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Resumen
La presencia de bacterias patdgenas, como Escherichia coli y Salmonella, afecta la calidad
e inocuidad de las hortalizas que se consumen en fresco y se relaciona con graves
problemas de salud. El tomate procedente de México es una de las hortalizas que ha
presentado alertas sanitarias por la presencia de enteropatdgenos. El objetivo del presente
estudio fue detectar la presencia de Escherichia coli y Salmonella en cinco localidades del
Estado de México, asi como evaluar la capacidad de E. coli y Salmonella serovar
Enteritidis de penetrar, permanecer y moverse en plantas y frutos de tomate. El estudio
comprendi6 dos etapas (E): EI. Para detectar la presencia de enteropatdgenos se determind
la calidad microbiolégica de frutos de tomate producidos bajo condiciones de
invernaderos en cinco Municipios del Estado de México. Se realizd un analisis
microbiologico de muestras de agua de riego, suelo y de 100 frutos de tomate de la
variedad Cid para determinar Mesofilos Aerobios, Coliformes Totales y Coliformes
Fecales. Se utilizo la metodologia establecida por las Normas Oficiales Mexicanas y se
compararon los recuentos con los limites maximos permisibles. E Il. Para evaluar la
capacidad de E. coli y Salmonella serovar Enteritidis de penetrar, permanecer y moverse
en plantas y frutos de tomate, se siguio un disefio experimental completamente al azar,
para lo cual se establecié un cultivo de tomate (variedad “Cid”) en condiciones de
invernadero y se evaluaron cuatro tratamientos, T1 (E. coli O157:H7), T2 (EcT
0157:H16), T3 (EcH 0O105ab), T4 (Salmonella Enteritidis) y el grupo testigo. Los
tratamientos costaron con 100 plantas cada uno y cuatro formas de inoculacion: en el
sustrato, en el tallo, en el peciolo y en el pedinculo. Se realizaron muestreos en etapa

vegetativa, floracion, fructificacion y madurez fisiologica para cuantificar en placa las
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UFC/g y asi identificar la movilidad en los érganos de la planta separados al punto de
inoculacion.

Los resultados de la EI en agua para Coliformes Totales y Fecales se encontraron dentro
de los parametros permitidos por la norma NOM-127-SSA1-1999. El andlisis realizado
en suelo demostrd la ausencia de estos microorganismos. Para los frutos, el nivel de
microorganismos de Mesoéfilos Aerobios se encontrdé dentro de los limites maximos
permitidos por la norma NOM- 093-SSA1-1994. Para Coliformes Fecales, los municipios
de Coatepec Harinas y Texcaltitlan sobrepasaron el limite permitido por la misma norma.
En la Ell a los 120 dias, la recuperacién de bacterias en la planta fue del 23 % (E. coli
0157:H7), 28 % (EcT O157:H16), 55 % (EcH O105ab) y 35 % (Salmonella Enteritidis)
con la inoculacion al sustrato, mientras que con la inoculacion por puncion, la
recuperacion fue (en igual orden) del 5%, 3%, 4 %y 8 % a los 30 dias; del 42 %, 39 %,
13% Yy 36 % alos 65 dias y del 37 %, 35 %, 30 % y 20 % a los 90 dias.

Las cepas utilizadas mostraron la capacidad de entrar a la planta de tomate y de
permanecer en ella y transportarse hasta llegar al fruto, sin producir sintomas que indiquen

su presencia, por lo que el consumo de sus frutos implica riesgos a la salud.

Palabras clave: Patogeno, Bacteria, Escherichia coli, Salmonella, Calidad.



Abstract
The presence of pathogenic bacteria, such as Escherichia coli and Salmonella, affects the
quality and safety of vegetables that are consumed fresh and is associated whit serious
health problems. The tomato from Mexico is one of the vegetables that has presented
health alerts by the presence of enteropathogens. The objective of the present study was
to detect the presence of Escherichia coli and Salmonella in five localities of the State of
México, as well as to evaluate the abilyty of E. coli and Salmonella serovar Enteritidis to
penetrate, stay and remain in plants and tomato fruits. The study included two stages (SI):
Was determined to tomato (Solanum lycopersicum L.) microbiological quality produced
under greenhouse conditions in 5 municipalities of the State of Mexico. A microbiological
analysis of samples of irrigation water, soil and 100 tomato fruits variety cid was
performed to determine Aerobic Mesophiles, Total Coliforms and Fecal Coliforms. The
methodology used were those according to the Official Mexican Standards. The results
for Sl showed a zero level of pollution in water and soil samples. For fruits, levels of
Aerobic Mesophilic were within the maximum limits permitted by the standards. For
Fecal Coliforms, municipalities of Coatepec and Texcaltitlan exceeded the allowed limit.
SIl. To evaluate the ability of E. coli and Salmonella serovar Enteritidis penetrate, remain
and move in plants and fruits of tomato. A completely randomized experimental design
was followed for which a tomato crop ("Cid" variety) was established under greenhouse
conditions and three treatments were evaluated, T1 (E. coli O157:H7), T2 (EcT
0157:H16), T3 (EcH O105ab), T4 (Salmonella Enteritidis) and a T5 control, with 100
plants each and four forms of inoculation: in the substrate, steam, petiole and the peduncle.

Samples were carried out in vegetative stage, flowering, fruiting and physiological
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maturity to quantify in petri dish CFU/g and know if the bacteria managed to move around
and recover in root, stem, flower and fruit. In the SII at 120 days the recovery of bacteria
in the plant was 23 % (E. coli 0157:H7), 28 % (EcT 0157:H16), 55 % (EcH O105ab) and
35 % (Salmonella Enteritidis) whit inoculation to the substrate while the inoculation by
puncture the recovery was (in the same order) of 5 %, 3 %, 4 % and 8 % at 30 days; 37%,
35 %, 30 % and 20% at 90 days; and 42%, 39%, 13 % and 36 % at 65 days. The strains
submit the ability to enter the tomato plant and to stay in it and transported to the fruit,
without producing that indicate their presence, so the consumption of its fruit Involves

health risks

Key words: Pathogen, Bacterium, Escherichia coli, Salmonella, Quality.



I. Introduccion general

A nivel mundial las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) representan uno de
los problemas de salud pablica mas importantes, con repercusiones sociales y economicas
(Castro et al., 2006).

En afios recientes, la frecuencia de brotes asociados al consumo de productos
hortofruticolas se ha elevado, particularmente como resultado del incremento en la
demanda por los productos minimamente procesados (Beuchat, 2002). La presencia de
bacterias patdgenas como Escherichia coli y Salmonella spp. afecta la inocuidad de frutas
y hortalizas frescas y se refleja en problemas de salud humana y la incidencia de brotes
diarreicos e implicaciones clinicas de mayor importancia en quienes consumen estos
productos (Ukuku y Sapers, 2001). El resultado son miles de hospitalizaciones y pérdidas
econdmicas en la industria de alimentos (Mandrell 2009; Batz et al., 2011).

Estos patdgenos de humanos pueden contaminar los productos en todas las etapas del ciclo
de produccion, de la granja a la mesa. La interpretacion de los datos sobre la persistencia
de Salmonella y E. coli patdgenas en las condiciones tipicas de campo sigue siendo
controvertida (Greene et al., 2008). Una vez depositada en el campo con deyecciones
animales, estiércol incorrectamente procesado y agua de mala calidad entre otros vectores,
los microorganismos enteropatdgenos pueden persistir durante largos periodos de tiempo
en la raiz, o incluso llegar a tejidos internos (Islam et al., 2004a; Islam et al., 2004b). La
gran capacidad de adaptacion y, por tanto, de sobrevivencia que presentan los

microorganismos patdgenos, hace particularmente compleja la intervencién en la cadena
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productiva, es necesario la prevencion de condiciones propicias para su desarrollo y asi
evitar riesgos a la salud.

La comprension de las préacticas de cultivo y postcosecha sobre la susceptibilidad de los
cultivos a patdgenos humanos podria resultar en una reduccion significativa de la cantidad
y gravedad de brotes alimentarios.

Por lo anteriormente descrito, el objetivo del presente estudio fue detectar la presencia de
Escherichia coli y salmonella en cinco localidades del Estado de México, asi como evaluar
la capacidad de E. coli y Salmonella serovar Enteritidis de penetrar, permanecer y moverse

en plantas y frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.).



I1. Revision de literatura

La disponibilidad de variedades, nuevos métodos de cultivo y la creciente demanda de
hortalizas han incentivado la produccién mundial de tomate rojo. EI volumen cosechado
a nivel mundial, el consumo total, asi como el consumo promedio per capita registran
tendencia al alza durante la década reciente. China se mantiene como el principal
productor y consumidor. Estados Unidos es el principal importador mundial, mientras que
México es el principal proveedor externo de esta hortaliza para ese pais con una
exportacion de 1, 606,964 tonelads (SIAP, 2017). En general, la productividad del tomate
0 jitomate por unidad de superficie continda creciendo. Los rendimientos varian en un
amplio rango en funcién de las tecnologias empleadas, desde el cultivo a cielo abierto,
hasta la produccién en invernaderos. Las inversiones en agricultura protegida estan
orientadas a mejorar los niveles de rentabilidad del cultivo, principalmente de la
produccién destinada al mercado de exportacion que debe cumplir con todas las
caracteristicas de calidad para participar en el mercado internacional (FIRA, 2016; SIAP,

2017).

2.1 Origen y distribucidn del cultivo de tomate

El tomate o jitomate es originario de la América del Sur, de la regién andina,
particularmente de Peru, Ecuador, Bolivia y Chile. Sin embargo, su domesticacion fue
llevada a cabo en México. La palabra jitomate proviene del nahuatl: xictomatl =
literalmente “tomate de ombligo”, de Xictli “ombligo” y tomatl “tomate” (SIAP, 2017).
Este se puede cultivar a cielo abierto y es el principal cultivo que se desarrolla bajo el

sistema de agricultura protegida (SIAP, 2017).
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En 2015, la produccion de tomate Saladette represento el 79.9% del total de la produccién
de tomate en México, el tomate bola el 16.5% y el tomate cherry el 3.6%. La produccion
de tomate Saladette se concentra en cinco estados: Sinaloa 23.1% de la produccién
nacional de esta variedad en 2015, Michoacan 9%, San Luis Potosi 8.9%, Baja California
5.7% y Zacatecas 5.2% del volumen nacional de este tipo de tomate. La produccién a cielo
abierto, durante el afio agricola 2015 representd el 46.9%; en esta modalidad los
principales estados productores son: Sinaloa, Michoacan y Zacatecas. En tanto, la
produccidn en agricultura protegida (invernaderos y malla sombra) representé el 53.1%.
Los principales estados productores de tomate Saladette en condiciones de agricultura
protegida son Sinaloa, San Luis Potosi, Puebla, Baja California y Coahuila. (FIRA, 2016).
En el Estado de México para el 2016 tuvo una produccion de 106,423 toneladas y los
principales municipios productores son Jocotitlan, Coatepec Harinas, Zacualpan y

Luvianos (SEDAGRO, 2016).



2.2 Taxonomia del cultivo
Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Superdivisién: Embryophyta
Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Asteranae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Especie: Solanum lycopersicum L.

Fuente: (NCBI, 2017).

2.3 Morfologia del cultivo

El tomate es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual. Puede
desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta. Existen variedades de crecimiento
limitado (determinadas) y otras de crecimiento ilimitado (indeterminadas) (Jaramillo et
al., 2007; SAGARPA, 2010).

Sistema radicular: Esta formado por la raiz principal (corta y débil), numerosas raices
secundarias y por las raices adventicias. Si se seccionara transversalmente la raiz principal
desde fuera hasta dentro, se encontraria la epidermis (se ubican los pelos absorbentes
especializados en tomar agua y nutrientes), el cortex y el cilindro central (se sitta el

xilema, conjunto de vasos especializados en el transporte de los nutrientes).Los tomates
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sembrados en forma directa, tienen un sistema radicular pivotante, profundo y poco
ramificado, en tanto que los sembrados por trasplante poseen raices muy ramificadas y
superficiales (Jaramillo et al., 2007; SAGARPA, 2010).

Tallo: éste es un eje que tiene un grosor de 2 a 4 cm en su base, sobre él se desarrollan las
hojas, los tallos secundarios (ramificacion simpoidal) e inflorescencias (Figura 1). Su
estructura, desde fuera hacia dentro, consta de: epidermis, de la que parten hacia el exterior
los pelos glandulares, corteza o cortex, cuyas células méas externas son fotosintéticas y las
mas internas son colenquimaticas, cilindro vascular y tejido medular. Este tiene la
propiedad de emitir raices cuando se pone en contacto con el suelo, caracteristica
importante que se aprovecha en las operaciones culturales de aporque (labor que consiste
en acumular suelo alrededor de los tallos de las plantas que crecen a cierta altura) dandole

mayor anclaje a la planta (Jaramillo et al., 2007).

Figura 1. Tallo de tomate.
Foto: Ocafia de Jesus, 2015.



Hoja: son compuestas e imparipinnadas con foliolos peciolados, lobulados, con borde
dentado y recubiertos de pelos glandulares. Por
cada rama de la planta se desarrollan entre 7'y
9 hojas, los cuales se disponen de forma alterna
sobre el tallo. (Figura 2). EI meséfilo o tejido

parenquimatico esta recubierto por una

epidermis superior e inferior, ambas sin

Figura 2. Hoja de tomate.
Foto: Ocaiia de Jesus, 2015.

cloroplastos.

La epidermis inferior presenta un alto nimero de estomas. Dentro del parénquima, la zona
superior 0 zona en empalizada, es rica en cloroplastos. Los haces vasculares son
prominentes, sobre todo en el envés, y constan de un nervio principal (Jaramillo et al.,
2007).

Flor: Es perfecta o hermafrodita, regular e hipdgina y consta de cinco 0 mas sépalos y de
seis 0 mas pétalos; tiene un pistilo con cinco estambres, unidos en sus anteras y formando
un tubo que encierra el pistilo. Las flores se
agrupan en racimos simples ramificados que se
desarrollan en el tallo y en las ramas del lado
opuesto a las hojas. Un racimo puede reunir de
4 a 20 flores dependiendo de la variedad
cultivada y las condiciones de desarrollo de la

planta. Las flores son amarillas y normalmente

pequefias (uno a dos cm de didmetro). La primera

Figura 3. Flor de tomate.
Foto: Ocaia de Jesus, 2015.

flor se forma en la yema apical y las demas se

disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor del eje principal (Figura 3). Las
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inflorescencias se desarrollan cada 2 a 3 hojas en las axilas (Tanaka y Fujita, 1974;
Jaramillo et al., 2007).
Fruto: es una baya que presenta diferente tamafo, forma, color, consistencia y
composicion, segun el cultivo que se trate. Esta constituido por la epidermis o piel, la
pulpa, el tejido placentario y las semillas. Internamente los frutos estan divididos en
I6culos, donde se forman las semillas y pueden ser bi, tri, tetra o pluriloculares. Los frutos
maduros pueden ser rojos, rosados o amarillos, la maduracion puede ser uniforme, pero
existen algunas variedades que presentan hombros
verdes debido a un factor genético (Figura 4). La
exposicion directa de los rayos del sol sobre los
frutos con hombros verdes acrecienta su color a un
verde mas intenso, y en algunos casos toman una
coloracion amarilla; el cubrimiento de los frutos

con el follaje reduce este fenémeno. Es importante

al momento de elegir una variedad determinar si el

Figura 4. Frutos de tomate.
Foto: Ocafia de Jesus, 2015. mercado acepta esta caracteristica. El fruto del

tomate esta unido al pedinculo por medio de una articulacion en la que se encuentra un
punto de abscision, algunas variedades no tienen este punto de abscision por lo que son
definidas como variedades tipo “jointless”, y se usan principalmente para procesamiento
ya que se requiere que el fruto se separe facilmente del caliz (Jaramillo et al., 2007;

SAGARPA, 2010).



Semilla

La semilla del tomate es pequefia, con dimensiones aproximadas de 5 X 4 X 2 mm, éstas
pueden ser de forma globular, ovalada, achatada, casi redonda, ligeramente alongada,
plana, arrifionada, triangular con la base puntiaguda. La semilla esta constituida por el
embrion, el endospermo vy la testa o cubierta seminal, la cual esta recubierta de pelos. Las
semillas dentro del léculo, en sus Ultimas etapas de desarrollo, aparecen inmersas en una

sustancia gelatinosa (Figura 5) (Jaramillo et al., 2007; SAGARPA, 2010).

Figura 5. Semilla de tomate.
Fuente: SAGRAPA, 2016.

2.4 Importancia del cultivo

El tomate es una de las especies horticolas mas importante para el consumo humano, y
genera cuantiosos ingresos, empleos y un alto valor nutritivo para la dieta. Es una de la
hortaliza que ocupa la mayor superficie sembrada en todo el mundo y se encuentra
disponible todo el afio (SIAP, 2016).

México tiene un lugar reconocido en el comercio internacional de hortalizas y el tomate
(Solanum lycopersicum L.) es una de las mas importantes su valor radica en el rendimiento

de produccion y la demanda de mano de obra que genera. El Servicio de Informacion
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Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), contabilizé mas de 23 mil hectareas sembradas con
jitomate y una produccion de poco mas de un millon de toneladas, aunado a que posee
cualidades y facilidades para adecuarse a la dieta alimenticia (Ramos et al., 2006; SIAP,
2016). Es un alimento saludable cuyo consumo puede ser en fresco o procesado; en su
mayoria se compone de agua y pocas calorias; los azlcares y acidos organicos presentes
le dan un sabor caracteristico y demandado por los consumidores mexicanos y de otros
paises (SAGARPA, 2011). Es fuente de minerales como fosforo, potasio, magnesio,
manganeso, zinc, cobre, sodio, hierro y calcio; ademas de vitaminas A, B1, B2, B6, Cy
E, de éstas el licopeno es una de las mas importantes, ya que acta como antioxidante,
ayuda a regenerar las células del cuerpo, reduce y disminuye los radicales libres que
producen el envejecimiento. La ingesta de tomate se relaciona con la disminucion de las
posibilidades de contraer cancer, problemas de prostata; reducir el nivel de colesterol y
presion arterial; regula y evita la retencién de liquidos, ayuda a cicatrizar heridas, ademas
que se le atribuyen propiedades antinflamatorias y es utilizado para depurar la sangre, para
problemas de higado, colitis y es empleado como laxante; razon por la cual su consumo

requiere una garantia de inocuidad (Jaramillo et al., 2007).

