la enfermedad y el
consumo de chiles jalapefios en Estados Unidos. La cepa responsable del brote se aislo de
una muestra de chile jalapefio obtenido de un importador de productos agricolas en Texas
que recibio chiles jalapefios de una planta de empaque en Nuevo Ledn, México. La
rastreabilidad de los chiles jalapefios implicados condujeron a las granjas de Tamaulipas y
Nuevo Ledn, México, como responsables (Barton, 2008).

5. 3. Brotes por agua.
Diversos estudios indican que el agua es una fuente ambiental importante de contaminacion
por algunos microorganismos patégenos como Salmonella, particularmente el agua de
irrigacion que contiene abono, heces de animales silvestres o efluentes de aguas residuales
(Islam, 2004). La irrigacion con agua de baja calidad es una forma en la que los cultivos se
pueden contaminar con patdgenos. Las aguas subterraneas, aguas superficiales y las aguas
residuales son comunmente utilizadas para irrigacion. El riesgo de transmision de
enfermedades de microorganismos patdgenos presentes en el agua de irrigacion esta
influenciado por el nivel de contaminacidn, la persistencia de patégenos en agua, suelo y en
los cultivos, y la ruta de exposicion. El agua subterrdnea generalmente es de buena calidad
microbiologica, a menos que esta se contamine por ejemplo con escurrimientos

superficiales contaminados (Steele and Odumeru, 2004).

Uno de los vehiculos méas comunes por los cuales E. coli O157:H7 puede ser introducido a
los cultivos es el agua de irrigacion. La contaminacion del agua se esta volviendo mas
comudn en areas rurales en los Estados Unidos como resultado de grandes operaciones
animales, y hasta un 40% de los pozos de agua potable analizados estan contaminados con
E. coli (Ibeke M, et al., 2004). Recientemente, brotes causados por E. coli O57:H7 se han

relacionado con el agua contaminada (Solomon, et al., 2002).
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Existe la posibilidad de que insectos o aves puedan transmitir a los microorganismos
patdgenos a los chiles, por ejemplo Moore et al., (2003) mencionaron que insectos
pertenecientes al género Chironomus fueron vectores directos o indirectos de bacterias

entéricas en agua y alimentos.

5. 4. Contaminacién por suelo.
El uso de fertilizantes hechos a base de estiércol de animales y aplicado a frutos organicos y
cultivos vegetales, han desencadenado preocupaciones sobre el incremento del riesgo que
ocurra contaminacion y como consecuencia, de que enteropatdgenos entren en la cadena de

produccion de alimentos (Guan and Holley, 2003).

La contaminacion del suelo puede deberse a heces de animales domésticos o silvestres que
estan asociados a dichas areas. Se ha visto que animales como aves, roedores, reptiles y
anfibios, pueden también actuar como reservorios de Salmonella y contaminar cultivos por

medio de las heces o contacto directo (Fatica, et al., 2011).

Ademas de la contaminacion de las superficies de frutas y hortalizas que pueden ocurrir por
salpicaduras de lluvia, aerosol o contaminacion del suelo, la internalizacién de Salmonella
en las plantas, especialmente en lechuga y tomate, se ha documentado (Klerks, 2007). Por
ejemplo, se ha reportado que S. Typhimurium puede alcanzar el tomate via translocacién
interna desde las hojas probablemente a través del floema (Gu G, 2011); y aunque la
posibilidad de movimiento interno es baja, una vez que las células bacterianas alcanzan el
fruto, se pueden multiplicar en altas densidades dentro de él (Gu G, Cevallos-Cevallos JM,
van Bruggen AHC, 2013).

Existe un sinnimero de brotes de ETAs asociados al consumo de diversos productos
hortofruticolas, donde los patdgenos principalmente asociados incluyen Salmonella, E. coli
0157:H7 y L. monocytogenes. Un recuento de estos brotes del 2005 al 2011 se compila en
la tabla 1
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Tabla 1. Brotes relacionados a vegetales frescos de 2005 a 2011

Lugar Afio Patogeno Producto Casos
(muertes)
Canada 2005 Salmonella Germen de soya 592
EU 2005 Salmonella Tomate 459
EU 2006 E. coli O157:H7 Espinaca 199 (3)
Australia 2006 Salmonella Germinado de alfalfa 125
EU 2006 Salmonella Tomate 183
EU 2006 E. coli O157:H7 Lechuga 81
Australia 2006 Salmonella Melon 115
EU 2006 E. coli O157:H7 Espinaca 22
Europa 2007 Salmonella Espinaca 354
Australia, Europa 2007 Shigella sonnei Zanahoria 230
Europa 2007 Salmonella Germinado de alfalfa 45
EU, Canada 2008 Salmonella Pimientos 1442 (2)
EU, Canada 2008 E. coli O157:H7 Lechuga 134
Reino Unido 2008 Salmonella Albahaca 32
EU 2008 Salmonella Melon 51
EU, Canada 2008 Salmonella Mantequilla de mani 714 (9)
EU 2009 Salmonella Germinado de alfalfa 235
EU 2010 E. coli O157:H7 Lechuga 26
EU 2010 Salmonella Germinado de alfalfa 44
EU 2010 | L. monocytogenes Apio 10 (5)
EU 2011 Salmonella Germinado de alfalfa 140
EU 2011 Salmonella Melon 20
EU 2011 Salmonella Papaya 106
EU 2011 | L. monocytogenes Meldn 146 (31)
EU 2011 E. coli O157:H7 Fresa 15 (1)
EU 2011 E. coli O157:H7 Lechuga 60

Fuente: Olaimat, et al., 2012.
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5. 5. Etapas de la produccion de vegetales.

5.5. 1. Pre-cosecha

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

asociados con la planta madura (Leon et al., 2009).

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

incrementar la contaminacion de microorganismos patdégenos 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 mas probabilidad de contaminarse.

2. Concentracion de patogenos en suelo contaminado en el cual crece el vegetal.
Altas poblaciones de microorganismos patdgenos en el suelo incrementan la
probabilidad que el vegetal esté contaminado al momento de la cosecha. Asi
mismo altas concentraciones de contaminacion en agua de irrigacion se
convertiran en altas cargas de contaminacién en el suelo y en altas probabilidades

de contaminacion en la planta.

5.5. 2. Irrigacién

Donde quiera que el agua entre en contacto con productos frescos, la calidad de ésta
determina el potencial de contaminacion con patogenos. 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).

5. 5. 3. Cosecha

La etapa de cosecha en los campos de cultivo marca el inicio de una cadena de
operaciones que alteran el estado fisioldgico de los vegetales. Principalmente esta el dafio
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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 contaminacion que ocurrio durante la pre-cosecha. Ademas, el tipo de contaminacion 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 (area de empacado) (Leon et al.,
2009).

La significancia de la contaminacién de productos vegetales durante el crecimiento
y la cosecha no esta bien establecida debido a que una vez que el brote ocurre, es dificil
determinar si la fuente de contaminacion 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 de que los agentes patdgenos pueden estar presentes por la
accion capilar a través de los espacios o grietas y/o tejido dafiado de la planta durante su

produccién (Leon et al., 2009).

5. 5. 4. Post-cosecha

Un producto fresco recibe mucho menos tratamiento después de la cosecha; algunos
productos son empacados y enviados sin ningln tratamiento previo, mientras que otros son
lavados, saneados y empacados antes de ser enviados. Muchos de los productos frescos
pasan a través de areas especializadas Ilamadas areas 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 mas alta cuando salen del area de empacado para ser
distribuidos que cuando salen del campo y se mandan directamente a su distribucion. Esto
sugiere que ciertos procesos que se llevan a cabo en el empacado tienen una contaminacion

cruzada y/o proliferaciébn microbiana, desafortunadamente es dificil determinar si las
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superficies de equipos pueden ser fuente de contaminacion hacia los productos o viceversa
(Castillo et al., 2004).

5. 6. Microorganismos Indicadores

Las verduras frescas normalmente acarrean microorganismos epifitos no patégenos, sin
embargo, durante el crecimiento, cosecha, transporte y manejo pueden contaminarse con

patdgenos de origen animal y/o humano (Aarestrup et al., 2008).

Los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento similar a los
patdgenos (concentracidn y reaccion frente a factores ambientales y barreras artificiales),
sin embargo, su deteccion es mas rapida, econémica y facil. Una vez que se ha evidenciado
la presencia de microorganismos indicadores, se puede inferir que existe el riesgo de que
los microorganismos patdgenos se encuentren presentes y que su comportamiento frente a
diferentes factores como pH, temperatura, presencia de nutrientes, tiempo de retencion
hidraulica o sistemas de desinfeccion sea similar a la del indicador (Madigan, M, et al.,
1997).

El sistema de microorganismos indicadores mas comunmente utilizado para el estudio
sanitario de alimentos en general es el recuento de microorganismos coliformes, los cuales
son especies bacterianas bioquimicamente parecidas a E. coli, tales como Enterobacter,
Klebsiella y Citrobacter. En general se reconoce que la presencia de coliformes indica un

mal estado sanitario y, por tanto, riesgo de que existan microorganismos patdgenos.

Ademas de los coliformes, los estreptococos fecales, también Ilamados Enterococos, son
habitantes comunes del tracto intestinal de humanos y animales inferiores, y por lo tanto
pueden también ser utilizados como indicadores de contaminacion fecal (Toranzos and
McFeters, 1997).
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5. 6. 1 Enterococcus spp.

Estos microorganismos son considerados estreptococos fecales, y se utilizan como
indicadores de la calidad principalmente del agua. Estas bacterias son cocos Gram
positivos, catalasa negativa que se unen a la esculina y no son inhibidos por sales biliares.
Son clasificados como Streptococcus grupo D por su reactividad a antisueros. Los
Enterococcus, que fueron formalmente clasificados como Streptococcus del grupo fecal,
son reconocidos como un indicador til de calidad de agua y actualmente son clasificados
en el genero Enterococcus. Estos pueden ser diferenciados del gran grupo de los
estreptococos fecales por su capacidad de crecer a 10 y 45°C, a pH de 9.6, y en un medio
con 6.5% de NaCl. Resultados de varios estudios han sugerido que los enterococos
pudieran ser mejores organismos indicadores que los coliformes fecales. Los Enterococcus
spp, pueden sobrevivir por mas tiempo en ambientes marinos que los coliformes fecales, y
su rango de sobrevivencia a través del procesamiento de aguas residuales es mayor que el

de los coliformes fecales (Hardwood, Valerie, et al., 2000).

Aunado a esto, son comensales, que habitan el tracto gastrointestinal de humanos y otros
mamiferos. Las bacterias del género Enterococcus, como por ejemplo, E. faecalis pueden
causar infecciones gastrointestinales comprometidas en humanos (Schleifer KH and
Kilpper-Balz R, 1984).

