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RESUMEN

Las frutas y hortalizas son aimentos basicos e importantes para la salud humana.
México constituye un exportador importante de este tipo de productos, en muchas partes
del mundo. Aunque en forma general la calidad de los productos de México se considera

buena, brotes recientes hacen imperiosala necesidad de monitorear su calidad.

En este estudio se evalud la caidad microbiolégica de frutas y vegetales
hi stéricamente vinculados a brotes importantes (melén, pergjil, cebolla cambray, tomate,
chile serrano y jalapeiio) expendidos en Monterrey, N.L. y algunos municipios de su

area Metropolitana, utilizando tecnologias nuevas y sensitivas.

Se analizaron un total de 300 muestras, colectadas en supermercados y mercados
populares. El andlisis de microorganismos coliformes totales y de mesofilicos aerobios
se realizo con € sistema automatizado TEMPO®. Parala deteccion de Salmonella spp.,
E. coli O157:H7, L. monocytogenes y C. jguni/coli, se empled € sistema de
inmunfluorescencia miniVidas®. La cuantificacion de mohosy levaduras se llevo a cabo
segun lo especifica a normativa mexicanay lapresenciade C. perfringensy Shigella spp
se anaizd segun la metodologia descrita en e BAM (FDA, EUA). En este estudio
encontramos que las muestras presentaron niveles moderados de contaminacién, que
dependié del tipo de muestra analizada. Se encontraron 6 muestras con C. perfringens,
una con Salmonella spp, Campylobacter spp. y L. monocytogenes procedentes de perejil.
Sin embargo, en todos los casos |os patdgenos estuvieron en muestras diferentes. No se
detecto E. coli O157:H7 ni Shigella spp. en ninguna de las muestras. Por lo anterior se
concluye que las cuentas de microorganismos indicadores fueron moderadamente
elevadas comparadas con |0 que marca las normas oficiales mexicanas para este tipo de
productos (1.5 x 10° UFC/g para e caso de mesofilos aerobios y 100 NMP/g de
coliformes), sin embargo, aungue la presencia de microorganismos patdégenos fue baja,
puede representar un riesgo para la poblacién s no se rediza un tratamiento de

desinfeccidn adecuado antes de su consumo.
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ABSTRACT

Fruits and vegetables are important foods for human health. Mexico is a major
exporter of such products to many parts of the world. Although in general the quality of
produce of Mexico are considered good, recent international outbreaks urge to monitor

the microbiological quality of these products.

This study evaluated the microbiological quality of fruit and vegetable historically
associated with mgjor international outbreaks (melon, parsley, green onion, tomato, chili
serrano and jalapeio) expended in the metropolitan area of Monterrey, N.L, using new

and sensitive technologies.

We analyzed a total of 300 samples collected in supermarkets and popular markets.
The analysis of total coliforms and total aerobic bacteria was performed with the
automated system TEMPO ®. For the detection of Salmonella spp., E. coli O157: H7, L.
monocytogenes and C. jejuni / coli the miniVIDAS® inmunfluorescence system was
used. Quantification of yeasts and molds was carried out as specified in Mexican law
and the presence of C. perfringens and Shigella spp were anayzed using the
methodology described in the BAM (FDA, USA). In this study, the samples showed
moderate levels of contamination, which depended on the type of sample analyzed. Six
samples were found with C. perfringens, one with Salmonella spp, one with
Campylobacter spp. and other one with L. monocytogenes (parsley), the pathogens were
isolates from separated samples. No E. coli O157: H7 and Shigella spp. was detected in
the samples. The numbers of indicator microorganisms were high compared with the
parameters of Mexican Official Standards for this type of product (1.5 x 10° CFU / g in
the case of mesophilic aerobes, and 100 MPN / g of coliforms), although the presence of
pathogens was low, it may represent arisk to the population if appropriate measures are

avoided prior to consumption.
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INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) constituyen, segun la
Organizacion Mundia de la Salud (OMS), uno de los problemas de saud més
extendidos en e mundo contemporéneo y una causa importante de reduccion de la

productividad econdémica.

Se conocen alrededor de 250 de estas enfermedades, sin embargo, no es facil
comparar los datos entre los paises ya que los mismos dependen directamente de la

eficiencia de sus sistemas de vigilancia (Pesca, 2007).

Por otro lado, la tendencia en los consumidores se ha desviado a la blsqueda de
productos mas naturales, con e procesamiento minimo que permita mantener sus
propiedades nutritivas y sensoriaes originaes. En los Ultimos afios se ha incrementado
el consumo de frutas y vegetales ya que son parte esencia de las dietas de las personas
en todo & mundo (Beuchat, 1996). Hasta hace algunos afios estos alimentos eran
considerados relativamente seguros en comparacion con los alimentos de origen animal.
Recientemente se ha enfocado la atencion a estos como potenciales vectores de
enfermedades (Arthur, 2007), aun cuando tienen poco procesamiento, por € mismo
pierden sus barreras protectoras y son mas susceptibles a contaminacion y deterioro
(OMS, 2002).

La globalizacién ha contribuido a que las frutas y vegetales estén disponibles en
cualquier lugar y estacion del afio (Sivapalsingam, 2004), a su vez, cambios en €
procesamiento y préacticas en € manego han resultado en la expansion y distribucion
geogréfica de las enfermedades asociadas con € incremento del nimero de bacterias,

virusy parasitos (Sagoo, 2003).
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Las frutas y vegetal es pueden ser contaminados con microorganisSmos patégenos en
cualquier punto durante su crecimiento, almacenaje, procesamiento, distribucion y

preparacion final (Sivapalasingam, 2004).

En recientes afios, se ha incrementado € nuimero de brotes por enfermedades
gastrointestinales ligado a consumo de frutas y vegetales. Entre 1990 y 2001, se
reportaron un total de 148 brotes asociados a productos frescos contaminados, en donde
aproximadamente €l 9% se ligo afrutas y vegetales (Mukherjee, 2004), de estos solo 8

han sido asociados a productos de origen mexicano exportados hacia Estados Unidos.

Por lo tanto, lasfrutasy hortalizas pueden presentar algun nivel de riesgo, para poder
causar enfermedades transmitidas por los alimentos, s no se maneja apropiadamente
antes de su consumo. Se debe reconocer la necesidad de vigilancia para controlar los

riesgos microbiol 6gicos, afin de reducir estas enfermedades (Pesca, 2007).

En base a lo anterior, en este estudio se evaluod la calidad microbiolégica de 300
muestras de frutas y hortalizas recolectadas de mercados populares y supermercados en
Monterrey y algunos municipios de su &ea Metropolitana utilizando tecnologias

automatizadas.
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DEFINICION DEL PROBLEMA

La inocuidad alimentaria es un tema que dia a dia cobra mayor vigencia, tanto en €
ambito nacional como en € internacional. La disponibilidad de alimentos de buena
calidad sanitaria es un reclamo universal, y su demanda es mayor conforme la poblacién
adquiere conciencia de la importancia que tiene para su salud el consumo de alimentos
contaminados con cualquier tipo de patégenos. El aumento de la poblacién mundial, la
concentracion urbana y €l incremento en la demanda de alimentos traen como
consecuencia e incremento de enfermedades. En e mundo actual, la cadena de
produccion y distribucion de alimentos es cada vez mas larga y en la mayoria de los
casos € aimento llega hasta e consumidor luego de haber recorrido una serie de

modificaciones y transformaciones (Avendafio et al., 2002).

Las recomendaciones dietéticas formuladas hacen que |a poblacion busgue alimentos
con mayor contenido nutricional y de facil adquisicion. Aunado a lo anterior, se ha
incrementado e consumo de frutas y vegetaes, lo cua ha traido como consecuencia
marcados cambios en € estilo de vida con respecto a los habitos, usos y gustos
alimentarios de grandes segmentos de la poblaciéon. EI consumo de frutas y vegetales
durante 1998 en Estados Unidos fue de cerca de 64 millones de toneladas de las cuales
55% eran vegetales y 45% frutas. El dato per cpita incremento de 282 a 445 libras
durante el 2002 y 2004 y 690 libras en 2005 (Anuario Estadistico de la Secretaria de
Salud, 2002).

La comercializaciéon de alimentos de calidad e inocuos se esta convirtiendo poco a
poco en la clave del éxito en e comercio internacional, y son los gobiernos de los paises
importadores los que estdn recurriendo a la aplicacion de regulaciones y normas
estrictas, que garanticen que los productos que se introducen a sus paises cumplan con
los mas altos estandares de produccion, de igual o mas atos que los producidos
domesticamente, y evitar asi poner en riesgo la salud de sus consumidores (Avendafio et
al., 2002).
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JUSTIFICACION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son la causa méas importante en la
reduccion del crecimiento econdmico, El costo anual de estas enfermedades alimentarias
en los Estados Unidos se estima de 10 a 83 billones de ddlares (FDA, 2002). Se estima
que la industria que comercializa fresa en 1996 perdié 50 millones de ddlares debido a

brotes que se han presentado por el consumo de este producto (Bihn et al., 2000).

Ademas se sabe que el comercio exterior de México se realiza fundamental mente con
Estados Unidos; es asi que una amplia variedad de productos estan disponibles alo largo
del afio en este pais de entre los que se encuentran la frutas y verduras como principales
productos (Torres and Trapaga, 2003). A su vez, estos productos han sido asociados
como causa de brotes en ese pais, viéndose a las frutas y hortalizas de origen mexicano,

como un riesgo haciael consumidor.

Es por ello que se deben aplicar |as medidas concernientes a la vigilancia y control
de la inocuidad aimentaria de estos productos a nivel nacional e internaciona
cubriéndose |las etapas relacionadas a los procesos agricol as de manufactura, almacenaje,
distribucion y exportacion del producto, ya que cada una de estas etapas puede
convertirse en un punto de riesgo de contaminacion para el alimento (Altekruse et al.,
1997).

Sin embargo, las investigaciones realizadas en nuestro pais en este campo son pocas,
y existen muy pocos datos epidemiol 6gicos en este rubro. Es por €llo, que se necesitan
datos epidemiol 6gicos, acerca de la calidad microbiologica de las frutas y hortalizas que

son producidas en nuestro pais a igual de las que son exportadas.
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HIPOTESIS

El meldn, cebolla cambray, pergil, tomate, chile serrano y jalapefio que se expenden
en el Monterrey, Nuevo Leon y algunos municipios de su area Metropolitana presentan
cuentas moderadas de microorganismos indicadores, y no estdn contaminados con

mi croorgani Smos patdgenos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad microbiol6gicay determinar la presencia de patégenos especificos
en melon, cebolla cambray, pergjil, tomate, chile serrano y jalapefio expendidos en

Monterrey, N.L. y algunos municipios de su &rea Metropolitana.



1.

3.
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OBJETIVOSPARTICULARES

Evaluar la presencia y € nimero de microorganismos indicadores (mesofilos
aerobios, coliformes totales, mohos y levaduras) en meldn, cebolla cambray,
pergil, tomate, chile serrano y jalapefio que se expenden en Monterrey y algunos

municipios de su area metropolitana.

Identificar la presencia de los microorganismos Escherichia coli O157:H7,
Salmonella spp., Shigella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. y
Clostridium perfringens

Confirmar la presencia de E. coli O157:H7, Salmonella spp., Shigella spp.,
Listeria monocytogenes, Campylobacter spp. y Clostridium perfringens mediante
latécnicade Reaccion en Cadenadela Polimerasa (PCR).
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ANTECEDENTES

7.1 Frutasy Hortalizas

Las frutas y las hortalizas frescas han formado parte de la dieta humana desde €l
comienzo de la historia, y su consumo haido en aumento debido a que representan una
extraordinaria fuente de nutrientes, micronutrientes, vitaminas y fibra para el hombre
(Brackett, 1997).

Se denominan frutas y hortalizas aquellas partes comestibles de las plantas
(Brackett, 1997), entre las que incluyen las hojas, tallos, raices, tubérculos, bulbos, flores
y semillas (Frazier and Wethoff, 1993). Una hortaliza se consideracomo a conjunto de
plantas cultivadas generalmente en huertas o regadios, que se consumen como alimento,
estas incluyen alas verduras y legumbres, en tanto que un fruto es un ovario maduro;
carnoso y comestible de una planta lefiosa o perenne que, en su desarrollo, esta
estrechamente asociado con laflor (WillsB. et al., 1998; Denisen, 1991).

Durante las tres Ultimas décadas, € consumo de frutas y hortalizas frescas en €
mundo se ha incrementado (Sumathi S, et al, 2004); debido principamente ya sea alos
beneficios de una dieta sana, laféacil adquisicion del producto (Beuchat, 1996), € ato
impacto de camparias publicitarias realizadas a nivel mundial (Heaton, et al., 2008) o
bien, por €l incremento de la poblacion.

Ademas, gracias ala asociacion que ha existido entre la ingesta de grasas saturadas
en ciertas dietas de personas con enfermedades cardiovasculares, se ha generado un
cambio en e estilo de vida de la poblacion, tendiendo a consumir mas productos
vegetales (Cuellar, 2002).
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La produccion mundia de las frutas y hortalizas crecié un 30% entre 1980 y 1990 y
un 56% entre 1990 y 2003, alcanzando 1,274 millones de toneladas en el 2003 (Diop
and Jaffe, 2002). En la Unién Europea dicha produccion es cercana alos 76 millones de
toneladas a afo, donde dos tercios lo constituyen las hortalizas y un tercio las frutas

(European Comision, 2002).

Aunado alo anterior, €l consumo per cépita de frutas y hortalizas en Estados Unidos
increment6 de 254 a 328 Ibs de 1980 al 2000 (Cuellar, 2002). Asi mismo, en Canada de
1999 a 2003 el consumo anua de estos productos se incrementé un 8% alcanzando un
consumo de alrededor de 117.5 kg por persona (Bohaychuk, et al, 2009). En México €
incremento ha sido lento, sin embargo no degja de ser importante, aun cuando solo se
consume aproximadamente 56 kilos de hortalizas por habitante al afio, en comparacion
con otros paises (Cuellar, 2002).

Se ha reportado que la industria de hortalizas contribuye significativamente a la
economia mundial, tal es el caso de Alberta en Canad4, en donde se generan entre $160-
165 millones de ddlares canadienses de ingresos anuales (Bohaychuk, et al., 2009) en
este rubro. En Estados Unidos, se observd un incremento de las ganancias en
establecimientos de punto de ventay servicios de alimentos, este incremento fue de $36
billones de ddlares entre 1987 y 1997. En € 2006, |os productores mexicanos de frutas y
hortalizas registraron ingresos por once mil 218 millones de dolares (Arredondo E,
2009).

Los paises que principalmente producen frutas y hortalizas son en primer lugar China
e India (27%), luego Estados Unidos (10%), la Comunidad Europea (13%) y la antigua
URSS (15%), todos €ellos aportando entre el 65% de la produccion mundial. En 1992,
Meéxico participd con € 1% de la produccién mundia de frutas y hortalizas, es decir
sembré aproximadamente 500,000 hectéreas (Siller, s.f.). En datos més recientes segiin
el Departamento Econdmico Socia de la Organizacion de la Agriculturay Alimentacion

(FAO) se ubico aMeéxico en el 12° lugar en produccion de frutas y hortalizas en e 2005,
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donde poco a poco se ha observado un incremento (Departamento Econdémico Socia de

la Organizacion de la Agriculturay Alimentacion (FAO, 2005).

Meéxico actualmente se considera un pais importante en la exportacion de frutas y
hortalizas para Canad4, Estados Unidos y consumo domestico, €l comercio represento el
49 % de las importaciones y e 53% de las exportaciones del Tratado de Libre Comercio
de Norte América en e 2001 (Scott and Malanoski, 1997; Diop and Jaffe, 2002).
Nuestro pais en 1992 ocupé e sexto lugar en exportacion, proporcionando a los

mercados internacionales 1.60 millones de toneladas (Siller, s.f.).

De las entidades federativas de nuestro pais, € 57 % de produccion de las 49
especies horticolas que se exportan se concentra en los estados de Sinaloa, Guanajuato,
Sonora, Querétaro, Estado de México, Baja California, Jalisco y Morelos. En tanto que
el sector productivo de frutas, concentra € 87% de las 76 especies fruticolas que se
producen a nivel comercia en los estados de Michoacén (24.6%), Colima (11.3%),
Nayarit (10.8%), Tamaulipas (10.5%), Tabasco (8.9%), Chiapas (8.9%), Sonora (7.2%),
Jalisco (2.4%) y Veracruz (2.0%) (Siller, sf.).

Estados Unidos es € principal destino para las exportaciones de frutas y hortalizas de
México (Comunidad Andina, 2004); ocupando €l 55% del volumen total de las
exportaciones en e 2000. Ademas, mantiene una balanza comercial con ese pais, la cual
en los ultimos cinco afios ha crecido en un 40%, a pasar de 6,368 millones de dolares
8,913 en 1993.

Entre los principales productos exportados por México hacia e extranjero se
encuentran, en €l caso de frutas, limon (27.7%), mango (23.2%), platano (18.3%), y uva
de mesa (14.8%). Las principales hortalizas, las cuales componen € 75% de la oferta
exportable son seis: tomate, pepino, melon, sandia, chile y calabaza con € 30.2, 11.2,
9.7, 9.7, 5.8 y 8.4 % respectivamente. El 70% del valor generado de divisas en la
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temporada 1997-98 fue obtenido por los productos: tomate (29.5%), pepino (9%), melén
(7.9%), cebolla (7.9%), calabaza (7.8%), y uvade mesa (7.1%) (Siller, s.f.).

7.2 Contaminacion defrutasy hortalizas

7.2.1 Contaminacion pre-cosecha

Las frutas y hortalizas pueden ser contaminadas con microorganismos patégenos
mientras crecen en el campo de cultivo, durante su recolecta, el manejo, procesamiento y
su distribucion (Beuchat, 1996; Lee, 2004; Ailes, et al., 2008). En la precosecha, las
fuentes de contaminacién son latierra, el agua de riego, la presencia de materia fecal o
animal, € tipo de abono utilizado, €l aire y € persona que se encarga del manejo del

producto (Fernandez, 2008). Analizaremos individual mente cada uno:

7.2.1.1 Agua

Durante la produccion de frutas y hortalizas, se utiliza el agua para numerosas
actividades en e campo, incluido € riego y la aplicacién de pesticidas y fertilizantes
(FDA, 1998). Guan et al. y Ng et al. (2005) encontraron que a gunos pesticidas, cuando
son diluidos con agua contaminada, pueden promover € crecimiento de patdgenos como
E. coli O157:H7, Salmonella, Shigella y Listeria (Guan, et al., 2001; Ng, et al., 2005).
De lamismamanera Izumi (2008) et al. reportaron cuentas de 10° UFC/ml en soluciones
de insecticidas (Orthene o Albarin grénulos solubles en agua) que se resuspenden con
agua, indicando que estos pesticidas no matan a los microorganismos tales como
Salmonella spp. y E. coli O157:H7 (Izumi, et al., 2008)

Existen evidencias donde se demuestra que €l uso de agua de riego contaminada puede
incrementar |a frecuencia de microorganismos patégeno en productos frescos (Diaz and
Vernon, 1999). En estudios recientes se encontrd la presencia de Salmonella spp. en

agua de irrigacion, aguas superficiales y agua de drengje (Duffy, et al., 2007). Algunos
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autores reportaron gque el agua de irrigacion es un buen indicador para € monitoreo de
patdgenos durante la producciéon de germinados como los de afalfa (Solomon, €t al.,
2002, 2003; Steele, et al., 2005).

En paises como Bélgicay Finlandia se encontré en el 20% de las muestras analizadas
de aguas residuales la presencia de Listeria monocytogenes (European Commission,
2002).

7.2.1.2 Tierrao suelo y animales

La tierra es otro importante reservorio generoso de microorganismos, entre los cuales
no se descartan los patdgenos (Fernandez, 2008). Entre ellos, son cominmente
encontrados en € suelo esporas de especies de Clostridium, como C. botulinum y C.
perfringens, a igual que esporas de Bacillus cereus enterotoxigénico (Beuchat and Ryu,
1997). De hecho esporas de C. perfringens son consideradas como un indicador de

contaminacion fecal en alimentos (Hirotani, et al., 2001).

La contaminacion de |os vegetal es con microorgani smos presentes en e suelo se puede
dar cuando hay lluvia intensa 0 a través del agua de riego, por medio de la salpicadura
de esta agua, ya que se sabe que muchos vegetales crecen en e suelo o tienen mucho
contacto con este (Heaton and Jones, 2007).

Por otra parte, los animales contribuyen a ser un vehiculo de contaminacién, y ademas
pueden acelerar la degradacion de los productos agricolas reduciendo en gran medida la

calidad y el periodo de vigencia de |los productos frescos (Bihn, et al., 2002).

Como fuente de contaminacion animal alas frutas y hortalizas se incluyen las heces de
animales domeésticos, de crianza, silvestre e insectos (Ferndndez, 2008). Algunas

especies de pgaros pueden diseminar ciertas especies de Campylobacter spp.,
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Salmonella spp., Vibrio cholerae y Listeria. Mas recientemente E. coli O157:H7 fue

aislada de | as heces de pgjaros (Beuchat and Ryu, 1997).

7.2.1.3 Heces

Las frutas y hortalizas que crecen en e suelo o tienen contacto directo con éste,
pueden contaminarse por heces humanas o de animales, propiciando la contaminacién
con patégenos y su fijacién en la cascara, 10 que posteriormente puede llevar a la

contaminacion de la pulpaa tiempo de ser extraida (Fernandez, 2008).

Por otra parte, se sabe que d estiércol, lodos activos y compostas de origen humano y
anima son comunmente utilizados como fertilizantes organicos para la produccion de
frutas y hortalizas, incrementando la posibilidad de la contaminacion de estas, con

mi croorganismos patégenos (European Commission, 2002).

En agunas partes del mundo aun se emplea como abono e contenido de las letrinas,
aunque esta préctica es rara en los Estados Unidos (Frazier and Westhoff, 1993), en
otros paises como Reino Unido més de 90 millones de toneladas de desechos de
animales son colocados en los campos de cultivo anuamente (Food Standards Agency
2004, Aviation House, London, UK). Islam et al. (2004) reportaron que E. coli
0157:H7 puede estar presente por mas de 5 meses en el suelo, después de la aplicacion

de fertilizantes organicos y agua de irrigacion contaminada (Islam, et al., 2004).