2.5 Importancia de la Inocuidad Alimentaria

La inocuidad en un alimento representa la garantia de que no causara dafio al consumidor
(Fernandez, 2000). Esta cualidad es afectada por la presencia de peligros fisicos, quimicos
y bioldgicos que pueden ser introducidos tanto en la produccion primaria como en los

procesos de empaque y/o transformaciéon (OMS, 2017).
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La situacion mundial del comercio de los alimentos obliga a las empresas exportadoras a
reforzar sus sistemas de control, asi como adoptar y vigilar estrategias de control de la
inocuidad basadas en el riesgo de contaminacion (OMS, 2017).

La presencia de patdgenos en los alimentos es una razon frecuente para el rechazo de
productos, ademas de que genera situaciones de enfermedad, perdidas econémicas y
problemas sociales (SENASICA, 2011).

Se estima que cada afio enferman 600 millones de personas en el mundo, 1 de cada 10
habitantes, por ingerir alimentos contaminados y que 420,000 mueren por esta misma
causa. Estas dificultades suponen una mayor responsabilidad para los productores y
distribuidores de alimentos en lo que atafie a la inocuidad de los alimentos. Los incidentes
locales pueden transformarse rapidamente en emergencias internacionales debido a la
rapidez y el alcance de la distribucion de los productos. En los Gltimos diez afios se han
registrado brotes de enfermedades graves transmitidas por los alimentos en todos los

continentes, a menudo amplificados por la globalizacion del comercio (OMS, 2017).

2.6 Microrganismos indicadores que afectan la Inocuidad Alimentaria

Actualmente, se estima que los microorganismos indicadores de calidad microbiol6gica o
vida util de los alimentos la indican no solo microorganismos si no productos de su
metabolismo como toxinas (Fernandez, 2000). Se califican de indicadores aquellos que
sugieren o0 se asocian con un antecedente que compromete su calidad sanitaria (Fernandez,
2000; Zucca et al., 1998). Algunos de los organismos indicadores que son mas

comunmente usados para asegurar la inocuidad alimentaria incluyen bacterias mesofilas
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aerobias, coliformes totates y fecales, al igual que E. coli, hongos y levaduras, entre otros
(Ledn et al., 2009).

La obtencion de alimentos microbiolégicamente seguros e inocuos requiere de técnicas
analiticas capaces de detectar microorganismos patdégenos aun en bajos niveles. Sin
embargo, los alimentos seguros sélo pueden ser producidos mediante el empleo de
practicas higiénicas adecuadas, lo que puede evaluarse mediante el monitoreo de
microorganismos indicadores (Smoot y Pierson, 1997).

Debido a que no es factible realizar pruebas de deteccion para todos los microorganismos
patdgenos, la seguridad microbioldgica de frutas y hortalizas solo puede asegurarse por la
ausencia de indicadores (Hirotani et al., 2001).

En productos hortofruticolas la deteccion de patdgenos se dificulta por muchas razones,
entre ellas el prolongado tiempo de deteccion, la metodologia complicada y el elevado
costo. La presencia de algunos indicadores microbiolédgicos en los alimentos a menudo
resulta de la contaminacion fecal directa o indirecta y por consiguiente sirve como un
“marcador” de que ha ocurrido contaminacién, asi como la posible presencia de

microorganismos patogenos (Leon et al., 2009).

2.7 Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son aquellas que se originan por la
ingesta de alimentos contaminados con microorganismos como Virus, parasitos, mohos
y/o bacterias, asi como sus toxinas en cantidades suficientes para afectar la salud del
consumidor. Estas enfermedades, usualmente, derivan de la ingestion del patégeno,
seguida su proliferacion e incluso en ocasiones invasion de los tejidos, liberacion de

toxinas, 0 ambos (Prescott et al., 2004).
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En un informe de “Estimacion de la carga mundial de las enfermedades de transmision
alimentaria”, publicado en 2015 por la OMS fue el primero en ofrecer estimaciones
completas sobre la carga de morbilidad causada por 31 agentes contaminantes (bacterias,
virus, parasitos, toxinas y productos quimicos) a nivel mundial y regional (OMS, 2015).

Un individuo que enferme como consecuencia del consumo de un alimento contaminado
con un microorganismo patégeno depende de tres elementos implicados y su interrelacion
entre el individuo, patégeno y alimento (Fernandez, 2000). Los sintomas mas comunes
incluyen diarrea y vomito, aunque también se pueden manifestar con dolor abdominal,
cefalea y fiebre, entre otros. Aunque muchas infecciones son autolimitadas, pueden
presentar un curso mas grave que incluye deshidratacion severa, perforacion
gastrointestinal y septicemia que se puede presentar en algunos pacientes. También se han
descrito otras complicaciones extraintestinales ademas de la septicemia, tales como
endocarditis, neumonia, meningitis y abscesos. El sindrome urémico hemolitico (HUS por
sus siglas en inglés), que es la causa mas comun de falla renal en lactantes, ha sido
particularmente asociado con la infeccién por E. coli productora de toxina Shiga (STEC)
(Helms et al., 2006).

Entre las bacterias cominmente reconocidas como causantes de ETA en México y el
mundo, se encuentran Campylobacter jejuni, Salmonella spp, Yersinia enterocolitica,
Listeria monocytogenes, asi como algunos serotipos de la enterobacteria Escherichia coli,
principalmente el 0157:H7 (Blackburn y McClure, 2002).

Se estima que las ETA afectan aproximadamente a 48 millones de personas anualmente
en los Estados Unidos, de los cuales alrededor de 9.4 millones de enfermedades son
producidas por patdégenos conocidos (Scallan et al., 2011). EI CDC (Centers for Disease

Control and Prevention) define un brote de ETA como la presencia de dos 0 mas personas
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enfermas de manera similar provocado por la ingestion de un alimento en comun (CDC,
2013). Una estimacion por el CDC sobre los brotes que ocurren tan solo en los Estados
Unidos concluy6 que cerca de 48 millones de personas son afectadas, produciéndose
128,000 hospitalizaciones y 3,000 muertes (Scallan et al., 2011). En Meéxico en los
ultimos afos se ha sefialado la frecuencia de brotes por enfermedades transmitida por la
ingesta de alimentos y, en su mayoria se han atribuido a la presencia de contaminantes de
tipo bioldgico (Fernandez, 2000). Solo para el afio 2016, infecciones intestinales fueron
la segunda causa de morbilidad con 4 ,476, 041 casos. Se detectaron 6, 702 casos por
intoxicacion alimentaria bacteriana, por Salmonelosis 419, 231 casos; asi como 7, 385
casos por infecciones intestinales debidas a protozoarios, entre otras (CENAVECE, 2016).
Se calcula que anualmente mueren 16,000 personas por ETA y los efectos colaterales son
cierre temporal de fronteras, destruccién de cultivos, suspension de exportaciones,
perdidas valoradas en millones de délares anuales, clausura de empresas, mala imagen de
productos nacionales en el exterio, ausentismo laboral y escolar, y gastos en atencion
médica entre otros (Cuellar, 2001).

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

sanitaria (Wu, 2009).



2.8 Enfermedades Transmitidas por Alimentos relacionadas con el consumo de
frutas y hortalizas

Las frutas y vegetales son componentes importantes de una dieta saludable y balanceada,
sin embargo, en muchas ocasiones son consumidos crudos y han sido reconocidos como
importantes vehiculos para la transmision de patdgenos para los humanos. Reportandose
brotes de enfermedades gastrointestinales causados por bacterias, virus y parasitos. A
pesar de esta asociacion, existe un limitado conocimiento sobre en qué parte de la cadena
de produccidn ocurre la contaminacion o sobre el mecanismo por el cual los patégenos
colonizan y sobreviven en estos productos (Cedric et al., 2010).

Se han documentado brotes relacionados al consumo de productos frescos como espinaca
y lechuga contaminados con E. coli O157:H7, o bien, Salmonella Typhimurium y S.
Newport presentes en tomate y lechuga, y S. Thompson en rdbano (Heaton y Jones, 2008).
Esto aunado a que muchos microorganismos han desarrollado mecanismos para unirse,
sobrevivir, o crecer en diferentes vegetales (Wan et al., 2015). En la superficie de los
productos los microorganismos interactdan en agregados, posiblemente compitiendo por
los limitados nutrientes disponibles de las células epidérmicas donde las ceras cuticulares
son menos densas, el agua se acumula, y los nutrientes estdn mas disponibles que en otros
lugares. Se ha determinado por ejemplo que la humedad de la superficie del chile jalapefio
puede proporcionar un ambiente protector para cepas de E. coli y Salmonella. También se
ha visto que los microorganismos se pueden internalizar en los vegetales a través de
canales de agua y que, los microorganismos internalizados, generalmente se encuentran

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

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

2.9 Fuentes y mecanismos de contaminacion por patégenos a productos
hortofruticolas

Los productos frescos se promueven como parte de una dieta saludable, y su consumo se
ha incrementado en los ultimos afios. La International Fresh-cut Produce Association
define a los productos frescos cortados como las frutas o verduras que han sido precortadas
y/o peladas y/o cortadas en un producto 100% usable que es embolsado o preenvasado
para ofrecer a los consumidores conveniencia, mantenimiento y frescura (Althaus et al.,
2012). Sin embargo, la creciente demanda de frutos frescos puede constituir un riesgo para
la salud de los consumidores, teniendo en cuenta la gran variedad de microorganismos
que estos suelen albergar (Luna et al., 2015). Dentro de los contaminantes bioldgicos se
mencionan a bacterias, virus, parasitos y hongos productores de toxinas, microrganismos
capaces de colonizar y sobrevivir en o sobre frutas y verduras (Berger et al., 2010).
Cuando estos microorganismos causan enfermedades se consideran patdgenos
(Fernandez, 2000); los de mayor incidencia en productos hortofruticolas son virus
(hepatitis A), y norovirus; parasitos (Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium pavu); y
bacterias (Clostridium spp., Escherichia coli O157: H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. Shigella spp., Vibrio cholerae, Campylobacter spp. y Yersinia
enterocolitica), principalmente (Berger et al., 2010). De estos microorganismos
Salmonella y E. coli O157: H7 son los que se han sefialado con mayor frecuencia como

agentes causales de enfermedades gastrointestinales (Fernandez, 2000).

—[16]—



En la cadena de produccion de alimentos existen riesgos de infeccidn por patégenos, por
lo que se necesita un control microbioldgico estricto para impedir que estos lleguen al
consumidor, al respecto a continuacion se mencionan las principales fuentes en las

diferentes etapas precosecha, cosecha y poscosecha.

2.9.1 Precosecha
La etapa de precosecha (Figura 6) se considera la fase mas temprana de la cadena
productiva e incluye siembra, cultivo, irrigacién y tratamientos asociados con la
produccion de la planta madura (Leon et al., 2009).

La contaminacion ocurre en la superficie del

"+‘_‘ } ©L T vegetal en la mayoria de los productos, sin

C — I

embargo, existe evidencia de que los
patdgenos pueden ingresar por accion capilar
en los espacios o hendiduras y/o en tejidos
vegetales dafiados durante la produccion

(Petterson et al., 2001).

Figura 6. Cultivo de tomate en

invernadero. Foto: Ocaria de JesUs, 2015.  La FDA (Food and Drug Administration)
y USDA (United States Department of Agriculture) identifican numerosos factores de
riesgo y areas de control de contaminacion microbiologica que deben implementarse en
productos hortofruticolas en etapa de precosecha. Los documentos incluyen puntos como
la calidad microbioldgica del agua, uso de estiércol, manejo de animales y plagas;
trazabilidad, limpieza, sanitizacion y salud e higiene del trabajador (Leon et al., 2009).

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

de contaminacion animal. Beuchat y Ryu (1997) mencionan que algunas especies de
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pajaros pueden diseminar ciertos patdgenos: Campylobacter spp., Salmonella spp., V.
cholerae, Listeria 'y E. coli O157:H7.

Se ha documentado el agua subterranea es menos probable de ser contaminada que las
aguas superficiales, pues la calidad del agua superficial se afecta por los patrones de uso
de la tierra en la cuenca. Estos patrones se pueden afectar por la presencia de heces de
humanos y animales en el agua, tal como en el punto de origen (aguas residuales) y fuera
del punto de origen, asi como por la topografia y las fluctuaciones en las precipitaciones
(Ledn et al., 2009).

El tipo de irrigacion utilizada también puede influir en la contaminacion de frutas y
hortalizas, las practicas de irrigacidbn que maximizan la exposicion de la porcién
comestible del producto pueden incrementar la probabilidad de contaminacion.

Las técnicas de goteo o subirrigacion pueden minimizar la humectacion de la porcion
comestible y, por lo tanto, disminuir la probabilidad de contaminacién del producto.
Desafortunadamente, se hace amplio uso de aguas residuales no tratadas para irrigacion,
especialmente en paises en desarrollo, y el uso de estas aguas también puede incrementar
el riesgo de contaminacion de frutas y hortalizas (Ledn et al., 2009).

Ademas, las fuentes de contaminacién indirecta podrian incluir las interacciones troficas
entre plantas y recolectores de plantas, como aves, mamiferos e insectos, ha adquirido
interés como una fuente potencial de contaminacion de frutas y hortalizas (Doyle y
Erickson, 2007).

Clayton (2006) observé muchas granjas que no tienen barreras que eviten la entrada de
animales domésticos o silvestres a los cultivos y la mayoria de estas reportaron animales

cerca de sus fuentes de agua. Los animales son un vehiculo de contaminacion y pueden
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acelerar la degradacion de los productos agricolas, reduciendo en gran medida la calidad
y la vida util de los vegetales cuyo consumo es en fresco (Bihn et al., 1999).

La contaminacidon de vegetales con microorganismos presentes en el suelo se puede llevar
a cabo cuando se presenta lluvia intensa o a través del agua de riego, al salpicar el agua y
Ilegar asi al producto, ya que se sabe que muchos vegetales crecen en el suelo 0 muy cerca
del mismo (Heaton y Jones, 2008).

Los contaminantes también pueden introducirse en el suelo si la tierra se utilizé
previamente para produccién animal o vertederos industriales, o si se aplicaron biosolidos,
lodos, estiércol como fertilizante o para disposicion de residuos. El estiércol es
particularmente riesgoso, debido a que las heces de animales pueden contener patdgenos
que llegan a los vegetales cultivados en el campo. La cercania del fertilizante al vegetal,
contencion inadecuada del abono y una composta incorrecta pueden incrementar el riesgo
de contaminacion del producto y ademas eliminar los beneficios del abono en términos de
potenciacion del crecimiento (Bihn y Gravani, 2005).

Existen variables fundamentales que contribuyen la reduccién de patdgenos como el tipo
de residuo aplicado y tipo de cultivo (Islam et al., 2004b)

Kutter et al. (2006) demostraron la penetracion de las paredes celulares de la epidermis
de raices de cebada por S. enterica. El sitio de entrada mas comdn se presume que es la
penetracion en las fisuras en la cubierta de las semillas (Wachtel et al. 2002) o la invasién
en las uniones laterales de las raices de las plantulas (Cooley et al., 2003; Dong et al.,
2003b; Warriner et al., 2003b). Se cree que la exudacion de nutrientes en estos sitios de
entrada actia como desencadenante de la movilizacion de patdgenos hacia esos lugares
de la planta (Cooley et al., 2003; Dong et al., 2003b; Jablasone et al., 2005), ademas, las

caracteristicas de adhesion y la capacidad de colonizacion del patdgeno también
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representan un factor de importancia en su proliferacion hacia dichos sitios (Wachtel et
al., 2002; Dong et al., 2003a).

Otra condicion gue afecta la internalizacion de patdgenos en sistemas modelo ha sido la
presencia 0 ausencia de suelo y el acompafiamiento de flora microbiana enddgena que
podria actuar como competidora de los patdégenos alimentarios (Doyle y Erickson, 2007).
Por ultimo, la supervivencia del patdgeno y la movilizacion de éste hacia las porciones
comestibles de la planta determinan el destino e impacto de los patdgenos internalizados.
Algunos estudios reportan el movimiento sistémico de patdgenos a través del sistema
vascular de la planta (Guo et al., 2002; Solomon et al., 2002; Solomon y Matthews 2005;
Bernstein et al., 2007a, b). Alternativamente, Cooley et al. (2003) no observé movimiento
sistémico en berro, pero atribuyé la contaminacion de la porcién comestible al

movimiento de patdgeno en la superficie de la planta.

2.9.2 Cosecha

En la etapa de cosecha se colectan las frutas y hortalizas por métodos manuales o
mecanicos. En esta fase, las fuentes de contaminacién difieren un tanto de aquellas que
afectan durante la precosecha. Ademas, los contaminantes que actGan durante y después
de la cosecha, dependen de que los vegetales sean empacados en campo (para distribucion
inmediata) o si se someten a lavado y subsecuente embalaje en una planta procesadora
(empacadora) (Greig et al., 2007).

La contaminacion microbiologica de frutas y hortalizas puede ocurrir a través del contacto
directo con equipo contaminado (USDA, 2001) o por la manipulacion de los vegetales por

parte de los trabajadores durante la cosecha (Hernandez et al., 1997).
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Un estudio acerca de las practicas agricolas y de embalaje en varios estados de E.U.A.,
sugirié que el 94 % de todos los acres de frutas y 87 % de todos los acres de hortalizas
analizados se cosecharon de forma manual (USDA, 2001).