5. 6. 2. Coliformes

Los coliformes totales son bacilos Gram negativos, oxidasa negativo, no formadores de
esporas, que fermentan lactosa con produccion de gas a 35°C, después de 48 horas, en un
medio con sales biliares (Grabow, 1996). Cuando se realiza la prueba de coliformes,
diversos géneros de la familia Enterobacteriaceae como lo son Escherichia, Klebsiella,
Enterobacter y Citrobacter, dan resultado positivo y por lo tanto se consideran coliformes
de acuerdo a esta definicion (Madema, J.G. et al., 2003). Por el contrario, los coliformes
fecales son tradicionalmente definidos como coliformes que fermentan la lactosa a 44.5°C

en un medio con sales biliares (Gauthier and Archibald, 2001).
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5. 7. Microorganismos patogenos

5.7.1. Salmonella

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, y esta integrada por
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no formadores de espora. Poseen, por lo
tanto, las caracteristicas generales de las enterobacterias: son fermentadores de la glucosa,
catalasa positivo, oxidasa negativo y suelen ser moviles; a excepcion de Salmonella
Gallinarum (Adak GK, et al., 2002).

Este género estd compuesto por tres especies: S. enterica, S. bongori y S. subterranea.
Salmonella enterica la cual es causante de gastroenteritis, esta subdividida en cientos de
serovariedades. Es el patogeno méas frecuentemente ligado al consumo de frutas y
vegetales. Algunas serovariedades de S. enterica pueden colonizar semillas, brotes de

semillas, hojas y frutos de una variedad de especies de plantas (Cedric, N. et al., 2010).

Salmonella puede causar dos sindromes conocidos como salmonelosis tifoidea y
salmonelosis no tifoidea. La salmonelosis no tifoidea es una enfermedad causada por
Salmonella enterica, que es la bacteria mas comdn en enfermedades de origen alimentario
en los Estados Unidos. EI consumo de productos contaminados, ha sido la causa mas
repetitiva de salmonelosis en los ultimos afios. La dosis infecciosa de este microorganismo

en seres humanos se encuentra situado generalmente en el orden de 10° UFC.

Entre las salmonelosis descritas en paises en desarrollo se encuentran la fiebre tifoidea y la
fiebre paratifoidea producida por S. enterica serovariedades Typhi y Paratyphi,
respectivamente; estas infecciones son graves y pueden producir complicaciones y muerte,
y en forma exclusiva afectan al humano, el Unico reservorio y fuente de contaminacion
(Cedric, N. et al., 2010).

La colonizacion de plantas de tomate por S. enterica ha provocado muchos brotes de
enfermedades, los cuales han involucrado cientos de casos. Anualmente los brotes de

salmonelosis (2002 a 2008) han sido provocados por el consumo de tomates frescos
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contaminados producidos de forma doméstica. La biologia de la interaccion
planta/microbio es pobremente entendida, sin embargo, la evidencia epidemioldgica
respalda la idea de que la mayoria de los brotes se deben a una contaminacion en el campo
antes de la cosecha (Barak D, et al., 2010).

La contaminacién de productos también puede ocurrir en la etapa de procesamiento pero
las fuentes de contaminacién también han sido asociadas con algunos campos de
produccién. Sin embargo poco se sabe sobre las rutas de contaminacion en las plantas.
Durante la produccion de cultivos, se ha sugerido que la irrigacion de agua, puede ser una
importante fuente de contaminacion de las plantas con Salmonella. La aplicacion de
fertilizantes o pesticidas donde fue utilizada agua contaminada para diluir los productos

también podria contaminar las plantas (Gu G, et al., 2010).

5. 7. 2. Escherichia coli

Escherichia coli es un grupo de bacterias genéticamente heterogéneo cuyos miembros son
tipicamente no patdgenos y que son parte de la microflora normal del tracto intestinal de los
humanos y animales, constituyendo la bacteria mas predominante de la flora normal
intestinal (Farthing, 2004).

Aunque normalmente se encuentran en el intestino de los humanos como comensales,
algunas cepas pueden ser patdgenas, tanto intestinal como extraintestinalmente. Los
patdgenos intestinales también son conocidos como E. coli diarreogénicas (DEC) de las
cuales se han caracterizado seis categorias: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli de adherencia difusa (DAEC) (Campos,
et al., 2004).

Sin embargo, muchas clonas de E. coli han adquirido islas de patogenicidad a través de la
transferencia horizontal de genes que les permite causar infecciones en el tracto urinario y

enfermedades como la diarrea. Basicamente las E. coli diarreogénicas pueden causar
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enfermedades desde diarrea moderada hasta complicaciones severas como el sindrome

urémico hemolitico (Cedric, N. et al., 2010).

Cabe mencionar que existen algunas clonas de E. coli que han adquirido factores de
virulencia especificos, los cuales aumentan su habilidad de adaptacién a nuevos nichos y
les permite causar un amplio espectro de enfermedades. Las cepas pueden adquirir DNA
externo codificante de enterotoxinas, adhesinas o factores de invasion, volviéndose asi
virulentas y pudiendo causar ya sea una simple diarrea acuosa o disenteria inflamatoria,

hasta un caso severo (Weintraub Andrej, 2007).

Existen diversos serotipos de E. coli, basados en el antigeno O (Ohne) determinado por la
porcion polisacarida del lipopolisacarido de la pared celular (LPS) y el antigeno H (Hauch)
que se debe a la proteina flagelar. Existen 174 antigenos O (humerados de 1 a 181, con los
nameros 31, 47, 67, 72, 93, 94, y 122 excluidos) y 53 antigenos H en el esquema
internacional de serotipificado (Gyles C. L., 2007).

5. 7. 2. 1. Escherichia coli enterohemorragica (EHEC)

Este grupo se considera como la principal causa de colitis hemorragica o diarrea con sangre
y se caracterizan por la produccion de verotoxinas o toxinas similares a la toxina Shiga
producida por Shigella, y que son conocidas como toxinas Shiga tipo 1y 2 (Stx1 y Stx2)
siendo ampliamente asociadas a ETAs en humanos. El principal reservorio de EHEC es el
ganado bovino y los primeros brotes causados por esta bacteria fueron asociados al
consumo de carne de hamburguesa mal cocida. A raiz de eso, el consumo de agua
contaminada y una gran variedad de alimentos se han relacionado con las enfermedades
causadas por EHEC, incluyéndose salsas, leche no pasteurizada, lechuga, melon, sidra de
manzana y rabanos. Siendo este Gltimo producto, el responsable de un brote que ocasiond

8,000 casos de infeccion en Japon (Nataro et al., 1998).

Se ha determinado que la transmision puede darse de persona a persona y el serotipo
O157:H7 es el mas comun en Norte Ameérica, Reino Unido y Japon, aungque muchos otros
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serotipos, particularmente aquellos como el 026 y 0111, pueden causar también
enfermedad, e incluso en algunos paises presentar brotes aun més severos que los
provocados por E. coli O157:H7. Otra caracteristica que diferencia al serotipo O157:H7 de
otras E. coli, es su ausencia o poca fermentacion del sorbitol y no poseen actividad
glucuronidasa, por lo que estas caracteristicas son usadas para aislar e identificar a este

patdgeno a partir de muestras biologicas (Nataro et al., 1998).

La evidencia ha mostrado que E. coli O157:H7 es una de las bacterias patdgenas méas
comunmente aisladas de carne y productos frescos después de Campylobacter, Salmonella
y Shigella spp (Mead, PS, et al., 1999). Ademas de los Estados Unidos, diversos brotes de
infecciones por E. coli O157:H7 se han reportado en otros paises convirtiendo a este
patdégeno en una creciente preocupacion de salud puablica a nivel mundial (Griffin PM,
Tauxe RV, 1991). Este microorganismo puede ser transportado a través del agua de riego,
dando oportunidad de esparcirse a su reservorio secundario, comiunmente lechos de agua y
suelos. La persistencia y el crecimiento en esos habitats pueden incrementar el potencial de
la bacteria de entrar en la cadena de produccion de alimentos y por lo tanto constituir un
riesgo de salud publica (Ma J, et al., 2011). Tan solo en los Estados Unidos anualmente E.
coli O157:H7 causa mas de 75,000 infecciones y 17 brotes de enfermedad (CDC, 2006).

Al ser ingerido el alimento contaminado con la bacteria, puede generar gastroenteritis en
humanos. Se ha estimado que la dosis infectiva puede ser tan baja como 10 células, aunque
algunos estudios han reportado que generalmente es entre 10° y 10* UFC por gramo, su
periodo de incubacion puede ser desde doce horas hasta 10 dias y los sintomas que causa
incluyen diarrea, vémito y dolor abdominal. La gastroenteritis puede complicarse y causar
colitis hemorragica y HUS (Doyle et al., 2007).

5.7.2.1.1. E.coli STEC

E. coli productora de toxina Shiga (STEC), se refiere a las cepas de E. coli que producen al

menos 1 miembro de la clase de potentes citotoxinas llamadas toxinas Shiga. Las STEC
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que causan colitis hemorragica y HUS son llamadas E. coli enterohemorragicas (EHEC)
(Levine et al., 1987; Nataro and Kaper, 1998).

Estos organismos poseen diversos factores de virulencia, sin embargo el requerimiento
principal es la habilidad de secretar una toxina Shiga (Stx) para la cual los humanos tienen
receptores. Las toxinas Shiga son limitadas a especies ya que no todas las Stx son tdxicas
para los humanos, por lo tanto, no todas las STEC son necesariamente EHEC (Taylor
Mark, 2008).

Como se menciond, la toxina Shiga (Stx) es el factor de virulencia crucial en enfermedades
por STEC. Dos tipos de Stx, llamadas Stx1 y Stx2, fueron originalmente reconocidas
(Strockbine et al., 1986), siendo la molécula Stx1 una estructura altamente conservada que

es idéntica a la toxina Shiga tipo 1 de S. dysenteriae (Takao et al., 1988).

Para el caso de la toxina Shiga tipo 2, existen varias variantes antigénicas de Stx2,
nombradas stx2c, stx2d, stx2d-activable, stx2e y stx2f, que difieren en su actividad

bioldgica y asociacion con enfermedad (tabla 2).

Existe evidencia de una asociacion de Stx2 con un riesgo mayor de desarrollar HUS y la
presencia de los genes, eae y stx2 (que codifican para la intimina y stx2) en aislados de
STEC, es considerado como un propulsor potencial del HUS (Boerlin et al., 1999;
Ethelberg et al., 2004). Se ha reportado que la Stx2 es cerca de 1,000 veces mas tdxica para
las células endoteliales microvasculares que la Stx1 (Louise and Obring, 1995).
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Tabla 2. Factores de virulencia de E. coli productora de toxina Shiga (STEC)

Factor de Caracteristicas

virulencia

Toxinas Shiga | Proteinas citotoxicas que son el principal factor de virulencia de STEC

Stx1 Toxina Shiga producida por STEC y casi idéntica a Stx producida por
Shigella dysenteriae serotipo 1

Stx1c Variante de Stx1 que se encuentra en algunas STEC eae negativas;

asociada con la ausencia de sintomas o diarrea leve en humanos

Stx2 Prototipo de toxinas no Stx1; asociadas con enfermedad severa en
humanos

Stx2c Asociada con diarrea y SUH en humanos; comudn en STEC de bovinos

Stxd Asociada con STEC eae negativas y enfermedad leve en humanos

StXdact La citotoxicidad en células Vero se incrementa de 10 a 1000 veces por la

elastasa en el moco intestinal; cepas con esta toxina son altamente

virulentas

Stx2e Variante responsable de enfermedad de edema en cerdos; rara en

humanos y asociadas con diarrea leve o infeccidn asintomatica

Stx2f Una variante frecuentemente aislada de excremento de palomas; rara en

enfermedad de humanos

Adherencia Induce la formacion de lesion AE, incluye genes para SST3; intimina;

receptor translocado de intimina.