Patdgenos fecales como E. coli O157:H7; que sobrevive en heces bovinas y en €
suelo por mas de 70 dias puede adherirse a la superficie de los productos y causar
contaminacion al momento de cortar € producto (Sivapalasingam, S., et al., 2004).
Ademas se ha reportado que cuando E. coli O157:H7 esta presente en € suelo, tiene la

capacidad de internalizarse a los teidos de las raices de las plantas v,
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subsecuentemente, ser transportados por € sistema vascular hacia las partes aéreas de
estas hasta llegar alas hojas y frutos. Esto podria limitar la eficacia de los lavados que

se les da a estos productos después de la cosecha (Hora, et al., 2005).

También, se ha determinado que el uso previo que se le haya dado a suelo, influye
en la cantidad de patdgenos presentes y en €l riesgo que pueden tener los productos de
ser contaminados. Asi, si € terreno se utilizo para alimentar o producir animales puede
incrementar en gran medida el riesgo de contaminacion de los productos que ahi se
cultiven (Bihn, et al., 2002).

7.2.2 Contaminacion post-cosecha

Al igual que los riesgos que se tienen durante la precosecha y cosecha, no se pueden
omitir los riesgos durante su procesamiento. Las fuentes de contaminacion pos-cosecha
incluyen heces de animales, insectos, otras frutas, vehiculos o contenedores en donde se
transporta € producto, agua de lavado, equipo de corte, embalgje y clasificacion asi

como manipuladores que tienen contacto con el producto (Izumi, et al., 2008).

Estudios previos demostraron que las cuentas de bacterias mesofilicas aerobias y
mohos, en la superficie de | as frutas se incrementé de 2.5 x 10° UFC/g para mesofilos y
1 x 10° UFC/g paralos segundos a3.2 x 10° y 8.0 x 10 UFC/g respectivamente durante
el mangjo pos-cosecha (lzumi, et al., 2008).

Algunos factores que contribuyen ala contaminacion post-cosecha, se incluye:
7.2.2.1 Contaminacion cruzada
Existen riesgos de contaminacion cruzada durante la produccion de las frutas y

hortalizas, ya que cualquier materia que esté en contacto con estos productos se puede

volver una fuente importante de contaminacion microbiana.



La contaminacion cruzada y la manipulacion por € personal, fueron los dos factores
mas comunmente reportados, que contribuyeron a la existencia de brotes por ensaladas
en Inglaterra y Gales en e periodo de 1992-2000, destacando la importancia del
entrenamiento del personal y las buenas préacticas de higiene (Sagoo, et al., 2001, Long,
et al., 2002).

Los empleados que padezcan una infeccion (tengan sintomas o no) pueden
contaminar fécilmente los productos frescos con patdgenos microbianos si ho se practica
una buena higiene, tal como el lavado de manos después de un estornudo, al tocarse €l
pelo u otras partes del cuerpo, o después deir a bafio. Estos patdégenos pueden luego ser
transmitidos a personas que manipulan o comen el producto hortofruticola contaminado
(Bihn, et al., 2002; Kaneko, et al., 1999).

7.2.2.2 Lavado del producto

De la misma manera, grandes cantidades de hielo se usan para mantener la calidad
de algunos productos frescos en diferentes etapas de la cadena de produccion. El hielo
puede tener contacto con productos contaminados y transferir los patégenos de
superficies contaminadas a no contaminadas a través del movimiento del agua derretida.
En este ambito, en un estudio realizado por Kim y Harrison (2008) evaluaron el grado de
contaminacion por E. coli O157:H7 al estar en contacto con hielo y el agua derretida,
en lechuga romana, demostrando que este microorganismo puede ser transferido a otras
capas de producto dentro de contenedores utilizados para su transporte por la
diseminacion del agua contaminada del  hielo derretido y asi contaminar |as superficies

delas hojas.

Como consecuencia a lo anterior, el lavado del producto es un importante proceso
comunmente empleado por la industria alimentaria para remover restos de suelo y

desechos, reduciendo asi las poblaciones microbianas (Wang et al., 2007). El
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tratamiento de lavado que se realiza post-cosecha, se aplica utilizando hipoclorito de
sodio (100 -200 ppm), que remueve la contaminacion adquirida durante el campo, sin
embargo se tiene bien establecido que este procedimiento solo logra la reduccién de
menos de 2 log de bacterias (Warriner et al., 2003).

Como gemplo de fallas en el lavado de frutas y hortalizas se ha reportado la
contaminacion de tomates con Salmonella Javania 'y de pergjil con Shigella sonnei, que
fueron responsables de grandes brotes en Estados Unidos (European Commission,
2002). Akins et al., reportaron que los melones tuvieron un incremento significativo de
microorganismos indicadores (<0.5 log UFC/cm?) después de ser lavados, sugiriendo
que puede haber riesgo de contaminacion después de este tratamiento (Akins et al.,
2008).

Ademés se tienen reportes donde bacterias como E. coli O157:H7 y L.
monocytogenes se adhieren a superficies dafadas de hojas de lechugay penetran tejidos
internos, logrando la proteccion por agunos sanitizantes como e cloro. Se ha
demostrado que manzanas a ser inmersas en agua de lavado pueden contribuir a ser un
factor de riesgo para la reproduccién de patdgenos (Buchanan, et al., 1999). Debido a
esto el tratamiento que se les da a estos productos es ineficiente, logrando incluso la

reproduccién de los patdgenos (Heaton, 2007).

Hasta hace algunos afos, las frutas y hortalizas fueron considerados relativamente
seguros para su consumo (Arthur, 2007). Aungue los alimentos de origen animal (como
los productos cérnicos o | acteos) son con mayor frecuencia los que mas se involucran en
brotes de ETAS, se han reportado brotes a partir de hortalizas (Parrillaet al., 1993).

7.3 Enfermedades Trasmitidas por los Alimentos (ETAS)

Las ETAs son un problema de Salud Publica a nivel mundial (Little and Gillespie,

2004), debido a surgimiento de nuevas formas de transmision, la aparicion de grupos
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poblacionales vulnerables, e aumento de la resistencia de los patdégenos a los
compuestos antimicrobianos y al impacto socioecondmico que ocasionan (Zucca et al.,
1998).

Las ETAs se producen por la ingestion de alimentos y/o bebidas contaminados con
microorganismos patdgenos que afectan la salud del consumidor en forma individual o
colectiva (Faber and Peterkin, 1991). Siendo € resultado de la falta de higiene en los
alimentos, o del manejo inadecuado de |os mismos, como latemperatura de enfriamiento
inadecuada durante su conservacién, contaminacién cruzada, coccidn inadecuada y/o

utilizacion de equipo contaminado para su preparacion (Gonzdlez and Rojas, 2005).

Los sintomas de estas enfermedades dependen del tipo de contaminacién, agente
patdgeno presente y susceptibilidad del huésped principalmente. Los sintomas de ETAs
generamente incluyen diarreas y vomitos, aunque también se pueden presentar dolores
abdominales, dolor de cabeza, fiebre, sintomas neurolégicos, vision doble, ojos
hinchados, dificultades renales, etc., e inclusive, pueden generar enfermedades crénicas
y secuelas muy graves (OMS, 1989; Parrillaet al., 1993).

En paises industrializados el porcentgje de personas que han sufrido alguna ETA se
estima que se encuentra por encima del 30% segun lo reportado por la Organizacion
Mundia dela Salud (OMS, 2002). Por gjemplo, tan solo en Estados Unidos, 76 millones
de casos de ETASs provocaron 325,000 hospitalizaciones y 5000 muertes cada afio. Se
estima que esto genera pérdidas econdmicas de 6.9 billones de dolares, ademés de
disminucion en la productividad, altos costos médicos y promulgacion de aertas
sanitarias (Mead, et a., 1999; Techink, 2001).

Entre 1990 y 2001 se reportaron en E.U.A. 1589 brotes de ETAs (CSPI, 2001) donde
los cinco principales alimentos involucrados fueron: pescados y mariscos, con 340
brotes (21% del total); huevos, con 271 brotes (17%); frutas y verduras frescas, con 148
brotes (9%); carne, con 134 brotes (8%) y aves, con 79 brotes (Altekruse et al., 1997).
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De los 148 brotes atribuidos a frutas y hortalizas frescas, solo cinco fueron relacionados

directamente aimportaciones provenientes de México (CDC, 2006).

Cada afio, la OMS recibe informes sobre la ocurrencia de cientos de miles de casos
de ETAs, en todo € mundo; de ellas, se ha determinado que entre las més frecuentes y
numerosas son causadas por alimentos contaminados por agentes bioldgicos (SVETA,
2000), encontrandose a las bacterias y los virus como los agentes causales méas
importantes. Entre estos se puede mencionar a Salmonella spp., Campylobacter jguni,

Escherichia coli enterohemorragica (Jiménez and Martin, 2004; Castro et al., 2006).

Para €l caso de Latinoamérica y e Caribe, datos estadisticos revelan que cas la
mitad de las enfermedades transmitidas por los alimentos que tuvieron un origen

identificable fueron provocadas por fuentes microbianas (Bihn, et al., 2002).

Para el 2006 €l Centro de Control de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés) de
E.U.A. reportd 223 brotes causados por bacterias provenientes de alimentos con 5336
casos, de los cuales 337 fueron ocasionados por virus (CDC, 2006). Se ha estimado, que
en México e nimero de casos por ETAS asciende a 200 millones por afio (Castro et al.,
2006).

En nuestro pais de 1980 a 1989 se notificaron a la Direccion General de
Epidemiologia, 314 brotes de ETAS, con un total de 12,344 casosy 348 defunciones.
De éstos, 227 fueron de origen microbiano o parasitario (Parrilla et al., 1993). Las
bacterias  Escherichia coli enterotoxigénica, E. coli enteropatdogena, Salmonella
enteritidis, Shigella spp, Campylobacter jejuni y Yersinia enterocolitica, ocasionan en
conjunto, entre el 40 y 50% de las ETAS. Se estima que cada afio ocurren alrededor de
3000 defunciones en nifios y ancianos, casi todas prevenibles, sobre todo en los estados
del sur del pais (Kumate et al., 2004).
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Para € 2003, hasta la semana 53 se reportaron en nuestro pais 154,687 casos nuevos
de diarreas acumulados, donde € 32.4% de las diarreas fue causado por amibiasis
intestinal y giardiasisy el resto, (67.6%) por virusy bacterias (Borbolla, 2004). En tanto
gue hasta la semana 45 del afio 2007 en México, las enfermedades infecciosas
intestinales ocuparon el segundo lugar, con 87,066 casos reportados, de los cuales 33
898 fueron causadas por intoxicacién alimentaria bacteriana (Boletin Semana de
Epidemiologia, 2007).

Datos mas recientes (2008) reportados por la FoodNet mostraron que se produjeron
18,499 casos confirmados de ETAs donde la incidencia fue: Salmonella (16.20%),
Campylobacter (12.68%), Shigella (6.59%), Cryptosporidium (2.25%), Escherichia coli
0157 (1.12%), Escherichia coli no-0157 (0.45%), Yersinia (0.36%), Listeria (0.29%),
Vibrio (0.29%) y Cyclospora (0.04%) (CDC, 2008).

7.4 Microorganismos presentes en Frutasy Hortalizas

La carga microbiana que se encuentra presente en las frutas y hortalizas como flora
natural, estd compuesta en su mayoria por bacterias acido-lacticas y Gram negativas
pertenecientes a grupo de las Pseudomonas o Enterobacteriaceae, asi como hongos y
levaduras (European Commission, 2002). De las especies encontradas del género
Enterobacteriaceae, cerca de 80 a 90% son predominantemente especies de
Enterobacter y Erwina (Manvell, and Acland, 1986; Brocklehurst, et al., 1987; Nguyen,
and Prunier, 1989; Garg et al., 1990; Magnuson et al., 1990; Marchetti et al., 1992).
Loui et al., en e 2008 reportaron comunidades bacterianas de las familias
Enterobacteriaceae, Oxalobacteraceae, Moraxellaceae y Sphingomonadaceae,
asociadas alas hojas alfalfa (Liao and Fett, 2001; Loui C. et al., 2008).

Las bacterias lacticas, incluyen las especies de Lactobacillus brevis y L. plantarum,
Leuconostoc dextranicum y L. mesenteroides, asi como Sreptococcus faecium y S

faecalis. También pueden existir especies de Bacillus, levaduras y mohos. Se ha
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reportado la presencia de bacterias acido lacticas en ensaladas mixtas y zanahoria

rallada, sobre todo cuando se produjo un abuso de temperatura (30°C) (Francis, 1999).

Se ha establecido ademas que € nimero de bacterias presentes, dependera del
producto y del medio en que se encuentren, la estacion del afio, las variaciones del
clima, etc.; pudiendo oscilar desde unos pocos cientos o miles por centimetro cuadrado
de superficie, hasta millones (ICMSF, 1980). Se ha encontrado que en la superficie de
un tomate perfectamente lavado, puede haber de 400 a 700 microorganismos por
centimetro cuadrado, mientras que uno que no se hubiese lavado podria contener varios
miles. Los tejidos externos de la col sin lavar podrian contener de 1 a 2 millones de
microorganismos por gramo, aungue la col lavaday troceada podria contener de 200,000
a 500,000 (ICM SF, 1980).

En el caso de las frutas y hortaizas, los problemas de contaminacion més comunes
que se ocasionan, son los tipicos producidos por los denominados gérmenes de
superficie 0 gérmenes de barreras superficides (Zucca et al., 1998). Entre éstos,
patogenos presentes en la superficie del producto, por ggemplo, la del melén que puede

contaminar la parte internaa momento de cortarlo (Altekruse et al., 1997).

Es muy importante la interaccion entre los microorganismos patégenos y las
superficies de las frutas y/o hortalizas, de manera que si € microorganismo persiste en la
superficie, tiene la oportunidad de reproducirse y alcanzar la dosis infecciosa suficiente
aumentando asi €l riesgo al consumir €l producto (Heaton and Jones, 2007). En € caso
particular del melon, e tipo de superficie rugosa que posee favorece la adhesion de

microorganismos (Ukuku and Fett, 2004).

Otra manera de lograr la supervivencia microbiana es por medio de agregados
celulares como los biopeliculas. Estas constituyen entre 30 y 80% del total de las
poblaciones en la superficie de las plantas, ya que a formar este tipo de asociaciones,

hace més dificil la eliminacion de estos microorganismos por los métodos de
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saneamiento convencionales, aumentando la probabilidad de sobrevivencia del
patdgeno. Se ha reportado la formacion de biopeliculas de Salmonella spp. en melon
(Annous, et al., 2005).

Ademéas para complicar € panorama, se tienen reportes de bacterias patdgenas
formando asociaciones con otros microorganismos, para poder establecer un sinergismo
y permitir la utilizacion de nutrientes para ambas especies, un gjemplo, para € caso de
Salmonella Enterica puede asociarse con Pantoea agglomerans en la superficie del
cilantro (Brandl and Mandrell, 2002).

Otra forma de interaccion planta— microorganismo, lo congtituye el quérum sensing,
donde se producen ciertas sustancias como Acyl-homoserin- lactonas (AHLS) que
ayudan a regular factores de expresion que son capaces de incrementar la resistencia al

estrés producido por las plantas tales como la desecacion, entre otros (Brandl, 2006).

Ademas, la manipulacion excesiva del producto puede representar un peligro a la
salud y aumentar |os riesgos de que se desarrolle una mayor contaminacion microbiana.
Al ser cortadas las frutas y hortalizas son mas susceptibles a deterioro quimico y
microbiol 6gico, como consecuencia, a la destruccion de las células durante este proceso.
Los exudados producidos con €llo, son ricos en minerales, azlcares, vitaminas, y otros
compuestos liberados (Froder, et al., 2007), que propician a los microorganismos a
desarrollarse mas rgpidamente, debido a la mayor disponibilidad de nutrientes y agua
(ICMSF, 1980). A lolargo delos pasados 13 afios, se han reportado 14 brotes donde se
involucra directamente a melon. Mas de la mitad de estos brotes se asociaron a
melones que fueron cortados, mas no consumidos inmediatamente, permitiendo el
crecimiento del microorganismo en el interior de la fruta debido a su alto contenido de
azucares (Akins, et al., 2008).
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7.5 Microorganismos indicador es

La produccion de aimentos microbioldgicamente seguros, precisa de técnicas
analiticas capaces de detectar microorganismos patdgenos. Sin embargo, esta claro que
los alimentos seguros solo pueden ser producidos mediante € empleo de précticas
higiénicas adecuadas, incluyendo la prevencion de la contaminacion, pudiendo emplear
para evaluar estos microorganismos indicadores, que proporcionan informacion indirecta

acercade la calidad sanitaria de los productos alimenticios (Smoot and Pierson, 1997).

Histéricamente los indicadores de inocuidad, han supuesto que los patégenos de
interés mayormente son constituidos por microorganismos de origen intestinal, que
pueden llegar alos alimentos por mecanismos directos o indirectos. Microorgani Smos no
patdgenos, pero presentes en e intestino han sido usados como indicadores de
contaminacion fecal de aguas y con ello la posible presencia de patdgenos intestinales.
El primer indicador de contaminacion fecal utilizado fue Escherichia coli (ICMSF,
1980; Zucca, et al., 1998).

Actuamente se estima que los microorganismos indicadores de la calidad
microbioldgica o vida util de los aimentos, son aquellos microorganismos (y/o sus
productos metabdlicos) cuya presencia en alimentos especificos en cantidades
determinadas son usados para evaluar la calidad existente y megjor aun, para predecir la
vida Util de los adimentos. Cuando se usan de este modo, los microorganismos
indicadores deben cumplir los criterios siguientes. deben estar presentes y ser
detectables en todos los alimentos cuya calidad se debe evaluar, su multiplicacion y su
nimero debe tener una relacion directa negativa con la calidad del alimento, deben ser
detectados y contados facilmente. Ademas, deben poder diferenciarse claramente de
otros microorganismos y contarse en un corto tiempo, a ser posible en una jornada de
trabagjo. Su conocimiento no debe ser obstaculizado por otros componentes de la flora de

alimento (Zucc, et al., 1998). Entre los microorganismos indicadores de inocuidad méas
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importantes en € &rea aimentaria se encuentran las bacterias coliformes totales y

fecales, bacterias mesofilicas aerobias, C. perfringens, asi como los mohosy levaduras.

7.5.1 Bacterias mesofilicas aerobias

Estos microorganismos son los mas valiosos como indicadores del estado
microbioldgico existente en determinados alimentos y como predictores de la vida Util
del aimento (James, 1992). Incluyen todas aquellas bacterias que pueden crecer a

temperatura moderada (30 a 37°C), en un medio aerobio.

La variedad de especies y tipos diferenciables por sus necesidades nutricionales,
temperatura requerida para su crecimiento, oxigeno disponible, etc., hacen que €
nimero de colonias contadas constituyan una estimacion de la cifra realmente presente y
la misma refleja s el mangjo sanitario del producto ha sido €l adecuado (NOM-092-
SSA1-1994, Bienesy servicios. Método parala cuenta de bacterias aerobias en placa.).

Cabe mencionar que en la cuenta de estos microorganismos, solo se miden células
vivas y es de escaso valor si se pretende conocer la calidad organol éptica (Smoot and
Pierson, 1997). El ensayo para la cuenta total de bacterias mesofilicas aerobias de
alimentos perecederos refrigerados como leche, carnes, carne de pollo y pescado, puede
ser utilizado paraindicar el estado del equipo, asi como evaluar € tiempo y temperatura

durante el almacenamiento y distribucién del producto (James, 1992).

7.5.2 Coliformes

En conjunto, los coliformes estén representados por cuatro géneros de la familia
Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y Klebsiella (Seymour and
Appleton, 2001) Son bacilos cortos que se han definido como bacterias aerobias o

anaerobias facultativas que fermentan la lactosa con produccién de gas. El grupo de
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coliformes fecales incluye a los coliformes capaces de crecer a temperaturas elevadas
(44.5°C) (Madigan et al., 2004).

Sin embargo, la denominacion coliforme y “coliforme fecal” no tiene validez
taxondmica, estos términos sirven para designar a grupos de bacterias capaces de crecer
en condiciones experimentales especificas (FAO/WHO, 1993). No todos los coliformes
son de origen fecal, por |o que se hizo necesario desarrollar pruebas para diferenciarlos a
efectos de emplearlos como indicadores de contaminacion. Se distinguen, por lo tanto,
los coliformes totales, que comprende la totalidad del grupo y los coliformes fecales
aquellos de origen intestinal (Madigan et al., 2004).

En un estudio realizado en Tabasco durante 2003, se evaluaron alimentos que se
expendian en la cale, y se encontrd que de los alimentos estudiados, €l 9% tuvo altas
cuentas de bacterias mesdfilicas aerobias, siendo los tacos de pollo, €l repollo y arroz
guisado los aimentos mayormente contaminados. El grupo de los coliformes fecales
estuvo presente en € 35% de los alimentos y se encontraron principalmente en salsa

mexicanay repollo con cilantro (Borbolla, 2004).

7.5.3 Mohosy levaduras

Los mohos se definen como un grupo de hongos microscopicos; que se caracterizan
por tener un cuerpo formado por estructura filamentosa con ramificaciones, que se
conocen con e nombre de hifas. El conjunto de hifas constituye el micelio, carecen de
clorofila, se alimentan por absorcion pudiendo propagarse por esporas flageladas o no,
las paredes celulares pueden ser de queratina, celulosa 0 manana y crecen formando
colonias en un medio selectivo a 25°C (NOM-111-SSA1-1994, Bienes y servicios.

M étodo para la cuenta de mohos y levaduras en alimentos).