Orozco et al. (2008) identificaron las fuentes de contaminacion de tomate en condiciones
de invernadero y se encontr6 presencia de Salmonella y E. coli, en muestras de tomate,
charcos de agua, suelo, zapatos y heces de animales domésticos y silvestres. La presencia
y persistencia de Salmonella en los charcos y el suelo indicaron que esta materia podria
ser reservorio para el patogeno, favoreciendo su supervivencia e incluso su multiplicacion.
Algunos problemas importantes de higiene en los trabajadores pueden incluir manos
contaminadas, falta de higiene, ropa y/o cabello sucio, heridas abiertas y/o infecciones en
las manos, enfermedad gastrointestinal (como gastroenteritis o hepatitis) o ser portador
asintomatico de patdgenos entéricos, acceso limitado o nulo a letrinas y defecacion en
cultivos (Greig et al., 2007). Esto coincide con lo reportado por Ocafia et al. (2015)
sefialan que précticas respecto a la higiene del trabajador, también pueden influir en la
contaminacion del producto. Estas incluyen programas de capacitacion de los
trabajadores, que abarcan aspectos de higiene personal, como lavado correcto de manos
antes de entrar en contacto con los cultivos, uso de guantes, cofia, cubrebocas y adecuadas
instalaciones sanitarias. Estas practicas forman parte del control de calidad de la huerta e
incluyen las BPA, las BPM y el andlisis de riesgos de puntos criticos de control (HACCP,

por sus siglas en inglés) (Greig et al., 2007; Ocafa et al., 2015).



2.9.3 Poscosecha

La poscosecha involucra lo que le sucede al alimento, después de su cosecha, a través de
su transportacion, distribucion y/o en establecimientos de venta (Figura 7). Las frutas y
hortalizas crudas reciben un tratamiento mas econdmico; algunas son empacadas y
distribuidas inmediatamente después de
cosecharse sin ningln tratamiento posterior,
mientras que otras se lavan y/o desinfectan y
empacan antes de su distribucion (Ledn et al.,
2009).

Las fuentes de contaminacion en esta etapa

incluyen heces de animales, insectos, otros

vegetales, vehiculos o contenedores donde se Figura 7. Almacenamiento de
tomate después de cosecha.

coloca el producto para su traslado entre las Foto: Ocafia de Jests, 2015.

diferentes operaciones del procesamiento y distribucion, agua de lavado, equipo o

utensilios de corte, embalaje y clasificacion, bandas transportadoras y otras superficies de

contacto y las manos de los manipuladores del producto (Izumi et al., 2008).

3.0 Microorganismos patogenos implicados en brotes importantes para México

En marzo de 1997 un brote de hepatitis A, afectdé a mas de 200 estudiantes y maestros en
Michigan, Estados Unidos y fue atribuido al consumo de fresas producidas en Baja
California, un subsecuente brote en el 2003 en Pennsylvania fue atribuido el consumo de
cebollin fresco proveniente de la misma zona, y afecto fuertemente a los productores del

Valle de Mexicali, cerrandose temporalmente el mercado estadounidense (Calvin, 2003).
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En el periodo 2001-2002 fueron detectados brotes de Salmonella spp. y dos muertes por
el consumo de melones importados de México. El reporte emitido concluyé que la
contaminacion ocurrio debido a condiciones laborales insalubres en las huertas de
produccidn, lo que llevd a la suspension de importaciones de melon mexicano (Castillo et
al., 2004).

Durante el 2008 y 2009, en Estados Unidos se detectd la presencia de Salmonella spp. en
tomate, chile, hierbas y cebollines. El valor de exportaciones de tomate fresco y
refrigerado disminuyeron 40.7%, esto repercutido en grandes pérdidas en la cadena
productiva (Mejia y Lépez, 2008). En el 2012 se reportd un brote de Salmonella
Braenderup, con 127 personas infectadas y 33 casos graves que necesitaron
hospitalizacidn, el brote se le atribuy6 a mango procedente de Sinaloa (CDC, 2013).

El Gltimo de los casos reportados para México fue en el 2017 por papaya maradol que se
exportd a 23 estados de Estados Unidos, con un total de 220 personas infectadas de las
cuales 144 casos fueron por cepas de Salmonella Thompson con 144 casos, Salmonella
Kiambu 54, Salmonella Agona 12, Salmonella Gaminara 7 y Salmonella Senftenberg con
3 brotes. Esto repercutio en una alerta sanitaria y el retiro del producto del mercado (FDA-

CDC, 2017).

3.1 Patogenos especificos

3.1.1 Escherichia coli
Es la especie bacteriana mas comun de la microbiota intestinal; se presenta como un
comensal del intestino humano pocas horas después del nacimiento. Esta y otras bacterias
son necesarias para el funcionamiento correcto del proceso digestivo, ademéas de ser

responsables de producir vitaminas B y K. La mayoria de E. coli son inofensivas y en
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realidad son una parte importante de un tracto intestinal humano saludable. Sin embargo,
algunos son patogenos, lo que significa que pueden causar enfermedades, ya sea diarrea o
enfermedad fuera del tracto intestinal. Los tipos de E. coli que pueden causar
enfermedades se pueden transmitir a través del agua o alimentos contaminados, 0 por
contacto con animales o personas (lguchi et al., 2009; Gorbach et al., 2004).

El tamafio promedio de los bacilos es de 0.5 p de ancho por 3 p de largo, cuando se utiliza
la tincion de Gram se tifien de rojo (Gram negativas). Algunas especies son moviles (por
flagelos peritricos), no esporuladas, fermentan la glucosa y la lactosa son catalasa
positivos, oxidasa negativos y reduce nitratos a nitritos. EI género Escherichia incluye
siete especies (E. adecarboxylata, E. alberti, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii, E.
vulneris y E. coli). Estudios epidemiologicos moleculares han clasificado a las diferentes
cepas de E. coli en filogrupos: A, B1, B2, D y E. Los patotipos involucrados en infecciones
extraintestinales se han denominado EXPEC3 (Lopez, 2015).

Las cepas de Escherichia coli causantes de diarrea se han agrupado en seis tipos
patdgenos, cada uno definido por sus propiedades de virulencia: E. coli enteropatdgena
(EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC),
con adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativa (EAEC). Cada uno de los grupos
patdgenos de E. coli presenta caracteristicas distintivas relacionadas con su epidemiologia,
patogénesis, manifestaciones clinicas y tratamiento (Hernandez et al., 2011).

La importancia de determinar la presencia de E. coli en un alimento es que el patdgeno es
un indicador de exposicion a heces fecales (Fernandez, 2000). Las condiciones optimas
para su crecimiento son: temperatura minima de 2.5 °C y méxima de 45 °C; puede

sobrevivir a temperaturas de refrigeracion y congelacion (Hernandez et al., 2011).
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E. coli O157:H7 es la cepa STEC maés frecuentemente aislada en Norteamérica, también
es el serotipo més frecuentemente asociado a diarrea hemorragica y al sindrome urémico
hemolitico (HUS, por sus siglas en inglés). La bacteria normalmente vive en el tracto
intestinal de animales, particularmente en el ganado (Ferens y Hovde, 2011). Esta bacteria
fue reportada por primera vez como un patdgeno gastrointestinal en 1982 (Riley et al.,
1983). Entre los sintomas de la enfermedad causada por E. coli productora de toxina Shiga
destacan los calambres abdominales y diarrea, que puede progresar en algunos casos a
diarrea sanguinolenta (colitis hemorragica). También puede haber fiebre y vomitos. El
periodo de incubacidn varia entre tres y ocho dias, con una mediana de tres a cuatro dias.
La mayoria de los pacientes se recuperan en el término de diez dias, pero en un pequefio
porcentaje de los casos (especialmente nifios pequefios y ancianos) la infeccion puede
conducir a una enfermedad potencialmente mortal, como el sindrome hemolitico urémico
(SHU). El SHU se caracteriza por una insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y
trombocitopenia (deficiencia de plaquetas) (OMS, 2018).

Se estima que hasta un 10% de los pacientes con infeccion por E. coli productora de toxina
Shiga pueden desarrollar SHU, con una tasa de letalidad de 3%-5%. Globalmente, éste es
la causa mas comun de insuficiencia renal aguda en los nifios de corta edad. Pueden
aparecer también complicaciones neuroldgicas (como convulsiones, accidente
cerebrovascular y coma) en el 25% de los pacientes con SHU, asi como secuelas renales
cronicas, generalmente leves, en aproximadamente un 50% de los supervivientes (Wang

etal., 2013; OMS, 2018).



3.1.2 Salmonella (Salmonella Enteritidis)

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se caracteriza por ser
bacilos moviles Gram negativos, no formadores de esporas, anaerobios facultativos,
ademas de ser ubicuos en humanos, ganado, reptiles y aves. Se considera que el género
Salmonella consta de dos especies, S. entérica y S. bongori, la primera esta dividida a su
vez en seis subespecies: S. entérica subespecie enterica, S. enterica subespecie salamae,
S. entérica subespecie arizonae, S. entérica subespecie diarizonae, S. enterica subespecie
houtanae y S. enterica subespecie indica (Popoff y Le Minor, 1992).

Son considerados como habitantes de la microbiota normal, sin embargo, casi todos los
miembros del género son potencialmente patdgenos, y en ocasiones bajo condiciones de
higiene inapropiadas pueden presentarse contaminando alimentos y causar salmonelosis
que actualmente es el padecimiento asociado al consumo de alimentos mayormente
reportado en Estados Unidos (FDA, 2017). En México no se cuenta con estadisticas
nacionales de infecciones por Salmonella, con frecuencia el médico hace un diagnostico
basdndose en el cuadro clinico del paciente, pero sin contar con los estudios
microbioldgicos necesarios para establecer un diagndstico certero. La falta de un sistema
de vigilancia con comunicacién entre epidemiodlogos, clinicos, y el sector veterinario, asi
como la falta de infraestructura necesaria, impide que paises como el nuestro pueda
identificar las principales serovariedades de Salmonella en las diferentes clases de
alimentos, asi como el riesgo que cada una de estas para la salud de los seres humanos.
Esta informacion es indispensable para establecer las intervenciones necesarias para
disminuir la morbilidad y mortalidad por las infecciones causadas por Salmonella (Calva

et al., 2006).
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La salmonelosis se desencadena posterior a un periodo de incubacion de 6 a 48 h, en las
cuales el microorganismo se multiplica y coloniza el tracto digestivo (Tortora, 1995;
Pommerville, 2004), bajo cinco diferentes sindromes clinicos que se presentan de forma
exclusiva o superpuesta, y que corresponden a los siguientes: portador asintomatico,
gastroenteritis aguda, bacteriemia, infecciones focales (meningitis, osteomielitis o
abscesos) y fiebre tifoidea (OPS, 2017).

Gente sana infectada con Salmonella spp. a menudo experimentan fiebre, diarrea (que
puede ser sanguinolenta), nauseas, vémitos y dolor abdominal. En raras circunstancias, la
infeccion puede provocar que el organismo entre en el torrente sanguineo y produzca
enfermedades mas graves, como infecciones arteriales (es decir, aneurismas infectados),
endocarditis y artritis. Los grupos mas vulnerables a quienes puede causar infecciones
graves Yy en ocasiones fatales son nifios pequefios, personas fragiles o de edad avanzada y
personas con sistemas inmunitarios debilitados. (Rodriguez et al., 1998, 2006¢; Benenson

etal., 2001).

3.2 Mecanismos de penetracidn y sobrevivencia de enteropatogenos en plantas

La posibilidad de contaminacion bacteriana en frutas es elevada, ya que en su superficie
se encuentra disponible agua y nutrientes; indispensables para su crecimiento. La
superficie de plantas y frutas suelen presentar una carga estatica o tienen una textura
microrugosa, incrementando ambos factores la posibilidad de contaminacion bacteriana
debido a que facilitan la adhesion y establecimiento de la bacteria (Rivera et al., 2009).
Uno de los mecanismos que se ha estudiado es la comunicacion de las bacterias por medio
de sefiales quimicas para detectar la densidad celular y coordinar la expresion de genes

(Hughes y Sperandio, 2008). Este proceso es conocido como deteccion del quérum
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sensing (QS). Algunos microorganismos como E. coli O157:H7 utiliza las sefiales del QS
para comunicarse con las plantas, y para regular la expresion de genes de virulencia y
genes flagelares (Carey et al., 2009), que le permitirian reconocimiento y movilidad en
plantas.

Una vez que las bacterias se adhieren a una planta, inicia un proceso de reconocimiento
en la superficie de la misma. Un estudio realizado por Cooley et al. (2003), demostré la
capacidad de E. coli para migrar desde el suelo inoculado con el patdgeno hacia el tallo y
superficies de Arabidopsis thaliana. En este experimento, después de un tiempo la bac-
teria pudo ser aislada de hojas y flores. Esto indica que la bacteria puede moverse con
facilidad en toda la superficie de la planta bajo condiciones controladas. Sin embargo,
algunos investigadores sugieren que bacterias patdgenas como E. coli O157:H7 pueden
sobrevivir por periodos cortos de tiempo en la superficie de la planta y podria pasar al
tejido (Erickson, 2012).

Saldafia et al. (2011) reportan que E. coli O157:H7 utiliza el sistema de secrecion tipo I,
especificamente T3SS, para abrir las células guarda de los estomas de hojas de espinaca,
esta accion permite la internalizacion de la bacteria en el tejido vegetal.

Otros estudios han demostrado que E. coli O157:H7 puede internarse dentro de las
semillas y raices, y luego migrar a otros tejidos (Avila et al., 2010). El movimiento puede
ser desde las raices hacia el follaje, como se demostrd en un experimento realizado por
Solomon et al. (2002) en lechuga. En este experimento el suelo contenia estiércol
contaminado y después de dos dias, la bacteria pudo ser aislada del tejido foliar de la
lechuga.

La introduccion de este patdgeno humano en las primeras etapas de desarrollo de la planta

ha sido documentado por Jablasone et al. (2005). En este trabajo E. coli O157:H7 logro
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internarse en las plantulas. Los autores reportaron que la bacteria coloniza
preferentemente las uniones de la raiz. Puesto que las uniones de raiz son sitios que liberan
exudados, se convierten en posibles puertas para que las bacterias inicien el proceso de
internalizacion. Lugtenberg et al. (2001) sugiere que, en las zonas de union en la raiz, las
bacterias pueden tener mas acceso a los nutrientes que otros sitios, y por lo tanto cuando
las bacterias se mantienen por un largo periodo sobre las plantas, las posibilidades de
ingresar a la plantula en desarrollo incrementan. Muchos estudios han demostrado que
patdgenos de humanos (E. coli y Salmonella spp.) son capaces de entrar por las aberturas
naturales en la epidermis de la planta, tales como las cavidades sub-estomatales de las
hojas (Brandl y Amudson , 2008; Erickson, 2012; Kroupitski et al., 2009). Una vez que
las bacterias se encuentran dentro de la planta, y las células de guarda se cierran, las bac-
terias quedan protegidas de la mayoria de los sanitizantes superficiales (Gomes et al.,
2009). Por lo tanto, mientras un patdgeno posee la capacidad de entrar en los tejidos
vegetales, los riesgos a la salud humana estan latentes (Deering et al., 2012; Warriner et
al, 2003a, b) puesto que el patdgeno estad protegido del proceso de lavado y de muchos

desinfectantes industriales (Burnett y Beuchat, 2000).

3. 3 Métodos de identificacion de enteropatdgenos

La necesidad de separar las cepas patogenas de las no patdgenas, asi como la
diferenciacion entre los diferentes grupos de especies ha hecho que se desarrollen sistemas
de clasificacion intraespecificos. Sin embargo, no existe un método ideal y usualmente se
deberd disponer de los recursos necesarios para aplicar varios métodos para poder
identificar una cepa en el enterogrupo que le corresponda (Garcia y Mendoza, 2014), tales

como:
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3.3.1 Marcadores fenotipicos
Son biotipado, serotipado, antibiograma y ensayos de adherencia en cultivos celulares, los

cuales detectan caracteristicas expresadas por los microorganismos (Reynoso et al., 2015).

3.3.2 Marcadores genotipicos
En estos métodos encontramos a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
electroforesis en campo pulsado (ECP), analisis plasmidicos, andlisis de enzimas de
restriccion (REA), restriccion de fragmentos de amplio poliformismo (RFLP), entre otros,
los cuales se basan directamente en caracteristicas del ADN cromosomal y
extracromosomal (Reynoso et al., 2015).

En la mayoria de los casos la identificacion no se realiza en base a un solo método,
sino a la combinacion de mas de uno. Ejemplo: identificacion de bacterias en base a
criterios morfoldgicos, tincién diferencial, pruebas bioquimicas, serologicas y pruebas

moleculares (Garcia y Mendoza, 2014; Reynoso et al., 2015).

3.3.3 Métodos basados en criterios morfoldgicos
Los rasgos morfolégicos (estructurales) han ayudado a los taxdnomos por muchos afios a
clasificar organismos. La morfologia en general es facil de estudiar y analizar
particularmente, las caracteristicas estructurales dependen de la expresion de muchos
genes gue son usualmente estables y normalmente (al menos en eucariotas) no presentan
gran variacion con los cambios ambientales. Algunas de las caracteristicas morfologicas

empleadas en la identificacion de microorganismos son: tamafio y forma celular,
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morfologia de colonias, caracteristicas ultraestructurales, entre otras (Reynoso et al.,

2015).

3.3.4 Métodos basados en tincion diferencial
Es posible sacar conclusiones en relacion con la morfologia de una bacteria, examinando
una lamina que fue sometida a un proceso de tincion diferencial. Estos criterios
morfoldgicos encabezan las primeras etapas del proceso de identificacion bacteriana. La
mayor parte de las bacterias tefiidas con Gram, las podemos clasificar como Gram

positivas o Gram negativas (Reynoso et al., 2015).