Fuente: Gyles C. L., 2007.

E. coli productora de toxina Shiga es considerado un patégeno zoonético que coloniza
principalmente al ganado vacuno y pequefios rumiantes. Aunque los productos de ganado
vacuno, principalmente carne, son los mas comunmente reconocidos como fuentes de
infecciones con E. coli 0157 debido a que son su reservorio natural, las frutas y vegetales
que se consumen crudos también son vectores importantes (Rangel et al., 2005). E. coli
0157 emplea mdltiples mecanismos para colonizar plantas y estan bien adaptadas a esa
biosfera. Como Salmonella, E. coli 0157 también puede alcanzar la cavidad subestomacal

y sobrevivir en ese ambiente (Cedric, N. et al., 2010).
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El primer brote reportado que fue provocado por de E. coli productora de toxina Shiga
(STEC) ocurrié en los Estados Unidos en 1982 y fue causado por el serotipo O157:H7
(CDC, 1982). Un examen retrospectivo de antiguas colecciones de cultivos de antes de los
1980’s indico6 que este patdogeno era de reciente aparicion en escena con una rara
prevalencia (Griffin and Tauxe, 1991). Otros brotes de STEC O157:H7 ocurrieron
sucesivamente en el Reino Unido, asi como otros paises del continente europeo, Africa y
Nueva Zelanda en la siguiente década y brotes asociados con carne contaminada y agua
fueron un comin denominador (Johnson et al., 2006). Este serotipo fue bien conocido por
su habilidad de provocar brotes y HUS (Bettelheim, 2007). Sin embargo, cerca de 150
serotipos de no-O157 han sido atribuidos a infecciones esporadicas en humanos. Es por ello
que suelen nombrarse como STEC 0157 y no-0157 (Gould et al., 2009).

La supervivencia de E. coli O157:H7 ha sido estudiada bajo diversas condiciones y
diferentes ambientes. Se considera que esta bacteria generalmente sobrevive muy bien en el
medio ambiente. Su supervivencia, sin embargo, puede ser afectada por varios factores
como comunidades microbianas autdctonas, temperatura, deshidratacion, humedad vy
condiciones aerdbicas. Wang y Doyle (1998) mostraron que E. coli O157:H7 puede
sobrevivir por varias semanas en los depdsitos de agua y en agua de lago. Siendo la
sobrevivencia mayor en agua fria (8°C) que en agua tibia (25°C). Sus resultados también
indicaron que esta bacteria puede entrar en estado viable no cultivable en agua (Chauret
Christian, 2011).

5.7.2.2. Otros patotipos de E. coli
5.7.2. 2. 1 Enterotoxigénica

Brevemente las cepas enterotoxigénicas (ETEC) son consideradas como el prototipo de la
cepa diarreica. Estos organismos colonizan la superficie de la mucosa del intestino delgado
por medio de fimbrias. Estas fimbrias tienen una regulacion compleja, ya que los genes
estructurales (csl, cs2, ¢s3) se encuentran en el cromosoma, sin embargo, su regulacién
depende de un gen plasmidico (rns). Una vez adheridas al intestino, las cepas ETEC

producen una o ambas toxinas, enterotoxina termolabil (LT) y enterotoxina termoestable
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(ST), con su control genético en plasmidos transmisibles. ETEC también produce uno o
mas de los muchos factores de colonizacion ya previamente definidos (Pili/fimbria 0 no

fimbrial), que estan también bajo control de plasmido (Kenneth et al., 2006).

Se encontr6 que la toxina LT es muy similar fisiol6gicamente, estructuralmente y
antigénicamente a la toxina del célera y tiene un modo de accion similar. Siguiendo la
colonizacion del intestino delgado por ETEC vy liberacion de LT, las subunidades de LTB
se unen irreversiblemente a gangliosidos GM1, y la subunidad S activa la adenilato ciclasa,
lo cual resulta en el incremento de AMP ciclico, el cual estimula la secrecion de cloruro en
las células de la cripta intestinal e inhiben el cloruro de sodio neutro en las puntas de las
vellosidades. Cuando estas acciones exceden la capacidad de absorcién del intestino, esto

resulta en una diarrea acuosa.

5.7.2.3. E. coli enteropatdgena

Las cepas enteropatdgenas (EPEC) son de las principales causantes de diarrea en
nifios menores de dos afios en paises en vias emergentes como el nuestro. La principal
caracteristica histopatoldgica de la infeccion es una lesion que induce la EPEC en el
intestino, conocida como la lesion A/E (adherencia y remocidn). Las bacterias se adhieren a
los enterocitos y permiten la acumulacién de la actina en el citoesqueleto, en la region
apical de la cé€lula, hasta formar una estructura de tipo “pedestal” y causar la eliminacion de
las microvellosidades intestinales, generando con ello diarrea y dolores abdominales
(Nataro and Kaper, 1998).

Existen tres etapas en la patogénesis de EPEC: (I) adherencia inicial a la célula del
hospedero, (Il) produccion y translocacion de las proteinas bacterianas a través de un
complejo de aguja via sistema de secrecion tipo I, y (I1I) unidn intima bacteriana con

formacion de pedestal (Chen and Frankel, 2005).

26



Las principales proteinas de virulencia compartidas por todas las EPEC son codificadas en
una isla de patogenicidad cromosémica de 35kb denominada locus de eliminacion de
enterocito (LEE). Entre estas proteinas esta la intimina, la cual es necesaria para la union de
la bacteria a las células epiteliales del hospedero (Chen and Frankel, 2005). Entre las
proteinas no LEE codificadas esta BFP (paquete de formacion de pilus), y el pili tipo IV,
codificados en un plasmido llamado factor de adherencia EPEC (EAF) (Chen and Frankel,
2005). La BFP es responsable del fenotipo de la adherencia localizada (LA) de EPEC,
caracterizada por la habilidad de la bacteria de formar microcolonias en la superficie de las
celulas epiteliales del intestino. Por definicion todas las EPEC carecen de genes para

producir la toxina Shiga (Ochoa Theresa, et al., 2008).

5.7.2. 4. E. coli enteroagregativa

La cepa enteroagregativa (EAEC) causa diarrea persistente en nifios. Al igual que la
cepa enterotoxigénica, produce toxinas ST y hemolisinas, que se adhieren al intestino
delgado sin invadir. Sin embargo, a diferencia de la ETEC, esta cepa se encuentra
tipicamente cubierta por estructuras fibrilares delgadas, que se supone, son estructurales
adhesivas que les permiten agregarse en cumulos y causar diarrea cronica (Cravioto et al.,
1991).

En 1979, Cravioto y su grupo de colaboradores describieron un ensayo in vitro basado en la
adhesion de la bacteria a células HEp-2 mostrando que EPEC se une a las células en un
patron localizado (Cravioto et al., 1979). Unos afios después se mostré6 que cepas
adherentes no EPEC fueron asociadas con diarrea. Estas cepas fueron llamadas “E. coli
enteroadherentes” (Cravioto et al., 1991). Al mismo tiempo, Nataro et al. (1987)
reconocieron dos fenotipos diferentes entre las cepas enteroadherentes, es decir, difusa y
agregativa. El descubrimiento de Nataro fue la primera descripcion de EAEC. La
adherencia agregativa es caracterizada por una formacion de ladrillo apilado de células
bacterianas unidas a las células HEp-2 (Nataro & Kaper, 1998; Nataro et al., 1998). La
estrategia basica de EAEC parece constar de la colonizacion de la mucosa intestinal,
probablemente predominantemente la parte del colon, seguida de la secrecion de

27



enterotoxinas y citotoxinas (Nataro et al., 1998). Estudios en muestras intestinales humanas

indican que EAEC provoca leve dafio en la mucosa (Hicks et al., 1996).

Para poder causar enfermedad diarreica, EAEC se adhiere a la mucosa intestinal, forma un
biofilm mucoide e induce efectos tdxicos en la mucosa intestinal que causa la diarrea
(Weintraub Andrej, 2007).

5.7.2.5. E. coli enteroinvasiva

La cepas enteroinvasivas son muy similares a Shigella spp en sus caracteristicas
bioquimicas y patogénesis, ya que no fermentan la lactosa (las demas cepas de E. coli si lo
hacen), no son moviles y son negativas en la prueba de lisina descarboxilasa (Nataro and
Kaper, 1998). Presentan también un plasmido idéntico a Shigella que contiene los genes de
invasion (vir). Las EIEC son capaces de causar diarrea liquida sin sangre, similar a la
causada por ETEC y ocasionalmente (al igual que Shigella) puede invadir las células del
intestino del hospedero y causar disenteria. Las EIEC causan epidemias relacionadas a
contaminacion de agua y alimentos, siendo el humano el principal reservorio de este

microorganismo (Doyle et al., 2007).

5.7.2.6. E. coli de adherencia difusa

E. coli adherente difusa (DAEC) es el grupo mas dificil de clasificar. Este grupo
causa estructuras como “dedos” en las células epiteliales del intestino, las cuales embeben a
la bacteria, causando diarrea liquida, principalmente en nifios (Beinke et al., 1998). El
nombre de este grupo proviene del tipo caracteristico de adherencia de estas bacterias a las

células HEp-2 en cultivos de lineas celulares.

Estudios morfologicos han descrito que las cepas DAEC generan un fenotipo inusual de
adherencia celular sobre el cultivo de células HEp-2, observandose la induccion de algunas
proyecciones de la membrana celular (Peiffer, et al., 2000). La lesion se lleva a cabo

mediante un mecanismo de virulencia complejo, que induce la degeneracién de las
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microvellosidades y altera la morfologia normal de la region apical del enterocito (Riveros
Maribel, et al., 2011).

Los datos de diversos estudios epidemioldgicos sobre la diarrea pediatrica en paises en
desarrollo, han indicado que E. coli adherente difusa es mucho mas frecuente en los nifios
con diarrea que en los nifios sin diarrea de iguales caracteristicas. Esta cepa no produce
toxinas ST ni LT (Doyle et al., 2007).

5. 7. 3 Listeria monocytogenes

Esta bacteria es un patdgeno que se distribuye ampliamente en el medio ambiente y por lo
tanto se puede encontrar en alimentos en estado natural (Oravcova, Kuchta et al., 2007). Es
una bacteria patdgena Gram-positiva, pequefia (0,4 a 0,5 micrones de ancho x 0,5 a 1,2 de
largo) y anaerobia facultativa capaz de proliferar en un amplio rango de temperaturas (1 °C
a 45 °C) y a una elevada concentracion de sal. Es catalasa positiva y no presenta capsula ni
espora. Tiene flagelos peritricos, gracias a los cuales presenta movilidad a 30 °C 0 menos,
siendo inmdvil a 37 °C, temperatura a la cual sus flagelos se inactivan, ademas es
responsable de la listeriosis humana, la cual causa fiebre, dolor muscular y algunas veces

sintomas gastrointestinales como nausea o diarrea (Watson, D, et al 2009).