Los mohos crecen sobre los materiales vegetales produciendo el deterioro de los

mismos y pueden generar metabolitos secundarios que actian como antibioticos
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cual es son toxicos para plantas y animales (Jaimes, 1992)

En los vegetales, crecen un amplio grupo de microorganismos, en donde |as bacterias
suelen aparecer primero, luego las levaduras y finalmente los hongos filamentosos tanto
saprofitos como patdgenos (Richards et al., 2004). Los géneros de hongos filamentosos
gue con mayor frecuencia se aislan de las hortalizas incluyen Aureobasiium, Fusarium,
Alternaria, Epicoccum, Mucor, Rhizopus, Phoma, Chaetomium y en menor proporcion
Aspergillus, Acremonium, Botrystis, Cladosporium, Penicillium, Sclerotium,
Trichoderma y Ulocladium (Torok and King, 1991). La contaminacién por estos agentes
causa grandes pérdidas. Solo en plantas de empaque se estiman pérdidas del 14 a 18%
debido a los hongos, como por gemplo, Penicillium spp., Phytopphthora spp.,
Phomopsis, Diplodia, Geotrichum, Botrytis y Colletorichum se encuentran con
frecuencia (Schirra, et al., 2008).

Las levaduras, son microorganismos cuya forma dominante de crecimiento es
unicelular. Poseen un nucleo y se multiplican por reproduccion sexual o asexual, por
gemacion o por fision transversal. La reproduccion sexua cuando ocurre, es por medio
de ascosporas contenidas en un saco o asca (NORMA Oficial Mexicana NOM-111-
SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de mohos y levaduras en

alimentos).

Es importante la deteccidn de estos microorganismos, ya que ademés de poder causar
enfermedades a los consumidores de frutas y hortalizas, podrian ser capaces de afectar la
calidad de éstas.

Las principales levaduras aisladas de las frutas pertenecen a los géneros Candida,
Debaryomyces, Hanseniaspora, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Sporobolomyces, Trichosporon y Zygosaccharomyces (T6rok and
King, 1991).
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El grupo de levaduras patégenas asociadas a alimentos es muy reducido. Estudios
gue permitieron el aislamiento de levaduras a partir de frutas y hortalizas, revelé que la
mayor cantidad de especies del género Ascomycetes se encuentran sobre frutas, mientras
gue los miembros del género Basidiomycetes predominan sobre |os vegetales (Richards,
et al., 2004).

7.6 Microorganismos Patégenos en Frutasy Hortalizas

En afos recientes, se haincrementado el nimero de brotes de gastroenteritis ligado al
consumo de frutas y hortalizas donde la mayoria son de origen bacteriano (Bohaychuck,
et al., 2009). Long et al. (2002) reportaron que entre 1992 y 2000, 85(5.6%) de 1,518
de casos de ETAs en Inglaterra y Gales fueron asociados a consumo de ensaladas de
frutasy hortalizas (Long, et al., 2002).

En nuestro pais se reportaron entre 1996 y 2007, 72 brotes por el consumo de frutas y
hortalizas frescas. Entre los agentes bacterianos patdégenos méas importantes se
encuentran a C. perfringens, E. coli enterotoxigénicay enteropatdégena, Shigella sp., C.

jguni, L. monocytogenes y Salmonella spp.

7.6.1E. coli O157:H7

Las cepas de E. coli que provocan enfermedades diarreicas se clasifican en grupos
especificos basados en sus propiedades de virulencia, mecanismos de patogenicidad,
sindromes clinicos, y serogrupos O:H diferentes. Estas clases incluyen: E. coli
enteropatdgena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC),
E. coli adherente difusa (DAEC), E. coli enteroagregativa (ESggeEC) y E. coli
enterohemorrégica (EHEC) (Nataro, 1998).

E. coli O157:H7 se reconocié desde 1982 como patdgeno de alimentos y agua
contaminada (Abong’o, et al., 2008; Feng, 2001; Doyle et al., 1993). Se estima que en
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E.U.A. este microorganismo es causa de 73,000 enfermedades y 61 muertes a afo
(Deisingh and Thompson, 2004). Durante 1996 a 2000 en Reino Unido se reportaron 1,
724,315 casos de los cuales 1,026 fueron causados por éste microorganismo (Goutam et
al., 2005).

La capacidad de esta bacteria de causar enfermedades en el humano es debido a
varios factores de virulencia que tiene, entre los que se incluyen, la produccion de
verotoxinas (VT1, VT2 y adgunas variantes de VT2), una proteina intimina, una proteina
de la membrana externa que produce la lesion A/E la cual produce cambios en €l
citoesqueleto (Feng, 2001; Foster, et al., 2003; Rivas, et a., 2007), entre otros.

Los modos de transmision de este patdgeno incluyen: directa (persona a persona), via
fecal- oral, con el contacto de animales infectados o con su materia organica. En el caso
particular de las frutas y hortalizas, éstas pueden ser contaminadas cuando son irrigadas
con agua contaminada o por el contacto con suelos fertilizados con materia organica
(Abdoul, et al., 1993; Rivas, €t al., 2007; Abong o, et al. 2008). Se tiene documentado
gue este microorganismo es capaz de internalizarse en la partes aéreas de las plantas,

teniendo alaraiz como punto de entrada (Bernstein, et al., 2007).

La dosis infecciosa se ha calculado que puede ser tan baja como 10 a 100 células
(Nataro, 1998), no obstante, otros autores han reportado rangos de entre 50 a 100
células. Los sintomas de la colitis hemorragica incluyen una fase prodrémica que
consiste en dolor abdominal con retortijones, seguida a dia siguiente 0 a los 2 dias por
una diarrea no sanguinolenta que progresa en las 24 a 48 h siguientes a diarrea
sanguinolenta y que dura de 4 a 10 dias. La principal complicacion después de la
infeccion con esta bacteria es € sindrome urémico hemolitico (HUS), e cua afecta
principamente a los nifios, que causa principalmente insuficiencia renal aguda (Deising
and Thompson, 2004; Doyle et al., 1997; Feng, 2001).
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El producto fresco de origen vegetal no era considerado vehiculo de transmision de
E. coli O157:H7 durante los afios 90°s, hasta que aparecieron reportes de brotes
atribuidos a productos horticolas minimamente procesados, donde la contaminacion de
dichos productos ocurrié indirectamente (Delaquis, et al., 2007). Entre dichos brotes, en
1991 se reportd en Massachusetts E.U.A., uno relacionado a consumo de sidra de
manzana contaminada. Se cree que € fabricante pudo haber prensado manzanas
contaminadas con tierra que contenia a microorganismo (Lucier et al., 2006). En
general, los brotes por este microorganismo han sido ligados a consumo de lechuga,

espinacas, sidra, rabano y alfalfa principalmente (Parrillaet al., 1993; Ilic et al., 2008).

El brote mas importante reportado por consumo de vegetales contaminados ocurrid
en Japon en 1996, donde mas de 11,000 personas resultaron afectadas, y a 6,000 de ellas
se les confirmé que el agente causal era E. coli O157:H7 (CDC, 2006).

Se ha reportado la presencia de E. coli O157:H7 en productos que son de origen
mexicano, entre |os que se encuentran €l cilantro, apio y col (Rangedl, et al., 2005; OMS,
1998). En septiembre de 1992 se registro a partir de hortalizas un brote causado por E.
coli O157:H7 que afectd a cuatro personas. Este mismo microorganismo fue responsable
de 30 casos debido a consumo de lechuga iceberg de origen mexicano (Avendafio et al.,
2002).

En México es poca la informacion que existe acerca de brotes asociados a este
microorganismo, es por ello la importancia de la busgueda de este en vehiculos que se

han reportado previamente como causa de brotes importantes a nivel mundial.
7.6.2 Salmonella
El género Salmonella comprende hasta el momento 2007 serotipos (Gallegos, et al.,

2008). Son bacilos Gram negativos, aerobios facultativos pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae. Son moviles, con flagelos peritricos, y con una temperatura de
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crecimiento optima de 37 °C (D Aoust, 2001). Son capaces de adaptarse a pH muy
acidos (Foster and Hall, 1990).

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

produccion de toxinas (Rodriguez and Peregrina, 1999).

La fuente de contaminacion mas importante de este microorganismo incluyen
alimentos 0 agua contaminada con heces, ya que esta bacteria puede estar como estado
portador en e tracto gastrointestinal de animales y humanos (Hu and Kopecko, 2003).
Se ha aislado en diferentes huéspedes y ambientes, siendo los productos avicolas los
principales reservorios (Labbé, R.G., and Garcia, S., 2001; Gallegos, M.R., €t al.,
2008). La via de transmision es fecal-ora y en raros casos se puede presentar la
trasmision directa de persona a persona (Hu and Kopecko, 2003).

Virtualmente, todas las salmonelas son patdgenas para los humanos. Son
responsables de varios sindromes clinicos como gastroenteritis, septicemia y fiebre
entérica (Rodriguez and Peregrina, 1999; Madigan et al., 2004; Gallegos, €t al., 2008).
Entre los sintomas principales de estas enfermedades se encuentran diarrea, fiebre,
nausea, vomito, dolor abdominal, miagias y € dolor de cabeza (Rodriguez and
Peregrinag, 1999).

La dosis infecciosa depende de cada serovariedad, del tipo de cepa, de las
condiciones de crecimiento y la susceptibilidad del hospedero. De acuerdo con el
Manual de Bergey ladosis infecciosa puede ser de 108 a 10° células, sin embargo existen
datos més recientes que indican que de 1 a 10 células pueden construir una dosis
infecciosa para humanos (D Aoust, 1997). El periodo de incubacion puede llegar a ser
de 7 a 21 dias después de laingestion y 5 a 6 semanas pudieran tardar en aparecer los

sintomas (Hu and Kopecko, 2003).
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Las infecciones humanas con Salmonella pueden producir varias enfermedades
clinicas, que incluyen la fiebre entérica (tifoidea), enterocolitis no complicadas, e
infecciones sistémicas por microorganismos no tifoideos. La fiebre entérica es una
enfermedad humana grave causada por esta bacteria, las manifestaciones clinicas de esta
enfermedad aparecen después de un periodo de incubacion que variadesde 7 a27 diasy
pueden incluir diarrea, fiebre prolongada, dolor abdominal, dolor de cabeza y
abatimiento.

La salmonelosis (enfermedad causada por especies de Salmonella) es una enfermedad
autolimitante y la remision de las caracteristicas deposiciones diarreicas no
sanguinolentas y del dolor abdominal suele ocurrir transcurridos 5 dias desde el
comienzo de los sintomas. Esta enfermedad ha ido en constante aumento como un
problema de Salud Publica en Estados Unidos desde los primeros reportes tenidos en
1943 (Ukuku and Fett, 2004). En el 2005, 4,916 casos de samonelosis fueron
identificados por los laboratorios de referencia de Bélgica (47.1 casos por 100,000
habitantes) (Delhalle, et al., 2008). Algunos estudios sobre productos frescos han
revelado la presencia de una variedad de serotipos de Salmonella capaz de causar
infeccion. La berenjena, tomate, coliflor, mangos, pimienta y lechuga fueron
encontradas albergando este patdgeno (Beuchat, 1996; Penteado, et al., 2004; Berstein,
et al., 2007; Fu, et al., 2008; Orozco, et al., 2008).

En 1990, se reportaron a menos 9 brotes masivos de salmonelosis ligado a tomates,
resultando en méas de 1600 casos de ETAs 'y tres muertes (Hedberg, et al., 1999; Shi, X,
2007). También, algunos brotes han sido ligados a consumo de mango, apio, berro,
lechuga, col y hortalizas crudas (Weell and Butterfield, 1997, Sivapalasingam, et al.,
2003).

En un estudio readlizado por Simonne et.al. (2004) demostraron que la comida
mexicana representaba un problema de enfermedades transmitidas por los alimentos, ya

gue contiene ingredientes de alto riesgo como vegetales que se sirven frescos y sin
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cocinar. También se demostré que € patdgeno més comun aislado fue Salmonella spp.

con unafrecuencia 47% (Simonne et al., 2004).

Salmonella Poona fue reportada como causante de salmonelosis ligada con
consumo de melones en 1991, igua que en 2000, 2001, 2002, donde se involucraron
directamente melones importados de México (Castillo, et al.2004; Annous, et al., 2005;
Ukuku, et al., 2004, Cadtillo, A., et al., 2006, Ukuku and Fett, 2004, Richards and
Beuchat, 2004), es por esto que este producto se ha convertido en un factor de riesgo

parael consumidor.

Segun datos de la FDA, hasta e 16 de julio del 2008 se reportaron 1,220 personas
enfermas de salmonelosis en 42 estados en EUA y Canada, en donde 224 personas
fueron hospitalizadas. La FDA reporté en mayo del 2008 una alerta sobre un brote de
contaminacion por Salmonella Saint Paul en Nuevo México y Texas en donde tomates
fueron identificados como posible vehiculo; y fue hasta julio del mismo afio cuando se

afirmé que @ chile jalapefio fue el causante del brote.

En México segun el Boletin semanal de Vigilancia Epidemioldgica, se reportaron
hasta la semana 22 del 2009, 3272 casos de salmonelosis, siendo la principal bacteria
causante de enfermedades gastrointestinales en nuestro pais. El vehiculo de transmision
no se tiene bien definido, pero hasta el momento no se tiene reportado un brote por esta
bacteria en México, sin embargo como ya hemos mencionado, esta bacteria se asocia a
vegetales y hortalizas de origen mexicano.

Conociendo la importancia epidemiol 6gica que tiene Salmonella en e mundo, por
otra parte, actualmente la mayoria de los estudios epidemiol dgicos van enfocados a la
busqueda de ésta en alimentos, es por ello que se tienen reportes en este afio, de que en
carne, queso, vegetales etc., se ha encontrado una ata incidencia de este

microorganismo, lo cual nos indica que los alimentos mexicanos pudieran ser un
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vehiculo importante de transmision de Salmonella (Gallegos et al., 2008; Quiroz et al.,
2009).

En nuestro Laboratorio, se realizé un estudio evaluando la prevalencia de Salmonella
en muestras de carne de cerdo que se expende en supermercados de Monterrey y su area
metropolitana asi como en heces de humanos, donde se encontré que e 10% de las

muestras analizadas fueron positivas para esta bacteria (Puente, 2008).

7.6.3 Campyl obacter

La familia Campylobacteraceae incluye 20 especies y subespecies del género
Campylobacter, y 4 especies del género Arcobacter (Nachamkin, 1997).

Las especies de Campylobacter son bacterias Gram negativas moviles, con forma
alargada y curvada, crecen en ambientes con reducida tension de oxigeno, es decir, son
microaerofilos. Estas bacterias son termofilas y muestran un crecimiento 6ptimo a 42 °C,
aunque pueden crecer a 37 °C. Las especies de Campylobacter (C. coli, C. concisus, C.
curvus, C. fetus, C. gracilis C. helveticus, C. hyointestinalis, C. jguni, C. lari, C.
mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum y C. upsaliensis) han sido asociadas con

multiples enfermedades en animales y humanos (Ministerio de Salud, 2001).

Estos microorganismos no se adhieren a la superficie del tegjido intestinal, Sino mas
bien utilizan su movimiento caracteristico de sacacorcho como ventga para poder
desplazarse en la mucosa intestinal, ademés son capaces de producir una enterotoxina

similar alatoxina colérica (Casillas, 1999).

Los reservorios principales de este microorganismo son el ganado, oveas, aves de
corral, perros y gatos (Scherer, et al., 2006; Matsumoto, 2007).
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Las rutas de trasmision incluyen e contacto directo con un animal infectado y €
manegjo de estos. Indirectamente, la infeccion puede ocurrir por € consumo de agua y
alimentos contaminados (Hua and Kopecko, et al., 2003), o que hayan tenido contacto
con productos no contaminados, mediante contaminacion cruzada (Beuchant, 1996;
Altakruse, et al., 1999; Evans, et al 2003; De Cesare, et al., 2003; Bakkenes, et al.,
2008).

La enfermedad que produce Campyl obacter spp. se conoce como campylobacteriosis,
la cual es una de las enfermedades transmitidas por aimentos de mayor incidenciaen los
Estados Unidos. La dosis infecciosa de esta bacteria es relativamente baja, de 500 a 800
células. Al ser ingerido un alimento contaminado, e microorganismo se multiplica en el
intestino delgado, invade e epitelio y causa inflamacidén que provoca manifestaciones
clinicas. Los sintomas de lainfeccion incluyen; fiebre elevada, dolor de cabeza, malestar
general, nauseas, calambres intestinales y una profusa diarrea, frecuentemente con
sangre (Madigan et al., 2004).

En e Reino Unido, € nimero de reportes anuales por campylobacteriosis, tuvo un
incremento de 32,636 a 56,420 entre 1991 y 2001, sin embargo, se tienen registros de la
existencia de Campylobacter en 500,000 casos por afio en Gales y Reino Unido (Brown,
et al., 2004).

Las dos especies de mayor importancia clinica como agentes causales de la
campylobacteriosis humana son C. jejuni (més relacionada a carne de aves) y C. coli
(asociada principalmente a la carne de cerdo) (Maavez, 2005; Wright, et al., 2008). En
los Estados Unidos, C. jejuni infecta entre dos y cuatro millones de personas cada afio y
es responsable del 99% de las enfermedades causadas por este género (CDC, 2002), en
tanto que C. coli serelacionacon el 10% de los casos reportados (Wright, et al., 2008).

A pesar de que esta enfermedad es autolimitante, pueden presentarse complicaciones

tales como el sindrome de Guillain-Barre y € de Reiter (Brown, P.E., et al., 2004).
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Mishu y Blaser (1993) calcularon que, en los Estados Unidos la frecuencia anua del
Sindrome de Guillain Barré precedido de la infeccion por C. jegjuni varia desde 0.17
hasta 0.51 casos por 10,000 habitantes y supone de 425 a 1272 casos por afio (Mishu and
Blaser, 1993). De estos pacientes aproximadamente el 5 % muere, y e 20% que se

recuperan sufre alguna discapacidad permanente (Hua and K opecko, 2003).

Campylobacter es zoonética, actuando muchos animales como reservorios de la
enfermedad humana. Entre los reservorios principales se encuentran conejos, roedores,
aves savajes, oveas, caballos, vacas, cerdos, aves de corral y los animales de compafia
domeéstica (Nachamkin, 1997).

Se ha informado de brotes en donde los alimentos implicados comprenden la leche
fresca, las amegas crudas, la carne de pollo insuficientemente cocida y leche
pasteurizada contaminada, entre otros (ICMSF, 1980; Yoda and Uchimura, 2006,
Medeiros, et al., 2008). Veinte brotes fueron reportados en €l periodo de 1981 a 1990, a
causa de esta bacteria, en donde se vieron afectados 1013 personas, y € vehiculo

causante de la mayoria de estos fue el consumo de leche fresca (Nachamkin, 1997).

Aun cuando las ensaladas de vegetales ocupan € segundo lugar de causa de
campylobacteriosis después del pollo (Heaton and Jones, 2007), existe poca informacion
sobre de la ocurrencia de este microorganismo en alimentos de origen vegetal. Hay
estudios donde se ha demostrado que C. jgjuni puede sobrevivir en una rebanada de
sandia y papaya € tiempo suficiente para ser un riesgo para € consumidor (Beuchant,
1996). Kumar et al. (2001) encontraron en muestras a microorganismo de espinacas,

rabano, pergil, cebollaverde, papay champifionesa C. jegjuni (Kumar et al., 2001).

De la misma manera, en Canada se evalud la presencia de Campylobacter en 1564
muestras de 10 tipos diferentes de hortalizas teniendo incidencia de 3.3% en espinacas,
3.1% en lechuga, 2.7% en rébano, 2.5% en cebolla verde, 2.4% en pergjil y 1.6% en



papa, siendo C. jejuni la especie més predominante con el 88%, seguida de C. lari (8%)
y finalmente C. coli (4%) (Park and Sanders, 1992).

La informacion en nuestro pais acerca de esta bacteria es limitada, y sobre todo en
frutas y hortalizas, sin embargo existen pocos estudios epidemiol 6gicos realizados en
nuestro laboratorio en pollo crudo donde se lograron aislar 16 cepas de C. jejuni/coli, de
198 muestras analizadas (Solis, SL, 2008).

7.6.4 Clostridium perfringens

Los miembros del género Clostridium son bacterias anaerébicas y esporuladas Gram
positivas y moviles. Son considerados microorganismos aerotol erantes en comparacion
con otros microorgani smos anaerobios, su crecimiento puede darse apH deentre5y 8.3
(McClane, 2003), aun cuando su pH Optimo es de 6 a 7, es capaz de sobrevivir a pH tan
bajo como € del estdbmago (Orsburn, B., et al., 2008).

Las especies méas importantes de este género incluyen a C. botulinum, C. nowyi, C.
septicum, C. tetani y C. perfringens, esta Ultima causante de gangrena gaseosa O

micronecrosis clostridial e intoxicacion alimentaria (Altekruse ,1997).

Su habitat natural es el suelo o e conducto intestinal de animales y humanos, donde
viven como saprofitos (Rood and Cole, 1991; Heredia, et al., 1997; Madigan et al.,
2004). Aungue existen reportes de que este microorganismo se ha transmitido por carne
y productos avicolas (Lin and Labbe, 2003), también se ha asociado a ensaladas listas
para el consumo, ya que e alto rango de respiracion de estas puede crear un ambiente
anaerébico en los empagues, y asi favorecer e crecimiento de algunas especies de
Clostridium (Beuchat, 1996).

Este microorganismo es causante de diversas patologias en humanos y animales. En

humanos es el principal causante de mionecrosis clostridial (gangrena gaseosa) y se ha
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encontrado entre las primeras cinco causas de intoxicacién alimentaria bacteriana
(Heredia and Garcia, 1999).

La enterotoxina de C. perfringens (CPE), cuya produccion se da durante la fase de
esporulacion de la bacteria, es e principal factor de virulencia responsable de los
sintomas de la intoxicacion alimentaria (Heredia and Labbe, 2001; Rood and Cole,
1991; Lin and Labbe, 2003). Se ha determinado que <5% de los aislados de C.
perfringens son realmente portadores del gen cpe, €l cual codifica para la produccion de
latoxina (McClane, 1997, Tong and Labbé, 2003; Wen and McClane, 2004).

La intoxicacion aimentaria se da después del consumo de aimentos contaminados
con células vegetativas (>10° a 10’ UFC/g), y después de un periodo de incubacion de
entre 8 y 24 h, se producen los sintomas clinicos, entre los que se incluyen diarrea y
retortijones abdominales intensos, este tipo de intoxicacion se caracteriza por no
presentar vémito ni fiebre (Heredia and Labbé, 2001). Se ha demostrado que las células
vegetativas y esporas pueden sobrevivir procedimientos de coccion en alimentos como
lacarne (Heredia, et al., 1997).