3.3.5 Métodos basados en pruebas bioquimicas
Las pruebas bioquimicas han sido ampliamente utilizadas para diferenciar bacterias. Estas
pruebas se fundamentan en demostrar si el microorganismo es capaz de fermentar
azlcares, la presencia de enzimas, la degradacion de compuestos y la produccion de
compuestos coloreados, entre otros. Aun bacterias fuertemente relacionadas pueden
separarse en dos especies diferentes en base a pruebas bioquimicas. Por ejemplo, las
bacterias entéricas Gram negativas forman un grupo muy grande y heterogéneo cuyo
habitat natural es el tracto gastrointestinal de humanos y otros animales. Esta familia,
Enterobacteriaceae, incluye a varios patdgenos que causan sindromes diarreicos. Un gran
namero de ensayos han sido desarrollados con el objeto de identificar rapidamente al
patdgeno, para que posteriormente el profesional médico, en base al informe, indique el
tratamiento adecuado o para que los epidemiodlogos puedan localizar la fuente de la

infeccion (Garcia y Mendoza, 2014; Reynoso et al., 2015).
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3.3.6 Serotipificacion
La serotipificacion constituye un importante complemento de la identificacion bioquimica
y desde el punto de vista epidemioldgico permite determinar la prevalencia de una
serovariedad en distintas zonas geogréficas, de utilidad para el estudio de brotes y para
conocer la fuente de infeccion y vias de transmisién (Terragno et al., 2003).
De los sistemas mas frecuentemente utilizados en la clasificacion intraespecifica es el
serotipado de enterobacterias, esta basado en el método descrito por Kauffmann
(Kauffman, 1956). Este sistema se basa en la deteccion de tres antigenos celulares, el
antigeno somatico designado como antigeno O, que forma parte de la estructura del
lipopolisacéarido, el antigeno flagelar, designado como antigeno H, que forma parte del
flagelo bacteriano de las cepas moviles y el antigeno K, presente en aquellas bacterias que
poseen capsula. La serotipificacion constituye una herramienta muy valiosa que en
combinacion con otros métodos puede ayudar a la identificacion de cepas patdgenas de
esta especie (Gyles, 2007; Kaper, 2004; Scheutz y Strockbine, 2005).
En la actualidad para E. coli se han descrito un total de 174 antigenos O y 55 antigenos H.
Los ultimos descritos fueron el 0181 y el H56. No obstante continda la descripcion de
nuevos antigenos, que aun no se han sido incorporados a esta nomenclatura (DebRoy et
al., 2011).
Mientras que para las células de Salmonella las cepas se clasifican en serotipos en la base
de la amplia diversidad de lipopolisacarido (LPS) de antigenos (O) y antigenos flagelares
proteinas (H), de conformidad con el esquema de Kauffmann-White, y se han descrito

mas de 2500 serotipos (Popoff y Le Minor, 2005).
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3.3.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El avance en la Biologia Molecular permitio el desarrollo de diversos métodos alternativos
para la deteccidn de bacterias patogenas a partir de diferentes matrices alimentarias, los
cuales proporcionan ventajas en cuanto a eficiencia, sensibilidad y disminucion del tiempo
de deteccion. Estos métodos rapidos, por estar basados en la determinacion de &cidos
nucleicos, tienen la potencialidad de ser muy especificos. Tal es el caso de la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que implica tecnologias moleculares basadas
en la amplificacién in vitro del ADN (Malorny, 2004).

La técnica de PCR se basa en el principio de complementariedad de bases del ADN y en
la participacion de la enzima polimerasa que permite la extension del fragmento a
amplificar, agregando nucle6tidos en secuencia complementaria al ADN molde por medio
de un proceso ciclico que comprende tres pasos: desnaturalizacion, hibridacion y

extension (Palomino y Gonzalez, 2014).
3.4 Normatividad para la determinacion de calidad microbiologica en México.

La globalizacion de la economia ha influido en modelos de alimentacion, cada dia los
consumidores exigen alimentos mas sanos e inocuos, por lo que la inocuidad alimentaria
constituye un factor clave en el comercio internacional de los alimentos. Muestra clara es
la inspeccion de alimentos en las fronteras y las notificaciones de autoridades sanitarias a
paises exportadores, debido a la presencia de contaminantes, principalmente
microorganismos patogenos (Sanchez, 2014).

Es por ello por lo que el gobierno mexicano tiene como prioridad el establecimiento de
politicas que promuevan y regulen la instrumentacion de sistemas de Reduccion de

Riesgos de Contaminacion (SRRC) en las unidades de produccién y procesamiento
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primario de origen agricola. La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion (SAGARPA) a través del servicio Nacional de Sanidad e Inocuidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) es el encargado de los aspectos sanitarios y de
inocuidad en la produccion agroalimentaria (SAGARPA, 2016).
El objetivo del SENASICA se desprende directamente de la Meta Nacional 4 del Plan
Nacional de Desarrollo (2013-2018) que tiene como objetivo construir un sector
agropecuario y pesquero que garantice la seguridad alimentaria del pais, a través de los
SRRC en la produccion primaria de vegetales y asi seguir las medidas y procedimientos
establecidos por la secretaria en base a lo dispuesto por las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM) (Sanchez, 2014). Se presenta un listado de las mas utilizadas:
o NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias
aerobias en placa.
o NOM-093-SSA1-1994, Bienes y servicios. Practicas de higiene y sanidad en la
preparacion de alimentos que se ofrecen en establecimientos fijos.
o NOM-109-SSA1-1994 Bienes y servicios. Generalidades para la toma y
recoleccion de muestras de alimentos para su analisis microbiologico.
o NOM-110-SSA1-1994 Bienes Yy servicios. Preparacion y dilucion de muestras de
alimentos para su analisis microbioldgico.
o NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de
microorganismos coliformes totales en placa.
o NOM-114-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la determinacion de
Salmonella en alimentos.
o NOM-120-SSA1-1994, Bienes y servicios. Practicas de higiene y sanidad para el

proceso de alimentos, bebidas no alcohdlicas y alcohdlicas.
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o NOM-230-SSA1-2002, Salud ambiental. Agua para uso y consumo humano,
requisitos sanitarios que se deben cumplir en los sistemas de abastecimiento
publicos y privados durante el manejo del agua. Procedimientos sanitarios para el

muestreo.
o NOM-251-SSA1-2009, Practicas de higiene para el proceso de alimentos, bebidas

o0 suplementos alimenticios.



I11. Justificacion

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel
mundial y México es uno de los principales productores, se puede ingerir industrializado
y en fresco, consumo mayormente recomendado por los aportes nutrimentales y su
relacion con prevencion de diversas enfermedades. Sin embargo, uno de los problemas
por esta forma de consumo ha sido el incremento de Enfermedades Trasnsmitidas por
Alimentos (ETA) causadas principalmente por patégenos como Escherichia coli y
Salmonella. Productos exportados de México como mel6dn, mango, papaya, chile, pepinos
y tomates han sido vinculados a brotes en Estados Unidos principalmente. Aunque existe
estudios que documentan que provoca la contaminacion del producto durante su cadena
de produccién que incluye: precosecha, cosecha y los procesos de distribucion y empaque.
Se sabe poco como pueden encontrar como hospederos alternos a plantas y frutos de
cultivos. En este contexto el presente trabajo se planted con el objetivo detectar la
presencia de Escherichia coli y Salmonella en cinco localidades productoras de tomate en
invernadero del Estado de México, asi como evaluar la capacidad de Escherichia coli y

Salmonella serovar Enteritidis de penetrar y permanecer en plantas y frutos de tomate.



V. Hipotesis

Bacterias patdégenas como Escherichia coli y Salmonella serovar Enteritidis tienen la

capacidad de penetrar, permanecer y moverse en plantas y frutos de tomate.

V. Objetivos

Objetivo General

o Evaluar la capacidad de Escherichia coli y Salmonella serovar Enteritidis de

penetrar, permanecer y moverse en plantas y frutos de tomate.
Obijetivos especificos

o Detectar la presencia de Escherichia coli y Salmonella en cinco localidades
productoras de tomate en invernadero del Estado de México.

o Determinar la capacidad de Escherichia coli y Salmonella para moverse y persistir
al interior de la planta y llegar al fruto.

o ldentificar en qué etapa del cultivo existe mayor posibilidad de contaminacion.

o Establecer la relacion existente planta — patégeno.

o Confirmar por medio de técnicas bioquimicas y moleculares la presencia de los

patogenos inoculados.



V1. Materiales y métodos

La presente investigacion comprendio dos etapas, que a continuacion se describen.

6.1 Etapa |: Calidad microbioldgica de tomate producido bajo condiciones de

invernadero en cinco municipios del Estado de México.

Durante el ciclo Agricola 2013 fueron muestreados cinco municipios del Estado de
México (Figura 8). Se eligieron localidades con mayor superficie de siembra, el muestreo
se realizd en los municipios de Coatepec Harinas, Tonatico, Texcaltitlan, Toluca y

Huixquilucan (Cuadro 1).

Municipio Altitud Lartitud Longitud
(m.s.n.m.) (™) (O
Coatepec Harinas 2260 18" 48' 08" 99" 42" 56"
Huixquilucan 3500 197 18" 07" 99" 14" 10"
Texcaltitlin 2410 187 51' 04" 99" 51" 26"
Toluca 2600 18" 59' 2" 997 31" 43"
Tonatico 1650 187 48" 00" 997 400 007

Cuadro 1. Ubicacion zona de estudio



Texcaltitlan

Tonatico

Huixquilucan
Toluca

Coatepec Harinas

Figura 8. Municipios del Estado de México muestreados.

6.1.1 Muestreo

Se seleccionaron dos invernaderos por cada municipio éstos tuvieron en promedio una

dimension de 500 m? (Figura 9). La variedad empleada fue Cid de Harris Moran, tomate

tipo saladette de larga vida de anaquel.

Figura 9. Cultivo de tomate. Tonatico, Edo. México.
Foto: Ocafia de Jesus, 2013.
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Como primera fase se realizd un checklist para observar las practicas agricolas que
presentaban como origen de la plantula; realizacion del tutoreo, podas, fertilizacion y
cosecha; origen del agua de riego; el almacenamiento del producto cosechado, asi como
la practicas llevadas a cabo por los trabajadores y la presencia de animales al interior de
los invernaderos.

Posteriormente se colectaron de manera aleatoria 10 frutos de cada invernadero, en forma
de zig-zag cubriendo toda la zona. El total de las muestras colectadas fue de 100 frutos de

tomate de tamafio homogéneo, que presentaban una coloracion rojiza (Figura 10).

Figura 10. Frutos de tomate muestreados.
Foto: Ocafa de Jesus, 2013.

Todo el material fue recolectado y transportado de acuerdo con lo indicado por la Norma
Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994, Bienes y Servicios “Generalidades para la toma
y recoleccién de muestras de alimentos para su analisis microbioldgico”. De igual forma
se muestreo el agua empleada para el riego y el suelo en el que se desarroll6 el cultivo

(Figura 11).



Se tomaron 100 mL de agua de cada invernadero al inicio del

muestreo siguiendo las caracteristicas indicadas en la
Norma Oficial Mexicana NOM-230-SSA1-2002.

Para el suelo se recolectaron muestras compuestas

de 5 puntos del invernadero, tomando las 4 esquinas

y el centro a una profundidad de 20 cm. El suelo no se

desinfecto y no recibié ningun tratamiento contra

Figura 11. Agua utilizada para

) riego de cultivo de tomate.
bacterias. De un total de 50 submuestras se formaron  Foto: Ocafia de Jes(s, 2013.

10 compuestas. Los analisis en su totalidad fueron procesados en el Laboratorio de
Calidad de Productos Agropecuarios perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas de

la Universidad Autonoma del Estado de México.

6.1.2 Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las muestras se utilizé el método microbioldgico, regido por la
Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994 Bienes y Servicios. “Preparacion y
dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiologico”.

El fruto completo fue homogeneizado en una licuadora marca (Osterizer). Un mL de este
se diluyo en 9 mL de agua peptonada salina esteril (0,1% peptona + 0,85% NaCl). De la
muestra compuesta de suelo se tomé 1g y diluyo en 9 mL de agua destilada estéril. En
ambos casos, las muestras fueron analizadas con las diluciones 10°, 10, 10> Para el caso
del agua, no se realizaron diluciones y se sembro de forma directa en los diferentes medios

de cultivo para cada microorganismo.
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6.1.3 Mesofilos Aerobios
Una vez preparadas las diluciones de las muestras la determinacion de bacterias mesofilas
aerobias se realizo conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994, se
empled la técnica de vertido en placa. Para ello se tomo una alicuota de 1000 pl de cada
dilucion y se coloco en el centro de una placa Petri estéril, posteriormente se agregaron de
25 a 30 mL de agar para cuenta estandar (BIOXON). Fundido y mantenido a 45 °C, se
mezclé mediante seis movimientos de derecha a izquierda, seis en el sentido de las
manecillas del reloj, seis en sentido contrario y seis de atras a adelante, sobre una
superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa
incorporacion del indculo en el medio y se dejo
solidificar. Se incubaron las cajas en posicion
invertida a 35 = 2 °C durante 48 + 2 h. Transcurrido

el tiempo de incubacion se cuantificaron todas las

colonias principalmente las placas con 25-250

colonias. Cada muestra se plaqued por duplicado;

Figura 12. Mesdfilos Aerobios
en agar cuenta estandar.
Foto: Ocafa de Jesus, 2013.

ademas se incluy6 una caja sin indculo como control

negativo (Figura 12).

6.1.4 Coliformes Totales
Para la determinacion de coliformes totales una vez realizadas las diluciones se siguio la
Norma Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994, se emplearon las técnicas de siembra
por vertido en placa y la de doble capa de agar. Se transfirieron alicuotas de las diluciones
de la muestra a placas de Petri estériles y posteriormente se agregaron de 15 a 20 mL de

agar Bilis Rojo Violeta (BRV-marca BIOXON), fundido y mantenido a 45 + 1,0 °C se
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mezclé mediante seis movimientos de derecha a izquierda, seis en el sentido de las
manecillas del reloj, seis en sentido contrario y seis de atras a adelante, sobre una
superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporacion del inéculo en el
medio y se dejé solidificar. Posteriormente se
afiadieron cuatro mL del medio RVBA a 45 *
1,0 °C en la superficie del medio inoculado. Se

incubaron las cajas en posicion invertida a 35

2 °C durante 24 + 2 h. Después del periodo

especificado para la incubacion se seleccionaron

las placas que contenian entre 15y 150 colonias  Figura 13. Crecimiento  de
Coliformes Totales en agar BRV.

tipicas de color rojo oscuro, rodeadas de un halo  Foto: Ocafia de Jesus, 2013.

de precipitacion debido a las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa con un

diametro de 0,5 a 2,0 mm. Cada muestra se plaque6 por duplicado, ademas se incluy6 una

caja sin in6culo como control negativo (Figura 13).

6.1.5 Coliformes fecales
Para la determinacion de Coliformes Fecales se realiz6 de acuerdo con la norma NF V08-
060 (1996) de la Organizacién Nacional Francesa para la Estandarizacion (AFNOR). La
cual marca la misma metodologia seguida para los Coliformes Totales solo que a una
temperatura de incubacion de 45 + 2 °C durante 24 h. A partir de las placas de Coliformes
Fecales, se tomaron colonias representativas de las mismas, por picadura en el agar y se
transfirié cada una a medios diferenciales y especificos (Figura 14), de igual forma se les

realizo la prueba diferencial de Gram.
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a) b)

Figura 14. a) Crecimiento de Coliformes Fecales en agar BRV,
b) Picadura en agar MacConkey. Foto: Ocafia de JesUs, 2013.

6.1.6 Disefio experimental y analisis estadistico
Para detectar diferencias entre localidades se utilizd6 un disefio experimental
completamente al azar. Se realizé un analisis de varianza (p<0,05) para localidades. Al
haber diferencias significativas se compararon los promedios mediante la prueba de DMS
(p<0,05). A tal efecto se utilizo el programa Stat Graphics plus 5.0, 1999-2000. Los datos
de los microorganismos analizados (Mesdéfilos Aerobios, Coliformes Totales y Fecales)
se reportaron en UFC/mL, y se compararon con los Limites Maximos Permisibles (LMP)
establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-093-SSA1-1994. Esta NOM indica
que para Mesdfilos Aerobios el LMP debe ser <150000 UFC/mL. La misma no contempla
Coliformes Totales. Sin embargo, en este estudio se consideré como indicador de calidad.

Para Coliformes Fecales, la muestra no debe exceder de 100 UFC/mL.



6.2 Etapa Il: Penetracion y permanencia de Escherichia coli y Salmonella en plantas
y frutos de tomate.
Para evaluar la penetracion, permanencia y movilidad de las bacterias en plantas en

condiciones de invernadero se tuvo el siguiente esquema de trabajo (Figura 15).

Etapa 11

ACONDICIONAR

INVERNADERO
o
&~
83|
@ PREPARAR
E MATERIALES
m
>
Z
TRASPLANTE
INOCULACION
LABORATORIO
REACTIVACION IDENTIFICACION
DE CEPAS BIOQUIMICA
| TINCION DE GRAM | I SEROTIPIFICACION I

CRECIMIENTO EN AGARES

SELECTIVOS PRUEBAS MOLECULARES

Figura 15. Diagrama de trabajo en invernadero y laboratorio.
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El estudio se realizo en el ciclo agricola mayo a septiembre 2015, en condiciones de
invernadero en la Facultad de Ciencias Agricolas Universidad autdbnoma del Estado de
México, en el Municipio de Toluca de Lerdo, cuyas coordenadas geograficas
corresponden a 19°17'32" norte, 99°39'14" oeste, con una altitud entre de 2600 y 2625
m.s.n.m.

Los analisis fueron procesados en el Laboratorio de Calidad de Productos Agropecuarios
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado
de Meéxico, Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil de México
“Federico Gémez”, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y Laboratorio

de Serotipificacion, Unidad de Investigacion, Facultad de Medicina (UNAM).

6.2.1 Material vegetal y cepas bacterianas

Se utilizaron plantulas variedad “Cid” tomate tipo saladette, que se obtuvieron en bandejas
de germinacidn, estas fueron trasplantadas en macetas de 35 x 35 cm. Para la siembra se
utilizé una mezcla de sustrato (40% suelo de campo, 40% lombricomposta y 20% tepojal),
(Figura 16) esterilizada previamente por medio de un método quimico (SAGARPA,
2010). El riego se realiz6 diariamente con agua de pozo; las plantas se conservaron en
condiciones de invernadero durante todo el ciclo de produccion. Antes de comenzar los
ensayos, se realizaron anélisis microbioldgicos de las plantulas, la mezcla de sustrato y el
agua de riego (con evaluacion periodica durante el desarrollo del cultivo) para descartar
la presencia de organismos coliformes termotolerantes y de E. coli.