Si la infeccion se disemina al sistema nervioso se pueden presentar sintomas como dolor de
cabeza, rigidez del cuello, confusion, perdida del equilibrio o convulsiones (Mead et al.,
2006). En individuos sanos la infeccion generalmente es poco severa, sin embargo, en
mujeres embarazadas, la infeccion puede producir aborto, que el producto nazca muerto,
nacimiento prematuro o infeccion en el recién nacido. Las personas con un sistema
inmunoldgico suprimido y los ancianos son mas propensos a una enfermedad mas severa,

en donde las consecuencias fatales son elevadas (Garrido et al., 2008).

La transmision generalmente es a través del consumo de alimentos contaminados, ademas,
se ha encontrado en una variedad de alimentos crudos como carnes y vegetales; aunque las

fuentes potenciales de contaminacion incluyen también a manipuladores de alimentos,
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consumidores y fuentes ambientales como los utensilios y el equipo, los cuales pueden
contener microorganismos patdgenos o servir como vehiculo de contaminacion si la
limpieza y sanitizacion es inadecuada debido en parte a que este microorganismo tiene la

capacidad de desarrollar un biofilm en estas superficies (Di Pinto, A., et al., 2010).

La contaminacion con L. monocytogenes ha sido asociada principalmente al consumo de
productos lacteos, carne de res, de cerdo, de aves y mariscos (Beuchat, L. 2002). Sin
embargo, los datos sugieren que los vegetales para ensaladas, como el repollo, el apio,
lechuga, pepino, cebolla, berros, rabanos, tomates, y el hinojo, entre otros, pueden tener una
alta incidencia de L. monocytogenes, y algunos de estos productos han sido relacionados
con brotes de listeriosis (Thunberg, et al., 2002).

En los Gltimos 30 afios, L. monocytogenes se ha convertido en un paradigma para el estudio
de las interacciones hospedero/bacteria (Hamon M, Bierne H, Cossart P, 2006). La ecologia
de L. monocytogenes es compleja y esta bacteria tiene la sorprendente habilidad de cambiar
de saprofitismo, que es cuando obtiene su energia de materia organica muerta o detritos
desechados por otros organismos en el medio ambiente, a vivir dentro del hospedero (Gray
MJ, et al., 2006). Durante la vida saprofita se encuentra en los alimentos y en el ambiente
del procesamiento de los mismos, granjas lecheras, heces de los animales y en humanos
portadores asintomaticos. Los ambientes naturales en los que se puede detectar L.
monocytogenes incluyen sistemas de agua, vegetacion y suelo. Los suelos son un reservorio
importante de esta bacteria y un vector de transmision en agrosistemas y a través de la

cadena alimenticia (Piveteau P, et al., 2011).

Esta bacteria esta bien adaptada a la vida en el ambiente y en el citosol de células eucariotas
hospedadoras (Drevets DA, Bronze MS, 2008). L. monocytogenes ha sido aislada de suelos,
ensilaje, aguas subterraneas, aguas negras y vegetacion (Thevenot D, et al., 2006). Después
de la ingestion por una persona susceptible, la bacteria es capaz de hacer la transicion a un
estado fisiologico que promueve la sobrevivencia y la replicacion de la bacteria en las

células hospedadoras (Freitag E, et al., 2009).
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En base a lo anterior en este trabajo se buscé recopilar datos de cuantificacion para estos
microorganismos, para poder determinar en qué punto de la cadena de produccion existe
mayor riesgo, para de esta forma poder tomar medidas preventivas y/o correctivas para

disminuir la aparicion de brotes infecciosos que afecten al consumidor final.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6. 1. Lugar de estudio
La toma de muestras se realizé en la region de Cadereyta Jiménez, Nuevo Leon

(Figura 1).

ESTADOS UNIDOS
DE AMERICA

COAHUILA DE TAMAULIPAS
ZARAGOZA

Cadereyta
Jiménez

ZACATECAS

SAN LUIS
POTOSI

Figura 1. Region de Cadereyta Jiménez representada dentro del estado de Nuevo Leon.

Dicha region se encuentra ubicada en la parte central del estado de Nuevo Leon a una altura
de 360 metros sobre el nivel del mar. Sus limites son: al norte con el municipio de
Pesqueria, al sur con Santiago, Allende y Montemorelos, al este con General Teran y Los
Ramones y al oeste con Juarez. El clima es seco estepario, muy calido, con temperatura
media anual de 23°C. En dias de verano alcanza hasta los 44°C y en invierno desciende
hasta los -5°C. Las lluvias son mas abundantes principalmente en el sur y sureste,
registrandose con mayor sucesion de Agosto a Enero; por lo general de Febrero a Mayo
ocurren ligeras lloviznas y raras veces aguaceros torrenciales; la precipitacion pluvial

media anual es de 601 a 800 milimetros (www.inegi.org.mx).

En cuanto al uso potencial del suelo, el area de este municipio esta dedicado principalmente
a la agricultura con 59,773 hectéareas, le sigue actividades ganaderas con 39,252 hectareas y

solo 288 hectareas comprenden areas urbanas (www.cadereyta.gob.mx)
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6. 2. Obtencion de muestras
El muestreo fue completamente aleatorio, se utilizé una tabla de nimeros al azar para

tomar las muestras en campo. Las muestras se tomaron a lo largo de la cadena de

produccidn que incluy6: a nivel de campo, distribucion de los productos.

Los tipos de muestras que se manejaron fueron las siguientes:

e Producto: hasta 4 muestras por cadena (en campo antes de la cosecha, en campo
después de la cosecha por un trabajador, en la distribucién y en el empaque por un
trabajador).

e Suelo: una muestra por cadena en el campo.

e Enjuague de manos de manipuladores: hasta 3 muestras por cadena (en campo,
distribucién y empaque).

e Agua: hasta 2 muestras por cadena, en sitio (manguera que irriga a la planta) y

fuente (llave de riego principal).

6. 3. Cadena
Se denomind una cadena completa a las muestras compuestas colectadas (procedentes de

tres submuestras) de Producto, Suelo, Enjuague de manos y Agua, de precosecha, cosecha

y distribucién de tomate o jalapefio.

6. 4. Muestras compuestas
Se denomin6 muestra compuesta a la combinacion de los enjuagues de 3 diferentes puntos

en la huerta para cada tipo de muestra.

33



Figura 2. Diagrama de la cadena de produccidn de chile jalapefio y tomate huaje

Riego

Precosecha Cosecha Distribucion

6. 5. Producto
Los productos recolectados fueron chiles jalapefios y tomates huaje. Previamente se

determind que el tamafio de la muestra seria de 14 chiles jalapefios y 18 tomates huaje.

Estas cantidades representaban la misma superficie.

Para la colecta de cada muestra se tomaron 3 submuestras utilizando para esto la tabla de
numeros aleatorios. Los chiles jalapefios y tomates se colectaron personalmente utilizando
guantes de latex en el caso de precosecha y distribucion, y se pidié a un trabajador que
colectara los mismos en el caso de muestra de cosecha (sin guantes). En todos los casos,
estos se colocaron en una bolsa con 500 ml de agua peptonada al 0.1%. Posteriormente la
bolsa se cerrd y se agit6 vigorosamente a fin de arrastrar el material pegado en la superficie
del chile jalapefio y/o tomate huaje, por espacio de 30 segundos. Esto se repiti6 en cada uno
de los 3 puntos seleccionados (submuestras), para finalmente realizar la muestra compuesta

mezclando los 3 enjuagues y hacer una muestra compuesta.

6. 6. Suelo
Para la toma de muestra de suelo se utilizo el sitio que se habia obtenido al azar en el punto

anterior correspondiente al producto. Se insertd una cuchara estéril en el suelo a un angulo
de 45° y a una profundidad de 5 cm.
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Se colectaron siete muestras de aproximadamente 30 g en un perimetro circular dentro de
30 cm de donde se encontraba la planta de chile jalapefio o de tomate huaje. Esto se hizo en
los tres puntos seleccionados, y finalmente las muestras se combinaron para formar una

muestra compuesta consistiendo de un minimo de 100 g de suelo por cadena.

6. 7. Agua

Se analizaron muestras de agua de irrigacion la cual se defini6 como aquella que irriga
directamente a la planta y agua de la fuente que se definié como aquella que se utiliza para
el riego de toda la huerta. Se utilizaron recipientes estériles para volimenes de 4 y 5 litros

respectivamente.

Para el caso de agua de irrigacion, se colectaron tres submuestras, procurando seleccionar
el sitio més cercano posible al lugar de muestreo del producto. Para colectar la muestra se
sanitizé el area exterior de la manguera, tuberia, o llave con una torunda impregnada con
hipoclorito de sodio al 10% por espacio de 15 segundos. Se dejo correr el agua por
aproximadamente 30 segundos antes de colectar la muestra. Se colectd 1.5 litros de cada
punto, y se etiquetd el recipiente y se mantuvo en una hielera con geles frios. Se
combinaron las 3 submuestras de los 3 puntos seleccionados y se obtuvo la muestra

compuesta.

Para la muestra de agua de fuente, se sanitizo el area con una torunda impregnada con
hipoclorito de sodio al 10%, igualmente se dejé fluir el agua por 30 segundos y colectaron
4.5 litros de un solo punto, y se colocaron en una hielera con geles frios.

6. 8. Enjuague de manos de los manipuladores

Se selecciono al empleado de la huerta que se encontraba trabajando en el punto mas

cercano de donde se colectd el fruto y la muestra de suelo. Se le leyd al empleado el

formato de consentimiento informado y si éste otorg6 su consentimiento se le solicité que
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se enjuagara ambas manos (una a la vez), en una bolsa con 750 ml de agua peptonada al
0.1%, para lo cual, se abrid la bolsa y el empleado meti6 una mano en el agua hasta la
mufieca y agitd la mano como si las estuviera lavando por 30 segundos, seguido de un
masaje por parte del muestreador fuera de la bolsa por otros 30 segundos, asegurandose
masajear cada dedo, la palma y la mufieca. El procedimiento fue el mismo para ambas

manos.

Una vez que el empleado sac6 su mano con cuidado, se le ofrecié un papel secante con el
que se limpiaria las manos y se le agradecio por su colaboracién. Se realiz6 la mezcla de las
3 submuestras obteniendo de esta manera una muestra compuesta que incluia el enjuague

de manos de 3 trabajadores (6 manos en total)

Al final todas las muestras fueron transportadas al laboratorio bajo condiciones de

refrigeracion y se procesaron en menos de 24 horas de tomada la muestra.

6. 9. Andlisis de las muestras

6. 9. 1. Determinacion de organismos indicadores
Se realizé mediante un sistema de filtracién con vacio (Pall Corporation) y membranas de

nitrocelulosa con poro de 0.45 um (S-PAK, Millipore Corporation).

Cabe mencionar que todas las muestras consistieron en las muestras provenientes de los
enjuagues de manos de los manipuladores y de la hortaliza, a excepcidn de las muestras de

suelo, en las cuales se realiz6 una dilucion 1:10 en agua peptonada al 0.1%.