La asociacion de este microorganismo con las ETAS, ha existido desde hace mucho
tiempo (Lin and Labbe, 2003). Los primeros reportes de esto datan de 1945, donde se
describié como la primera causa de gastroenteritis en Estados Unidos (ICMSF, 1980).
En e Laboratorio de Bioquimica'y Genética de Microorganismos, se ha encontrado una
incidencia de 16% en muestras de carne de cerdo y heces humanas recolectadas en

hospitales de Monterrey y su area Metropolitana (Puente, 2008).

En Estados Unidos, durante 1983 a 1997, se considero €l tercer microorganismo mas
comun, causante de brotes y casos de ETAs (Lin and Labbe, 2003). En la actualidad se
tienen registrados 248,000 de casos aproximadamente cada afio en E.U.A. (CDC, 2002,
Orsburn, et al., 2008).
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En 1994, CDC report6 dos brotes de intoxicacion alimentaria por € tipo A de C.
perfringens, en el primero de este se produjeron 156 casos y 86 en e segundo. En donde
el vehiculo de trasmision fue carne de vaca, y la causa principal de la reproduccion de
este microorganismo en € aimento fue e abuso de temperatura (McClane, 1997,
Kamber, et al., 2007).

Al menos de 10 a 20 brotes por este microorganismo se han reportado anual mente en
Estados Unidos en las pasadas dos décadas afectando a cientos de personas. Sin
embargo, es probable que la mayoria de los brotes en donde se involucra a este
pat6geno, no hayan sido reportados, ya que rutinariamente no se busca en los aimentos
a este patdgeno (CDC, 2002). Esto puede ocurrir de la misma manera en nuestro pais, en
donde se ha reportado hasta la semana 22 del 2009, en e Boletin de Vigilancia
Epidemiologica, 884 casos de intoxicacion aimentaria, que comparados con
enfermedades como la salmonelosis, es mucho menor la cantidad de casos reportados al
afo (Boletin Semanal de Epidemiologia, 2009).

7.6.5 Shigella

Shigella es otro miembro de la familia Enterobacteriaceae. Es bacilo Gram-
negativo, no formador de esporas, y no mévil (Lampel and Maurelli, 2003). Existen 4
especies dentro de este género agrupadas serélogicamente en 39 serotipos basadas en sus
antigenos somaticos O: Shigella dysenteriae (grupo A), S. flexneri (grupo B), S. boydii
(grupo C) y S. sonnel (grupo D) (Maurelli and Lampel, 1997).

La virulencia de este microorganismo es multigénica, involucrando a los genes
cromosomicos y codificados por plasmidos. Esta bacteria tiene la capacidad de invadir
las células epiteliales del intestino, multiplicarse intracelularmente y propagarse de una

célulaaotra (Navarro, 1999).
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La enfermedad que causa este tipo de bacterias se conoce como shigelosis o
disenteria bacilar, 1o cual genera aproximadamente 140 millones de casos y 576,000
muertes anual es entre la poblacion pediétrica en los paises tercermundistas (Brooks et al.
1999). Anualmente, Shigella representa un estimado de 0.5 millones de casos de ETAS,
causando 6231 hospitalizaciones y 70 muertes tan solo en Estados Unidos (Warren, et
al., 2007).

La dosis infecciosa se considera bgja siendo de menos de 10 células (Wu, et al.,
2000). Shigella tiene como Unico huésped a hombre. La enfermedad se transmite de
persona a persona por la via fecal-oral (Terragno, et al., 2007), en la mayoria de los
casos la enfermedad se genera por laingestion de alimentos 0 agua contaminaday, en el
caso de los aimentos, e factor principal de contaminacioén, es la poca higiene personal
de los manipuladores (Maurelli and Lampel, 1997).

Las hortalizas crudas contaminadas con heces humanas son € vehiculo mas comin
de shigelosis (Raffi and Lunsford, 1997). La bacteria también se ha aislado de otros
productos como ensalada de papa (Law et a., 1991), aderezo de frijol (CDC, 2000),
ostras crudas (Reeve et al., 1989; CDC, 1999). En México, Castillo et al., en 2006,
lograron aislar a Shigella sonnei y S. flexneri de jugo y superficie de naranja (Castillo et
al., en 2006).

En 1994 en los Estados Unidos, se reportd a CDC un brote de S. flexneri serotipo 6.
Aungue no se confirmd, el alimento sospechoso contaminado fueron cebollas tiernas
procedentes de México; 17 personas manifestaron sintomas de diarrea, 3 de las cuaes

fueron confirmados como casos de shigelosis (Maurelli and Lampel, 1997).

En 1998, un brote por S. sonnel en pergjil y cilantro ocasion6 que varias personas se
enfermaran en 3 estados de E.U.A. (Avendaiio et al., 2002).
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La lechuga fue € vehiculo responsable de 2 brotes simultaneos en distintos campus
de universidades de Texas E.U.A. donde los estudiantes enfermos habian consumido
lechuga. En otro brote, 347 casos de gastroenteritis por S. sonnei fueron también
asociados con el consumo de lechuga. En esa ocasion todos |os restaurantes implicados
en este brote habian recibido el producto de la misma compafia. El seguimiento del caso
sugirié que los trabajadores de |a planta empacadora fueron |a fuente de contaminacion
(Beuchat, 1996).

Otros dos brotes en Estados Unidos por S. flexneri fueron reportados, |as infecciones
causadas se ligaron también a consumo de cebollines provenientes de México y los
estudios revelaron que la posible contaminacion de estos fue durante el
empaquetamiento, en uno de los brotes se reportaron 17 personas con sindromes de
diarrea, de los cuaes solo 3 fueron confirmados como casos de shigelosis (Beuchat,
1996).

Durante Julio y Agosto de 1998; ocho restaurantes se asociaron a brotes con
shigelosis causados por S. sonnei en Estados Unidos y Canada. La fuente fue el consumo
de apio proveniente de Baja California, México. En este brote 208 personas, enfermaron

aunque solo 48 casos fueron confirmados (Naimi et al., 2003).

En mismo afo, se reportaron numerosos casos de S. sonnel en los Estados Unidos y
Canada, en los que seimplico a pergjil fresco proveniente de México. En septiembre del
mismo afio se presentd otro brote por cilantro proveniente de la misma compafiia
agricultora, en México (FDA, 1998).

A su vez uno de los pocos reportes que se tienen con respecto a brotes en nuestro pais
asociado a esta bacteria, es € que € CDC reportd en 1988, en donde 17 personas
enfermaron a causa del consumo de alimentos en Cancun, México. Tres de los pacientes
desarrollaron Sindrome Urémico Hemolitico y el microorganismo aislado se traté de

Shigella dysenteriae tipo 1.



59

En datos més recientes en nuestro pais, segun lo reportado por e Boletin de
Vigilancia Epidemiol égica hasta la semana 22 del afio 2009, se confirmaron 243 casos
de Shigelosis (Boletin Semanal de Epidemiologia, 2009).

7.6.6 Listeria

El género Listeria pertenece ala sub rama de Clostridium junto con Staphylococcus,
Streptococcus, Lactobacillus y Brochothrix (Rocourt and Cosart, 1997). Incluyen 7
especies (L. monocytogenes, L. seeligeri, L. ivanovii subsp. ivanovii, L.ivanovii subsp.
londoniensis, L. innocua, L. welshimeri y L. grayi) de las cuales L. monocytogenes es €l
Unico patégeno para € humano. Sin embargo, se ha demostrado que L. ivanovii y L.
seeligeri contienen factores de virulencia capaces de causar enfermedad en los animales
(Donnelly, 2001; Callgo, et al., 2008). Ademas se ha reportado que puede estar presente
L. innocua en aimentos (Beuchat, 1996), que aunque no es patdgena, se ha utilizado
como indicador de condiciones favorables para el desarrollo de la especie patogena L.

monocytogenes (Oravcova, et al., 2008).

L. monocytogenes es un bacilo Gram-positivo, no formador de esporas, anaerobio
facultativo que crece de 0.4 a 50°C (Pal, et al., 2008), es catdlasa positivo y oxidasa
negativo y expresa 3-hemolisinas. Posee un flagelo que le sirve para su movilidad (Faber
and Peterkin, 1991; Callgjo, et al., 2008).

L. monocytogenes es un microorganismo ubicuo en e ambiente, es decir, puede
encontrarse con cualquier parte (Chen, et al., 2003; Beuchat, 1996; Zhang and Farber,
1996). Debido a esto puede ser encontrado en las plantas de alimentos que han sido

contaminados con suelo, agua, materia organica, etc. (Pappelbaum, et al., 2008).

Entre los factores de virulencia que presenta esta bacteria se encuentran una

hemolisina denominada también listeriolisina O; dos enzimas, la catalasa y superéxido
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dismutasa y algunos compuestos de superficie referidos como la proteina p60 (Martinez,
1999).

L. monocytogenes es el agente causal de una enfermedad conocida como listeriosis.
L os sintomas de esta enfermedad pueden aparecer de 1 a9 dias después del consumo del
alimento contaminado y puede presentar 2 estados de severidad. Fase no invasiva, es
mas benigna y los principales sintomas son fiebre, fatiga, nauseas, dolor abdominal,
vomito y diarrea. En €l caso de la fase invasiva los sintomas se agravan hasta llegar a
complicaciones como meningitis, septicemia, endocarditis e infecciones en e sistema
nervioso, y pueden provocar aborto en mujeres embarazadas (Donnelly, 2001; Gorski, et
al., 2008).

CDC haestimado que 2500 casos de listeriosis ocurren cada afio (5 casos por millon
de personas) resultando en 500 muertes ocurridas por este microorganismo tan solo en
Estados Unidos (Chen, et al., 2003; Gombas, et al, 2003; Carrasco, et al., 2007; Lianou
and Sofos, 2007; Gorski, et al., 2008).

Los aimentos donde se puede encontrar Listeria incluyen productos lacteos, carne,
productos avicolas, vegetales y mariscos, entre otros (Farber, et al. 1989,1998; Chen, et
al., 2003, Cabedo, et al., 2008). Los casos registrados de personas infectadas de
listeriosis, son los individuos expuestos a dosis mayores de 10° UFC/g (Gombas, et al.
2003). Las personas més susceptibles a contraer la enfermedad son las mujeres
embarazadas, personas de la tercera edad y las personas inmunocomprometidas (Kosa,
et al., 2007; Oravcova, et al., 2008).

Hortalizas frescas o procesadas tales como ensaladas de col, brécoli, coliflor,
ensaladas de papa, apio, tomate y lechuga también han sido la fuente causante de
listeriosis (Beuchat, 1996; Pappelbaum, et al., 2008). De Octubre del 1987 a Agosto
1988, se analizaron productos en supermercados del estado de Minnesota, en E.U.A.,
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encontrandose de Listeria spp. en papa (25.8%) y en rabano (30.3%) (Heisick, et al.,
1989).

El consumo de vegetales crudos, ensaladas de repollo y champifiones salados ha sido
asociado a numerosos casos de brotes de enfermedades por microorganismos patogenos

como L. monocytogenes, C. botulinum, Vibrio choleraey E. coli (Castro et al., 2006).

Por otra parte, existen casos reportados de contaminacion de Listeria spp. en
productos provenientes de México, como en 1993, donde la FDA detecté que uno de
14 lotes de guacamole que se importdé a E.U.A. dio positivo para L. monocytogenes,
resultando en pérdidas para los productores aguacateros por la detencién del producto
(FDA, 1998).

Pocos estudios en México existen acerca de la prevalencia de L. monocytogenes en
frutas y hortalizas, sin embargo, en nuestro laboratorio se evalud la presencia de esta
bacteria en muestras de carne de cerdo cruda que se expende en supermercados de
Monterrey y su area metropolitana, asi como en heces de pacientes que acudieron a
consulta médica en tres Hospitales Generales de Zona (HGZ) del Instituto Mexicano de
Seguro Socia (IMSS) y el Hospital Regional Monterrey del Instituto de Seguridad y
Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), en donde en un total de 100
muestras, 22 de estas (14.6%) fueron positivas para L. monocytogenes de las cuales 18

(11.8%) contenian el gen de la hemolisina (Garcia, 2008).
7.7 Méodos de deteccion de microorganismos en Frutasy Hortalizas
Los andlisis microbioldgicos en la industria de aimentos demandan rapidez,

precision y la implementacidn de métodos préacticos para evaluar productos terminados,

asi como asegurar la eficaciaen el proceso de control aplicado (Paulsen et al., 2006).
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Los métodos tradicionales reportados en las hormas oficiales pueden ser smplesy de
bajo costo, sin embargo, presentan inconvenientes como la demora de obtencién de

resultados y la gran laboriosidad que estos requieren (Townsend et al., 1998).

Algunas técnicas pasan por diversos procesos de enriquecimiento y por etapas
laboriosas y complejas de manipulacién, con tiempos prolongados de incubacion hasta
obtener los resultados finales. En otros casos, no existen normativas en México teniendo
que utilizar aquellas reportadas por otros paises, tal es €l caso de la busgueda de
Campylobacter spp., donde las técnicas tradicionales establecidos por la FDA hacen
dificil y delicado € cultivo de este microorganismo, debido a las exigencias particulares

de incubacion de los medios de enriquecimiento y del aislamiento (microaerofilia).

Asimismo, otro de los problemas que influyen en la deteccidn de patdgenos es labaja
cantidad en que se encuentran presentes en €l alimento (Huang, et al., 2005). Ademés, se
pueden presentar resultados falsos positivos o falsos negativos; con una interpretacion
incorrecta de la calidad de los productos alimentarios (Townsend et al., 1998). Es asi,
que por un lado la gran demanda de trabajo a incrementarse el nimero de muestras a
analizar y por € otro la necesidad de obtener resultados |10 mas rapido posible requiere

delaimplementacion de métodos alternativos (Park, et al., 2001).

Un gran nimero de métodos rdpidos han sido validados con éxito para la
determinacién de algunos microorganismos indicadores asi como patdégenos especificos
(Paulsen et al., 2006), entre los que se encuentran aquellos que fueron utilizados en este
trabgo, como & sistema TEMPO® y el sistemaminiVIDAS®.

7.7.1 Sistema TEMPO®

Recientemente la compariia bioM érieux® ha desarrollado un sistema automatizado y

computarizado llamado TEMPO®, €l cua se basa en € principio de Niumero Més
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Probable (NMP), teniendo éxito en la determinacion de bacterias totales aerobias,

coliformes totales, E. coli, Enterobacter, y mohosy levaduras (Paulsen et al., 2008).

Las pruebas redizadas con esta nueva tecnologia requieren Unicamente de un
pequefio frasco con medio de cultivo deshidratado y una tarjeta especifica desechable
asociada a cada prueba. Para un ensayo de rutina se inocula e medio de cultivo con la
muestra a analizar. El medio inoculado se transfiere mediante e uso de la unidad de
llenado (TEMPO *“filler”) a la tarjeta, que contiene 48 pocillos de tres volumenes
diferentes. La tarjeta contiene 3 filas de 16 pocillos (peguefios, medianos y grandes) con
grado logaritmico de volumen diferente entre cada uno de las filas. La tarjeta esta
disefiada para simular el método de Nimero Més Probable (MNP). La unidad de llenado
sella dicha tarjeta para evitar riesgos de contaminacién durante las manipulaciones
posteriores (Figura 1). Posteriormente ocurre la incubacion. Durante este tiempo los
microorganismos presentes en la tarjeta degradan e sustrato del medio de cultivo y
causan, para cada prueba, presencia o ausencia de fluorescencia, que es detectado por €
lector (TEMPO “reader”). En funcién del nimero y el tamafio de los pocillos positivos,
el sistema TEMPO cacula é nimero de microorganismos presentes en la muestra
original de acuerdo con € caculo basado en e método de NMP. Este método ha sido
validado segun la Norma EN 1SO 16140, aprobada por la AFAQ AFNOR, validado por
laAOAC en &l 2006 y Norma Internacional NF 1SO 4832 (Norme NF 1SO 4832, 2006).
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Figura 1. Esquematizacion de la prueba del sistema automatizado TEMPO®

Actualmente este equipo ha sido empleado en diversos estudios, como en nuestro
laboratorio en donde se han realizado comparaciones de éste y los métodos
convencionales. Las matrices que se han utilizado para dichas comparaciones incluyen,
carne molida y de pollo, pescado y lacteos, productos de panificacion y vegetales, para
la determinacion de microorganismos indicadores, obteniendo repetitividad y
reproducibilidad en los resultados siendo estadisticamente comparables (Paulsen, et al.,
2008, Cosby and Bayley, 2007; Crowley, et al., 2009).

7.7.2 Sistemamini VIDAS®

En la década pasada se lograron avances muy grandes, en € desarrollo de técnicas
para la deteccion de patdgenos, basados en inmunoensayos como los métodos
inmunoabsorbente ligado a enzimas (tecnologia ELISA), los cuales estan basados en |la
deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida mediante anticuerpos que

directa o indirectamente producen una reaccion cuyo producto, puede ser medido
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espectrofotométricamente. Estas técnicas de tamizaje pueden contribuir a acelerar la
deteccion de los patdgenos. Las ventgjas de trabgjar con estas pruebas incluyen la
facilidad de manipulacion y la ata sensibilidad que le da e enriquecimiento de la
muestra, pues incrementa e numero de microorganismos (Huang et al., 2004). Una
variante de esta técnica es la ELFA (Ensayo Fluorescente Ligado a Enzima). Esta
tecnologia es utilizada en e sistema automatizado mini-VIDAS® desarrollado por la
compafiia bioMérieux. Este sistema ha sido avalado por un gran nimero de
organizaciones como AOAC y sistemas SO como método aternativo para la deteccion

de patdgenos.

El sistema miniVIDAS® cuenta con dos dispositivos: un cono y su cartucho. El
cartucho comprende 10 pocillos, uno de los cuales se destina a recibir la muestra, los
ocho pocillos siguientes contienen |0s reactivos necesarios para la reaccion y e dltimo,
es una cubeta de lectura en la que se mide la fluorescencia a una longitud de onda de
450nm (Fig. 2).
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Figura 2. Esgquematizacion de cartucho del sistema miniVIDAS®

El otro dispositivo es e cono, € cual, forma parte del pipeteo automatico del
aparato, conteniendo en su interior una pared recubierta con anticuerpos, antigenos u

otros productos dependiendo del microorganismo a detectar, con este se mezcla y
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transfieren los reactivos durante su operacion. Este aspira o expulsa liquido entre los
pocillos del cartucho de reactivos con € fin de que la muestra se fije a su pared. La
punta biselada hace que pueda perforar la hoja de aluminio que recubre los pocillos de
los cartuchos de los reactivos. Al momento que la muestra reacciona con un anticuerpo o
un antigeno conjugado con una enzima, forman un sandwich. La enzima inmovilizada
hidroliza € substrato en un producto final fluorescente, con previa excitacién efectuada
con la ldmpara, €l lector optico lee esta fluorescencia y transmite las medidas al

procesador central parasu andisis (Manual de miniVIDAS®).

Figura 3. Esgquematizacion de cono del sistema miniVIDAS®

Existen en el mercado sistemas validados del sistema miniVIDAS® parala deteccion
de patégenos como Campylobacter spp., E.coli y E.coli O157:H7, Listeria spp, L.
monocytogenes, Salmonella spp. y parala deteccion de las enterotoxinas de S. aureus, en
laindustria alimentaria.

Una variante reciente de este sistema es el método nombrado VIDAS UP, € cual, se
basa en la unién de una proteina recombinante de un fago a la superficie de la bacteria,
brindando una alta especificidad, la cual estéd dada por la co-evolucion que existe entre
los bacteriofagos y sus huéspedes. Ademas, ofrece ventgias sobre las técnicas
moleculares, dentro de las que se encuentran e tiempo en el que se obtienen resultados,
el uso de un medio de enriquecimiento barato (agua peptonada tamponada), una
reduccion del nimero de falsos positivos y falsos negativos, y un limite bgjo de
deteccion, entre otras. Se ha reportado que este método presenta inclusividad a ser
analizadas 55 cepas de E. coli O157:H7, exclusividad a no presentar la existencia de

reacciones cruzadas, a ser probada con 31 cepas de E. coli O157:H7, teniendo un limite
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de deteccion de un rango de 8 x 10° UFC/ml (Manua de procedimientos VIDAS®UP

bioMeriuex).

El sistema VIDAS®LDUO fue desarrollado para la busgueda de Listeria spp. y L.
monocytogenes a mismo tiempo, ademas de haber sido validado por AFAQ AFNOR
Certificacion y la AOAC desde e 2007. Ha sido probado en diferentes variedades de
matrices en los que se incluyen carne, pollo, productos del mar, |&cteos y vegetales. De
acuerdo alo anterior, este tipo de pruebas da una ventaja en comparacion con otras, por
su validez y ademés que se obtienen los resultados rapidamente (Manual de
procedimientos VIDAS®LDUO bioMeriuex).

Para €l caso de Campylobacter spp., se reportd un estudio en donde se evaluaron 100
muestras de carne de pollo, mediante &l uso del protocolo VIDAS®CAM Combibag en
paradelo con € método 1SO 10272, obteniendo 49 muestras positivas con e primer
método y 40 con el segundo (Manua de procedimientos VIDAS®CAM bioMerieux).

En este trabajo establecimos € nivel sanitario del pergil, cebolla cambray, melon,
tomate, chile serrano y jalapefio mediante tecnol ogias convencionales asi como nuevas

(sistemas automatizados TEMPO® y miniVIDAS®), ademas de la técnica de PCR.
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MATERIAL Y METODO

8.1 Muestreo

Las muestras para la presente investigacion se adquirieron en 1os municipios de
Monterrey, San Nicolas de los Garza, San Pedro Garza Garcia, Escobedo y Guadalupe
del estado de Nuevo Ledn, México; durante el periodo de Enero a Mayo del 2009.

Los lugares de muestreo fueron supermercados y mercados populares, donde se
recolectaron aleatoriamente un total de 300 muestras que comprendian 50 de cada
producto (pergjil, cebolla cambray, melon, tomate, chile jalapefio y serrano), 25 de estas
muestras fueron de supermercados y € resto de mercados populares. La seleccion de
muestras no poseia ningn patrén en particular, estas fueron colocadas dentro de una
bolsay se transportaron en frio a laboratorio para ser procesadas en un 1apso ho mayor a

24 h después de su recoleccion.