De las cepas utilizadas, dos de ellas fueron de serogrupos desconocidos y se obtuvieron

de cultivos de tomate de la region de Texcaltitlan (Ocafa et al., 2015) y de espinaca de la
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zona de Calimaya (EcH); la tercera fue una cepa del serogrupo O157:H7 (STEC) y la
cuarta Salmononella serovar Enteritidis donada por el Laboratorio de Patogenicidad
Bacteriana del Hospital Infantil de México “Federico Gomez”. Las cepas fueron

almacenadas en una solucion agua-glicerol (50:50) a -20 °C.

Figura 16. a) Plantula de tomate variedad Cid, b) Desarrollo de cultivo en
invernadero. Foto: Ocaiia de Jesus, 2015.

6.2.2 Caracterizacion fenogenotipica

Antes del establecimiento del experimento en
invernadero, las bacterias se reactivaron en
caldo soya tripticaseina (CST), se hicieron
crecer en medios selectivos agar MacConkey
(DIBICO), eosina azul de metileno (DIBICO)

y agar cromogenico E. coli O157:H7

Figura 17. Reactivacion de cepas (DIBICO) (Figura 17)
bacterianas. '

Foto: Ocafia de Jesus, 2015. Para la confirmacion de la identidad de las cepas

bacterianas, se realizé una serotipificacion y PCR (reaccion en cadena de la polimerasa).

Para la serotipificacion se siguio el método propuesto por Orskov et al. (1977) y
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recientemente actualizado por Scheutz et al. (2004). Se usaron 181 antisueros somaticos
y 56 antiflagelares, que corresponden al esquema antigénico de E. coli (Kauffmann et al.,
1956; Winn, 2008).

Para la determinacion del grupo filogenético se realizé la PCR descrita por Clermont et
al. (2000), en funcion de la combinacion de tres marcadores de ADN (chuA, yjaA y el
fragmento de ADN TspE.4C2), que clasifica a los aislados de E. coli dentro de uno de los
cuatro grupos filogenéticos establecidos: A, B1, B2y D.

Para determinar la presencia de genes relacionados con cepas diarreogénicas [Escherichia
coli Enterotoxigénica (ETEC): It y st; Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC): stx1
y stx2; Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC): bfpA y eaeA], se realizd la PCR

multiplex descrita por Lopez et al., 2003).

6.2.3 Inoculacion
Para la inoculacion en el sustrato, se
emplearon 100 macetas por tratamiento
con un volumen de 300 mL de suspension
bacteriana para cada cepa, con un
promedio de 2,5 x 10® UFC/ml en agua

peptonada bufferada (BPA) 0,1%. La

solucidn se infiltro en el sustrato sin salpicar _ » :
Figura 18. Inoculacion de cultivo de

tomate aplicada al sustrato.

la planta (Figura 18). Este tratamiento (INC1) Foto- Ocafia de Jestis. 2015

se realizo a los 7 dias después del trasplante, con el objetivo de observar si las cepas podian

entrar y transportarse a las diferentes partes de la planta. A partir de esta inoculacion se
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monitored durante los 120 dias que duro el cultivo, incluyendo la etapa vegetativa, la
floracién, el fructificacion y la madurez fisioldgica.

En otro grupo de plantas, se realizo la inoculacion por medio de una puncion en la etapa
vegetativa en el tallo, en el peciolo en floracion y en el pedunculo en la fructificacion
(Figura 19). Eso se hizo con la finalidad de determinar la capacidad de las tres cepas de
E. coli y Salmonella de perdurar en los tejidos internos del tomate, tras su ingreso a través
de algun tipo de herida. Para realizar las punciones, los cultivos se hicieron crecer en agar
MacConkey (DIBICO) y con palillos previamente esterilizados se tomé aproximadamente

1,8 x 10° UFC de masa bacteriana (dicho valor se obtuvo mediante recuento en placa).

Figura 19. Inoculacion por puncién en plantas de tomate.
Foto: Ocafia de Jesus, 2015.

6.2.4 Toma de muestra
Se colectaron muestras de raiz (R), tallo (T) flor (FI) y fruto (Fr) a los 30, 55, 90 y 120
dias después del trasplante (ddt). Todo el material fue colectado y transportado de acuerdo

con lo indicado por la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994.
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Para la preparacion de las muestras, se utilizé el método microbioldgico indicado por la
Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994. A 10 g de tejido se le adicionaron 90
mL de BPA 0,1% y se homogeneizd en una licuadora marca Osterizer. De la suspensién
obtenida se tomo 1 mL para hacer siembra directa por duplicado en placas con agar BRV
(BIOXON), las cuales se incubaron a una temperatura de 45 + 2 °C. Después de 24 h de
incubacion, se realizo el recuento de colonias lactosa positivas para E. coli, las cuales se
estriaron en agar MacConkey (BIOXON), agar cromogénico O157:H7 (DIBICO) y agar
de eosina y azul de metileno (BIOXON). Estas placas se incubaron a 35 °C por 24 + 2 h.
La deteccion de Salmonella en plantas y frutos de tomate se realiz6 de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana NOM-114-SSA1-1994. Las etapas fueron: preenrequecimiento
en APA 0.1% para restaurar las células de Salmonella a una condicién fisioldgica estable;
enriquecimiento en caldo soya tripticaseina (CST) con el proposito de incrementar las
poblaciones de Salmonella e inhibir otros organismos presentes en la muestra; seleccion
en medios sélidos-selectivos agar Salmonella Shigella (BD BIOXON) y agar Xilosa
Lisina Desoxicolato (DIBICO) que restringen el crecimiento de otros géneros diferentes
a Salmonella y permite el reconocimiento visual de colonias.

Para confirmar la presencia de E. coli y Salmonella Enteritidis se tomd como referencia
el crecimiento caracteristico para cada medio selectivo y diferencial empleado (Figura
20), asi como los resultados de las pruebas IMVIC (produccion de indol, movilidad,
prueba de rojo de metilo, Voges-Proskauer y citrato de Simmons), complementadas con
produccion de ureasa y de acido sulfhidrico, y con descarboxilacion de ornitina (Winn et
al., 2008). Dichos analisis se realizaron en las cepas antes de la inoculacién y a las colonias
recuperadas durante el experimento. En las plantas testigo sin inocular se monitoreo la

ausencia de los patogenos en estudio.
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Figura 20. a) Crecimiento de Salmonella Enteritidis en agar Salmonella Shigela,

b) E. coli O157:H7 en agar cromogenico y c) E. coli recuperada en tomate en
agar MacConkey. Fotos: Ocafia de Jesus, 2015.

6.2.5 Disefio experimental

Se siguid un disefio experimental completamente al azar, para lo cual se establecio un
cultivo de tomate (variedad “Cid”) en condiciones de invernadero, en el que se
establecieron cuatro tratamientos, T1 (E. coli O157:H7), T2 (EcT O157:H16), T3 (EcH
0105ab), T4 (Salmonella Enteritidis), con 100 plantas por tratamiento. Se emplearon
cuatro diferentes formas de inoculacién: al sustrato, al tallo, al peciolo y al peddnculo. El
muestreo implico la colecta de 20 plantas en cada etapa fenoldgica para cuantificar en
placa las UFC/g, y asi para saber si las bacterias lograban moverse hacia érganos no
inoculados: la raiz, el tallo, la flor y el fruto.

Los resultados fueron evaluados por un ANDEVA bifactorial (p <0,05) para recuento en
raiz, tallo, flor y fruto por cepa, forma de inoculacién e interaccion entre estas variables.
Frente al hallazgo de diferencias significativas, se aplicd una prueba de Tukey al 5% para

identificar la cepa, la via de inoculacion y la interaccion que llevaron a los mayores
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recuentos. Para ello se empled el programa estadistico Statical Analysis Software, SAS

version 9.0 (SAS, 2002).



VII. Resultados

Derivado de los resultados obtenidos a partir de la presente investigacion se realizaron

tres articulos cientificos como a continuacion se indica:

1. En el primero se consideraron los resultados obtenidos durante el ciclo agricola
2013 para determinar la calidad microbioldgica de tomate producido bajo
condiciones de invernadero, titulado "Calidad microbioldgica del tomate
(Solanum lycopersicum L.) producido bajo condiciones de invernaculo en 5
Municipios del Estado de México™, este articulo se encuentra ya publicado en la
revista (Phyton) International Journal of Experimental Botany, Vol. 84.
Numero 1 (2015).

2. Derivado de los resultados de la segunda etapa se cuenta con un articulo aceptado
titulado '‘Persistencia, internalizacion y translocacién de Escherichia coli
0157:H7, O157:H16 y O105ab en plantas y frutos de tomate (Solanum
lycopersicum L.)" en la revista Argentina de Microbiologia.

3. Un tercer articulo titulado " Movilidad y sobrevivencia de Salmonella serovar
Enteritidis en plantas de tomate (Solanum Lycopersicum L.)" se envio a la
revista Salud Publica de México del Instituto Nacional de Salud Publica, el cual
se encuentra en proceso de revision.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en cada una de las etapas en el orden

descrito.



ARTICULO 1. Calidad microbioldgica del tomate (Solanum lycopersicum L.)

producido bajo condiciones de invernaculo en 5 Municipios del Estado de México.

Del analisis de la informacion obtenida en este apartado se realiz6 un articulo cientifico
que se encuentra ya publicado en la Revista Argentina (Phyton) International Journal
of Experimental Botany, Vol. 84 Nimero 1 (2015). Dicha revista se encuentra indexada
en Thomson Scientific; Science Citation Index Expanded (SCIE); Journal Citation Report
/ Science Edition (JCR); Biological Abstracts; BIOSIS Previews; Field Crop Abstracts;
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argentinas; CAB Abstracts; CAB Full Text;
Periddica; EMBiology; Latindex; Scopus; TEEAL, The Essential Electronic Agricultural
Library; SciELO (Scientific Electronic Library Online); Portal de Revistas en

Biodiversidad, con ISSN: 0031-9457.
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Calidad microbiolégica del tomate (Solanum lycopersicum L.) producido bajo
condiciones de invernaculo en 5 Municipios del Estado de México

Microbiological quality of tomato (Solanum lycopersicum L.) produced under greenhouse

conditions in five Municipalities of the State of Mexico

Ocana-de Jesus RL, AT Gutiérrez-Ibifiez, JR Sinchez-Pale, MD Mariezcurrena-Berasain,
G Velazquez-Garduiio, A Laguna Cerda, I Rojas Puebla

Resumen. El objctivo de la presente investigacion fue determi-
nar la calidad microbiolégica de frutos de tomate (Solanum lycopersi-
cum L.) producidos bajo condiciones de inverniculo en 5 Municipios
del Estado de México. Los estudios se condujeron durante el ciclo
de produccién 2013, para conocer los posibles riesgos y aplicar es-
trategias de prevencién previo a su consumo. Se realizé un anilisis
microbiolégico de muestras de agua de riego, suelo y de 100 frutos de
tomate de la variedad Cid para determinar Meséfilos Aerobios, Coli-
formes Totales y Coliformes Fecales. Se utiliz6 la metodologia segtin
las Normas Oficiales Mexicanas: NOM-109-SSA1-1994, NOM-
110-SSA1-1994, NOM-092-SSA1-1994, NOM-113-SSA1-1994,
NOM-093-SSA1-1994 y la Normatividad de la Organizacién Na-
cional Francesa para la Estandarizacion (AFNOR) NI V08-60, asi
como la NOM-093-SSA1-1994, que establecen los limites permi-
sibles para los microorganismos en estudio. Los resultados obtenidos
cn agua para Coliformes Totales y Fecales sc hallaron dentro de los
pardmetros permitidos por la norma NOM-127-SSA1-1999. El an4-
lisis realizado en suelo demostré la ausencia de estos microorganismos
y no existieron pardmetros de comparacion para estas categorias. Para
los frutos, el nivel de microorganismos de Meséfilos Aerobios se en-
contré dentro de los limites maximos permitidos por la norma NOM-
093-SSA1-1994; el mayor promedio para estos microorganismos
(10083,80 UFC/mL) se hallé en el municipio de Texcatlitin. Para
Coliformes Totales, Huixquilucan mostré 2266,84 UFC/mL. Para
Coliformes Fecales, los municipios de Coatepec Harinas y Texcaltit-
lan sobrepasaron el limite permitido por la misma norma con 134,85
UFC/mLy 210,142 UFC/mL, respectivamente. Se encontraron valo-
res de microorganismos Meséfilos Acrobios que fueron de 630 a 5131
UFC/mL, habiendo diferencia entre Localidades (p<0,05); para Co-
liformes Totales y Fecales la diferencia no fue significativa (p>0,05).

Palabras clave: Hortaliza; Patégenos; Meséfilos Aerobios; Coli-
formes Totales y Fecales.

Abstract. The aim of the current rescarch was to determine to-
mato (Solanum lycopersicum L.) microbiological quality produced un-
der greenhouse conditions in 5 municipalities of the State of Mexico.
Studies were conducted during the 2013 production cycle to know
the risks and apply prevention strategies prior to its consumption.
A microbiological analysis of samples of irrigation water, soil and
100 tomato fruits variety cid was performed to determine Aerobic
Mesophiles, Total Coliforms and Fecal Coliforms. The methodology
used were those according to the Official Mexican Standards NOM-
109-SSA1-1994, NOM-110-SSA1-1994, NOM-092-SSA1-1994,
NOM-113-S5A1-1994, and the Regulations of the National French
Organization for Standardization (AFNOR) NF V08-60, and
NOM-093-SSA1-1994, which establish the allowable limits for the
study microorganisms. The results showed a zero level of pollution
in water and soil samples. For fruits, levels of Acrobic Mesophilic
were within the maximum limits permitted by the standards. The
municipality of Texcaltitlan showed the highest average for these mi-
croorganisms (10083.80 CFU/mL). Huixquilucan showed 2266.84
CFU/mL for Total Coliforms. For Fecal Coliforms, municipalities
of Coatepec and Texcaltitlan exceeded the allowed limit.

Keywords: Vegetable; Pathogen; Aerobic Mesophilic; Total and
Fecal Coliforms.
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INTRODUCCION

Actualmente, la produccion y consumo de hortalizas ha to-
mado una gran importancia debido a que forman parte de la
dieta del ser humano por su fécil acceso y gran disponibilidad.
Uno de los factores de aceptacién de los productos hortico-
las es su condicién de inocuidad como indice de calidad, que
puede abrir nuevos mercados. Por tal razén, en la produccion
y comercializacién del tomate (Solanum lycopersicum L.) se de-
ben considerar medidas preventivas de inocuidad. Esto se debe
a que su ingesta en forma cruda puede verse afectada por la
presencia de microorganismos patégenos tales como: Esche-
richia coli, Listeria monocytogenes'y Salmonella enterica serovar
Montevideo (Escartin, 2000; Iturriaga et al., 2007). Dichas es-
pecies se han asociado con muiltiples brotes de enfermedades
gastrointestinales, siendo el principal agente causal Sa/monella
spp. En Estados Unidos se han reportado brotes de enferme-
dades causados por esta bacteria por consumo de germinados
(Mahon et al., 1997), tomate (Cummings et al., 2001), rebana-
das de sandia (Blostein, 1993) y de melén Cucumis melo (Ries
et al., 1990), y por consumo de lechuga fresca asociada con
Escherichia coli O157:H7 y Shigella spp (Kapperud et al., 1995).
Es importante resaltar que los patégenos de humanos pueden
alojarse tanto en la parte externa como interna de las frutas y
hortalizas, minimizando la eficiencia de procesos como el lava-
do y la desinfeccion (Bartz y Showalter, 1981; Guo et al., 2001;
Ibarra-Sanchez et al., 2004; Luna et al., 2006).

En junio de 2008, la Agencia de Alimentos y Medicamen-
tos de los Estados Unidos (FDA) lanzé una alerta sanitaria
a productores de tomate sinaloense por un posible brote de
Salmonella (Pérez, 2008). La calidad microbiolégica del fruto
se puede ver afectada por diferentes fuentes de contaminacion,
encontrandose entre estas ¢l agua de riego y los suclos de cul-
tivo contaminados (Iturriaga et al., 2007), malas practicas de
cultivo y recolecciones inadecuadas (Orosco et al., 2008). A la
fecha se desconoce la situacién en la calidad microbiolégica
del tomate que se produce en el Estado de México.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la conta-
minacién de origen microbiolégico del tomate producido bajo
inverndculo en cinco Municipios del Estado de México (Coa-
tepec Harinas, Tonatico, Texcaltitlin, Toluca y Huixquilucan)
mediante la identificacién de Meséfilos Aerobios, Coliformes
Totales y Coliformes Fecales. Esto permitiria identificar po-
sibles riesgos, y aplicar estrategias de prevencién, previo a su
consumo.

MATERIALES Y METODOS

Durante el ciclo Agricola 2013 fue realizado el muestreo
en los municipios de Coatepec Harinas, Tonatico, Texcaltit-
lan, Toluca y Huixquilucan (Tabla 1), debido a que éstas son
las localidades que tienen mayor superficie de siembra en el
Estado.
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Tabla 1. Ubicacion geogréfica de los municipios muestreados.
Table 1. Geographical location of the samplec municipalities.

Municipio Altitud Latitud Longitud
(m.s.n.m.) (N) (0)
Coatepec Harinas 2260 187 48' 08" 99° 42' 56"
Huixquilucan 3500 19°18' 07" 99° 14' 10"
Texcaltitlan 2410 18°51' 04" 99°51' 26"
Toluca 2600 18°59'2" 99° 31' 43"
Tonatico 1650 18° 48' 00” 99° 40" 00”

Los invernaculos tuvieron en promedio una dimensién de
500 m? La variedad que se utiliz6 fue Cid de Harris Morén,
tomate tipo saladette de larga vida de anaquel. Mismos que
presentaron pricticas agricolas similares de acuerdo a lo in-
dicado por Bautista y Alvarado (2005). Se comenzé con el
trasplante de la plintula, la cual en todos los casos se adquiere
de manera externa, seguido del tutoreo (tarea llevada a cabo
mediante hilo rafia) y la poda, que permite eliminar brotes o
chupones para evitar perdida de nutrientes. La fertilizacién
fue hecha a base de fertilizantes nitrogenados aplicados por
medio del riego (fertirrigacion). La cosecha se realizé prin-
cipalmente de manera manual, aunque en ocasiones se utili-
zaron pinzas. El almacenamiento se efectué en cajas plasticas
negras dentro de los invernaculos.