6. 9. 1. 1. Enterococcus spp.
Se filtraron volumenes de cada muestra (suelo, producto y enjuague de manos), a través de

un sistema de filtracion. Los volumenes filtrados fueron 10 pl, 100 pl, 1 ml y 10 ml. Para
el caso de las muestras de agua los volumenes fueron de: 10 ml, 100 ml y 250 ml, para
logar una mayor concentracién de microorganismos debido a que en agua los niveles de

estos microorganismos generalmente son bajos.
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Para el caso cuando se filtraron voliumenes muy pequefios (10 ul) el procedimiento
consistié en colocar la membrana estéril en el embudo y cerrar el vacio. Posteriormente se
afiadieron sobre la membrana 10 ml de agua peptonada estéril (al 0.1%) y sobre esta se
agregaron los volumenes de muestra distribuyendola homogéneamente, posteriormente se

abri6 el vacio y se dejo filtrar la muestra.

Una vez finalizado todo el volumen, las membranas se retiraron del sistema de filtracion
con ayuda de pinzas estériles, se colocaron sobre la superficie de un agar KF Streptococcus
(BD) y se incubaron a 37°C por 48 h.

Pasado el tiempo de incubacion se seleccionaron las colonias caracteristicas de
Enterococcus en este agar las cuales son de color café a marron y se realizd su

cuantificacion. Todos los ensayos se realizaron por duplicado

6. 9. 1. 2. Escherichia coli y Coliformes fecales
En este caso se filtraron volumenes de cada muestra (suelo, producto y enjuague de manos)

de 100 pl, 1 ml, 20 ml y 50 ml. Para el caso de muestras de agua los volimenes filtrados
fueron de 10 ml, 100 mly 250 ml.

Se repitio el procedimiento especificado en el punto anterior, con la diferencia de que la
membrana se colocd sobre una placa de Petri con agar Rapid E. coli 2 (BIO-RAD) y se
incubaron a 44.5°C por 24 h. Pasado el tiempo de incubacidn se cuantificaron las colonias,
para lo cual las de color morado correspondieron a E. coli, ya que el medio contiene un
sustrato cromogénico que al estar en contacto con la enzima B-D-Glucuronidasa presente
en E. coli, produce la coloracion morada. En tanto que las de color azul a verdes junto con
las colonias moradas se consideraron coliformes fecales. Todos los ensayos se llevaron a

cabo por duplicado.
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6. 9. 2. Determinacion de patogenos

Enriguecimiento general.

Este se utilizé para la deteccion de Salmonella, E. coli O157:H7, E. coli STEC y L.
monocytogenes. Un volumen de 300 ml de la muestra compuesta, fue pre-filtrada a traves
de papel filtro estéril (Whatman No. 1) con ayuda de un matraz Kitazato y una bomba de
vacio, el liquido filtrado fue refiltrado a través de una membrana de filtracién con poro de
0.45 um.

Tanto el papel filtro como la membrana de filtracion se introdujeron a una bolsa con 90 ml
de caldo de enriquecimiento universal (DIFCO) y se incubaron a 37°C por 24 h para
Salmonella spp., E. coli O157:H7 y STEC y en caldo LEB (DIFCO) a 30°C por 48 h para

Listeria monocytogenes.

6. 9. 2. 1. Escherichia coli O157:H7
Para determinar E. coli O157:H7 se tomd una asada del caldo de enriquecimiento universal

y se sembro en el agar selectivo cromogénico E. coli O157:H7 (DIBICO) y las placas se
incubaron a 37°C por 24 h. Las colonias presuntivas de E. coli 0157:H7 (colonias azules y
sin fluorescencia con luz UV a una longitud de onda de 365 nm visualizados con una
lampara de luz UV marca Entela) se conservaron en tubos con agar cerebro corazéon (ICC,

Bioxon) en pico de flauta para su posterior identificacion por PCR.

6. 9. 2. 2. Escherichia coli productora de toxina Shiga
Para determinar las E. coli STEC se tom6 una asada del caldo de enriquecimiento universal

y se sembré en el agar cromogénico TBX (OXOID) para aislar colonias presuntivas, las

cuales son verdes y redondas en dicho agar y se incubaron a 37°C por 24 h.

Dichas colonias fueron seleccionadas como E. coli y se almacenaron a 4°C en agar ICC

inclinado para una posterior identificacion vy tipificacion por PCR.
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6. 9. 2. 3. Salmonella spp.
Para determinar Salmonella se tomd una asada del caldo de enriquecimiento universal y se

sembrd en los agares selectivos Sulfito de Bismuto (SB) y Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD) y se incubaron a 37°C por 24 h. Pasado el tiempo de incubacion se seleccionaron las
colonias presuntivas de dichos agares, (para SB cafés, grises o negras con o sin brillo
metalico, generalmente el halo es café, torndndose posteriormente a negro y algunas cepas
producen colonias verdes sin la formacion de halo oscuro, en tanto que en XLD son
colonias rosas o rojas, que pueden ser transparentes con 0 sin centro negro, aunque tambiéen

pueden aparecer completamente negras).

Las colonias presuntivas se almacenaron a 4°C en agar ICC en agar inclinado para su

posterior identificacion por PCR.

6. 9. 2. 4. Listeria monocytogenes
Para determinar L. monocytogenes se tomé una asada del caldo LEB y se sembro en el agar

selectivo Oxford (Difco) y las placas se incubaron a 30°C por 24-48 h. Se seleccionaron las
colonias presuntivas (café a negras, planas o concavas, que provocaron un viraje de color
en el medio de cultivo de amarillo a negro, debido a la hidrolisis de la esculina) y se
almacenaron a 4°C en tubos con agar ICC inclinado para su posterior identificacion por
PCR.

6. 10. Confirmacion de cepas presuntivas para Salmonella, E. coli O157:H7,
STEC y L. monocytogenes mediante PCR
Para la confirmacion de las cepas de Salmonella, E. coli O157:H7, STEC y L.

monocytogenes, se siguio la metodologia propuesta por Wang and Cerniglia (Wang et al.,
1997) que consistid en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), donde se utilizaron
oligonucledtidos para realizar la amplificacion del gen invA para Salmonella, el gen eaeA,
y el EHEC hly para E. coli O157:H7, el gen stx1 y stx2 para STEC y el gen hly para L.
monocytogenes, cuyos oligonucleotidos, secuencias y el tamafio del fragmento amplificado

se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para la identificacion de diversas bacterias
patdgenas mediante la técnica de PCR.

_ Tamarfio
_ o Secuencia del
Oligonucledtido . producto | Referencia
(bases)

Fwr- ACGATGTGGTTTATTCTGGA
EHEC hly 165
Rev- CTTCACGTGACCATACATAT

Fwr- ACACTGGATGATCTCAGTGG
StXq 614
Rev- CTGAATCCCCCTCCATTATG

Fagan, et
Fwr- CCATGACAACGGACAGCAGTT al., 1999
StXs 779
Rev- CCTGTCAACTGAGCAGCACTTTG
Fwr- GTGGCGAATACTGGCGAGACT
eacA 890
Rev- CCCCATTCTTTTTCACCGTCG
Fwr- TATCGCCACGTTCGGGCAA
invA 275
Rev- TCGCACCGTCAAAGGAACC
Wang, et
Fwr- CGGAGGTTCCGCAAAAGATG al., 1997

hly 234
Rev- CCTCCAGAGTGATCGATGTT

6. 11. Cepas de referencia
Se utilizaron cepas de referencia como controles positivos, los cuales comprendieron a E.

coli O157:H7 ATCC 43895, S. Tiphymurium ATCC 14028 y L. monocytogenes ATCC
19114

6. 12. Extraccion de DNA
De las cepas que se aislaron, asi como de las que se usaron de referencia se tomo una asada

y se inocularon en tubos con 5 ml de caldo soya tripticasa con extracto de levadura al 0.6%
(CSTEL). Posteriormente se incubaron a 37°C por 24 h. Pasado el tiempo de incubacién, se
tomo una alicuota de 0.5 ml y se homogenizé con 1 ml de amortiguador salino fosfatado
(PBS, 0.05 M a pH 7,4). Se centrifugd a 9000 x g por 3 min en una microcentrifuga

(Eppendorf modelo 5415 C) y el precipitado se lavd dos veces mas con PBS. Finalmente se
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lavé una vez con agua ultrapura (miliQ). El precipitado se resuspendio con 50 ul de agua
miliQ. Se diluydé 1:10 con Triton X-100 al 1% (SIGMA). Esta mezcla se sometié a
ebullicion por 5 minutos, e inmediatamente después se enfrié en bafio de hielo. Finalmente

se utilizaron 2 pl como templado para realizar la amplificacion.

6. 13. Condiciones de amplificacion
A los 2 pl del DNA extraido se le adicion6 23 pl de la mezcla de reaccion que contenia 50

mmol/l Tris-HCI (pH 8.5), 0.20 mmol/lI KCI, 3 mmol/l MgCl,, 0.25 mmol/l de cada uno de
los 4 desoxirribunucleétidos (dATP, dGTP, dTTP y dCTP), 0.25 umol/l de cada
oligonucledtido (Tabla 2) y 0.9 U de Taq polimerasa. La amplificacion se llevo a cabo en
un termociclador (TermoHybaid) usando el protocolo reportado por Wang et al. en 1997
que consistio 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

6. 14. Visualizacién
Los productos de la amplificacion (10 ul de cada uno) fueron separados por electroforesis

en gel de agarosa al 2% con una corriente de 120 V, y finalmente tefiidos con bromuro de
etidio (50 pg/ml) para ser visualizados bajo luz UV de un transiluminador (Uvitec modelo
STS-20WL)
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

Se llevo a cabo la determinacion de los niveles medios y la prevalencia de los indicadores y
agentes patdgenos en las muestras de chile jalapefio y tomate, asi como en las
correspondientes muestras ambientales. Ademas, se realizO un anélisis de varianza
(ANOVA) y pruebas de diferencia de medias estadisticas (DMS) con el uso del programa
SPSS Statistics 17.0.
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VIII. RESULTADOS
Se colectaron un total de 117 muestras compuestas, que correspondieron a 341 muestras
durante la etapa de cosecha del afio 2012 (Abril y Diciembre). Los tipos de muestra
compuestas colectadas incluyeron agua de fuente (5), agua de irrigacion (16), enjuague de
manos durante la cosecha (16), enjuague de manos en la distribucion (16), enjuague de
producto en cosecha (16), enjuague de producto en distribucién (16), enjuague de producto
en precosecha (16) y suelo (16). En la tabla 5 se muestra el nimero de muestras compuestas
recolectadas, que corresponden a cada tipo de muestras. Las 117 muestras fueron

colectadas de 4 diferentes huertas de la region de Cadereyta Jiménez, Nuevo Leon.

Tabla 4. NUmero de muestras compuestas correspondientes a cada tipo de muestra.