8.2 Analisis microbiol 6gicos

8.2.1 Preparacion de la muestra para cuenta total de bacterias mesofilicas (CTV),

coliformestotales (CT), mohos (M) y levaduras (L ).

Se pesaron 25¢ de la muestra a analizar y se adicionaron 225 ml de agua peptonada a
una bolsa estéril de pléstico con filtro TEMPO® (bioMérieux). Se homogenizd por 1
minuto en un homogeneizador peristdltico (Stomacher Labeasy), hasta obtener una
suspension completa y homogénea. Posteriormente se procedié a la realizacion de
diluciones decimales, para lo cual, a partir de la muestra original se tom6 1 ml y se
colocd en un tubo con 9 ml de solucién salina fisiol6gica estéril y se homogenizé. Asi se

realizaron hasta 3 diluciones decimal es seriadas.
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8.2.2 Determinacion de Cuenta Total de Mesofilicos Aerobios (CTV) y Coliformes
Totales (CT)

Para la redizacion de estos andlisis se utilizd € sistema automatizado TEMPO®
(bioMérieux). De las diluciones realizadas previamente se procedié a llevar a cabo la
prueba de la siguiente manera; se transfirio 1.0 ml de las diluciones previamente
realizadas a un via con medio de cultivo deshidratado especifico para cuenta de
microorganismos mesofilicos aerobios o coliformes totales (bioMérieux); e cua
previamente fue resuspendido con 3.0 ml de agua destilada estéril. El vial se mezclo
durante 10 s en un agitador tipo vortex, y se colocd en el adaptador paraviaesy tarjetas.
Ahi el TEMPO® “Filler” inoculd las tarjetas. Las tarjetas llenas fueron incubadas a 35
+2 °C durante 48 h para CTV (Cuenta Total de bacterias mesofilicas aerobias) y 30 +
2°C durante 24 h para CT (coliformes totales). Después de la incubacion los resultados
fueron leidos en la estacion de lectura TEMPO® “Reader” (bioM érieux)

8.2.3 Determinacion de mohosy levaduras

Para la determinacién de mohos y levaduras se siguid la metodologia de la
NOM-111-SSA1-1994. De cada dilucion previamente hecha, se tom6 1 ml y se sembrd
por difusion en agar papa dextrosa (PDA), adicionado con &cido tartérico (10%). Se
homogeniz6 hasta lograr una completa incorporacion del inoculo y se dej6 solidificar.
Una vez solidificado, se incubo a 25 £1°C hasta 5 dias. Pasado €l tiempo de incubacion
se contaron las colonias de mohos y levaduras después de 3, 4 y 5 dias. Al término del

cual se seleccionaron aguellas placas que contenian de 10 y 150 colonias.

8.2.4 Deteccion de Salmondlla

Para la identificacion de Salmonella spp. se utilizO el sistema automatizado
miniVIDAS® , utilizando €l sistema LDUO (bioMérieux , 1993 R1.13), paralo cua se
pesaron 10 g de muestra 'y se afiadieron 90 ml de agua peptonada tamponada. Se incub6
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por 16-20 h a37 + 1°C. Después del tiempo de incubacion, se tomo una alicuota de 0.1
ml de la suspension y se inocularon en 10 ml de caldo Salmonella Xpress (SX
BioMérieux). Esto, seincubd a41.5 + 1°C durante 24-26 h. Unavez cumplido € tiempo
deincubacion, setransfirié 1 ml del caldo de enriquecimiento SX a un tubo vacio estéril
y se calent6 a bafio Maria a 95-100 °C durante 15 + 1 min (termizado). Unavez frio €
cultivo, se procedié con la prueba VIDAS® SLM colocando 0.5 ml de la muestra
termizada en e cartucho del ensayo. Los resultados positivos obtenidos se confirmaron
tomando una asada a partir del caldo de enriquecimiento no termizado conservado a 2-
8°C y se sembro en los agares selectivos Xilosa Lisina desoxicolato (XLD), Salmonella-
Shigella (SS), asi como en & agar cromogenico chromlD Salmonella. Dichas placas
fueron incubadas a 37°C por 24 h y se seleccionaron las colonias presuntivas (agar
XLD: colonias rosas con 0 sin centro negro, en agar SS: son colonias incoloras con
centro negro y chromlD Salmonella; colonias moradas). A estas se les realizaron
pruebas bioguimicas convencionales como TSI (hierro triple azlcar), LIA (Agar Lisina
Hierro), MIO (Movilidad Indol Ornitina), Citrato y Urea para su identificacion. Ademas
se redlizo la confirmacion mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) descrita mas adel ante.

8.2.5 Cuantificacion de Salmonella spp

A las muestras positivas se les realizo su cuantificacion utilizando la técnica descrita
por Santos et al., (2005), la cual consistio, en pesar 25g de la muestra,
homogenei zandola en 225ml de agua peptonada tamponada. De esta dilucion, 1 ml fue
transferido a 3 tubos con 9 ml de agua peptonada tamponada (10™), de la misma manera
se realizaron dos diluciones decimal es seriadas més (10%y 10°). Todos |os tubos fueron
incubados a 37 °C de 18-24 h. Después del tiempo de incubacion, de cada tubo con su
respectiva dilucion se tomo una alicuota de 0.1ml y se transfirio a tubos con 10 ml de
caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), incubandose a 42°C por 24 h. Cumplido € tiempo de
incubacion, de cada tubo se tomé una asada y se sembrd en agar XLD y SS, incubados a

37°C por 24h. El crecimiento de estos agares con colonias caracteristicas de Salmonella
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fueron tomadas como resultados positivos para después comparar los resultados de las
combinaciones resultantes mediante las tablas referidas en laNOM-112-SSA1-1994 .

8.2.6 Deteccidon de L. monocytogenes

Para la identificacién de L. monocytogenes se utilizd e sistema miniVIDAS® de
BioMerieux utilizando el sistema LDUO para € cual, se pesaron 10 g de muestray se
homogenizaron con 90 ml de caldo LX (BioM érieux) en un homogeneizador peristéaltico
(Stomacher Labeasy) y se incubd a 30 +1 °C durante 22-26 h. Después del tiempo de
incubacién, se tomé 0.1 ml de la dilucion primaria a un tubo con 6 ml caldo LX
(BioMérieux) incubandolo por 22-24 h a 30°C + 1. Aproximadamente 1- 2 ml de este
cultivo fue transferido a un tubo estéril y se calent6 a bafio Maria a 100-95 °C durante 5
+ 1 min (termizado). Después de esto, una vez temperado el cultivo, se tomaron 500 pl
y se agregaron a pocillo de muestradel cartucho VIDAS® LDUO. Parala confirmacién
de los resultados positivos obtenidos seguin € aparato, se tomo una asada del cultivo LX
no termizado y se sembré en agar Oxford (OXA) y agar Ottaviani Agosti (OAA) las
cuales se incubaron a 37°C por 48 h. Pasado €l tiempo de incubacién se seleccionaron
las colonias caracteristicas de Listeria (agar OXA: colonias negras con halo negro y en
OAA: colonias azul turquesa con halo opaco) para la identificacion mediante pruebas
bioguimicas como tincion Gram, catalasa, movilidad, CAMP, hemdlisis, reduccién de
nitratos, fermentacion de carbohidratos como xilosa, manitol y ramnosa. La

confirmacion se realizo mediante PCR que se describe més adelante.

8.2.7 Determinacion de Shigella spp

Para la determinacion de Shigella se siguid la metodologia propuesta en e BAM
(Bacteriological Analytical Manual de la FDA capitulo 6), paralo cual se pesaron 25 g
de muestra y se homogenizaron con 225 ml de caldo Shigella suplementado con
novobiocina (5 ug/ ml). Seincub6 24 h a 42 + 1°C. Pasada la incubacion, se tomé una
asada del cultivo y se sembr6 en agar MacConkey, para ser incubado por 24 h a37 +

1°C. Las colonias presuntivas de Shigella en agar MacConkey (colonias rosa claro
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translucidas con o sin bordes rugosos) se seleccionaron para la identificacion mediante
PCR descrita més adel ante.

8.2.8 Cuantificacion de Clostridium perfringens

Se bast en e método reportado en e BAM (Bacteriological Analytical Manual de la
FDA capitulo 16), paralo cual, se pesaron 25 g de muestra 'y se homogenizaron con 225
ml de agua peptonada (0.1%). De ahi se tomd una alicuota de 1 ml y se realizaron
diluciones decimales seriadas de 10™ hasta 10 ® en agua peptonada estéril. De cada una
de las diluciones, se tomé 1 ml y se sembraron por difusion en el agar Triptosa Selenito
Cicloserina (TSC) suplementado con cicloserina (400 ug/ml). Una vez solidificado €l
agar se agregd una segunda capa del mismo. Las placas se incubaron a37 + 1°C de 20 a
24 h bgjo condiciones anaerobias (95% N, 5% CO,). Se seleccionaron y contaron las
colonias caracteristicas las cuales eran negras y pequefias. A dicha colonias se realizaron
pruebas bioguimicas convencionales para su identificacion, siendo éstas, tincion de
Gram, fermentacion “tormentosa” de la leche, movilidad, reduccién de nitratos,
licuefaccion de la gelatina, fermentacion de lactosa y produccion de &cido sulfhidrico.
Las colonias identificadas como C. perfringens se confirmaron mediante la técnica de

PCR, descrita posteriormente.

8.2.9 Deter minacion de Campylobacter

Para la determinacién de Campylobacter jejuni, C. coli y C. lari se utilizo e sistema
automatizado miniVIDAS® (bioMérieux, 1993 R13.13), paralo cual se pesaron 25 g de
la muestra 'y se afladieron 225 ml de caldo de enriquecimiento Bolton (férmula por litro,
10.0 g de peptona [DIFCQO], 5.0g hidrolizado de lactalbumina [Sigma], 5.0 g de extracto
de levadura [DIFCQO], 5.0 de NaCl [Sigma], 0.01g de Hemina [Fluka], 0.5 g de
Piruvato Sodico [Sigma], 1.0g de Acido a-cetoglutarico [Sigma], 0.5g de Metabisulfito
de Sodio [Sigma] y 0.6g de Carbonato sodico[J.T. Baker] con pH de 7.4 £ 0.2, 5 % de
sangre lisada, y suplementando con antibiéticos, cefoperazona 20.0 mg/l, vancomicina
20.00 mg/l, trimetroprim 20.00 mg/l y cicloheximida 50.00 mg/l). EI homogenizado se
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incubG por 6 h a 37 + 1°C en aerobiosis, y posteriormente se transfirio a 42 + 1°C
durante 42 h mas bajo condiciones de microaerofilia (10% CO,). Pasado € tiempo de
incubacion, se tomaron 1-2 ml del cultivo y se transfirieron a un tubo estéril, que se
calentd a bafio maria a 95-100°C durante 15 + 1 min (termizado). Una vez atemperatura
ambiente, se agito en un vortex con lafinalidad de romper el coagulo formado. Después,
se transfirieron 0.5 ml del cultivo a cartucho de VIDAS® CAM. Las muestras que €l
sistema VIDAS arrojé como positivas se seleccionaron para hacer una confirmacion
posterior. Para esto, se tomo una asada del caldo de enriquecimiento Bolton y se estrio
en agar Campy Cefex (44 g de agar brucella [DIFCQO], 0.5g de FeSO, 7H,O [J.T.
Baker], 0.2g de bisulfato de sodio [Sigma], 0.5 de piruvato de sodio [Sigma],
suplementandolo con cefaperazona 0.033 g/l, cicloheximida 0.2 g/l y sangre a 5% por
litro). Las placas se incubaron por 48 h a 42 + 1°C en microaerofilia. Pasada la
incubacién se seleccionaron las colonias presuntivas, |as cuales eran rosaceas, medianas,
brillantes y se identificaron mediante pruebas bioquimicas como tincién de Gram,
movilidad en fresco, TSI, hipurato de sodio, catalasa, oxidasa, reduccion de nitratos y

resistencia a &cido nalidixico (30ug).

8.2.10 Determinacion de E. coli O157:H7

Para esto, se pesaron 10g de la muestra y se homogenizaron con 90 ml de agua
peptonada tamponada pre-calentada a41.5 + 1°C adicionada con vancomicina (8mg/l) y
se incub6 durante 16-24 h. Se homogeniz6 el contenido de la bolsa y se transfirié una
alicuota de 1-2 ml del enriquecimiento a un tubo estéril. Esto se calentd durante 5 + 1
min a 95-100°C (termizado), posteriormente se tomaron 0.5 ml y se transfirieron al
pocillo de muestra en e cartucho VIDAS®UP. Las muestras positivas segun el sistema
VIDAS®UP, fueron inmunoconcentradas tomando 0.5 ml de la muestra no termizada,
las cuales se colocaron en € pocillo de muestra del cartucho VIDAS®ICE.
Posteriormente, del cartucho VIDAS®ICE se tomo una asada y se sembrd en agares
selectivos chromlD O157:H7 adicionado con cefixima (C) [0.05mg/l] y telurito de
potasio (T) [2.5mg/l] (bioMérieux) y agar MacConkey Sorbitol (SMAC-CT)
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(bioMérieux). Las placas fueron incubadas por 18-24 h a 37°C + 1°C. Las colonias
sospechosas de E. coli O157:H7, las cuales en chromID O157:H7 fueron azul-verdosss,
y en SMAC CT, trandUcidas con centro café, se seleccionaron para la realizacion de
pruebas bioquimicas convencionales como movilidad, indol, citrato, Voges Proskauer,
descarboxilacion y desaminacion de lisina, ornitina y licuefaccion de gelatina. También
se les realizd serologia por aglutinacion en latex (OXOID) buscando e antigeno 0157,

ademés de confirmacion por PCR descrita posteriormente.

8.3 Técnica de Reaccion en Cadena dela Polimerasa (PCR)

Para la confirmacion de las cepas aisladas se utilizd la técnica de PCR la cua se
describe a continuacion para € caso de Salmonella, Shigella, Listeria monocytogenes y
E. coli O157:H7.

8.3.1 Extraccion de DNA

Las cepas se sembraron en 5 ml de caldo soya tripticasa suplementado con extracto
de levadura a 0.6%. Se incubaron a 37°C por 24 h. Posteriormente, se tomaron 0.5 ml
del cultivo y se homogenizaron con 1 ml de amortiguador salino de fosfatos (PBS, 0.05
M). Se centrifugd a 3000 xg por 3 minutos y se realizaron 2 lavados con PBS'y uno con
agua miliQ. El precipitado fue resuspendido en 50ul de agua miliQ. Las muestras se
diluyeron 1:10 con Triton X-100 a 1%, y se calentaron en agua hirviendo por 5 min,
después de lo cual, se enfriaron inmediatamente en un bafio de agua con hielo. De dli, se

tomaron 2 ul que sirvié como templado parala amplificacion.



8.3.2 Amplificacion
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Se tomaron 2 ul del DNA extraido y se mezclaron con 23 ul de una mezcla de

reaccion que contenia 50mmol/I Tris-HCI (pH 8.5), 20 mmol/ | KCI, 3 mmol/ | MgCl,,
0.05% albumina de suero bovino, 0.25 mmol/ | (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 0.25 umol/
| de oligonucledtidos (Tabla 1) y 0.9 U de Taq polimerasa. La amplificacion de la
reaccion se llevd a cabo en un termociclador (TermoHybaid) usando € protocolo
reportado por Wang et al. 1997 que consistio en 94°C por 15s, 35 ciclos de 94°C por 3s,
50°C por 10sy 74°C por 35sy finalmente un ciclo de 74°C por 2 min'y 45°C por 2s.

Tabla 1. Oligonuclebtidos usados y especie que identifican

Producto
Especies gen blanco PCR primers5-3 (pb)
Listeria LM-1, CGGAGGTTCCGCAAAAGATG
monocytogenes hemolisina |LM-2, CCTCCAGAGTGATCGATGTT 234
Sal-3, TATCGCCACGTTCGGGCA
Salmonella spp. invA Sal-4, TCGCATACATCGCAGCATC 275
0157-3,GTAGGGAAGCGAACAGAG
E. coli O157:H7 hlyA 0157-4,AAGCTCCGTGTGCCTGAA 361
Shi-1, CTTGACCGCCTTTCCGATAC
Shigella spp. ipah gen Shi-2, CAGCCACCCTCTGAGAGATA 610

Fuente Wang, R.F., 1999

8.3.3 Visuaizacion

Los productos de la amplificacién fueron separados en un gel de agarosa al 2% con

una corriente de 120 V y finalmente tefiidos con bromuro de etidio (50ug/ml)

visualizado bajo luz ultravioleta.
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8.4 Técnicade PCR para Clostridium perfringens
En este caso se utilizd e método reportado por Lin y Labbe ( 2003).
8.4.1 Extraccion de DNA

El cultivo esporulado fue sembrado en 5 ml de caldo tioglicolato y se calentaron
durante 15 min a 75°C. Se incubaron a 37°+ 1°C por 24 h. Posteriormente se tomaron 1
ml del cultivo y se centrifugdé a 5,000 x g por 15 min. Se realizaron dos lavados con
solucion salina fisiol6gica estéril. El precipitado, resuspendido en 200 ul de agua miliQ
se cadentd en agua hirviendo por 20 min, después de lo cual, se enfriaron
inmediatamente en un bafio de agua con hielo. De ahi se tomaron 10 ul que sirvié como

templado parala amplificacion.
8.4.2 Amplificacion

Se tomaron 10 ul del DNA extraido y se mezclaron con 40 ul de una mezcla de
reaccion que contenia 5ul de Buffer 1X, 1uM de cada oligonucledtidos (Tabla 2), 0.2
mM de DNTP's, 1.5mM MgCl, y 2U de Taq polimerasa. La amplificacion de la
reaccion se llevo a cabo en un termociclador (TermoHybaid) aplicando 30 ciclos de 1
min a94°C, 2 min a55°C, 3mina72°Cy uno final de4 mina72°C.

Tabla 2. Oligonucleotidos usados y especie que identifican

Producto
Especies gen blanco PCR primers5-3 (pb)
Clostridium
perfringens 5-GCTAATGTTACTGCCGTTGA
(a—toxina) cpa 5-CCTCTGATACATCGTGTAAG 324
Clostridium
perfringens 5-GGAGATGGTTGGATATTAGG
(enterotoxina) cpe 5-GGACCAGCAGTTGTAGATA 233

FuenteLin Y.T.y LabbeR
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8.4.3 Visualizacion

Los productos de la amplificacion fueron separados en un gel de agarosa a 2% con
una corriente de 120 V y finamente tefiidos con bromuro de etidio (50ug/ml) y

visualizados bgjo luz UV.

8.5 Andlisis Estadistico

Para determinar si existen diferencias significativas respecto a la carga microbiana
entre los grupos indicadores en cada vegeta evaluado, se aplico una prueba de ANOV A
de una via. En los andlisis se consideré una significancia de 0.05 y una prueba de

hipoétesis estadistica de dos vias.

En e caso de los mercados y supermercados, se aplicé una t de Student para
determinar si existe una diferencia significativa entre ellos, considerando la carga
microbiana de los microorganismos indicadores. Todo |o anterior se realizo utilizando €
paguete estadistico IMPv 7.0.



DIAGRAMAS DE FLUJO DE LOSMETODOSUTILIZADOS

DETERMINACION DE MICROORGANISMOS INDICADORES MEDIANTE EL
SISTEMA AUTOMATIZADO TEMPO

Pesar 25 gramos de muestra + 225 ml de H,O
peptonada 0.1%

l

Homogenizar 1 min

!

Realizacion de tres diluciones seriadas a partir
deladilucion primaria

}

Transferir 1 ml de las diluciones previamente
realizadas en € medio deshidratado especifico para
CT y CTV + 3.0 ml de agua destilada estéril

!

Mezclar por 10s

!

Inoculacion de tarjetas mediante la estacion
TEMPO® “Filler”

}

Incubar lastarjetasa 35 +£2 °C durante 48 h paraCTV y 30
+ 2°C durante 24 h paraCT

|

Lectura de las tarjetas mediante TEMPO® “Reader”

(bioM érieux)




DETERMINACION DE MOHOS Y LEVADURAS

Pesar 25 gramos de muestra + 225 ml de H,O
peptonada 0.1%

l

Homogenizar 1 min

l

Realizacion de tres diluciones seriadas a partir
deladilucién primaria

l

Sembrar por difusion 1 ml de cada dilucion en
agar papa dextrosa (PDA) con écido tartérico
(10%)

l

Homogenizar el inoculoy dejar solidificar

l

Incubar 25 +1°C hasta 5 dias

l

Contar colonias
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DETERMINACION DE Salmonella spp. POR EL SISTEMA AUTOMATIZADO

miniVIDAS®

Pesar 10 gramos de muestra+ 90 ml de H,O
peptonada tamponada

v

Homogenizar 1 min mediante un
homogeneizador peristaltico

\

Incubar 16-20 ha 37 + 1°C.

v

Tomar 0.1 ml de la suspension einocular en 10
ml de caldo Salmonella X press (SX
bioM érieux).

\

Incubar a41.5 + 1°C durante 24-26 h.

v

Transferir 1 ml del caldo de enriquecimiento SX
aun tubo vacio estéril y calentar abafio Maria
100 °C durante 15 + 1 min.

\

Realizacion delaprueba VIDAS® SLM,
colocando 0.5 ml de la muestra en & cartucho

l ‘,
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Prueba

Ausencia de Salmonella Prueba Presencia de Salmonella

'

Confirmacién: Aislamiento en agares
selectivos XLD, SSy chromID
Salmonella, incubar 37°C por 24 h

v

A

Latécnica de Reaccién en Cadenadela
Polimerasa (PCR)

Colonias aisladas realizar bioguimicas
convencionales TSI, LIA, MIO, citrato y
urea para su identificacion




CUANTIFICACION DE Salmonella spp. POR LA TECNICA DE NUMERO MAS
PROBABLE

Pesar 25 g de lamuestra+ 225 ml de agua
peptonada tamponada

!

Transferir 1 ml a 3 tubos con 9 ml de agua
peptonada tamponada (10'%), realizar de la misma
manera dos diluciones decimales seriada més (107
y 10°%).