Los muestreos se efectuaron en dos inverndculos por cada
municipio, quienes otorgaron las facilidades para la realizacién
del experimento. De manera aleatoria se colectaron 10 frutos
en cada uno, en forma de zig-zag, procurando cubrir toda la
superficie del inverniculo. El total de las muestras colectadas
fue de 100 frutos de tomate de tamafio homogénco, que pre-
sentaban una coloracién rojiza. Todo el material fue recolec-
tado y transportado de acuerdo a lo indicado por la Norma
Oficial Mexicana NOM-109-5SA1-1994 Bienes y Servicios
“Generalidades para la toma y recoleccion de muestras de
alimentos para su andlisis microbiolégico”. Al mismo tiem-
po, también se tomé una muestra de agua del pozo del cual
se obtuvo el agua para realizar el riego siguiendo las carac-
teristicas indicadas en la Norma NOM-230-SSA1-2002. Se
tomaron 100 mL de cada inverniculo al inicio del muestreo.
Se recolectaron muestras compuestas de suelo de 5 puntos del
inverniculo, tomando las 4 esquinas y el centro a una profun-
didad de 20 cm. El suelo no se desinfectd y no recibié ningin
tratamiento contra bacterias. De un total de 50 submuestras se
formaron 10 compuestas. Los andlisis en su totalidad fueron
procesados en el Laboratorio de Calidad de Productos Agro-
pecuarios perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas de
la Universidad Auténoma del Estado de México.

Para la preparacién de las muestras se utilizé el método mi-
crobiolégico, regido por la Norma Oficial Mexicana NOM-
110-SSA1-1994 Bienes y Servicios. “Preparacién y dilucién
de muestras de alimentos para su anilisis microbiol6gico”.
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El fruto completo fue homogeneizado en una licuadora
marca (Osterizer). Un mL de éste se diluyé en 9 mL de agua
peptonada salina estéril (0,1% peptona + 0,85% NaCl). De
la muestra compuesta de suelo, se tomé 1g y diluyé en 9 mL
de agua destilada estéril. En ambos casos, las muestras fueron
analizadas con las diluciones 10° 10!, 102, Para el caso del
agua, no se realizaron diluciones y se sembr6 de forma directa
en los diferentes medios de cultivo para cada microorganismo.

Conforme a la Norma NOM-092-SSA1-1994 para bacterias
mesofilas aerobias, se utilizé agar para cuenta estindar (marca
BIOXON). Se sembr6 por duplicado cada una de las muestras,
incubdndose por 48 h a 35 + 2 °C. El recuento de UFC/mL se
realiz6 siguiendo los lineamientos de esta misma norma.

El recuento de Coliformes Totales se realizé acorde a la
norma NOM-113-SSA1-1994 y la de Coliformes Fecales de
acuerdo a la norma NF V08-60 (1996) de la Organizacién
Nacional Francesa para la Estandarizacién (AFNOR).

Para ambas determinaciones, se utiliz6 agar rojo violeta bi-
lis lactosa (RVBA-marca BIOXON), sembréndose por dupli-
cado cada una de las muestras ¢ incubdndose a temperaturas
diferentes, para Coliformes Totales a 35 + 2 °C y Coliformes
Fecales a 45 + 2 °C durante 24 h.

Disefio experimental. Para detectar diferencias entre lo-
calidades se utilizé un disefio experimental completamente al
azar. Se realiz6 un anilisis de varianza (p<0,05) para locali-
dades. Al haber diferencias significativas se compararon los
promedios mediante la prueba de DMS (p=0,05). A tal efecto
se utiliz6 el programa Stat Graphics plus 5.0,1999-2000. Los
datos de los microorganismos analizados (Meséfilos Aerobios,
Coliformes Totales y Fecales) se reportaron en UFC/mL, y
se compararon con los Limites Maximos Permisibles (LMP)
establecidos por la Norma Oficial Mexicana NOM-093-
SSA1-1994. Esta norma indica que para Meséfilos acrobios
el LMP debe ser <150000 UFC/mL. La misma no contempla
Coliformes Totales. Sin embargo, en este estudio se considerd
como indicador de calidad. Para Coliformes Fecales, la mues-

tra no debe exceder de 100 UFC/mL.

Tabla 3. Anélisis entre Municipios.
Table 3. Analysis between different municipalities.

Debido a la presencia de Coliformes Fecales, se realiza-
ron pruebas selectivas y diferenciales para aislar E. co/i en agar
MacConkey, y al obtener una cepa pura se realizé la tincién de
Gram (Escartin, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

En las muestras de agua y suelo analizadas la determina-
cién de Meséfilos Aerobios resulté incontable. No se detecta-
ron Coliformes Totales ni Fecales (Tabla 2). Estos resultados
coinciden con lo reportado por Avila et al. (2008). Estos au-
tores determinaron que la cantidad de microorganismos que
pudieran representar riesgos a la salud fueron desde no detec-
tables hasta de muy baja concentracién al realizar un anlisis
del agua con la que eran tratadas frutas y hortalizas.

Tabla 2. Microorganismos Meséfilos Aerdbios, Coliformes Tolales
y Coliformes Fecales presentes en agua y suelo.

Table 2.Aerobic Mesophilic Microcrganisms, Total Celiforms and Fecal
Coliforms in soil and water.

... Meséfilos Aerobios  Coliformes Totales ~ Coliformes Fecales
Municipio

UFC/mL UFC/mL UFC/mL
AGUA SUELO AGUA SUELO AGUA SUELO

Coatepee  INC INC ND ND ND ND
Harinas

Tonatico INC INC ND ND ND ND
Texcalti-  INC INC ND ND ND ND
tlin

Toluca INC INC ND ND ND ND

UFC: Unidades Formadoras de Colonias; INC: Incontable; ND:
No Detectado.

UFC: Units forming microbial colonies; INC: Uncontable; ND: Not de-
tected.

Los datos presentados en la Tabla 3 nos muestran los resul-
tados obtenidos para cada microorganismo.

Localidad
Variable Coatepec Tonatico Texcaltitlin Toluca Huixquilucan Valor-p
Harinas
Meséfilos Aerobios (UFC/mL) 3999,56 b 2603,01 ab 10083,8 ¢ 630,97 a 5131,49b 0,0000
Coliformes Totales (UFC/mL) 285,83 NS 1188,58 NS 1751,32 NS 1616,84 NS 2266,84 NS 0,0992
Coliformes Fecales (UFC/mL) 134,85 NS 52,083 NS 210,142 NS 18,366 NS 58,367 NS 0,5186

UFC: Unidades Formadoras de Colonias; NS: No significativo.
UFC: Units forming microbial colonies; NS: Not significant.
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Dentro del grupo de Meséfilos Aerobios en fruto exis- Para el caso de Coliformes Totales, no hubo diferencias signifi-
tieron diferencias significativas entre localidades. Texcatitlin ~ cativas entre localidades. Sin embargo, Huixquilucan pareci tener
mostré el valor més alto, aunque ninguna de las localidades  mayor presencia de UFC/mL de estos microorganismos, mientras

sobrepasé el LMP <150000 UFC/mL (Fig. 1). que la menor pareci6 corresponder a Coatepec Harinas (Fig. 2).
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LMP: Limite Maximo Permisible; NOM: Norma Oficial Mexicana; UFC: Unidades Formadas de Colonias.
LMP: Maximum Limit Allowed; NOM: Mexican Official Standard; UFC: Amount of units forming microbial colonies.

Fig. 1. Microorganismos Mesdfilos Aerabios para cada municipio.
Fig. 1. Aerobic Mesophilic Microorganisms for each municipality.
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Fig. 2. Coliformes Totales por municipio.
Fig. 2. Total Coliforms by municipality.
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Fig. 3. Coliformes Fecales presentes en las zonas de estudio.
Fig. 3. Fecal ccliforms present in the study areas.

En el andlisis para Coliformes Fecales no hubo diferencias
significativas, pero Texcaltitlin y Coatepec de Harinas pare-
cieron sobrepasar la Normatividad.

Los resultados demostraron la existencia de serios proble-
mas de contaminacién y sobrevivencia microbiana dentro de los
inverndculos estudiados, sugiriendo que la disminucién de los
problemas sanitarios relacionados con los frutos estd en la edu-
cacién de los manipuladores (tutorado, deshoje, corte y poda), y
personal encargado del control sanitario de esta actividad. Esto
es debido a que los trabajadores no utilizan las medidas de con-
trol al momento de corte y no usan guantes, asi como ningtin
tipo de desinfectante, coincidiendo esto con lo mencionado por
Avila et al. (2008). En su estudio sobre la calidad microbiologi-
ca de hortalizas, entre ellas el tomate, sugirieron tomar acciones
correctivas que minimicen los riesgos de contaminacién micro-
biol6gica durante el proceso de produccién, como por ejemplo
la capacitacion a productores y personal.

Mientras que los Meséfilos Aerobios estuvieron dentro
de la Norma, la alta carga microbiana de Coliformes Feca-
les puede considerarse un riesgo para la Salud Publica. Estos
resultados resaltan que el peligro de brotes de enfermedades
se puede minimizar protegiendo los productos horticolas del
contacto con heces fecales provenientes de las mismas manos
de los trabajadores (al no tener la higiene adecuada) y de los
animales domésticos.

Los resultados indicaron la presencia de Coliformes Feca-
les, debido al crecimiento con produccién de gas en el medio

MacConkey. Las células bacterianas pertenecian al grupo de
las Gram negativas, por lo que se cree que esta bacteria podria
ser Escherichia coli. Estos resultados coinciden con lo mencio-
nado por Luna et al. (2012) quienes reportaron a Escherichia
coli como una de las bacterias encontradas con mayor frecuen-
cia en esta misma hortaliza.

Al no encontrar contaminacién microbiolégica en agua y
en suelo las posibles fuentes de contaminacién pueden ser las
malas pricticas de cultivo y recolecciones inadecuadas. Por
ejemplo, la falta de uso de guantes y cubre bocas, desinfeccién
y lavado de manos después de ir al bafio durante el proceso
de produccién. Esto puede ocurrir principalmente durante el
tutorado, poda y recoleccién del fruto, que pudieran diseminar
los contaminantes fecales, o al contacto con las herramientas,
afectando la calidad del producto, como lo mencionan Orosco
et al. (2008).

Finalmente, se recomienda la implementacién de Buenas
Pricticas Agricolas (BPM) aplicando la Norma NOM-EM-
034-FITO-2000, asi como los lineamientos establecidos por
SAGARPA-SENASICA-2008. Entre ellos se contempla ca-
pacitar a los trabajadores, encargados de campo y empacadora
para que reconozcan y eviten actividades que representan un
riesgo de contaminacién. Es necesario contar con instalacio-
nes sanitarias accesibles, limpias, y con los medios adecuados
para el lavado y secado higiénico de las manos (agua, jabén,
desinfectante, papel y depésitos de basura), entre otras activi-
dades, para ver disminuida dicha contaminacién.
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De igual forma es importante que la ingesta del producto
en crudo sea realizada con previa desinfeccion con plata coloi-
dal o hipoclorito de sodio, o bien ingerirlo bajo coccién.

CONCLUSIONES

Debido a la contaminacién de los frutos de tomate por
Coliformes Fecales en los municipios estudiados se sabe de
la presencia de materia fecal, por lo que se recomienda tomar
en cuenta las estrategias higiénico-sanitarias propuestas en el
presente trabajo.

Es necesario detectar las posibles fuentes de contamina-
cién ya que en el agua de riego y suelo no se detect6 la presen-
cia de los mismos.
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Persistencia, internalizacion y translocacion de Escherichia coli O157:H7, O157:H16

y O105ab en plantas y frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.)

Persistence, internalization and translocation of Escherichia coli 0157:H7, 0157:H16 and

0105ab in plants and tomato fruits (Solanum lycopersicum L.)
RESUMEN

La presencia de bacterias patdgenas, como Escherichia coli, afecta la calidad e inocuidad
de las hortalizas que se consumen en fresco y se relaciona con graves problemas de salud.
El objetivo de este trabajo fue determinar si tres cepas diferentes de E. coli tienen la

capacidad de penetrar y permanecer en plantas y frutos de tomate.

Se siguid un disefio experimental completamente al azar, para lo cual se establecio un
cultivo de tomate (variedad “Cid”) en condiciones de invernadero y se evaluaron tres
tratamientos, T1 (E. coli O157:H7), T2 (EcT 0O157:H16), T3 (EcH O105ab) y un testigo
T4, con 100 plantas cada uno y cuatro formas de inoculacion: en el sustrato, en el tallo, en
el peciolo y en el pedinculo. Se realizaron muestreos en etapa vegetativa, floracion,
fructificacion y madurez fisioldgica para cuantificar en placa las UFC/g y saber si las
bacterias lograban moverse y recuperarse en raiz, tallo, flor y fruto. Los grupos
filogenéticos a los que correspondieron las bacterias recuperadas fueron confirmados

mediante pruebas bioquimicas, serotipificacion y PCR.

A los 120 dias, la recuperacion de bacterias en la planta fue del 23% (E. coli O157:H7),
28% (EcT 0157:H16) y 55% (EcH O105ab) con la inoculacion al sustrato, mientras que
con la inoculacién por puncién, la recuperacion fue (en igual orden) del 5%, 3% y 4% a

los 30 dias; del 37%, 35% Yy 30% a los 90 dias; y del 42%, 39% y 13% a los 65 dias. Las
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cepas utilizadas mostraron la capacidad de entrar a la planta de tomate y de permanecer
en ella y transportarse hasta llegar al fruto, sin producir sintomas que indiquen su

presencia.

Palabras clave: Patogeno, Bacteria, Escherichia coli, Calidad.

ABSTRACT

The presence of pathogenic bacteria, such as Escherichia coli affects the quality and safety
of vegetables that are consumed fresh and is associated with serious health problems. The
objective of this study was to determine if three different strains of E. coli can penetrate

and remain in plants and tomato fruits.

A completely randomized experimental design was followed for which a tomato crop
("Cid" variety) was established under greenhouse conditions and three treatments were
evaluated, T1 (E. coli 0157:H7), T2 (EcT 0157:H16), T3 (EcH O105ab) and a T4 control,
with 100 plants each and four forms of inoculation: in the substrate, steam, petiole and the
peduncle. Samples were carried out in vegetative stage, flowering, fruiting and
physiological maturity to quantify in petri dish CFU/g and know if the bacteria managed
to move around and recover in root, stem, flower and fruit. The phylogenetic groups that
corresponded to the bacteria recovered were confirmed by biochemical tests, serotyping

and PCR.

At 120 days the recovery of bacteria in the plant was 23% (E. coli O157:H7), 28% (EcT
0157:H16) and 55% (EcH O105ab) whit inoculation to the substrate while the inoculation
by puncture the recovery was (in the same order) of 5%, 3%, and 4% at 30 days; 37%,

35% and 30% at 90 days; and 42%, 39% and 13% at 65 days. The strains submit the ability
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to enter the tomato plant and to stay in it and transported to the fruit, without producing

that indicate their presence.

Key words: Pathogen, Bacterium, Escherichia coli, Quality

INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas de mayor consumo a nivel
mundial por su alto aporte nutrimental y versatilidad; es rico en vitaminas Ay C y en
flavonoides. Son muy reconocidas sus propiedades antioxidantes y contiene licopeno,
responsable del color rojo caracteristico del fruto. Algunos de estos compuestos se
relacionan con la prevencion de enfermedades como el cancer, la inflamacion del colon y
el sindrome de degeneracion macular, principal causa de ceguera en gente mayor de 65
afios?®,

Por consumirse en fresco, el tomate ha pasado a ser una fuente importante de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)¥. Se han documentado brotes
relacionados con el consumo de productos en fresco, como es el caso de la espinaca, la
lechuga, el tomate, los germinados y los rabanos, contaminados con E. coli O157:H7,
Salmonella Typhimurium y Salmonella Newport!’. La contaminacion se puede dar a lo
largo de la cadena de produccién; se reportan como principales fuentes el uso de agua de
riego contaminada®’, los abonos a base de estiércol no tratado adecuadamente®®, el empleo
de semillas contaminadas y los diferentes vectores, como animales, insectos y seres
humanos®,

Uno de los principales microorganismos reportados causantes de ETA es Escherichia
coli*, que forma parte de la microbiota intestinal de seres humanos, animales de sangre

caliente y aves. Se distinguen dos grupos segun el tipo de infeccion que provocan: uno
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estd constituido por cepas responsables de infecciones extraintestinales (tracto urinario,
sepsis y meningitis); el segundo grupo esta compuesto por cepas patdgenas intestinales,
responsables de un elevado nimero de infecciones gastrointestinales. Dichas infecciones
pueden manifestarse con distinto nivel de gravedad, desde una diarrea leve hasta una
sintomatologia similar a la del colera, que puede desencadenar complicaciones como el
sindrome urémico hemolitico'®®, El consumo de tomate, al igual que el de otras
hortalizas, ha presentado diferentes alertas por la presencia de E. coli 0157:H7%2. Esa cepa
ha mostrado capacidad de mantenerse por tiempo prolongado fuera de su héabitat natural,
adaptandose a condiciones adversas. Algunas investigaciones demuestran que estos
microorganismos tienen la capacidad de internalizarse en el producto, protegiéndose de
los sanitizantes!’. Existe un limitado conocimiento sobre el mecanismo por el cual las
bacterias patdgenas de humanos colonizan y sobreviven en estos productos’. El
conocimiento de las vias de contaminacion y la asociacion entre patégenos transmitidos
por alimentos y tejidos vegetales es importante para intervenir y garantizar la seguridad
de los productos que se consumen en fresco. El objetivo de la presente investigacion fue
evaluar la capacidad de tres cepas diferentes de Escherichia coli para penetrar y

permanecer en plantas y frutos de tomate (Solanum lycopersicum L).



MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizo en el ciclo agricola mayo a septiembre 2015, en condiciones de
invernadero, en el Municipio de Toluca de Lerdo, cuyas coordenadas geograficas
corresponden a 19°17'32" norte, 99°39'14" oeste, con una altitud entre de 2600 y 2625
m.s.n.m.2% 2,

Los analisis fueron procesados en el Laboratorio de Calidad de Productos Agropecuarios
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Autdnoma del Estado
de Meéxico, Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil de México

“Federico Gémez”, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) y Laboratorio

de Serotipificacién, Unidad de Investigacion, Facultad de Medicina (UNAM).

Material vegetal y cepas bacterianas

Se utilizaron plantulas variedad “Cid” tomate tipo saladette, que se obtuvieron en bandejas
de germinacidn, estas fueron trasplantadas en macetas de 35 x 35 cm. Para la siembra se
utilizé una mezcla de sustrato (40% suelo de campo, 40% lombricomposta y 20% tepojal),
esterilizada previamente por medio de un método quimico®. El riego se realizd
diariamente con agua de pozo; las plantas se conservaron en condiciones de invernadero
durante todo el ciclo de produccién. Antes de comenzar los ensayos, se realizaron analisis
microbiologicos de las plantulas, la mezcla de sustrato y el agua de riego (con evaluacion
periddica durante el desarrollo del cultivo) para descartar la presencia de organismos
coliformes termotolerantes y de E. coli.

De las tres cepas utilizadas, dos de ellas fueron de serogrupos desconocidos y se
obtuvieron de cultivos de tomate de la region de Texcaltitlan®® y de espinaca de la zona

de Calimaya (EcH); la tercera fue una cepa del serogrupo O157:H7 (STEC) donada por
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el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil de México “Federico
Goémez”. Las cepas fueron almacenadas en una solucioén agua-glicerol (50:50) a -20 °C.
La eleccion de la cepa del serotipo O157:H7 obedecio a que dicha cepa estuvo relacionada
con diferentes brotes de enfermedades transmitidas por alimentos minimamente
procesados y logra crecer en ambientes no propicios. Las otras dos cepas se eligieron por
haberse recuperado con anterioridad de cultivo de tomate y hortalizas, dando asi
continuidad a un trabajo previo®,

Caracterizacién fenogenotipica

Antes del establecimiento del experimento en invernadero, las bacterias se reactivaron en
caldo soya tripticaseina (CST), se hicieron crecer en medios selectivos agar MacConkey
(DIBICO), eosina azul de metileno (DIBICO) y agar cromogénico E. coli O157:H7
(DIBICO).

Para la confirmacion de la identidad de las cepas bacterianas, se realiz6 una
serotipificacion y PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa). Para la serotipificacion se
sigui6 el método propuesto por Orskov et al.*® y recientemente actualizado por Scheutz et
al.**. Se usaron 181 antisueros somaticos y 56 antiflagelares, que corresponden al esquema
antigénico de E. coli?**’. Para la determinacion del grupo filogenético se realiz6 la PCR
descrita por Clermont et al.**, en funcion de la combinacion de tres marcadores de ADN
(chuA, yjaA vy el fragmento de ADN TspE.4C2), que clasifica a los aislados de E.
coli dentro de uno de los cuatro grupos filogeneéticos establecidos: A, B1, B2y D.

Para determinar la presencia de genes relacionados con cepas diarreogénicas [Escherichia
coli Enterotoxigénica (ETEC): It y st; Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC): stx1
y stx2; Escherichia coli Enteropatogénica (EPEC): bfpA y eaeA], se realizdé la PCR

multiplex descrita por Lopez et al.?®.
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Inoculacién

Para la inoculacion en el sustrato, se emplearon 100 macetas por tratamiento con un
volumen de 300 ml de suspension bacteriana para cada cepa, con un promedio de 2,5 x
10® UFC/ml en agua peptonada bufferada (BPA) 0,1%. La solucion se infiltro en el
sustrato sin salpicar la planta. Este tratamiento (INC1) se realiz6 a los 7 dias después del
trasplante, con el objetivo de observar si las tres cepas podian entrar y transportarse a las
diferentes partes de la planta. A partir de esta inoculacién se monitored durante los 120
dias que duro el cultivo, incluyendo la etapa vegetativa, la floracion, la fructificacion y la
madurez fisiologica.

En otros grupos de plantas, se realiz6 la inoculacion por medio de una puncion en la etapa
vegetativa en el tallo (INC2); en la floracién, en el peciolo (INC3); en la fructificacion, en
el peddnculo (INC4). Eso se hizo con la finalidad de determinar la capacidad de las tres
cepas de E. coli de perdurar en los tejidos internos del tomate, tras su ingreso a través de
algun tipo de herida. Para realizar las punciones, los cultivos se hicieron crecer en agar
MacConkey (DIBICO) y con palillos previamente esterilizados se tom¢ aproximadamente
1,8 x 10° UFC de masa bacteriana (dicho valor se obtuvo mediante recuento en placa).
Toma de muestra

Se colectaron muestras de raiz (R), tallo (T) flor (FI) y fruto (Fr) a los 30, 55, 90 y 120
dias después del trasplante (ddt). Todo el material fue colectado y transportado de acuerdo

con lo indicado por la Norma Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-19943!,

Para la preparacion de las muestras, se utilizo el método microbiologico indicado por la
Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994%. A 10 g de tejido se le adicionaron 90

ml de BPA 0,1% y se homogeneizé en una licuadora marca Osterizer. De la suspension

— ]| ————————



obtenida se tom6 1 ml para hacer siembra directa por duplicado en placas con agar bilis
rojo violeta (BIOXON), las cuales se incubaron a una temperatura de 45 + 2 °C. Después
de 24 h de incubacion, se realizé el recuento de colonias lactosa positivas, las cuales se
estriaron en agar MacConkey (BIOXON), agar cromogénico O157:H7 (DIBICO) y agar
de eosina y azul de metileno (BIOXON). Estas placas se incubaron a 35 °C por 24 + 2 h.
Para confirmar la presencia de E. coli, se tom6 como referencia el crecimiento
caracteristico para cada medio selectivo y diferencial empleado®®*, asi como los
resultados de las pruebas IMVIC (produccién de indol, movilidad, prueba de rojo de
metilo, VVoges-Proskauer y citrato de Simmons), complementadas con produccion de
ureasa y de acido sulfhidrico, y con descarboxilacion de ornitina*®. Dichos andlisis se
realizaron en las cepas antes de la inoculacion y a las colonias recuperadas durante el

experimento.
Disefio experimental

Se sigui6 un disefio experimental completamente al azar, para lo cual se establecié un
cultivo de tomate (variedad “Cid”) en condiciones de invernadero, en el que se
establecieron tres tratamientos, T1 (E. coli O157:H7), T2 (EcT O157:H16), T3 (EcH
0105ab), mas el testigo T4, con 100 plantas por tratamiento. Se emplearon cuatro
diferentes formas de inoculacion: al sustrato, al tallo, al peciolo y al pedunculo. El
muestreo implico la colecta de 20 plantas en cada etapa fenoldgica para cuantificar en
placa las UFC/g, y asi para saber si las bacterias lograban moverse hacia la raiz, el tallo,

la flor y el fruto.

Los resultados fueron evaluados por un ANDEVA bifactorial (p <0,05) para recuento en

raiz, tallo, flor y fruto por cepa, forma de inoculacion e interaccion entre estas variables.
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Frente al hallazgo de diferencias significativas, se aplicé una prueba de Tukey al 5% para
identificar la cepa, la via de inoculacion y la interaccion que llevaron a los mayores

recuentos. Para ello se empleé el programa estadistico SAS (SAS, 2002)%
RESULTADOS
Caracterizacion bioquimica, serotipificacion y PCR

Las pruebas bioquimicas confirmaron la recuperacion de las cepas bacterianas inoculadas

durante todas las etapas fenoldgicas (Anexo 1).

La serotipificacion agrup6 a las cepas bacterianas en O157:H7, O157:H16 (EcT) y

0105ab (EcH), todas flagelares.

Las reacciones de PCR para identificar los grupos filogenéticos amplificaron bandas de
279, 211 y 152 pb, lo que clasifico a las cepas O157:H7 y EcT (0157:H16) en el grupo
filogenético D, perteneciente a las cepas diarreogénicas, mientras que la cepa EcH
(0105ab) se ubico en el grupo A, de las no diarreogénicas. Con la PCR multiplex se
observaron bandas de 150 pb (stx 1), 255 pb (stx 2) y 384 pb (eaeA), de acuerdo con lo

esperado para las cepas O157:H7.

Estos analisis fenogenotipicos tuvieron la finalidad de confirmar que las bacterias
recuperadas eran las mismas que las inoculadas.

No se encontraron microorganismos coliformes termotolerantes ni E. coli en las plantulas
de tomate ni en el sustrato antes del experimento, tampoco en el agua de riego durante

todo el desarrollo del cultivo.



Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) para todas las variables analizadas:
cepa, metodo de inoculacion e interaccion. Por eso se aplicd la prueba de comparacion
multiple de medias, de acuerdo con el criterio de Tukey.

De las cuatro formas de inoculacién evaluadas, la que llevd a la mayor tasa de
recuperacion fue la realizada en el sustrato, donde los valores mas elevados se registraron
en Ry T. Para las punciones, en cambio, las tasas de recuperacion mas altas se observaron
cuando el indculo se aplico en el peciolo y en el pedunculo. (Tabla 1).

Las tres cepas de E. coli inoculadas se recuperaron durante todo el ciclo, con diferencias
segun el 6rgano de la planta inoculado (Tabla 2). Para el grupo testigo, en todos los casos
no existio presencia de bacterias.

Persistencia y recuento de E. coli a partir de la inoculacién en el sustrato

La inoculacién de E. coli O157:H7 en el sustrato permitio la recuperacion de dicha cepa
de R, T, Fly Fr, y la respuesta fue similar en cada etapa fenoldgica (vegetativa, floracion,
fructificacion y madurez fisiologica). Se observo una disminucion de las UFC recuperadas
con respecto a la cantidad inoculada en el sustrato. Las bacterias permanecieron
detectables y cultivables sin necesitar enriquecimiento hasta el ultimo muestreo. E. coli
0157:H7 logro permanecer en los diferentes tejidos de la planta hasta 120 dias, con una
disminucion de la densidad a lo largo del ciclo.

La cepa ECT se recuperd de Ry T a los 30 ddt; sin embargo, a los 55 ddt se observé un
notorio incremento y se recupero de R, T y Fl, a ello siguié un decremento hacia los 90
ddt. En las determinaciones subsiguientes se recuperaron de Fl y Fr; a los 120 ddt existio
recuperacion de Fr, lo que demuestra que la bacteria inoculada al sustrato logro

internalizar y permanecer en la planta y en el fruto.
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La cepa EcH, aparentemente, se movilizé y mostré un incremento a los 55 ddt. Por otro

lado, a los 90 ddt se registré un decremento de la poblacién bacteriana.

Persistencia y recuento de E. coli a partir de la inoculacién por puncion en el tallo
Con las tres cepas de E. coli inoculadas al tallo se observo en la parte aérea de la planta
mayor poblacion en la etapa vegetativa y menor en cosecha. De forma contraria, en la R
hubo mayor carga bacteriana en cosecha. Cuando las cepas fueron inoculadas durante la
etapa vegetativa, permanecieron en mayor cantidad en el tejido inoculado, y por las UFC
recuperadas se puede observar que el movimiento fue basipeto y acrépeto, con una
sobrevivencia de 90 dias.

Persistencia y recuento de E. coli a partir de la inoculacién por puncién en el peciolo
Se detectd incremento en el numero de E. coli O157:H7 en Fl y Fr,no asien Ty R.
Asimismo, existié mayor recuperacion de EcT en flores. La poblacion bacteriana se redujo
en Fry T, mientras que en R y Fl los valores fueron diversos.

Se notd una menor recuperacion de EcH (E. O105ab) en FI, Ry T. De las tres cepas existio
mayor recuperacion de colonias en FI, mientras que para Fr los valores fueron similares

entre etapas fenoldgicas.
Persistencia y recuento de E. coli a partir de inoculacién por puncion en pedunculo

De la etapa de fructificacion a cosecha, los recuentos de E. coli O157:H7 se incrementaron
en Fl y Fr, mientras que en Ry T disminuyeron. La mayor recuperacion de UFC se obtuvo
del T. La recuperacion de EcT de una etapa a otra disminuyé en R, T y Fr. Unicamente en
FI existid poco incremento, mientras que la mayor recuperacion se obtuvo del T. En
relacion con las plantas inoculadas con EcH, se not6 una disminucion en la recuperacion

de la bacteriaen R, T y Fr; solo en FI se mantuvo la cantidad de UFC recuperadas.
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Respuesta de cepas por método de inoculacion

En la etapa vegetativa del tomate, fue la inoculacién al sustrato con la cepa O157:H7 la
que llevo a la mayor recuperacion de UFC, mientras que fue la inoculacion por medio de
puncion en el tallo con las cepas de los serotipos O105ab y O157:H7 las que llevaron a
los recuentos mas altos en Ry T, respectivamente (Tabla 3).

Para el muestreo realizado en la etapa de floracion, la cepa que se recuperd en mayor
namero con la inoculacion al sustrato y por puncion en el tallo fue la O105ab y de la R,
mientras que del T y la Fl, fue la cepa O157:H16. Con la inoculacién por puncién en el
peciolo, el serotipo con mayor recuperacion en la R fue el 0157:H7, yenel Ty la Fl fue

el O157:H16 (Tabla 3).

Hacia el muestreo realizado a los 90 dias, con la inoculacion al sustrato la mayor
recuperacion de UFC a partir de R 'y T se obtuvo con la cepa O105ab, en Fl con la cepa
0157:H16 y en Fr con la cepa O157:H7. Por otra parte, tras la inoculacion por puncion al
tallo, la cepa O105ab fue la que se recuperé en mayor nimero en la R, mientras que la
0157:H16 arrojo los recuentos mas altos en las demas partes de la planta. La cepa que se
asocio con recuentos mas altos en R, T y Fr en la inoculacion al peciolo fue la 0157:H7,
mientras que, en la FI, el valor mas alto fue para la cepa O105ab. Cuando la inoculacion
se hizo por puncidn en el peddnculo, la cepa O157:H7 tuvo mayor recuperacion en R, Fl

y Fr; y en el T tuvo mayor recuperacion la O105ab (Tabla 3).

Hacia los 120 dias, los recuentos més altos en Ry T correspondieron a la cepa O105ab,
mientras que los més altos en Fl y Fr fueron los de la O157:H7. Tras la inoculacion al
tallo, en R el valor de UFC mas marcado lo mostré la cepa O105ab, peroen T, Fl y Fr la

0157:H16. Con la inoculacion al peciolo, la cepa que arrojo recuentos mayores fue la
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0157:H7. Con la inoculacién al peddnculo, la cepa hallada en mayor nimero en R fue la

0157:H16, en T fue la O105ab y en Fl y Fr fue la O157:H7 (Tabla 3).
DISCUSION

La recuperacion de las tres cepas de E. coli indica la capacidad de estas para ingresar,
permanecer y moverse a través de los 6rganos de la planta y sobrevivir a lo largo de las
etapas fenoldgicas del cultivo. Como factible punto de entrada de esta bacteria en las
plantas se identifica a la raiz, que es la principal via de absorcion de alimentos y agua®.
Existen reportes que sefialan que, en las raices las bacterias enteropatdgenas pueden tener
mayor acceso a los nutrientes que en otros sitios, puesto que las uniones de la raiz son
sitios que liberan exudados y absorben nutrientes, lo que las convierte en puertas de
entrada para que las bacterias inicien el proceso de internalizacién®. Otros trabajos
sefialan que el ingreso de estas bacterias a la planta puede obedecer a la presencia de
heridas?® o a procesos de endobiosis®>10%,

Los resultados del presente estudio muestran que E. coli logré sobrevivir en el sustrato y
entrar a la planta. A través del interior de esta y en las diferentes etapas fenoldgicas pudo
transportarse hasta llegar al fruto. Se ha informado que la transmision de E. coli O157:H7
puede ocurrir por suelo contaminado con estiércol (fertilizante) y a través del agua de
irrigacion en plantas de lechuga®*. Ademas, algunos autores resaltan que la carga
microbiana presente en un vegetal depende de la probabilidad de que el producto esté en
contacto con la fuente de contaminacion durante el cultivo: suelo, fertilizantes organicos
y agua de irrigacion®'’.

Uno de los factores que pueden afectar la persistencia en el suelo de bacterias

enteropatdgenas, como es el caso de E. coli O157:H7, es la presencia de carbono, es decir,
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al existir baja concentracion de este y presencia de microbiota natural, la bacteria puede
presentar alta mortalidad*’.

Las bacterias presentaron similar comportamiento al ser inoculadas por puncién en el
vegetal o agregadas al sustrato: en ambos casos se movieron en el interior de la planta. La
cepa de E. coli que se recuperé en mas alto nimero fue la aislada de cultivo de tomate
(EcT), que corresponde al serotipo O157:H16. Esto se relaciona con la adaptacion al
tomate que pudo haber desarrollado con anterioridad, al estar ya presente en este
cultivo?”33, Estos resultados muestran que E. coli tiene la capacidad de persistir en el tejido
interno de las plantas de tomate, donde la mayor recuperacion se obtuvo en la inoculacion
realizada en la etapa vegetativa y en la floracion. Esto nos indica que en las primeras
etapas fenoldgicas del cultivo existe mayor posibilidad de contaminacion. Este resultado
coincide con lo reportado en hojas de espinaca de 3 semanas, que fueron mas susceptibles
de ser colonizadas por E. coli 0157:H7 en comparacion con las hojas de 5 semanas®’. En
contraste, también se han informado similares tamafios de poblacion de bacterias
patdgenas en tejido joven de lechuga y en tejidos ya cortados®. Esto resalta que la
supervivencia de la bacteria depende de la condicion fisiologica en cada etapa fenoldgica,

asi como del érgano de la planta donde persiste.