Tipo de muestra Numero de muestras Numero de muestras
compuestas de produccién compuestas de produccién
de tomate de chile jalapefio
Agua de fuente 2* 3*
Agua de irrigacién 9 7
Manos cosecha 9 7
Manos distribucion 9 7
Producto precosecha 9 7
Producto cosecha 9 7
Producto distribucion 9 7
Suelo 9 7
Cadenas en total 9 7

*En este caso el agua de fuente se compartia en diversas cadenas.
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8. 1. Muestras de la cadena de produccion de chile jalapefio.

8. 1. 1. Enterococcus spp.

Encontramos que al realizar el analisis estadistico de las muestras analizadas la distribucion
de Enterococcus spp. entre las muestras fue diferente. Cuando analizamos la diferencia de
medias estadisticas (DMS), se determind que las muestras provenientes de agua de fuente
presentaron diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) con las muestras de manos
(cosecha y distribucion) asi como con las muestras de producto en las etapas de cosecha,
distribucion y precosecha, aunque no presentaron diferencia significativa (p>0.05) con

respecto a las muestras de agua irrigacion y suelo.

Las muestras de agua entre si no mostraron diferencia significativa (p<0.05), sin embargo,
las muestras correspondientes a manos en cosecha y distribucion fueron diferentes
significativamente (p<0.05) contra el resto de las muestras. Las muestras de producto en la
cosecha mostraron diferencia significativa (p<0.05) Ginicamente con las muestras de agua
de fuente e irrigacion. Especificamente las muestras de suelo presentaron diferencia
significativa (p<0.05) con las muestras de agua de irrigacion, manos en cosecha, manos en
distribucion, producto en cosecha y producto en distribucion, no asi con las muestras de

agua de fuente y producto en precosecha.

Con respecto a las cuentas de Enterococcus en estas muestras en general se observaron
rangos que fueron desde < 1 log UFC (o niveles no detectables) hasta 9.9 log UFC
(tomando en cuenta que el limite de deteccién minimo entre todas las muestras es de 0.4
UFC). Las muestras donde hubo mayor concentracion y distribucién de Enterococcus
fueron las de manos (en cosecha y en distribucidon) con rangos de 3.7 hasta 9.9 log
UFC/muestra, asi como en los productos (en precosecha, cosecha y distribucion) con
rangos de 1.9 hasta 7.9 log UFC/muestra. Las muestras en las que hubo menos
concentracion de estas bacterias fueron las muestras de agua donde hubo rangos de <1 log
UFC hasta 1.4 log UFC (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de Enterococcus spp. en los diferentes tipos de muestras en la
cadena de produccion de chile jalapefio.
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8.1.2. E.coli

Con respecto a la concentracién de E. coli como indicador de contaminacion, encontramos
al realizar el andlisis estadistico que la distribucion de este microorganismo (Figura 4) entre
las muestras fue diferente. Cuando analizamos la diferencia de medias estadisticas (DMS),
se determind que las muestras provenientes de manos en la cosecha presentaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.05) con las muestras de agua de fuente, agua de
irrigacion, manos en distribucion, producto en cosecha, producto en distribucion, producto
en precosecha y suelo. Esto mismo ocurrio al analizarse los datos de manos en distribucion.
Para el caso de agua de fuente, se encontré que existe diferencia significativa (P<0.05) al
compararse con las muestras de manos en cosecha, manos en distribucién y suelo, y no se
presentd diferencia significativa (p>0.05) con las muestras de producto ya sea en cosecha,
en distribucidn y en precosecha. Las muestras de agua de irrigacion presentaron diferencia
significativa (p<0.05) con las muestras de manos (en cosecha y en distribucion), productos
(en cosecha, en distribucidn y en precosecha) asi como con el suelo; las muestras de agua
de irrigacion no presentaron diferencia significativa (p>0.05) con las muestras de agua de
fuente. Las muestras de suelo no presentaron diferencia significativa (p>0.05) con las

muestras de producto en las etapas de cosecha, de distribucidn y en precosecha.

Con respecto a las cuentas de E. coli en cada muestra en general encontramos valores que
fueron desde <1 log UFC hasta 4.2 log UFC/muestra, tomando en cuenta que el limite de
deteccion minimo entre todas las muestras es de 0.4 UFC. La mayor variacion se encontrd
en las muestras de manos durante la cosecha, donde hubo rangos desde 0.8 a 4.2 log
UFC/muestra. Los valores medios para este microorganismo se encontraron en 0.6 log
UFC/muestra. Las muestras con cuentas menores de E. coli fueron generalmente las

muestras de agua tanto de fuente como de irrigacion.
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Figura 4. Concentracion de E. coli en los diferentes tipos de muestras de la cadena de
produccion de chile jalapefio.
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8. 1. 3. Coliformes fecales

Dentro de los microorganismos indicadores que analizamos, se incluyeron a los coliformes
fecales. Para este caso al realizar el andlisis estadistico se observo que la distribucion de la
cuenta de estos microorganismos entre las muestras también fue diferente (figura 5).
Cuando analizamos la diferencia de medias estadisticas (DMS), se determind que las
muestras provenientes de las manos de cosecha no presentaron diferencia estadisticamente
significativa (P>0.05) con las muestras de manos durante la distribucion, y en producto ya
sea en cosecha, en distribucion y en precosecha; en tanto que entre las muestras de agua de
fuente e irrigacion si se presento diferencia estadisticamente significativa al ser comparadas
con las manos en cosecha (p<0.05). Al realizar el analisis de este tipo de agua contra el

resto de las muestras si se encontro diferencia significativa entre ellas (P<0.05).

Dentro de todos los valores de cuentas de coliformes fecales encontrados, hubo un limite
minimo <1 log UFC y un mé&ximo de 10.1 log UFC/muestra. La media de las muestras de
manos fue de 6.2 log UFC/mano y en producto se encontré en 5.3 log UFC/muestra, en

tanto que para las muestras de agua fue de 1.3 log UFC/muestra.
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Figura 5. Concentracion de coliformes fecales en los diferentes tipos de muestras de la
cadena de produccion de chile jalapefio.
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8. 2. Niveles de microorganismos en la cadena de produccién de tomate huaje.

8. 2. 1. Enterococcus spp.

Con respecto a la distribucion de la concentracion de Enterococcus en las muestras de
tomate, al realizar el andlisis estadistico encontramos que todas las muestras colectadas en

la cadena de produccion del tomate huaje fue diferente (Figura 6).

Cuando analizamos la diferencia de medias estadisticas (DMS), se determind que las
muestras provenientes del agua de fuente e irrigacién no mostraron diferencia significativa
(P>0.05) entre ellas, sin embargo, si mostraron diferencia significativa (P<0.05) con el resto
del tipo de muestras. Con respecto a las muestras de manos (en cosecha y en distribucion)
no se presentaron diferencias significativas (P>0.05) entre ellas, no asi con el resto de las
muestras. Las muestras de producto en cosecha s6lo mostraron diferencia significativa
(P<0.05) con las muestras de agua de fuente, agua de irrigacion y suelo. Las muestras de
producto (en distribucion y en precosecha) mostraron diferencia significativa (P<0.05) con
las muestras de agua, manos y suelo. Finalmente las muestras de suelo mostraron diferencia

significativa (P<0.05) con todos los otros tipos de muestras analizadas.

En este caso las muestras que presentaron rangos mas elevados de Enterococcus fueron
manos (en distribucién y en cosecha) desde 3.7 hasta 9 log UFC/muestra, y producto (en
precosecha, cosecha y en distribucion) con valores desde 2.6 hasta 8.7 log UFC/muestra.
Los niveles mas bajos se encontraron en las muestras de agua (de fuente y de irrigacion)
con valores de <1 log UFC a 1.9 log UFC/muestra.
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Figura 6. Concentracion de Enterococcus spp. en los diferentes tipos de muestras de la
cadena de produccion de tomate huaje.
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8.2.2. E. coli

Para el caso de E. coli al realizar el analisis estadistico se observd que su distribucion entre
las muestras de la cadena de produccion de tomate huaje también fue diferente (Figura 7).
Cuando analizamos la diferencia de medias estadisticas, se determind que las muestras
provenientes de agua de fuente mostraron diferencia significativa (p<0.05) con las muestras
de agua de irrigacion y de manos (en cosecha y en distribucién), mas no presentaron
diferencia significativa (P>0.05) con las muestras de producto (en cosecha, distribucién y

en precosecha) y suelo.

Las muestras de agua de irrigacion sélo mostraron diferencia significativa (P<0.05) con las
muestras de manos en cosecha y manos en distribucion, asi como agua de fuente. Las
muestras de manos en cosecha y manos en distribucion fueron estadisticamente diferentes
(P<0.05) de las muestras de agua (de fuente y de irrigacién), producto (en cosecha,
distribucion y en precosecha) y de suelo. Todas las muestras de producto (en cosecha,
distribucion y en precosecha) y suelo mostraron diferencia significativa (P<0.05) con las

muestras de manos (en cosecha y en distribucion).

Dentro de las cuentas de este microorganismo podemos destacar cuentas desde <1 log UFC
hasta 6.3 log UFC/muestra en general, sin embargo, las muestras con cuentas mayores (de
0.4 a 6.3 log UFC/muestra) fueron las muestras de manos ya sea en cosecha o en

distribucién.

Por otro lado las muestras de agua (de fuente y de irrigacién) fueron las que menor

concentracion de E. coli tuvieron, siendo los rangos de <1 log UFC a 1.3 log UFC/muestra.
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8. 2. 3. Coliformes fecales.

Encontramos mediante un analisis estadistico que la distribucion de las cuentas entre las
muestras obtenidas en la cadena de produccion de tomate fue diferente (Figura 8). Cuando
analizamos la DMS, se determind que las muestras procedentes de agua de fuente
presentaron diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) con el resto del tipo de
muestras a excepcion de las muestras de agua de irrigacion, con la cual no existié diferencia
significativa (P>0.05).

En cuanto a las muestras de manipuladores observamos que las muestras de manos en
cosecha y en distribucion no presentaron diferencia estadisticamente significativa (P>0.05)
entre ellas ni con las muestras de producto ya sea en cosecha, en distribucion y en
precosecha, aunque si tuvieron diferencia significativa (P<0.05) con las muestras de agua

de fuente, agua de irrigacion y suelo.

Entre las muestras de productos (en cosecha, distribucién y en precosecha) no hubo
diferencia significativa (P>0.05) con las muestras de manos (en cosecha y en distribucién),
sin embargo, si mostraron diferencia significativa (P<0.05) con las muestras de agua (de
fuente y de irrigacion) asi como de suelo. Cabe mencionar que las muestras de suelo fueron

diferentes significativamente (P<0.05) con el resto de tipo de muestras analizadas.

Con respecto a la concentracion en general de coliformes fecales en todas las muestras
encontramos que la mayor distribucion se alberg6é en muestras tanto de manos (en cosecha
y en distribucién) con cuentas desde 4 hasta 9.6 log UFC/muestra, asi como en producto
(en precosecha, cosecha y en distribucion) con cuentas desde 3.1 hasta 8 log UFC/muestra.

Las muestras con menor concentracion de coliformes fecales fueron las aguas donde la

concentracion fue de <1 log UFC a 2.8 log UFC/muestra.
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8.3. PATOGENOS

8. 3. 1. Escherichia coli.