Incubar a37 °C de 18-24 h

|

De cada tubo tomar una alicuota de
0.1 ml y transferir a tubos con 10 ml
de Rappaport-Vassiliadis (RV)

|

Incubar a42 °C por 24 h

|

Tomar una asaday sembrar en
agar XLD y SS

)

Incubar a 37 °C por 24 h

!

Interpretar los resultados positivos de las colonias
caracteristicas de Salmonella e interpolando los
tablas referidas en laNOM-112-SSA1-1994.
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DETERMINACION DE Listeria spp. y L. monocytogenes POR EL SISTEMA

AUTOMATIZADO miniVIDAS®

Pesar 10 gramos de muestra+ 90 ml caldo LX
bioM érieux

\

Homogenizar 1 min mediante un
homogenei zador peristéltico

v

Incubar 22-26 ha30 + 1°C.

v

Tomar unaaicuotade 0.1 ml deladilucion
primaria a un tubo con 6ml caldo LX

v

Incubar 22-24 ha30 + 1°C.

v

Transferir de 1-2 ml del cultivo en un tubo estéril y

caentar calentd abafo Mariaa 100-95 °C durante 5

+1 min

\

Realizacion de laprueba VIDAS® LDUO,
colocando 0.5 ml de lamuestraen &l cartucho
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v l A
DLMO (=) <005 DIMO (<005 DIMO @) = 00
Prueba DS &< Prucba D& @=01 Prueba DOls @
Ausencia de Listeria spp Ausenciade L. Presencia L: monocytogenes
y L. monocytogenes monocytogenes y y de Listeria spp.
presenciade Listeria *
Spp. : — -
Confirmacion: Aislamiento en
agares selectivos OXA y OAA
v incubar 37°C por 48 h
Latécnica de Reaccion en #
Cadena de la Polimerasa (PCR)
Colonias aisladas realizar bioquimicas

convencionales catalasa, movilidad, CAMP,
hemolisis, nitratos, fermentacién de
carbohidratos como xilosa, manitol y
ramnosa




DETERMINACION DE Shigella spp.

Pesar 25 g de lamuestra+ 225 ml de caldo
Shigella adicionado con novobiocina (5 png/ ml)

v

Incubar 24 h a42 + 1°C.

|

Tomar unaasada del cultivo y sembrarlaen
agar MacConkey

'

Incubar por 24 ha37 +1°C

|

| dentificacién mediante PCR
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CUANTIFICACION DE Clostridium perfringens

Pesar 25 g de lamuestra+ 225 ml de agua
peptonada 0.1%

Realizacion de tres diluciones seriadas a partir
deladilucién primaria

A4

Tomarl ml de cada dilucién y sembrar por
difusion en agar Triptosa Selenito Cicloserina
(TSC) suplementado con cicloserina (400 pg/ml)

:

Incubar a37 + 1°C de 20 a24 h bajo
condiciones anaerobias (95% N, 5% CO»)

v

Contar coloniasy aislarlas

|
y ¥

Confirmar con bioquimicas
convencionales. fermentacion
“tormentosa” de la leche, movilidad,
reduccion de nitratos, licuefaccion de
la gelating, fermentacion de lactosay
produccion de écido sulfhidrico

Latécnicade Reaccion en
Cadena de la Polimerasa




DETERMINACION DE Campylobacter spp

Pesar 10 g de la muestra+ 90 ml de caldo Bolton

'

Incubar por 6 hrsa 37 + 1°C en aerobiosis, y
posteriormente 42 + 1°C durante 42 h mas bajo
condiciones de microaerofilia (10% CO,)

!

Tomar una dicuotade 1-2ml y transferir a un tubo
estéril

!

Termizar € tubo a bafio maria a 95-100°C durante
15+ 1 min

!

Redlizar lapruebaVIDAS® CAM con 0.5 ml del
cultivo

A 4

Prueba

de Campylobacter

A

Ausencia

de Campylobacter

Prueba Presencia

v

microaerofilia

Confirmar en agar CEFEX
Incubar 48 ha42 + 1°C en

v v
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Latécnicade Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

Colonias aisladas realizar bioguimicas
convencionales movilidad en fresco, TSI,
hipurato de sodio, catalasa, oxidasa,
reduccion de nitratos y resistencia a acido
nalidixico (30ug)




DETERMINACION DE E. coli O157:H7 por el sistema automatizada miniVIDAS®

Pesar 10 g de lamuestra+ 90 ml agua peptonada
tamponada pre-calentada a 41.5 + 1°C adicionada
con vancomicina (8mg/l)

'

Incubar durante 16-24 h

v

Tomar una alicuota de 1-2ml y transferir aun tubo
estéril

v

Termizar € tubo a bafio maria a 95-100°C durante
15+ 1 min

!

Redlizar la prueba VIDAS®UP con 0.5 ml del

cultivo
|
{ v
Prueba Ausencia Prueba Presencia
de E. coli O157:H7 deE. coli O157:H7

A 4

Inmunoconcentracion
mediante el cartucho
VIDAS®ICE

v v
Aglutinacién en | atex Confirmar colonias aisladas por
(OXOID) bioquimicas convencionales

como movilidad, indol, citrato,

| V oges Proskaver,
descarboxilacion y desaminacion

PCR delisina, ornitinay licuefaccion

de gelatina.




TECNICA DE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Cultivo en caldo

!

Extraccion de DNA

!

Amplificacion
Termociclador

!

Visualizacién de productos
Luz UV
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RESULTADOS

Un total de 300 muestras fueron recolectadas durante €l periodo de Enero a Mayo
del 2009. Los productos muestreados incluyeron pergjil (50), cebolla cambray (50),
mel6n (50), tomate (50), chile serrano (50) y jalapefio (50). Veinticinco de cadatipo de

muestra fueron de supermercado y 25 provenian de mercados populares establ ecidos.
9.1 Cuenta Total de Microorganismos M esofilicos Aerobios (CTV)

Segun los resultados arrojados por e sistema automatizado TEMPO® bioM érieux
para la cuenta de mesofilicos aerobios (CTV); € nimero de estos organismos en todas
las muestra fueron elevados. La mayor parte de las muestras tuvieron cuentas mayores a
10° UFC/g (Gréfica 1), parala cebolla cambray, perejil, melén, chile serrano y jalapefio;
excepto para € tomate, donde sus cuentas estuvieron por debajo de esta cifra. Segun el
andisis estadistico, existe diferencia significativa en la cuenta de mesofilicos aerobios
dependiendo de los productos analizados (Gréfica 2). A su vez, no hubo diferencia
significativa en las CTV seguin € sitio de muestreo, ya sea supermercados y/o mercados
populares establecidos (Gréfica 3). En ambos sitios de recoleccion se presentaron
cuentas mayores a 10° UFC/g paralamayor parte de las muestras (Gréfica 1).

UFClg

NUmero de muestras (%)
Cebolla Chile Chile
RANGOS Cambray Peregjil Serrano Jalapefio Melon Tomate

<10 0(0) 0(0) | 0(0) 0(0) 0(0) | 0(0)
10" 1(2) 0(0) | 0(0) 1(2) 000) | 3(6)
10° 1(2) 2(4) 0(0) 2(4) 0(0) | 9(18)
10° 1(2) 000) | 3(6) 7(14) | 3(6) | 11(22)
10° 2(4) 0(0) 2(4) | 11(22) | 8(16) | 25(50)
10° 7(14) 2(4) | 19(38) | 12(24) | 16(32) | 2(4)
10° 23(46) | 29(58) | 21(42) | 17(34) | 23(46) | 0(0)

>10" 15(30) | 17(34) | 5(10) 0(0) 0(0) | 0(0)

Total 50 50 50 50 50 50
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Grafica 2. Distribucion de la carga de microorganismos mesofilicos aerobios

de frutas y

hortalizas analizados por ANOVA. Puntos dentro de las cgas, representan e 50% de las

muestras. Linea azul mediadel parametro.
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Gréfica 3. Digtribucion de la carga de microorganismos mesofilos aerobios analizados por
ANOVA defrutasy vegetal es procedentes de supermercado o mercados popul ares.

9.2 Coliformes Totales (CT)

Para redizar esta determinacion se utiliz6 e sistema automatizado TEMPO®
bioMérieux. La presencia de microorganismos coliformes totales (CT) fue muy variable
teniendo desde <10 hasta 10° UFC/g. La cebolla cambray y el pergjil fueron los
productos que presentaron cuentas mas elevadas que € resto de los anaizados. Para €l
caso de las muestras de tomate se encontré que € 24% presentaron cuentas por debajo
de 10 UFC/g. Segun € andlisis estadistico, existe diferencia significativa entre los
resultados de las frutas y hortalizas analizadas (Gréfica 5). No existié diferencia
significativa entre las muestras recol ectadas con respecto al sitio de muestreo ya sea de
supermercados y mercados populares establecidos (Grafica 6). Sin embargo, muestras
provenientes de centros comerciales presentaron cuentas més elevadas que las de
mercados populares (Grafica 4). La NOM-093-SSA1-1994 alimentos preparados marca
sblo limite en e caso de coliformes fecales de no méas de 100 NMP/g para ensaladas

verdes, crudas o de frutas.
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UFC/g NUmero de muestras (%)
Cebolla Chile Chile
RANGOS | Cambray | Pergjil Serrano | Jalapefio | Meon | Tomate
<10 0(0) 0(0) 4(8) 5(10) 1(2) 12(24)
10* 1(2) 1(2) 6(12) 11(22) 2(4) 3(6)
10° 0(0) 0(0) 4(8) 4(8) 6(12) 14(28)
10° 4(8) 1(2) 15(30) 14(28) 15(30) 13(26)
10* 12(24) 5(10) 19(38) | 16(32) | 26(52) | 13(16)
10° 18(36) | 18(36) 2(4) 0(0) 0(0) 0(0)
10° 15(30) | 25(50) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
>10° 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Total 50 50 50 50 50 50
70 1
50 4
% 30 4
20 1
0] j
R i 1 :
mercado super mercado super mercado super mercado super mercado super mercado Super
cebolla perejil chile serrano chile jalapefio melon tomate
Rango ¥ <10 m 10 n 10° m 10 » 10 » 10 s 10° v >10°
{UFC/g)

Gréfica 4. Numero de muestras agrupadas en rangos dependiendo de las cuentas de coliformes
totales (CT) obtenidas de supermercados y mercados populares establecidos mediante el sistema
automatizado TEMPO® bioMérieux para cada frutay hortaliza analizado.
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Gréfica 5. Distribucion de la carga de coliformes totales (CT) de frutas y hortalizas analizados
por ANOVA. Puntos dentro de las cajas, representan el 50% de las muestras. Linea azul media
del parametro p=0.05

CT (Log UFC/g)
m..
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=
|

Mercado
Popular
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Grafica 6. Distribucion de la carga de coliformes totales (CT) analizados por ANOV A de frutas
y hortalizas procedentes de supermercado o mercados popul ares.
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9.3 Mohos

Esta determinacion se reaizo siguiendo la metodologia descrita en la NOM-111-
SSA1-1994, y se presentaron valores de <10 a >10° UFC/g. Las muestras de pergjil,
presentaron las cuentas mas atas para este pardmetro, contrario a lo encontrado en la
cebolla cambray y tomate donde en e 54 y 70% de las muestras respectivamente, se
encontraron en <10 UFC/g (Gré&fica 8). Segun € andlisis estadistico realizado, existe
diferencia significativa entre los resultados de los vegetales anadlizados para este
parametro. No existio diferencia significativa en los origenes de los sitios de muestreo
ya sea supermercados o mercados populares establecidos (Gréfica 9). Sin embargo, la
mayor parte de las muestras adquiridas en los mercados populares presentaron mayor

contaminacion que las de supermercados (Gréfica 7).

<10 27(54) 0(0) 0(0) 4(8) 14(28) 35(70)
10" 16(32) 1(2) 21(42) 20(40) 13(26) 11(22)
10° 4(8) 13(26) 17(34) 18(36) 12(24) 3(6)
10° 3(6) 24(48) 11(22) 7(14) 9(18) 0(0)
10* 0(0) 10(20) 0(0) 0(0) 1(2) 0(0)

>10° 0(0) 2(4) 1(2) 1(2) 1(2) 1(2)

Total 50 50 50 50 50 50
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Grafica 7. Nimero de muestras agrupadas en rangos dependiendo de las cuentas de mohos (M)
obtenidas de supermercados y mercados populares, de acuerdo ala NOM-111-SSA 1-1994 para
cadafrutay hortaliza analizada.
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Grafica 8. Distribucion de la carga de mohos (M) de frutas y hortalizas analizados por ANOVA.
Puntos dentro de las cgjas, representan el 50% de las muestras. Linea azul mediadel parametro.



95

5— l— l—
5 4—-
E 4
=)
é" 3 4
@ I

==

= I :

d L :

i I

Mercado
Popular
Supermercado

Gréfica 9. Distribucion delacarga de mohos (M) analizados por ANOVA de frutasy hortalizas
procedentes de supermercado o mercados popul ares.

9.4 Levaduras

Las cuentas de levaduras presentes en las muestras fueron analizadas mediante el
método descrito en la NOM-111-SSA1-1994 en las muestras anaizadas estuvieron en
rangos que fueron de <10 a >10° UFC/g, siendo € perejil e que mostr6 mayores
cuentas (Gréfica 10). El 78% de las muestras de cebolla cambray y € 40% de las de
tomate presentaron cuentas menores de 10" UFC/g. Segin e andlisis estadistico
realizado, existe diferencia significativa entre los resultados de las frutas y hortalizas
analizadas para este parametro (Grafica 11). Ademés no existio diferencia significativa
entre el sitio de muestreo, (supermercados o mercados populares) (Grafica 12).
Observamos que las muestras de chile serrano adquiridas en supermercados presentaron

cuentas bgjas de levaduras (Grafica 10).
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39(78) 1(2) 0(0) 1(2) 10(20) | 20(40)
9(18) 3(6) 1(2) 7(14) 10(20) | 16(32)
1(2) 2(4) 12(24) | 17(34) 7(14) 8(16)
1(2) 14(28) | 19(38) | 16(32) | 15(30) 5(10)
0(0) 16(32) | 17(34) 8(16) 5(10) 0(0)
0(0) 14(28) 1(2) 1(2) 3(6) 1(2)
50 50 50 50 50 50
70 +
==
20 ‘
I mercado super mercado super mercado super mercado super mercado super mercado super
cebolla perejil chile serrano chile jalapefic melon tomate
Rango = <10t = 10 " 10 = 10° = 10 " 108 " 10° " >10°

(UFC/g)

Grafica 10. NUumero de muestras agrupadas en rangos dependiendo de las cuentas de levaduras
(L), obtenidos de acuerdo alaNOM-111-SSA1-1994 para cada frutay hortaliza analizada.
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LEVADURAS
(Log UFClg)
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Gréfica 11. Digribucién de la carga de levaduras (L) de frutas y hortalizas analizada por
ANOVA. Puntos dentro de las cgjas, representan € 50% de las muestras. Linea azul media del
paradmetro.
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Gréfica 12. Distribucion de la carga de levaduras (L) analizada por ANOVA de frutas y
vegetal es procedentes de supermercado o mercado.



98

9.5 Microor ganismos patogenos

Todas las muestras recolectadas fueron analizadas para la presencia de Salmonella
spp., Shigella spp., Campylobacter spp., Listeria spp., L. monocytogenes, C. perfringens
y E. coli O157:H7.

9.5.1 Salmonella spp.

Para |la deteccion de esta bacteria se utilizo el sistema inmunologico miniVIDAS®
bioMérieux, teniendo de las 300 muestras analizadas, un resultado positivo, en una
muestra de pergjil (0.33%). Esta muestra provenia del municipio de Monterrey
identificada como P30 (Figura 4). Dicho microorganismo fue aislado en agares
selectivos (XLD, SS 'y chomID Salmonella), y a mismo tiempo cuantificada, mediante
latécnica de Nimero Mas Probable (NMP), detectando niveles de <3 NMP/g de acuerdo
alastablas delaNOM-112-SSA1-1994.

Para su confirmacion se utilizé la técnica de PCR, amplificando e gen invA (275pb)
especifico del género (Figura 5). Ademés, se realizaron pruebas bioquimicas
convencionales [descarboxilacion de la lisna (+), movilidad (+), indol (-),
descarboxilacion de la ornitina (+), produccion &cido sulfhidrico (+), utilizaciéon del
citrato (-), fermentacion de glucosa (+), produccién de ureasa (-)]. Los resultados de
dichas pruebas las identificaron como Salmonella Typhi aislada del municipio de
Monterrey.
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Figura 4. Comparacion y resultado de la muestra positiva para Salmonella spp. segiin €l sistema
miniVIDAS® bioMérieux a). Resultados de control y estdndares, b) Resultado de la muestra

positiva de pergjil para Salmonella spp (P30).

Gen
invA

(275 pb)

Figura 5. Productos de PCR obtenidos de la amplificacion del gen invA (275pb) para
Salmonella. MPM: marcador de peso molecular, Control +: control positivo Salmonela
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Typhimurium ATCC 14028, Muestra P30: muestra positiva Salmonella correspondiente a
pergiil.

XLD (colonias negras) Chroml D (colonias mor adas)

Figura 6. Crecimientoy color de la colonia caracteristico segun €l agar después de 24h a 37°C

9.5.2 Shigella spp.

Todas las muestras analizadas empleando la metodologia que esta reportada en el
BAM cap. 6, fueron negativas parala presencia de Shigella spp.

9.5.3 Campylobacter spp.

Segun el sistema miniVIDAS® se detectd una muestra positiva (0.33%) de pergjil
(identificada como P37) procedente del municipio de Escobedo, (Figura 7.0). Al ser
asdada en e agar selectivo Campy-Cefex se readlizaron pruebas bioguimicas
convencionales indicadas en e BAM cap 7, que comparandolo con € comportamiento
reportado [bacilos Gram negativos, oxidasa (+), catalasa (+), hipurato de sodio (-),
resistencia a &cido Nalidixico (30ug) (+), movilidad (+), TSI (-), nitratos (-),
crecimiento a 42°C (+)]; probablemente se trate de C. lari. Ademas se reaiz6 una
identificacion de especies seguin la técnica de PCR (metodologia de Clark y Fratamico)
donde se identifica ya sea C. jgjuni y/o C. coli, siendo en nuestro caso negativa para

ambas especies.
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Figura 7. Comparacion y resultado de la muestra positiva para Campylobacter spp. segun €
sistemaminiVIDAS® a). Resultados de control y estandares, b) Resultado de la muestra positiva
de pergjil para Campylobacter spp. (P37).

9.54 L. monocytogenes

De las muestras analizadas para la busqueda de Listeria spp. y L. monocytogenes por
el sistema miniVIDAS® (Figura 8), sblo 3 (1%) fueron positivas para €l género, sin
embargo, al realizar el aislamiento en agares tanto selectivos como cromogénicos (OXA
y OAA) vy después de realizar pruebas bioquimicas, se identificO una cepa como L.
monocytogenes (Tabla 3), la cual también fue confirmada por PCR (Figura 9).

Tabla 3. Identificacion de las especies de Listeria positivas por € sistemaminiVIDAS®

Pergil 13 L. monocytogenes/L. ivannovi

Pergjil 30 L. ivannovi

Pergjil 46 L. innocua
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Figura 8. Comparacion y resultado de las muestras positivas para Listeria spp. segun el sistema
miniVIDAS® a). Resultados de control y estandares, b-d) Resultado de la muestras positivas de
pergil paraListeria spp. (P13, P30, P46).

Gen
hemolisina
(234pb)

Figura 9. Productos de PCR obtenidos de la amplificacion del gen de la hemolisina (234pb).
Muestra P13: aidado de L. monocytogenes proveniente de pergjil (P13). Muestra P46: aislado de
Listeria spp. proveniente de pergjil (P46). Control (+): control positivo L. monocytogenes
SCOTT A; MPM: marcador de peso molecular.
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Se sigui6 la metodologia reportada por el BAM cap 16, donde se logro aislar a C.

perfringens solo en 6 muestras de pergjil (2% del total de las muestras). Al redizar la

cuantificacion de dicho microorganismos se obtuvieron cuentas desde 10 a 3 x 10°

UFC/g (Tabla 4). Los aislados fueron identificados por pruebas bioguimicas y

morfologia [bacilos Gram positivos, fermentacion de leche tormentosa (+) movilidad (-)

nitratos (-) acido sulfihidrico (+), coagulacion de gelatina (+), lactosa (+)] asi como por

PCR. En esta Ultimatécnica se amplificd Unicamente el gen que codifica parala a-toxina

(cpa), y no @ que codifica para la enterotoxina (cpe) lo que indica que e aislado

corresponde a C. perfringens no enterotoxigenico (Figura 10).

Tabla 4. Cuentas de C. perfringens en muestras positivas de perglil

Clostridium perfringens
_MUESTRA _ UFCly

P1 10 UFC/g
P12 20 UFC/g
P27 70 UFC/g
P30 3000 UFC/g
P36 10 UFC/g
P50 10 UFC/g




_______
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Gen cpa (324
pb)

Gen cpe (233
pb)

[ ———

Figura 10. Productos de PCR obtenidos de la amplificacion del gen cpa (324 pb) y cpe (233pb).
MPM: marcador de peso molecular. Control +: control positivo de C. perfringens FD-1041.
Carril 3-8 muestras positivas de C. perfingens correspondientes a pergjil (P27, P30, P36, P50,
P1, P12).

956 E.coli O157:H7

De las muestras analizadas, se obtuvieron 22 positivas para la presencia de E. coli
0O157:H7 (8.6%), segun €l sistema miniVIDAS® (Tabla 7). Al ser confirmadas por
pruebas bioquimicas convencionales, serologia, PCR sencillay multiplex, y todas fueron
negativas para este serotipo.
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Tabla 5. Resultados de muestras positivas para E. coli O157:H7

Escherichia coli O157:H7

Perglil 15(30%) 0
Melén 2 (4%) 0
Chile
Serrano 2(4%) 0
Cebolla
Cambray 1(2%) 0
Tomate 2(4%) 0

Los resultados obtenidos de la presencia de patdgenos en este estudio en los vegetales
estudiados se resumen en latabla 6:

Tabla 6. Muestras positivas de patdgenos encontrados en las frutas y hortalizas
analizadas.