De las 117 muestras compuestas analizadas se logro aislar presuntivamente a E. coli en 16
de ellas representando el 13.6% de las muestras compuestas totales, de acuerdo a su
morfologia colonial (moradas y redondas). Estos 16 aislados de E. coli correspondieron a
10 muestras de la cadena de produccién de tomate (agua de irrigacion [3], agua de fuente
[2], manos en cosecha [3], manos en distribucion [1] y suelo [1]). Las muestras restantes (6)
provenian de la cadena de produccién de chile jalapefio (manos en cosecha [2], producto en

precosecha [1], agua de fuente [1], agua de irrigacion [1] y suelo [1]).

Asi mismo se busco la presencia de E. coli O157:H7 mediante el uso del agar selectivo E.
coli O157:H7 en donde las colonias caracteristicas son verdosas, sin precipitado y sin
fluorescencia al observarse bajo luz UV a una longitud de onda de 365nm. De estas placas
se aislaron 6 cepas presuntivas correspondientes a una muestra de producto en precosecha y
agua de irrigacion de la cadena de produccion de tomate y las otras cuatro correspondieron
a la cadena de produccion de chile jalapefio (manos en cosecha, manos en distribucion,
producto en precosecha y producto en cosecha). Estas cepas fueron sometidas a
confirmacion mediante una PCR analizando la presencia de los genes de la
enterohemolisina (hly) y la intimina (eae). Este andlisis arroj0 que ambas cepas eran
negativas, por lo que no se consideraron E. coli O157:H7.

También en este trabajo analizamos la presencia de E. coli productoras de la toxina Shiga
(STEC). Para esto el agar selectivo seleccionado fue el TBX, en donde se busco la
presencia de colonias azul-verdosas al incubarse a 37°C. En este caso se obtuvieron 31
aislados presuntivos, correspondiendo 19 a la cadena de produccion de tomate (5 muestras
de manos en cosecha, 4 muestras de manos en distribucion, 2 muestras de producto en
precosecha, 2 muestras de producto en precosecha, 2 muestras de agua de fuente, 3
muestras de agua irrigacion y 1 muestra de suelo), en tanto que las 12 restantes provenian
de la cadena de produccion de chile jalapefio (manos en cosecha, producto en distribucion,
suelo, agua de irrigacion, agua de fuente, manos en distribucion, producto en precosecha y

producto en cosecha, 2, 2, 2, 2, 2, 1, 1, 1, respectivamente). Dichos aislados presuntivos
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fueron sometidos a confirmacién por PCR para la busqueda de los genes caracteristicos de
la Shiga toxina 1 y 2 (stx1 y stx2 respectivamente), sin embargo, resultaron negativos para
estos genes.

8. 3. 2. Salmonella.
De las 117 muestras compuestas analizadas se logro aislar colonias presuntivas en base a su

morfologia para Salmonella spp. de 13 de ellas, representando el 11.1% del total de las
muestras. Estos aislados correspondieron a 6 muestras de la cadena de produccion de
tomate huaje (2 muestras de producto en distribucion, 1 muestra de producto en cosecha, 1
muestra de manos en distribucion, 1 muestra de agua de fuente y 1 muestra de agua de
irrigacion) y las 7 restantes provenian de la cadena de produccion de chile jalapefio (2
muestras de agua de irrigacion, 1 muestra de agua de fuente, 1 muestra de producto en
precosecha, 1 muestra de producto en distribucion, 1 muestra de manos en distribucion y 1
muestra de suelo). Estos aislados fueron sometidos a confirmacion mediante una PCR
buscando el gen invA caracteristico de este patdgeno, para el cual todos los aislados fueron

negativos.

8. 3. 3. Listeria monocytogenes.

De las 117 muestras compuestas analizadas se logro aislar cepas presuntivas de acuerdo a
su morfologia colonial para L. monocytogenes de 4 de ellas, representando el 3.4% del total
de las muestras. Estos aislados correspondieron a 2 muestras de la cadena de produccion de
tomate huaje (1 muestra de manos en cosecha y 1 muestra de producto en cosecha) y las 2
restantes provenian de la cadena de produccidn de chile jalapefio (1 muestra de producto en
cosecha y 1 muestra de producto en precosecha). Estos aislados fueron sometidos a
confirmacion mediante una PCR buscando el gen hly caracteristico de este patogeno, para

el cual todos los aislados fueron negativos.
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IX. DISCUSION

9. 1. Microorganismos indicadores

De las 117 muestras compuestas que fueron analizadas pertenecientes a la cadena de
produccion de chile jalapefio y tomate huaje, todas presentaron cuentas para Enterococcus
spp. en un rango de 0.3 a 6.9 log UFC/muestra (entiéndase como las cuentas presente en un
chile, un tomate, una mano, gramo de suelo o 100 ml H,0), sin embargo, las cuentas mas
elevadas fueron en las muestras correspondientes a manos en cosecha y manos en
distribucion para ambos productos con valores medios de 6.2 a 6.9 log UFC/mano, lo cual
concuerda con reportes realizados recientemente realizados por Molina-Loya y Cardenas-
Cardenas en el 2012.

Enterococcus spp. ha sido aislado de diversos vegetales y frutas y especificamente de
tomates adquiridos en mercados (Abriouel et al., 2008; McGowan et al., 2006; McGowan-
Spicer et al., 2008), asi mismo en mel6n y hojas de mostaza en las que se determinaron
niveles que iban desde 1.3 hasta 4.3 log UFC/g (Johnston et al., 2005).

Recientemente Molina-Loya (2012), encontré niveles de 10%-10° UFC/ml de Enterococcus
durante la cosecha de chile jalapefio, especificamente en el enjuague de producto, asi como
niveles de 10%-10* UFC/ml para las muestras de manos de los manipuladores.

En ese mismo afio Cardenas-Cardenas reportd cuentas de Enterococcus con valores de
73.75 UFC/g (suelo), 251.25 UFC/ml (producto en precosecha), 68139.67 UFC/ml (manos
durante la cosecha), 10193.67 UFC/ml (producto en cosecha), 5157.53 UFC/ml (producto
en distribucion), 78949.80 UFC/mI (manos durante la distribucion), 403.68 UFC/ml (agua

de fuente), y 0.1908 UFC/ml (agua de sitio), para la cadena de produccién de tomate.

La presencia elevada de estos microorganismos en los productos indica que existe cierto
grado de contaminacion en los mismos, lo cual puede indicar un riesgo para desencadenar
una infeccidén en el consumidor final en caso de que junto con esta carga microbiana haya

microorganismos patdgenos. Ademas, al ser considerado como un microorganismo
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indicador, los niveles elevados pueden llegar a ser relacionados con la presencia de

microorganismos patdgenos, los cuales pudieran llegar a causar algun brote infeccioso.

E. coli se encontré unicamente en 16 (13.6%) de las muestras de la cadena de produccion
de chile jalapefio y tomate huaje. Los rangos en los que se encontraron fueron desde 0.5
hasta 1.6 log UFC/muestra, sin embargo las muestras con valores mas elevados fueron las
muestras de manos en cosecha y en distribucion (2.2 y 1.7 log UFC/muestra

respectivamente) para ambos productos.

Estudios previos han reportado la presencia de este microorganismo en otros puntos de la
cadena de produccidn, tal es el caso de Forslund et al. (2012) quienes encontraron E. coli
en el 5.5% de las muestras de suelo analizado (1/18). El aislado provenia de una parcela
previamente irrigada con agua de la llave. Las muestras de tomate analizadas en nuestro

estudio fueron negativas para este microorganismo.

Los resultados obtenidos por Molina-Loya (2012), muestran que los niveles E. coli en las
manos de los recolectores de chile jalapefio fueron bajos, reportando 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 género Enterobacteriaceae de 2
UFC/mano de trabajador.

En otro estudio en el 2012 Maffei et al. analizaron la presencia de E. coli en muestras de
diversos vegetales tales como lechuga, arugula y acelgas que se expenden en Brasil y
encontraron que el 40% de las muestras contenian a este microorganismo en niveles de 1 a
2 Log UFC/qg.

Cardenas-Cardenas en el 2012, reportd niveles de E. coli en la cadena de produccion de
tomate que iban de 7.87 UFC/ml (manos durante la cosecha) a 2.83 UFC/ml (manos
durante distribucion). Estos valores difieren de los determinados en esta investigacion ya
gue en esta ocasion los valores encontrados para ese mismo producto fueron mas bajos que

los reportados.
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La mayoria de las muestras de producto de verduras de hojas verdes, repollos, chiles y
tomates analizadas por Mukherjee et al. (2006), no tuvieron contaminacion detectable de
E. coli, encontrando que solo un 2% (13 de 102) fueron positivas para este
microorganismo. Asi mismo, no se detectd la presencia de Salmonella ni E. coli O157:H7

en ninguna de las muestras analizadas.

Con respecto a la cuantificacion de bacterias coliformes fecales en ambas cadenas de
produccion, encontramos en todas las muestras rangos que fueron de 0.9 a 7.1 log
UFC/muestra. Especificamente para las muestras de la cadena de produccion de chile
jalapefio, los valores medios mas elevados de estas bacterias se encontraron en muestras de
manos (en cosecha y en distribucion) siendo de 6.1 y 7.2 log UFC/mano respectivamente y
en producto (en precosecha y en cosecha) donde los valores medios fueron de 6.2 y 5.3 log

UFCl/chile respectivamente.

En el caso de las muestras de la cadena de produccion de tomate huaje, los valores medios
mas elevados se encontraron en las muestras de manos en cosecha con valores de 6.9 log
UFC/mano y en producto (en precosecha, cosecha y en distribucién) con valores de 6.8, 7.1
y 6.4 log UFC/tomate respectivamente. En este caso estos valores encontrados concuerdan

con los obtenidos en otras investigaciones recientes.

Molina-Loya en el 2012 examiné la calidad microbioldgica del chile jalapefio durante su
cadena de produccion, en el que las muestras de manos de los manipuladores durante la

cosecha se encontraron cuentas de coliformes fecales mayores a 10° UFC/ml.

Cardenas-Cardenas en 2012, reportd cuentas de coliformes fecales en la cadena de
produccién de tomate con los siguientes valores: 1727.33 UFC/g (suelo), 2677.13 UFC/ml
(producto en precosecha), 10160.27 UFC/ml (manos durante la cosecha), 2771.13 UFC/ml
(producto durante la cosecha), 10692.60 UFC/ml (producto en distribucién), 17871.60
UFC/ml (manos durante distribucién), 38.40 UFC/ml (agua de fuente), 2.4 UFC/ml (agua
de sitio). A diferencia de estos resultados, los obtenidos en nuestra investigacion son un
poco més elevados, esto podria deberse a que en una etapa de muestreo se presentaron

lluvias ocasionales, lo cual provocdé que la cuenta de microorganismos se elevara
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considerablemente y en la investigacion llevada a cabo en el 2012 no existen datos de las

condiciones climaticas que pudieran afectar las cuentas de estos.

Johnston et al. (2005) estudiaron la calidad de vegetales como arugula, melén, cilantro y
espinaca, en diferentes etapas de produccion y procesado en el sur de Estados Unidos y
encontraron coliformes en niveles entre 1.0 y 3.5 log UFC/g en cosecha, lavado y en el

empacado.