E. coli Salmonella L. C.
0O157:H7 Spp. Spp. monocytogenes Spp. perfringens
cebolla
cambray 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50
Pergjil 0/50 1/50 0/50 1/50 1/50 6/50
chile serrano 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50
chile
jalapefio 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50
Mel6n 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50
Tomate 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50 0/50
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Por Ultimo, las muestras que fueron positivas para los patégenos aislados, fueron
adquiridas en los municipios de Monterrey, San Nicolés de los Garzay Escobedo. No se
aisld ningun patdgeno en los municipios de San Pedro Garza y Garcia y Guadaupe
(Tabla7).

Tabla 7. Prevalencia de patégenos encontrados por cada municipio muestreado

Monterrey (60) 0 1(1.6%) 0 0 0 1(1.6%) 0
San Nicolasde L os o o o
Garza (60) 0 0 0 1(1.6%) 0 3(5%) 2(5%)
Escobedo (60) 0 0 0 0 1(1.6%) 2(3.3%) 0
Guadalupe (60) 0 0 0 0 0 0 0
San Pedro Garza
Garcia (60) 0 0 0 0 0 0 0
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DISCUSION

Hasta hace algunos afos, a las frutas y hortalizas se les consideraba alimentos
Seguros para ser consumidos, ya que no presentaban algun riesgo para la salud. Sin
embargo, en la actualidad, estos han sido vinculados a la transmisién de enfermedades
gastrointestinales, y poco a poco, la comunidad cientifica ha puesto méas atencion en
ellos.

En las Ultimas tres décadas, l0s reportes de enfermedades asociados al consumo de
estos productos han incrementado, debido principamente a los cambios en la
alimentacion de las personas, a la industria alimentaria que los ha incorporado con méas
frecuencia como materia prima, y ala globalizacion, que hace que este tipo de productos
Ileguen a lugares donde antes no se tenia acceso (Sivlipalasingam, et al., 2004). Hastael
2008, la CDC report6 148 brotes atribuidos a productos vegetales de los cuales ocho se

ha relacionado con productos mexicanos exportados hacia Estados Unidos.

Para nuestro pais, existen algunos estudios que se han redlizado para determinar la
calidad microbiolégica de estos productos, aunque son escasos, tal es e caso de la
busqueda de patdégenos en el meldn, chile, col, repollo, cilantro, pergil, brocoli, cebolla,
lechuga, papa, berro y pergil, principamente (Gallegos, et al.,2008; Cadtillo, et al.,
2004; Johston, et al.,2006; Figeroa, et al 2005;Quiroz, et al., 2009; Castro, et al., 2006).
Sin embargo, |la mayoria de ellos van dirigidos solo a la evaluacién de solo un tipo de
producto y la determinacion de algunos patdégenos fecales. En la presente investigacion
analizamos para € pergjil, cebolla cambray, meldn, tomate, chile jalapefio y serrano, un
parametro amplio de microorganismos que comprendia la cuenta total de
microorganismos mesofilicos aerobios (CTV), coliformes totales (CT), mohos (M),
levaduras (L) y la presencia de patdgenos como Salmonella spp, Shigella spp.,
Campylobacter jgjuni, C. coli, Listeria spp., L. monocytogenes, Clostridium perfringens
y E. coli O157:H7.
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Las Normas Mexicanas no mangan parametros para productos como frutas y
verduras, sin embargo la NOM-093-SSA 1-1994 Bienes y servicios. Précticas de higiene
y sanidad en la preparacion de alimentos que se ofrecen en establecimientos fijos
establece parametros para ensaladas preparadas crudas que incluyen este tipo de de
productos Cuenta total de mesofilicos aerobios 150 000 UFC/g, coliformes fecales 100
NMP/g. Segun los resultados obtenidos en la presente investigacion la cuentas de
microorganismos indicadores fueron en muchas ocasiones altas acanzando valores de
hasta >10” UFC/g. Esto concuerda con un estudios como €l realizado por Ailes, et al.
(2008), gquienes encontraron una alta concentracion de microorganismos indicadores en
los productos vegetales analizados (col, meldn, apio, pergjil espinaca, acelga, cilantro,
perdil), presentdndose cuentas de microorganismos mesofilicos aerobios en un rango de
4 x 10 a 7 x 10° UFC/g y coliformes totales de 1 a 4 x 10° UFC/g, teniendo que el
pergil presentd cuentas més altas (1 x 10°) para los microorganismos mesofilicos
aerobios y 1 x 10% para coliformes totales. A su vez, los autores en ese mismo trabajo
realizaron una comparacion entre los productos amacenados en cajas para ser
distribuidos y los que eran recolectados en el campo, y se concluy6 que los primeros
presentaban cuentas altas (aproximadamente 1 log) de microorganismos indicadores en

comparacion con los que se recolectaban en el campo (Ailes et al., 2008).

Otros autores como Johnston, et al., (2006) coinciden con estos resultados, al analizar
acelga, nabo, col, repollo, cilantro, pergjil, melén y brécoli de origen mexicano
encontrando rangos de 6 x 10° a8 x 10" UFC/g de microorganismo mesofilos aerobios y
menos de 10 a 3 x 10* UFC/ g de coliformes totales. En e 2001, Hirotani, et al.,
encontraron una concentracion ata de microorganismos indicadores (coliformes totales,
coliformes fecaes, colifagos y estreptococos) en muestras de pimiento de origen
mexicano comparados con los productos de origen estadounidense (Hirotani, et al.,
2001).
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De la misma forma, en India, Saroj et al. (2006), encontraron que las cuentas de
microorganismos mesofilicos aerobios estaban entre 6 x 10’ a 9 x10® UFC/g en
germinados nativos de ese pais. Los coliformes conformaron cerca del 90% de la flora
encontrada, en un rango de 2.50 x 10° a 7.90 x 10° UFC/g; paralos mohosy levaduras se
encontré un rango de 4 x 10° a 2.0 x 10’ UFC/g; la fuente principal de contaminacion
pudo ser € airey e polvo (Sargj, et al., 2006). Por su parte Viswanathan y Kaur (2001),
reportaron cuentas de microorganismos mesofilicos aerobios en frutas y hortalizas en un
rango de 10° a 10° UFC/g y 10° a 10" UFC/g respectivamente, para coliformes totales
los valores iban de 10* a 10" UCF/g y 10° a 10° UFC/g, ademés se rediz6 el aislamiento
de Salmonella spp. a partir de una muestra de germinado de afafa (Viswanathan and
Kaur, 2001).

De las 300 muestras analizadas en nuestra investigacion, segin los andlisis
estadisticos realizados, existié diferencia significativa (F>0.05) entre cada fruta y
hortaliza analizada, para €l caso de la cuenta de microorganismos indicadores
(microorganismos mesofilicos aerobios, coliformes totales, mohos y levaduras).
Encontramos concentraciones elevadas (>10° UFC/g) para e pergjil y la cebolla
cambray, mientras que para € chile jalapefio y serrano a igua que e melon, los rangos
fueron menores a 10°> UFC/g. El tomate fue la muestra que presentd cuentas menores de
10 UFC/g. Esto podria deberse a que se ha reportado que la cantidad de
microorganismos indicadores depende de las caracteristicas fisicas ya sea de la fruta u
hortaliza, las condiciones de cultivo de cada una, €l manejo post-cosecha que éste tenga,
y las condiciones en las que se encuentren almacenadas (Bechat and Ryu, 1997; Scott, et
al., 2005; Bowen A., et al., 2006). Padga et al. (2000) demostraron que la cantidad de
microorganismos presentes en €l brécoli depende de la estructura fisica que tenga este,
permitiendo un establecimiento de los microorganismos en diferentes partes del
producto. Es decir, no se presentard la misma concentracion de microorganiSmos en
vegetales que tengan una superficie lisa, que en los que tengan una corteza rugosa, e
inclusive los que tienen hojas. Esta puede ser una razén importante de las diferencias

encontradas entre |os vegetal es analizados.
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Con respecto al sitio de muestreo, (supermercado o mercado), esperabamos que las
muestras de mercados populares estuvieran mas contaminadas que las de los
supermercados, ya que estas Ultimas, se encuentran en condiciones de almacenagje mas
controladas, sin embargo segin € andlisis estadistico realizado, no hubo diferencias
significativas de cada pardmetro con respecto a sitio de muestreo. Contrario a esto,
Miranda et al. (2008) obtuvieron, segin sus estudios con vegetales, que la mayor
contaminacion fue en muestras de mercado en comparacion con los obtenidos de

supermercados.

Al realizar un andlisis de correlacién entre las muestras para CTV y CT, encontramos
una correlacion positiva entre ambos pardmetros, es decir cuando un parametro esta
presente en concentraciones elevadas, € otro se comporta de la misma manera. Caso
contrario a lo observado en los mohos y levaduras en donde no existio correlacion con
los demas pardmetros. Con esto podemos suponer que, si no se siguen las condiciones
ideales de amacenamiento y manegjo post-cosecha para cada producto, pudiera
contribuir a que estos microorganismos se diseminen y estén presentes en el producto,
debido a su ubicuidad ya que la dispersion puede ser por aire y agua, ademés, su
fisiologia les permite tolerar condiciones ambientales desfavorables (Leclerc, et al.,
2001).

Las cuentas atas de microorganismos indicadores obtenidas en este estudio, pudieran
deberse a procesamiento y manipulacion que tienen las frutas y hortalizas desde €l
campo hasta el consumidor (Johnston, et al., 2006). Se ha reportado que existe un ato
riesgo que los productos vegetales sean contaminados durante su mango Yy
amacenamiento (Ailes, et al., 2008). Inclusive, el amacenge prolongado de las frutas y
hortalizas cortadas, puede contribuir a que se incremente la carga de microorganismos
presentes en estos productos (Odumeru, et al., 1997). Si se sabe de antemano que estos

productos traen una carga de microorganismos inicial como flora acompanante, es
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probable que junto con las malas condiciones de almacengje (abuso de temperatura,

humedad entre otras), esto pudierafavorecer su proliferacion en los productos vegetal es.

Generalmente, cuentas atas de microorganismos indicadores se relacionan con una
vida de anaquel corta y por lo tanto baga calidad. Aungue, la significancia de niveles
altos de CTV y CT en los productos no esta bien definida, ya que se ha mencionando
gue estas poblaciones microbioldgicas no son necesariamente indicadores relevantes de
seguridad alimentaria (Johnston, et al., 2005). Por lo que se puede decir que nuestros
productos a tener cuentas elevadas de microorganismos indicadores, no necesariamente
significa, que sea de mala calidad, sino, que se puede estar acortando la vida de anaguel
y quizd, afectando sus propiedades organolépticas. Se sabe que aproximadamente un
30% de producto es pérdida debido a los microorganismos deteriorantes que se
presentan en e productos desde el amacenamiento hasta € consumo del mismo
(Beuchat, 1992). Sin embargo, altas concentraciones de microorganismos indicadores

pudieran aumentar el riesgo de ETAS,

Patogenos

En esta investigacion se evalud también la presencia de microorganismos patdgenos,
encontrando en forma general una baja incidencia en la deteccion de los mismos. Labaja
prevalencia de microorganismos patdgenos coincide con otros estudios publicados, en
otras partes del mundo donde por gjemplo, en EUA, la FDA (2000) en sus estudios
realizados a productos importados encontré que de 1028 muestras evauadas (melon
estilo cantaloupe, apio, cilantro, lechuga, pergjil, cebolla cambray, fresas y tomates), €
99% de estas, estuvieron libres de Shigella, Salmonella, y E. coli O157. Asi mismo, en
el 1999 se evaluaron 1000 muestras de vegetales (brocoli, melon estilo cantal oupe, apio,
cilantro, lechuga, pergjil cebolla cambray, fresas y tomates) de las cuales € 96%
estuvieron libres de patdgenos, solo 44 (4%) muestras fueron contaminadas con
Salmonella y Shigella, con un 80 y 20% respectivamente (Johnston, et al., 2006).
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En un estudio realizado por Bohaychuk, et al., (2009), no detectaron microorganismos
patdgenos en los productos vegetal es analizados (lechuga, espinacas, tomates, zanahoria,
cebolla cambray y fresas) en Ontario, Canadd. En e mismo sitio de Canada, se
analizaron frutas y hortalizas (lechuga, melén (Cucumis melo), cebollin, cebolla
cambray, pergil, cilantro y tomate frescos) recolectados en centros de distribucion y
mercados, en el verano del 2004, encontrdndose 0.17% de las muestras fueron positivas
para Salmonella spp., sin embargo no se detecta E. coli verotoxigénica en ninguna de
ellas (Arthur, et al., 2007).

Sagoo, et al. (2003) en Reino Unido, aislaron a Listeria spp. en el 4% de las muestras
analizadas de ensaladas listas para consumo conteniendo vegetales como lechuga,
tomate, pepino, zanahoria ralada, pimiento, berro, col, germinados entre otros (125 de
2944) y L. monocytogenes en un 3% (88 de 2934). En ese caso, ni Campylobacter spp.,
Salmonella spp. ni E.coli O157 se detectaron en las muestras examinadas (Sagoo, et al.,
2003).

Algunos autores han sefialado que la fecha de muestreo es importante para determinar
la cantidad y presencia de microorganismos patdégenos. En invierno es menos probable
encontrar patbgenos en comparacion con épocas mas calurosas, quiza, fue por ello que
en nuestros resultados se encontraron baja cantidad de patdgenos ya que las muestras

fueron colectadas en meses frios (enero a abril) (Akins, et al., 2008).

Se conoce poco sobre la interaccion de microorganismos patdégenos con
microorganismos deterioradores de los productos. Dicha interaccion es principal mente
antagoénica ocurriendo solo en €l caso de | as bacterias acido | acticas que han sido las més
estudiadas y son componentes principales 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 hidrogeno, competencia por nutrientes y produccion de compuestos
antimicrobianos, tales como bacteriocinas o antibiéticos (Francis, et al., 1999). Con lo

anterior, en nuestro estudio nuestro estudio obtuvimos cuentas €evadas de
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microorganismos indicadores, o que probablemente puede ser un factor importante para

no tener altaincidencia de pat6genos.

Salmonella spp.

Para e caso de la busqueda de Salmonella spp. por € sistema miniVIDAS®
bioMérieux, fue detectada esta bacteria solo en una muestra correspondiente a pergjil
adquirida en el municipio de Monterrey. En este sentido, el porcentaje de incidencia de
Salmonella fue del 0.3%.

Frutas y hortalizas frescas han sido identificadas como vehiculo paralainfeccion con
Salmonella spp. (Izumi, et al., 2008). Ademés, este microorganismo ha sido ligado a
brotes masivos por €l consumo de estos productos y en especifico de melon y chiles
jalapenio y serrano (Wells and Butterfield, 1999; Tauxe et al. 1997).

Multiples estudios han demostrado el aislamiento de Salmonella spp. a partir de
productos frescos y la prevalencia de esta bacteria en vegetales puede ser tan ata como
8%. Mukherjee et al. en € 2004, evauaron frutas y hortalizas organicas entre las que
incluian tomates, espinacas, col, acelga, lechuga, pimientos verdes, pepino, brocoli,
fresas, manzana, calabaza, melon, entre otros, obteniendo un 0.4% de prevalencia de
Salmonella spp. cuyo microorganismo se aisl6 en una muestra de lechuga organica 'y de
pimiento verde (Mukherjee, et al., 2004).

Nuestros resultados concuerdan con |os reportados por Castillo et al. (2004), donde
obtuvieron una bagja prevalencia de Salmonella spp. en melones cultivados en Texas,
E.U.A. (0.5%), y del 0.3% encontrado en melones cultivados en Colima, México
(Castillo, et al., 2004). Asi mismo, se obtuvo una prevalencia del 0.7% de este
microorganismo en ocho muestras de melén y 0.3% en lechuga (Izumi, et al., 2008). En

Japon, Konishi, et al., (2001), reportaron prevalencias bgjas de Salmonella spp., de
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0.7% (3 de 398 muestras) para melones y 0.3% (1 de 299) en germinados de dfalfa
(Konishi, et al., 2001).

El ano pasado Gallegos, et al., reportaron la presencia de Salmonella spp. en 12
(43%) muestras de melon y en 10 (37%) muestras de chile de México. Veinte de los 22
aislados se identificaron con e serovar Typhimurium, en tanto que las dos restantes
fueron Enteritidis (Gallegos, et al. 2008).

El reporte mas reciente en México sobre la incidencia de este patdgeno fue realizado
por Miranda et al., en € presente afio, donde después de evaluar 116 muestras de las
cuales 78 eran vegetales como lechuga, espinacas, zanahoria, cebolla, tomate y chile, se
logré aidar a Salmonella spp. en 4 muestras adquiridas en supermercados y 13 de
mercados populares, obteniendo un 21.8% de incidencia total de este microorganismo
(Miranda, et al., 2009).

Quiroz et al. (2009) en nuestro pais encontraron una incidencia de 5.7% de
Salmonella spp. evaluando vegetales tales como apio, brécoli, cebolla, cilantro, coliflor,
lechuga, papa, berro, pergjil entre otros; de ellos 12% fueron del pergjil, presentandose
como principal cepa aislada Salmonella serovar Typhimurium, y Salmonella Typhi fue
aislada de una muestra de perejil (Quiroz, et al.2009).

En € caso de nuestro estudio la cepa aislada de Salmonella proveniente de pergjil se
identificd por pruebas bioquimicas convencionales teniendo el mismo patron que
Salmonella Typhi. Se tienen reportes donde Salmonella Typhimurium es capaz de
contaminar las partes de comestibles de plantas de pergjil através del agua deirrigacion,

formando agregados en la superficie de las hojas (Lapidot and Y aron, 2009).

Salmonella serovar Poona ha sido la especie predominante en diversos brotes
encontrandose principalmente en melones (Richards and Beuchat, 2004). Ukuku y Fett

(2001), demostraron que Salmonella Stanley inoculada en la superficie de los melones es
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capaz de transferirse a los tejidos internos cuando la fruta es cortada y preparada para su
consumo (Ukuku and Fett, 2001). A pesar de que nuestra cepa aislada no fue procedente
de melones, algunos estudios presentan evidencia sobre la formacion de biopeliculas por
patdgenos para humanos en tgidos de plantas, los cuales resisten tratamientos con
desinfectantes o biocidas. Lapidot, et al. (2006) demostraron que Salmonella serovar
Typhimurium es capaz de sobrevivir en plantas como € pergjil, después de un
tratamiento con cloro, concluyendo que los mecanismos por los cuales sobrevive y
encuentra la proteccion suficiente es mediante la penetracion a los tejidos de la planta,
a la produccién de una biopelicula preexistente y/o a la produccién de polisacaridos

como la celulosa (Lapidot, et al., 2009).

Shigella spp.

En nuestro estudio no se detectd la presencia de Shigella spp. en ninguna de las
muestras analizadas. Algunos estudios reportado una bagja incidencia de Shigella spp. en
vegetales (Cetikaya, et al., 2008; Alcoba, et al., 2005; Tambekar and Mudhada, 2006;
Lunsford P, 1997). Este microorganismo se ha aislado de productos como ensaladas de
papa, en dips de frijol, y en agunos vegetales crudos como lechuga, pergjil y tomate,
entre otros (Warren BJ, et al., 2007). Sin embargo, la incidencia de ETAs causadas por
especies de Shigella, es mucho menor ala que se reporta para otros patégenos entéricos
como Salmonella, que cada afio se encuentran un gran nimero de éstos debido al
consumo de productos frescos contaminados como las frutas y hortalizas (Bagamboula,
et al.,2002).

Se ha demostrado que esta bacteria es sensible a los cambios en las condiciones de
crecimiento de la bacteria. Warren et al. (2006) demostraron que las superficies de los
tomates no permiten la sobrevivencia de S sonnel cuando se almacenaron a una
temperaturade 13°C y 85% de humedad relativa (Warren BJ, et al., 2006).

Campyl obacter
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En nuestro estudio se aidlé en una muestra (0.33%) de pergjil contaminada con
Campylobacter lari, proveniente de un mercado popular del municipio de Escobedo.
Esto concuerda con lo reportado por Park y Sanders en 1991, donde analizaron la
ocurrencia de especies termotol erantes de Campylobacter en 1546 muestras de 10 tipos
diferentes de vegetales (entre ellos espinaca, lechuga, rabano, cebolla cambray, perejil,
papa, apio, zanahoria, col y pepino) de los cuales 533, fueron provenientes de mercados
populares y 1031 de supermercados. Los autores detectaron a C. lari en una muestra de
pergjil (1/42), proveniente de un mercado. Sin embargo, en un estudio realizado en
Malasia, fueron evaluadas 309 muestras entre las que se encontraban espinacas, €otes
(Vigna unguiculata), esparragos (Psophocarpus tetragonolobus), germinado de soya
(Vigna radiata), cilantro vietnamita (Poligonum minus), pergjil japonés (Oenanthe
stolonifera) y dos especies de flores comestibles de la region (Centella asiatica y
Cosmos caudatus) de 2 supermercados y un mercado popular de ese pais, en donde se
encontrd una incidencia de 51.9% de Campylobacter spp., 40.7% C. jegjuni, y 35.2% C.
coli en e supermercado | de las muestras de germinado de soya, de esparragos, de
pergil japonés y Centella asiatica; y para € supermercado Il, encontraron
Campylobacter spp. en un 67.7%, C. jguni en e 67.7% y C. coli en e 65.7%, de las
muestras de germinado de soya, espinaca, esparrago, pergjil japonés, Centella asiatica 'y
Cosmos caudatus; en tanto que para el mercado popular Campylobacter spp 29.4%, C.
jguni 25.5% y C.coli 22.6% de germinado de soya y de la especie Centella asiatica.
Esta incidencia presentada es una de las mas altas reportadas hasta e momento para €l
caso de estos productos (Ching, et al., 2007).

Se ha puesto en evidencia que este microorganismo normalmente no es aislado a
partir de muestras de vegetales debido a que no existen las condiciones adecuadas para
el desarrollo de este patdgeno en estos productos. Ademas que se ha visto que este
microorganismo se encuentra en muy baja cantidad en la mayoria de los alimentos
(Kumar, et al. 2001), aunado a que se sabe que Campylobacter puede entrar en su estado
viable no cultivable (Buswell et al. 1998) asi como a su estacionalidad que presenta
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aislandose mayormente en época de calor en comparacion con frio (Stanley and Jones,
2003).

Las probables fuentes de contaminacion de los vegetales por Campylobacter
incluyen, agua contaminada utilizada para €l riego y lavado, suelo y materia organica
asociada a lodos activos, materia fecal de animales y/o humanos y personas infectadas
gue manipulan los productos durante y después de la cosecha. Se sabe que € agua no
tratada utilizada en € area de cultivo, puede estar altamente contaminada con especies
termotolerantes de Campylobacter, estas bacterias fueron aisladas en un 25 a 55% de
pozos de agua en Washington y 43% en Inglaterra (Park and Sanders, 1992). En nuestro
estudio, suponemos que la presencia de Campylobacter una muestra de pergjil pudiera
ser debido a contaminacion cruzada, ya sea como materiafecal o agua contaminada

Listeria spp. y L. monocytogenes

En este estudio realizamos la blusqueda de Listeria spp. y L. monocytogenes
obteniéndose mediante el equipo automatizado miniVIDAS® bhioMérieux a través del
sistema LDUO. Encontramos 4 muestras contaminadas con Listeria (1.33%) (unacon L.
monocytogenes, 2 con L. innocua y una con L. ivwanovi ) todas ellas en muestras de
pergjil. Previamente, Dreux et al., (2007), reportaron la capacidad de L. innocua y L.
monocytogenes de sobrevivir en e pergil. En general podemos considerar esta
incidencia como baja semejante a lo reportado en otros trabajos. Por g emplo, utilizando
latecnologia BAX, encontraron a L. monocytogenes en una muestra de espinacas de 181
muestras analizadas (0.6%). A su vez, se detectd L. innocua en una muestra de berro
(Froder, et al., 2007).

En Portugal, Guerraet al. (2001), evaluaron la presencia de Listeria en 429 muestras
de alimentos sin procesar, de las cuales 138 correspondian a alimentos listos para €l
consumo (68 muestras de queso tradicional de ese pais, 23 muestras de ensaladas y 47

muestras de carne) y 291 alimentos crudos (14 muestras de vegetales, 65 muestras de
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pollo, 212 muestras de leche de vaca, oveja y cabra); encontrandose a L. innocua en 12
muestras (3%). Un afio después, se encontraron tres muestras (lechuga, fresas y
champifiones), positivas para L. monocytogenes cuando analizaron muestras de vegetales
(Jonannesen, et al., 2002). Aguado et al. (2004), reportaron una baja incidencia de L.
monocytogenes a partir de vegetales congelados, sin embargo aislaron cepas de L.
innocua colonizadoras de superficies y maquinaria dentro de la planta de procesamiento
y en vegetales, concluyendo que la contaminacion de estos productos se da
principamente por contaminacion cruzada, por 1o que se estan dando condiciones de
concluyendo de riesgo para contaminacion por especies patdgenas (Aguado, et al.,
2004).

Se ha reportando que la deteccién de L. monocytogenes en alimentos pudiera ser un
tanto dificil ya que esta bacteria comUnmente esta presente en muy bajas cantidades en
comparacion con lafloranativa. Las especies de Listeria mas frecuentemente aisladas de
alimentos son L. innocua y L. monocytogenes, incluso algunos estudios han demostrado
gue L. innocua ha sido aislada mayormente que L. monocytogenes (McDoonald and
Sutherland, 1994; Lui, 2008). Oravcova et al., 2008 obtuvieron falsos negativos cuando
cultivaron a L. monocytogenes en concentracion de 1 UFC en presenciade 10 UFC de L.
innocua, ademas, observaron que L. monocytogenes fue préacticamente imposible
detectar en agar cromogénico, concluyendo que L. innocua enmascaré € crecimiento de
L. monocytogenes (Oravcova, et al., 2008).

Nosotros logramos aislar 2 cepas de L. innocua y una de L. monocytogenes o cual
concuerda con lo reportado previamente, sin embargo, encontramos que por e sistema
miniVIDAS® solo se detectd Listeria spp. y no L. monocytogenes. Sin embargo, 3
muestras, a hacer la confirmacién en medio cromogénico se logré detectar la presencia

de L. monocytogenes, aun cuando solo se observd una sola colonia caracteristica de esta

especie.
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Se sabe que € tiempo de generacion de otras especies relacionadas a L.
monocytogenes es generalmente mas corto en medios de enriquecimiento, originando
con ello una deteccion de falsos negativos para este patdgeno. L. innocua presenta una
ventaja sobre las demés especies de este género, ya que posee un mejor crecimiento en
medios de cultivo selectivos al igual que es capaz de producir componentes inhibitorios
para otras cepas (Oravcova, et al., 2008). Liu et al., (2008) reportaron a L. innocua
como probable indicador de presencia de L. monocytogenes durante la produccién de
queso (Luis, et al., 2008).

Como posible fuente de contaminacion del pergjil por Listeria spp. y L.
monocytogenes con este patégeno. Girardin, et al., (2005) consideraron que la causa de
transferencia de L. innocua del suelo a las hojas del pergjil fue las salpicaduras que
ocurren cuando se irriga el campo de cultivo o durante la lluvia (Girardin H, et al.,
2005). Con lo que se pudiera inferir que la principal fuente de contaminacion de estos
productos, sigue siendo la contaminacion cruzada.

Clostridium perfringens

Para € caso de este microorganismo en el presente trabajo obtuvimos una incidencia
del 2% en muestras de pergjil. En 1999, Miwa, et al. encontraron a C. perfringens como
el causante de una intoxicacion en Japon, a consecuencia del consumo de un aimento
preparado que contenia espinacas, entre otros ingredientes (Miwa, et al., 1999). En afios
recientes, en un estudio realizado en Gales, se evalud la calidad microbioldgica de los
alimentos listos para consumo, los cuales incluian frutas y hortalizas, donde no
encontraron presencia de C. perfringens en ninguna de las muestras (Meldrum, et al.,
2009).

Existen algunos reportes de baja incidencia de esta bacteria como € reportado por
Nguz et al (2004), en Zambia en donde no se detecté al microorganismo en ninguna de

las muestras analizadas de mezcla de vegetales frescos listos para consumo y gotes. Al
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realizar la cuantificacién de este microorganismo se han reportado bajos niveles de
contaminacion, tal es el caso de Nemati et al., (2008), quienes reportaron en alimentos

originarios de Iran cuentas de C. perfringens de 3.36 UFC/g.

La mayor parte de los estudios en la busgueda de C. perfringens va dirigida a
productos del mar, como ostiones, pescado, etc., asi como productos carnicos. Tal es el
caso de lo reportado por Rahmati y Labbe (2008), donde de 347 muestras de productos
del mar frescos y procesados adquiridos en puntos de venta, encontraron 17 muestras
con C. perfringens y ademas todas presentaban € gen que codifica enterotoxina (cpe).
Kamber et al., (2007) reportaron la presencia de Clostridium spp en 31 de sus muestras
evaluadas de carne molida, encontrando que 17 de estas pertenecian a la especie de C.
perfringens, de los cuales solo & 13 % fueron positivas para € gen de la enterotoxina
(Kamber U, et al., 2007). A su vez, existe poca evidencia del aislamiento de C.
perfringens a partir de las frutas y hortalizas, y muy pocos estudios van enfocados al
estudio de esta bacteria como vehiculos en productos frescos (Rahmati and Labbe,
2008).

En nuestro estudio se aislaron seis cepas de C. perfringens que a ser identificado por
PCR no poseia €l gen para la enterotoxina a partir de muestras de pergjil, reafirmando
con ello que esta bacteria puede estar presente en cualquier lugar, en especia en el suelo,
sabiendo de antemano la larga cadena de produccién que tiene el pergjil, existe el riesgo
que este en contacto con € suelo, y ademés si no se le da el tratamiento adecuado como
el lavado y desinfeccidn, este producto puede convertirse en un nicho ideal para la
proliferacion de microorganismos patdégenos. No hay demasiada evidencia de estudios
microbioldgicos en frutas y hortalizas acerca de la busgueda de esta bacteria. Aunque
nuestras cepas aisladas no presentaron e gen de la enterotoxina, que es e principa
factor de virulencia que causa la intoxicaciéon alimentaria, si nos ofrece informacion
sobre la existencia y supervivencia de microorganismos anaerobios presentes en estos

productos, y en base a esto, nuestros resultados pueden contribuir como una base para
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gue se siga la busqueda de estos microorganismos en productos como las frutas y

hortalizas.

Y a que este microorganismo esta presente en € suelo, al igual que otros esporulados
como Bacillus cereus (Drobniewski, 1993; McKiillip, 2000; Shoeni and Wong, 2005),
C. perfringens sobrevive por largos periodos, resiste la inactivacion modificando
temperaturay humedad relativa (Stine, et al., 2005; Li, et al., 2007). Brinton, et al., 2009
encontraron en compostas de materia organica que se aplican en los campos de cultivo
como fertilizantes, que e 70% de las muestras fueron positivas para C. perfringens,
donde solo & 20% de estas presentd niveles >1000 UFC/g (Brinton, et al., 2009).

A su vez Del Mar Gamboa et al., (2005), reportaron la gran diversidad de especies
de Clostridium en suelos de Costa Rica, encontrando a C. sordelli en un 42% y C.
perfringens en 38% de las muestras andizadas. Esto sugiere que la fuente de
contaminacion con esta bacteria pudo haber sido a partir del suelo.

Algunos estudios han comprobado que C. perfringens tiene la capacidad para
sobrevivir por largos periodos sobre la superficie de productos frescos como las frutas y
hortalizas. Stine et al., (2005), sugieren aceptar a esta bacteria como indicador de
contaminacion bacteriana y sobrevivir a varios ambientes en diferentes tipos de cultivos.
Esto también fue comprobado por Hirotani et al., (2001), que consideraron alas esporas
de C. perfringens como un indicador de presencia de contaminacion fecal o como
indicador de la existencia de contaminacion previa. Debido a que es un componente
principal de la flora en € intestino, se comprobd que estaba presente en estas en un
rango de 10" UFC/g, por ello se puede considerar como un microorganismo indicador,
ya que se encuentra en mayor concentracion que |os microorganismos aerobios (Leclerc,
et al., 2001).
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E. coli O157:H7

Las frutas y hortalizas han sido previamente ligados como vehiculo para la infeccion
con E. coli O157:H7 (Beuchat, 1996, De Waal et al. 2007; Nationa Advisory Committe
on Microbiological Criteria for Foods, 1999). Sin embargo, existen algunos trabajos
realizados en E.U.A. y la Union Europea donde no se ha detectado E. coli O157:H7 en
muestras de vegetales (Johnston et al. 2005; Mukherjee et al., 2004; Mukherjee A, et al
2006; Riordan, et al., 2001; McMahon and Wilson, 2001; Sagoo, et al., 2001).

El hecho que en nuestro trabajo no encontraramos ninguna muestra que contuviera a
este microorganismo concuerda con trabajos realizados en otras partes de mundo como
Abong'o et al., (2008), donde evaluaron 180 muestras de vegetales (col, zanahoria,
pepino, cebolla y espinacas) en Africa del Sur detectando solo cuatro muestras
contaminadas con este microorganismo. Del mismo modo en el 2003 y 2004, Mukherjee
et al., no lograron aislar a esta bacteria 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. Huang et al. (2005), demostraron la presencia de
E. coli O157:H7 aunque en baja proporcion, en lechuga, col, pepino y hojas de afafa
(Huang, et al. 2005).

En nuestro caso obtuvimos 22 muestras presuntivas positivas para la presencia de
este patdgeno mediante e sistema miniVIDAS®, sin embargo a ser confirmadas por
serologia y PCR éstos fueron negativos. Con respecto a esto, se ha encontrado que €l
sistema miniVIDAS® en e caso particular de la deteccion de E. coli O157:H7 se ve
influenciado por la cantidad de flora acompariante que esta presente en los vegetales.
Huang et al. (2005), reportaron que cuando bacterias como Morganella morganii RV-1
y Enterobacter cloacae RV-2 estdn presentes en los vegetales en una cantidad de 5
x10°> UFC/g junto con E. coli O157:H7, e equipo miniVIDAS® no es capaz de
detectar a E. coli O157:H7. Ademés, para este patdgeno, ellos encontraron falsos

positivos, sobre todo cuando el patdgeno se encuentra en bajas concentraciones.
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También se ha observado que es posible que a gunas especies de bacterias que presentan
estructura similar en el antigeno “O” den falsos-positivos en elsistema miniVIDAS®.
Como en un estudio realizado en 1997 donde Citrobacter freundii, Salmonella
Typhimurium y Salmonella Tennesee dieron falsos-positivos para E.coli O157:H7
debido alasimilitud de sus antigenos “O” (Huang, et al., 2005; Melvina 1997).

Medidas preventivas

Existen numerosas fuentes de contaminacion a los que las frutas y hortalizas estén
expuestas, las cuales pueden darse durante el manejo pre-cosecha o post—-cosecha. Este
altimo, incrementa la concentracién de microorganismos en el producto lo que puede
ocurrir por e contacto con manos contaminadas, el agua de lavado, € contacto con
superficies, € contacto con animales y/o sus desechos, 0 con otro producto que esté

contaminado (contaminacion cruzada) (Ailes, et al., 2008).

Odumeru, et al., (1997), realizaron un estudio en € que evaluaron la presencia de
microorganismos indicadores y patdégenos en alimentos listos para e consumo hechos a
base de vegetales, obteniendo resultados en donde la cuentas de microorganismos
mesofilos presentes en estos alimentos aumentaron a medida que € tiempo de
almacenamiento se prolongd, alcanzando cuentas de hasta 8 x 10®° UFC/g a una
temperatura de 10°C, sin embargo no aislaron ningin microorganismo patégeno
(Odumeru et al., 1997).

Se ha reportado que | as bacterias patdgenas pueden desarrollarse aun con € abuso de
la temperatura y tiempo, asi como la fata de refrigeracion del producto
(Sivapalasingam, et al., 2004) e incluso son capaces de sobrevivir a pesar de la
aplicacion de métodos de desinfeccion (Annous, et al, 2004; Bari, et al., 2008). Es por
es0, que se debe tener un buen control en e mangjo de estos productos ya que se debe
gue tener cuidado en cada paso de su procesamiento haciendo para €llo un andisis

minucioso de riesgos, y las medidas preventivas que se deben tener. Tanto en los
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supermercados y mercados popul ares muchas veces no se toman en cuenta estos puntos,
sobre todo la humedad y temperatura, ya que si se logrardn controlar estos parametros
las cuentas de microorganismos indicadores podrian bajar, y no ser problema en pérdida
del producto, ni posible dafio ala salud del consumidor (Saroj, €t al., 2006).

Se ha encontrado, que en muchas ocasiones €l tratamiento de lavado que selesda a
estos productos, no es efectivo al 100% ya que solo al lavar con agua se puede €liminar
tierray otros detritus organicos que pueda traer € producto, y se puede reducir la carga
de patégenos solo 1 a 2 log UFC/g. Si la contaminacién esta limitada solo a la
superficie, los tratamientos como e lavado y cepillado pueden ser efectivos, sin
embargo agunos productos como los melones y los fresas, tienen superficies muy
complgas y dificiles de limpiar, lo cual puede ser aprovechado por los patégenos para
adherirse a la superficie y asi contaminar €l producto al momento de su manipulacion
(Sivapalasingam, et al., 2004, Stringer, et al., 2007).

Las barreras fisicas como la cascara, que tienen estos productos, no necesariamente
previenen su contaminacion, ya que |os microorganismos son capaces de penetrar estas
barreras en ciertas condiciones a través de agua de lavado (Hammack, et al., 2004). Por
giemplo, cuando los productos, como tomate, germinados, manzanas y mangos, son
sumergidos en agua helada, se provoca un cambio de presién, la diferencia de ésta
permite a los patdgenos gque se encuentran presentes en el agua a entrar hacia el centro
del producto (Sivapalasingam, et al., 2004).

Johnston, et al.,(2005), realizaron una comparacion sobre €l aumento y disminucion
de la cantidad de microorganismos presentes en e producto a lo largo de la cadena,
desde el embalgje hasta € punto de venta, obteniendo para los productos vegetales un
aumento de la carga microbiana alrededor de 1 log UFC/g después del tratamiento de
lavado. Este es un claro gemplo de que aunque & producto reciba un tratamiento de

lavado no o hace susceptible a que no presente microorgani sSmos.
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Se sabe que € cloro es un desinfectante efectivo para € agua potable y como
desinfectante de superficie, y es menos efectivo en la reduccion de la carga de
microorganismos de cada producto. El agua clorada generalmente puede reducir la carga
microbiana de la superficie de un producto solo de 1 a 2 log (Johnston, et al., 2005).
Numerosos estudios han puesto de manifiesto la efectividad del cloro para la
disminucion de la carga de microorganismos patdgenos. Esto se ha estudiado con
Salmonella spp. y se ha encontrado que cuando |os vegetales contaminados son lavados
con agua clorada (2ppm) hubo una reduccion de esta bacteria, bacterias mesdfilas
aerobias y de los coliformes totales. A su vez estos mismos autores mencionan que aun
cuando se tenga un tratamiento de lavado, € producto sigue susceptible a contaminacion
durante las etapas siguientes de manipulacion, concluyendo la importancia de dar
seguimiento a las medidas de manipulacion adecuadas (Akins, et al., 2008).

Ademas, se ha establecido que la contaminacion cruzada es un factor importante
durante el amacenamiento del producto, lo cual puede ocurrir debido al equipo que se
utiliza durante su amacenamiento, la maquinaria de transporte y e manejo humano del
producto (Knabel, et al. 2003; Izumi, et al. 2004). Una medida preventiva para esto seria
implementar précticas de higiene para e manejo de estos productos, 10 que contribuiriaa
reducir la probabilidad de contaminacién. Entre dichas précticas podrian incluirse €
mejoramiento de la higiene personal de |os trabajadores, el monitoreo de los residuos de
cloro en € agua de lavado y/o hielo, desinfeccion de las superficies y el meoramiento
de labioseguridad en general (Ailes, et al., 2008).

Sin embargo, y con todo lo anterior, para reducir los riesgos de enfermedades, la
FDA recomienda a los consumidores lavar los productos con agua fria antes de ser
consumidos, ademéas de cepillar y quitar las areas dafiadas (Sivapalasingam, et al.,
2004).
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Para causar enfermedad los patdgenos que pueden presentarse en las frutas y
hortalizas necesitan sobrevivir y reproducirse manteniendo la dosis minima infecciosa

mientras son consumidos por |os humanos (Sivapalasingam, et al., 2004).

Nuestros resultados mostraron que € producto donde se detect6 la mayor cantidad
de microorganismos y las cuentas elevadas de microorganismos indicadores fue el
pergjil. Se tiene bien documentado la asociacion de microorganismos patdgenos al
consumo de pergjil (Naimi, et al., 2003; Wu, et al., 2002), tal es & caso del brote de
shigelosis durante Julio y Agosto del 1998 causado por una cepa de Shigella sonnel en
Estados Unidos y Canad&. El brote se atribuy6 al consumo de pergjil proveniente de
Meéxico en cuatro restaurantes de ese pais. Lo comestible de esta planta son las hojas
principalmente lo cua lo hace susceptible a la colonizacién de microorganismos. Laben
(1988) demostré que las areas arededor de las venas en las hojas aumentan la humedad
lo que permite que se amacene una alta concentracion de bacterias en estas. Con
respecto a los nutrientes presentes en e producto, la glucosa y la fructosa son los
azlcares mas abundantes presentes en las hojas, con lo que hace posible que patdgenos
como los aislados en este estudio en € pergjil sean capaces de utilizar estos azlcares
simples como fuente de carbono, y poder desarrollarse en € pergjil. Sin embargo, para
gue estos patdgenos se desarrollen en la superficie de las hojas y acancen la dosis
infecciosa, es necesario que existan otros factores como concentraciones de nitrégeno
y/o oxigeno, a igua que temperatura y humedad adecuados (Brandl and Mandrell,
2002; Turkey, 1970; Marcier and Lindow, 2000; Wilson and Lindow 1994). Algunos
resultados, como los reportados por Barak, et al (2008) demostraron que Salmonella
serovar Thompson es capaz de alcanzar niveles significativos en la filosfera del cilantro

cuando es inoculada a bajas concentraciones (Barak, et al., 2008).

En base a los resultados obtenidos en nuestra investigacion se rechaza la hipotesis
nula planteada en la investigacién donde se establecia que nuestros vegetal es evaluados
contenian bajas cuentas de microorganismos indicadores y no habia presencia de

patogenos. Esta investigacion contribuye a conocimiento sobre la calidad
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microbioldgica de frutas y hortalizas en nuestra region en punto de venta, determinando
afortunadamente la baja incidencia de ciertos patdégenos, no asi las cuentas de
microorganismos indicadores, los cuales ademas de aumentar la probabilidad del
desarrollo de patégenos, pudiera afectar la calidad de dichos productos.
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CONCLUSIONES

+«» Las muestras analizadas de vegetales, presentaron cuentas moderadamente atas
de microorganismos indicadores, comparadas con lo que indica las Normas
Oficiales Mexicanas para este tipo de productos (1.5 x 10° UFC/g para el caso de
mesofilos aerobios y 100 NMP/g de coliformes).

+» De las 50 muestras de analizadas de pergjil, seis (12%) fueron positivas para
Clostridium perfringens no enterotoxigénico, 1 (2%) para Salmonella Typhi, 1

(2%) para Listeria monocytogenesy 1 (2%) para Campylobacter lari.

¢+ En ninguna de las 300 muestras analizadas se detectd Shigella spp. ni  E. coli
O157:H7.

« El sistema automatizado miniVIDAS® no detecté a L. monocytogenes en baja
concentracion, sin embargo, se puede recuperar a partir de los caldos de

enriqueci miento usados en dicho protocolo.

% La presencia de microorganismos patdgenos en nuestro estudio no fue ata, sin
embargo, puede representar un factor de riesgo hacia los consumidores si no se
realiza un tratamiento adecuado de lavado y desinfeccion del producto.

+« Lahortaliza que presentd mayor contaminacion en cuanto a los microorganismos

indicadores y patdgenos fue € pergil y la muestra que presentd menos

contaminacion fue e tomate.

X/

++ No hubo diferencias significativas entre los dos tipos de sitios de recoleccion de

las muestras analizadas, ya sea supermercados 0 mercados popul ares.
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