Es bien sabido que dentro del grupo coliformes fecales se incluyen géneros como
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter, las cuales pueden llegar a causar
enfermedad al humano al ser consumido el producto contaminado. Ademéas de ser un
excelente parametro o indicador de contaminacion fecal debido a que comparten
caracteristicas bioquimicas y de resistencia con algunas bacterias patégenas como E. coli.

De manera generalizada en las muestras de agua de fuente, agua de irrigacion y en las
muestras de suelo, se observo que tuvieron las cuentas mas bajas en relacién a las otras
analizadas, con lo cual podria descartarse la posibilidad de que en estos puntos sea donde
existe un mayor riesgo de contaminacioén del producto. Aungue numerosos patdgenos
facultativos como Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter y Serratia, estan comdnmente
presentes en suelo, agua y plantas (Schwaiger Karin, et al., 2011), por lo cual su presencia

no siempre pudiera ser ligada a la presencia de una contaminacion fecal.

Esto concuerda con lo reportado por Molina (2012), donde observaron que el analisis de
microorganismos coliformes fecales, E. coli y Enterococcus en las muestras tanto de agua
de sitio como agua de fuente en la cadena de produccion de chile jalapefio en todas las

muestras se encontraron niveles menores a 10 UFC/ml.

En un estudio realizado por Won et al. (2013) encontraron que la carga bacteriana difiere
entre los vegetales de hoja verde (lechuga) y las frutas (tomate), aun cuando fueron
irrigados con la misma fuente de agua. Ademas, ellos consideraron debido a los resultados

de sus estudios, que otros factores ambientales como la salpicadura de suelo, la intrusién de
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animales silvestres o el polvo, pueden ser las fuentes de contaminacion mas importantes

para los productos que el agua de irrigacion.

Las cuentas elevadas de microorganismos indicadores de contaminacion fecal en las
muestras del enjuague de manos de los trabajadores pudiera deberse a que los trabajadores
no tienen la costumbre, educacién o capacitacion de lavarse las manos, o en caso de estar
enfermos no dejan de asistir a su jornada laboral, 0 que no cuentan con la infraestructura

para realizar un lavado de manos adecuado.

De igual manera, en algunas ocasiones se observé la presencia de bebés en las huertas, lo
cual pudiera significar una posible fuente de contaminacion ya que al realizar el cambio de

pafiales, el trabajador podria entrar en contacto con materia fecal.

La presencia de bacterias coliformes termotolerantes en una muestra ha sido
tradicionalmente asociada con contaminacion fecal, las bacterias coliformes
termotolerantes de origen no fecal (Enterobacter spp. y Klebsiella spp.) han sido aisladas
comUnmente de vegetales (Ostenvik, 1998). Por lo tanto, el vinculo natural entre bacterias
coliformes termotolerantes como Klebsiella spp. y Enterobacter spp. y los vegetales, limita
el valor de las bacterias coliformes termotolerantes como un indicador de contaminacion

fecal en vegetales (Johannessen Gro S. et al., 2002).

Asi mismo, este estudio también revel6 que durante la evaluacion de la calidad de higiene
de los vegetales, E. coli es probablemente un mejor organismo indicador que los coliformes
fecales y los Enterococcus, ya que la incidencia de E. coli fue muy baja y la existencia de

microorganismos patgenos fue nula en las muestras analizadas.

9. 2. Determinacion de patogenos

En esta investigacion se evalu6 también la presencia de microorganismos patdgenos, sin
embargo, estos microorganismos no fueron detectados en ninguna de las muestras

analizadas. La nula incidencia de microorganismos patdgenos coincide con otros estudios
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publicados en otras partes del mundo. La FDA (2000) en estudios realizados a productos
importados encontraron que de 1028 muestras vegetales evaluadas (mel6n, apio, cilantro,
lechuga, perejil, cebolla cambray, fresas y tomates), el 99% de estas, estuvieron libres de

Shigella, Salmonella, y E. coli O157.

Las frutas y hortalizas han sido previamente ligados como vehiculo para la infeccién con E.
coli O157:H7. Sin embargo, existen algunos trabajos realizados en los Estados Unidos y
Europa donde no se detectd E. coli O157:H7 en muestras de vegetales (Johnston et al.
2005).

De las muestras analizadas que resultaron presuntivas para los diferentes microorganismos
patdgenos que se buscaron en esta investigacion, no se encontrd ninguna muestra positiva

para E. coli O157:H7, E. coli STEC, Salmonella spp o L. monocytogenes.

La ausencia de los patégenos refleja la ausencia de una posible fuente potencial de
contaminacion y garantiza una buena calidad del producto, aunque en nuestro estudio las

muestras fueron tomadas al azar.

Cabe sefialar que en este estudio solo se analizaron las superficies externas de los tomates y
los chiles jalapefios. Se ha demostrado que Salmonella no solo puede sobrevivir y crecer en
la superficie del tomate, sino que también puede ser internalizada a través de la cicatriz del
tallo (Zhuang et al., 1995). En este estudio la informacion de la posible internalizacion de
algunos patdgenos no esta disponible y aunque es muy baja la probabilidad, pudiera el

interior llegar a contener patdgenos que no fueron detectados en este estudio.

Se conoce poco sobre la interaccion de los microorganismos patdgenos con
microorganismos deterioradores de los productos. Dicha interaccion es principalmente
antagénica reportandose para el caso de las bacterias acido lactico que son componentes
importantes de la flora nativa de frutas y hortalizas. Esta interaccion puede ser debida entre
otras cosas a la disminucion del pH, generacion de peroxido de hidrégeno, competencia por
nutrientes y produccion de compuestos antimicrobianos, tales como bacteriocinas o
antibidticos (Francis, et al., 1999), esto pudiera ayudar a explicar la razén por la cual no se

lograron detectar microorganismos patdgenos en las muestras analizadas.
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Johannenssen et al. (2002) no detectaron la presencia de E. coli O157:H7 ni de Salmonella
en ninguna de las muestras de vegetales que ellos analizaron e incluia lechuga, ensaladas
precortadas, germinados, champifiones y fresas, aunque L. monocytogenes (serogrupo 4)
fue detectada en una muestra de lechuga y en otra de fresa, mientras L. monocytogenes

(serogrupo 1) se aislo de una muestra de champifiones.

Seow et al. (2012) reportaron que ninguna de las muestras analizadas de vegetales de
Singapur que incluyeron una variedad de manzanas, naranjas, mangos, tomate, lechugas y

germinados fue positiva para E. coli 0157:H7 o Salmonella spp.

En otro estudio se analizaron 466 muestras de vegetales de hoja verde, y melon,
provenientes Estados Unidos y México, en donde no se logro detectar la presencia de E.
coli O157:H7 ni Salmonella spp. (Johnston et al., 2006). Lo mismo sucedié en Noruega
donde una investigacién que incluyé 890 muestras de vegetales, ninguna fue positiva para
Salmonella spp. ni E. coli 0157 (Johannessen, Loncarevic, & Kruse, 2002).

La ausencia de L. monocytogenes en ciertos productos puede ser explicada por el menor
contacto entre el fruto y el suelo. Ademas en ciertos vegetales la ausencia puede deberse a
algun efecto antimicrobiano de algunos de los componentes de los vegetales, como se ha
observado en zanahorias, aunque la flora acompafiante presente en los vegetales podria

también tener efectos inhibitorios contra L. monocytogenes (Beuchat L. 2002).

Schwaiger et al. (2011) determinaron la presencia de Listeria spp. en 1.1% de un total de
1,001 muestras analizadas de tomate, pimiento, calabacin, pepino, zanahoria, cilantro,
rabano, lechuga y espinacas. De estas, cuatro y tres muestras pertenecian a las especies

patogenas L. monocytogenes y L. ivanovii respectivamente.
El proceso que comprende la etapa de postcosecha incrementa la concentracion de

microorganismos en el producto, esto puede ocurrir por el contacto con manos

contaminadas, el agua de lavado, el contacto con superficies, el contacto con animales y/o
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sus desechos, o con otro producto que esté contaminado (contaminacion cruzada) (Ailes, et
al., 2008).

Los microorganismos entéricos de origen fecal son secretados durante una infeccion, sin
importar si el individuo presenta sintomas o0 no, muchos de eso patdgenos entéricos son de
importancia en salud tal como Salmonella, que puede contaminar las manos después de la
defecacion, o al entrar en contacto con ropa sucia o superficies contaminadas con materia
fecal. El problema se puede hacer mayor cuando las ufias estan largas, lo que las hace mas
dificil de limpiar. Esto ultimo fue observado de manera constante con recolectores. Esto
pudiera contribuir a incrementar los niveles de contaminacién ya que en este trabajo
encontramos que el nivel de microorganismos indicadores presentes en los vegetales

aumento después de la manipulacién del producto por parte de los recolectores.

El hecho de que en nuestro trabajo no encontrdramos ninguna muestra que contuviera
bacterias patégenas concuerda con trabajos realizados en otras partes de mundo, por
ejemplo, en el 2003 y 2004, Mukherjee et al., no lograron aislar a este tipo de bacterias
partir de ninguna de las 476 muestras analizadas de 32 cultivos organicos y convencionales

de tomates, lechugas, pimiento verde, repollo, pepino, fresas y manzanas entre otras.
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X. CONCLUSION

De acuerdo a la hipdtesis planteada, algunos puntos de la cadena de produccion de
chile jalapefio y tomate huaje presentan altos ndmeros de microorganismos
indicadores, sin embargo, no se logré determinar la presencia de microorganismos
enteropatdgenos.

Las muestras de enjuague de manos fueron las que tuvieron mayor concentracion de
microorganismos indicadores para la cadena de produccion de chile jalapefio y
tomate huaje.

Las muestras con mayor contaminacion con Enterococcus fueron las muestras de
enjuague de manos con cuentas de hasta 9.9 log UFC/mano para chile jalapefio y 9
log UFC/mano para tomate.

Las muestras con mayor contaminacion con E. coli fueron las muestras de manos
con cuentas de hasta 4.2 log UFC/mano para la cadena de produccion de chile
jalapefio y 6.3 log UFC/mano para la cadena de produccion de tomate. Las cuentas
de E. coli fueron menores que las cuentas de Enterococcus y coliformes fecales en
las cadenas de produccién de ambos productos.

Las muestras con mayor contaminacion con Coliformes fecales fueron los
enjuagues de manos con cuentas de hasta 10.1 log UFC/mano para la cadena de
produccién de chile jalapefio y 6.3 log UFC/mano para la cadena de produccién de
tomate.

Las muestras que presentaron menor contaminacién de microorganismos
indicadores fueron las muestras de agua de irrigacion y agua de fuente en la cadena
de produccion de ambos productos.

En ninguna de las muestras analizadas se logré detectar la presencia de
microorganismos patogenos.

Se logro observar que el punto que exhibe mayor contaminacién fue cuando el
producto es manipulado por los trabajadores, el cual es la cosecha y la distribucion,
el cual pudiera representar el punto mas critico de contaminacion en la cadena de

produccién de estos dos productos.
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