Las tres cepas inoculadas de diferentes formas presentaron la capacidad de moverse en
toda la planta de forma ascendente por el xilema y descendente por el floema, sin mostrar
ningdn tipo de respuesta o sintoma. Otros autores, sin embargo, demostraron que las
enterobacterias pueden activar el sistema inmunitario activando la respuesta en el tejido
de plantas de Arabidopsis thaliana, las que presentaron clorosis y marchitez*?. Asimismo,

algunos estudios sefialan que estas bacterias pueden inducir respuesta de defensa de la
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planta e incluso tienen la capacidad de suprimirla®®. Por otra parte, en este estudio las
plantas de tomate no reconocieron a la bacteria patégena para humanos O157:H7 como
peligrosa para ellas y no iniciaron ninguna respuesta de defensa?.

Resultados similares fueron obtenidos en un estudio realizado sobre calidad y seguridad
microbioldgica de productos consumidos en fresco, donde encontraron que la segregacion
de enzimas por microorganismos endofitos como pectinasas, celulasas y proteasas
favorecen la disponibilidad de nutrientes y propician el desarrollo de poblaciones
microbianas*’. Esto nos habla de la adaptacion al medio que ha desarrollado E. coli por
un proceso conocido como quorum sensing (QS), donde la exposicion a condiciones de
estrés permite a las bacterias sobrevivir bajo estas condiciones, e incluso mejorar su
tolerancia®. Este comportamiento es destacado en una investigacion en la que se
observaron diferencias entre cepas de E. coli recuperadas de diversos cultivos y otras de
origen intestinal (de mamiferos): las primeras utilizaron en mayor grado glucosa y
azlcares derivados de la planta, por lo que se asume que podrian adaptarse a las
condiciones que le pueden brindar los vegetales®. Otros estudios sefialan que diferentes
especies de enterobacterias pueden encontrar el ambiente adecuado al estar en contacto
con el fruto y asi poder sobrevivir en este ambiente3 43,

Conocer el comportamiento de E. coli y los procesos involucrados en su internalizaciéon y
supervivencia en plantas cuyas partes comestibles se consumen en fresco es de gran
importancia, ya que los desinfectantes solo previenen la contaminacion superficial y no
tienen acceso a tejidos internos:®#4, Esto representa un riesgo latente para el consumidor,

si desde etapas tempranas el cultivo se contamina.
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A través del presente estudio se aporta informacion relevante vinculada con la adaptacion,
la persistencia y la sobrevivencia de un importante patdgeno en plantas de tomate, y queda
en evidencia lo importante que es prevenir la contaminacion de los cultivos por bacterias

enteropatdgenas.

Conclusiones

Tres cepas de E. coli (O157:H7, O157:H16 y O105ab) presentaron la capacidad de
penetrar en plantas y frutos de tomate y lograron permanecer durante el desarrollo del
cultivo hasta 120 dias. En todos los casos, se pudieron transportar a las diferentes partes
de la planta hasta llegar al fruto sin mostrar ningin sintoma que pudiera advertir de su
presencia. La persistencia dependio de la etapa fenologica en que se hizo la inoculacién,
asi como del serotipo al que pertenecian las cepas. E. coli en contacto con plantas de
tomate representa un peligro latente, ya que, al presentar la capacidad de internalizar y

llegar al fruto, limita la accion de los métodos de desinfeccion utilizados normalmente.
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TABLAS

Tabla 1. Recuento de Escherichia coli en distintas etapas del cultivo de tomate

ETAPA VEGETATIVA (30 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFC/g)
INC1 639,30a 197,51a
INC2 15,95b 156,61b
ETAPA FLORACION (55 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFC/g)  FLOR (UFC/g)

INC1 1183,48a 483,86 a 49,90b
INC2 41,66b 56,13c 29,63c
INC3 12,06¢ 81,01b 123,40a

ETAPA FRUCTIFICACION (90 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFC/g) FLOR (UFC/g)  FRUTO (UFC/g)

INC1 888,51a 184,13a 42,91b 14,53b
INC2 30,31b 56,61b 22,58¢ 18,31a
INC3 24,31c 52,23c 87,35a 11,90c
INC4 13,36d 23,16d 3,55d 6,65d

ETAPA MADUREZ FISIOLOGICA (120 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFClg) FLOR (UFClg)  FRUTO (UFCg)

INC1 700,01a 146,83a 35,66b 10,60b
INC2 31,63b 43,95¢ 18,416¢ 10,166b
INC3 9,567c 105,25b 60,15a 20,90a
INC4 9,28c 15,31d 4,81d 2,01c

Medias seguidas de las mismas letras sefialan ausencia de diferencias significativas por
test de Tukey (p< 0,05).inc1: inoculacidn al sustrato; inc2: inoculacion por puncion al tallo;
INnc3: inoculacion por puncion al peciolo; inca: inoculacion por puncion al peddnculo.

dat: dias despues del trasplante.
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Tabla 2. Recuento de tres cepas de Escherichia coli en distintas etapas del cultivo de

tomate. Datos por cepa.

ETAPA VEGETATIVA (30 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFC/g)

C1 303,07a 152,98 a
C2 103,95b 57,575b
C3 84,41c 55,03c

ETAPA FLORACION (55 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFC/g) FLOR (UFC/g)

C1 270,35b 149,11b 32,06b
C2 257,56¢C 197,37a 95,17a
C3 400,00a 119,27c 24,96¢

ETAPA FRUCTIFICACION (90 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFC/g) FLOR (UFC/g) FRUTO (UFCI/g)

C1 213,85b 62,28¢c 38,60b 17,35a
C2 187,85c 75,01b 63,11a 15,12b
C3 315,68a 99,81a 15,58¢c 6,07c

ETAPA MADUREZ FISIOLOGICA (120 ddt)
RAIZ (UFC/g) TALLO (UFC/g) FLOR (UFC/g) FRUTO (UFC/g)

C1 136,225b 61,6750c 40,3625a 19,7750a
C2 136,963b 84,6375b 39,3625a 8,5250b
C3 289,688a 87,20a 9,5625h 4,4625¢C

Medias seguidas de las mismas letras sefialan ausencia de diferencias significativas por
test de Tukey (p< 0,05).c1: E. coli O157:H7, c2: E. coli O157:H16, cs: E. coli 0105ab, gat:

dias después del trasplante.
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Tabla 3. ANDEVA multifactorial (X+SD) de los recuentos de Escherichia coli en

diferentes estados fenoldgicos y distintas partes de la planta (cepa x metodo de

inoculacion).

ETAPA VEGETATIVA (30 ddt)

INOCULACION CEPA RAIZ TALLO
(X = SD) (X£ SD)
11 Cl  1200,30+74,26  512,35+17,88
11 C2  400,40+30,41 50,30+5,91
11 C3  317,20+5.58 29,90+4,36
12 C1 12+1,97 99,60+6,62
12 C2 15,40+2,32 180+4,29
12 C3 20,45+2,21 190,25+2,63
ETAPA FLORACION (55 ddt)
INOCULACION CEPA  RAIZ (UFC) TALLO FLOR
(X+ SD) (X+ SD) (X+ SD)
11 C1 1050,35+34,66  450,45+24,09 30,40+5,11
11 C2 1000,2+12,28  600,25+14,28 100,45+6,77
11 C3 1499,90+21,49  400,9+6,80 18,85+1,98
12 C1 15,00+2,63 48+4,11 19,95+2,16
12 C2 19,9+5,05 90,25+3,89 49,95+2,99
12 C3 90,10+3,80 30,15+3,13 19+1,89
13 C1 16,05+2,28 98+4,38 77,90+3,58
13 C2 10,15+1.95 99+4,06 230,30+3,70
13 C3 102,51 46,05+2,66 62+2,97
ETAPA FRUCTIFICACION (90 ddt)
INOCULACION CEPA RAIZ (UFC) TALLO FLOR FRUTO
(X+ SD) (X+ SD) (X+ SD) (X£ SD)
11 Cl  763,70#15,14  122,25+7,93 25,35+4,14  20,6045,73
11 C2 700,25+ 9,59 150,05+9,63 88+4,95 15+2,55
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11 C3  1201,6+32,98  280,18,58 15,40+2,01  8+3,35
12 Cl  27,80+2,48 29,803,69 121,86  16,95+2,64
12 c2 23+2,75 80+2,79 40.05+3,39  28.05+3,17
12 C3  40,15%3,48 60,05+2,89 15,70+3,32  9,95+1,63
13 Cl  47,90+2.61 77,90+4,22  111,05+4,29 19,85+2,13
13 C2  16,05+1,76 46,80+1,79 12243,02  13,4042,32
13 Cc3 9+1,58 32+3,22 20+2,9  2,45+2,62
14 c1 16+2,27 19+2,58 622,29 124341
14 c2 12,1+1,99 23,243,17 2,4+2,13  4,05+1,84
14 Cc3 124322 27,1%4,72 225+1,25  3,90+2,29

MADUREZ FISIOLOGICA (120 ddt)
INOCULACION CEPA RAIZ (UFC) TALLO FLOR FRUTO
(X+ SD) (X+ SD) (XtSD) (Xt SD)

11 Cl  500,05+56,50  50,45+5,37 21,95+4,26  14,95+2,58
11 C2  500+43,92 120,05+6,93  75,05+7,04 11,852,309
11 C3  1100+46,33 270+13,21 10£3,56  5,0+1,97
12 Cc1 21,8+4,50 17,142,42 7,30¢1,30  10%2,22
12 C2  30,05+3,39 74,55+3,83 34,95+3,39 122,29
12 C3  43,05%4,11 40,20+4,66 13+1,80  8,50+2,16
13 c1 13+3,19 167,15+9,68 122+43,85  50,10%3,91
13 c2 7,70%1,92 129,90+5,56  45,15+3,52  10,25+2,84
13 Cc3 8+1,97 18,7042,57 13,3042,53  2,35+2,27
14 Cl  10,05:2,52 1242,73 10,20+2,37  4,05+2,43
14 C2  10,10%3,21 14,05+3,03 2,30+1,38 0
14 Cc3 7,702,81 19,9043, 74 1,95+1,27 241,45

i1: inoculacion al sustrato; 2, 13 € 14 puncion al tallo, al peciolo y al pedunculo,

respectivamente., qat: dias después del trasplante.
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Anexo

1. Pruebas Bioguimicas utilizadas para la identificacion de Escherichia coli reactividad

IMViC*,
Bacteria Reaccion
| M O VP Rm CS U H,SO3 TSI
E. coli O157:H7 + + + - + - - - A/A
E. coli Tomate + + + - + - - - A/A
E coli Hortaliza + + + - + - - - A/A
" Indol, MMovilidad, ©Ornitina, ""Rojo de metilo, “Citrato Simons, YUrea,

H2S03produccion de acido sulfhidrico, ™'Triple azucar hierro.



ARTICULO I11. Movilidad y sobrevivencia de Salmonella serovar Enteritidis en

plantas de tomate (Solanum Lycopersicum L.).

Del estudio de la informacidn obtenida de este apartado, se realizd un articulo cientifico
que fue enviado a la Revista Salud Publica de Meéxico del Instituto Nacional de Salud
Publica, México el cual se encuentra en revision. Dicha revista se encuentra indexada en
JCR; Abstracts on Hygiene and Communicable Diseases; Bibliomex Salud; Biological
Abstracts; Current Contents; Social and Behavioral Sciences; Dairy Science Abstracts;
Directory of Open Access Journals (DOAJ); EMBASE; Excerpta Medica/Global Health;
CAB Abstracts ; Index Medicus; indice de Revistas de Educacion Superior e Investigacion
Educativa (IRESIE); indice de Revistas Mexicanas de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica del Conacyt; indice Médico Espafiol; Latindex; MedicLatina; Periddica;
RedALyC; Research Alert; SCIELO Citation Index; Scientific Electronic Library Online
(SciELO); Scopus; Social Sciences Citation Index y en los sistemas en linea Medline,

Lilacs y Artemisa. Con ISSN: 1606-7916.
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Resumen

Obijetivo. Se determind la movilidad y sobrevivencia de Salmonella Enteritidis en plantas
de tomate desarrolladas en condiciones de invernadero. Materiales y métodos. Se utilizo
un disefio experimental completamente al azar e inoculo la bacteria al sustrato al momento
del trasplante y punciones al tallo, peciolo y pedunculo en las etapas vegetativa, floracion
y fructificacion. La sobrevivencia fue evaluada con monitoreos durante el ciclo de
produccién; la movilidad se evalud en los érganos de la planta separados al punto de
inoculacion. Resultados. S. Enteritidis, sobrevivid los 120 dias tanto en el punto inoculado
como en los otros 6rganos del tomate, su recuperacion indico la capacidad de la bacteria
para moverse en el interior de la planta. Conclusion. Salmonella presento la capacidad de
moverse al interior de la planta de tomate, por lo que el consumo de sus frutos implica

riesgos a la salud.

Palabras clave: Salmonella; salmonelosis; alimentos; inoculacion.



Abstract
Obijective. We determined mobility and survival of Salmonella Enteritidis in tomato plants
in greenhouse conditions. Materials and methods. The pathogen was inoculated to the
substrate at the time of the transplant and punctures to the stem, petiole and peduncle in
the vegetative stages, flowering and fruiting. Survival was evaluated with monitors during
the production cycle; mobility was evaluated in the organs of the plant separated at the
point of inoculation. Results. S. Enteritidis survived the 120 days both the inoculated point
and other organs of tomato his recovery indicated the ability of the bacterium to move the
plant inside. Conclusions. Salmonella presented the ability to move to the interior of the

tomato plant, so the consumption of its fruit Involves health risks.

Keywords: Salmonella; salmonellosis; food; inoculation.



Introduccion

A nivel mundial se ha incrementado el consumo de frutas y hortalizas, accion motivada
principalmente por la creciente preocupacion de implementar una dieta méas equilibrada,
con menor proporcion de carbohidratos, grasas y aceites con la basqueda de mayor
participacion de la fibra dietética, vitaminas y minerales. Cada dia se incrementa la
tendencia a consumir productos frescos, sanos y lo méas parecido a su forma original?. Al
mismo tiempo se ha notado el incremento de enfermedades transmitidas por alimentos y
se han visto afectados productos como frutas y hortalizas cuyo consumo es directo, por la
presencia de microorganismos patdégenos de humanos, uno de los principales agentes
causales es Salmonella®, que ha repercutido en enfermedades diarreicas, si bien la mayoria
de los casos de salmonelosis son leves, es considerado el principal agente causal de brotes
alimentarios. En ocasiones la enfermedad puede ser mortal, esto va a depender de los
factores propios del huésped y del serotipo™. La salmonelosis transmitida por alimentos
es una de las principales preocupaciones de salud publica a nivel mundial®®. En Estados
Unidos esta clasificado como uno de los patdgenos alimentarios mas gravoso °.

El vinculo entre la salmonelosis y los alimentos de origen animal es bien conocido y ha
sido objeto de multiples estudios. Aunque la incidencia de enfermedades relacionadas con
el consumo de carnes ha disminuido en Gltimos afios, la tasa de brotes de salmonelosis se
ha mantenido por el incremento del riesgo de fuentes no tradicionales del patégeno. Estas
incluyen alimentos minimamente procesados como frutas, hortalizas y condimentos®"2°,
En los dltimos afios, diversos productos mexicanos han sido asociados a brotes
epidemioldgicos por el consumo de hortalizas frescas en el mercado estadounidense, lo

que ha afectado la competitividad y posicionamiento®®; tal es el caso de mango en el 2012;
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cilantro en el 2015 y 2016; pepino en el 2015 y papaya en el 2011 y 2017 los cuales han
sido alertas de brotes sanitarios*™'2, Las principales vias de contaminacion detectadas son
las malas préacticas agricolas como el uso de estiércol de animales con tratamientos
inadecuados, el riego con agua de mala calidad microbioldgica durante toda la cadena
productiva, presencia de animales domésticos dentro de parcelas y el contacto con
manipuladores primarios y secundarios**#1%, Existen investigaciones que reportan
bacterias peligrosas para el hombre pueden encontrar los nutrientes necesarios en frutas y
hortalizas'®'” y su acidez no afectar la sobrevivencia de enteropatogenos por lo que
adquieren el potencial de sobrevivencia y contaminacion microbiana 819,

Salmonella es un género de bacilos Gram-negativos que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, se han identificado mas de 2,500 serotipos diferentes en dos especies:
Salmonella Bongori y Samonella Entérica, ésta es una bacteria resistente que puede
sobrevivir durante varias semanas en ambientes secos y varios meses en agua®’. Los dos
serotipos mas importantes de Salmonella transmitida a seres humanos, en la mayor parte
del mundo son Salmonella enterica serotipo Enteriditis y Salmonella

enterica serotipo Typhimurium?®.

Los grandes brotes por patdgenos, como Salmonella, suelen atraer la atencion de los
medios informativos, entre el 60 y el 80% de los casos de salmonelosis no se registran
como parte de un brote conocido y se clasifican como casos esporadicos, 0 ni siquiera se
diagnostican. Se estima que cada afio Salmonella spp. causa un millén de enfermedades
transmitidas por alimentos en los Estados Unidos, con 19,000 hospitalizaciones y 380
muertes®. La mayoria de las personas infectadas con Salmonella desarrollan diarrea, fiebre

y calambres abdominales de 12 a 72 horas después de la infeccion. La enfermedad
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generalmente dura de 4 a 7 dias. En algunas personas la diarrea puede ser tan grave que
el paciente necesita ser hospitalizado o incluso puede ocasionar la muerte®. Se ha
identificado que los grupos mas vulnerables son los nifios, adultos mayores y pacientes
con enfermedad severa o inmunocomprometidos®.

En México para el 2016 se reportaron 4 476 041 casos de infecciones intestinales®*??, sin
embargo, no se cuenta con estadisticas nacionales especificas de infecciones por
Salmonella. Con frecuencia el médico hace un diagnostico basandose en el cuadro clinico,
sin contar con los estudios microbioldgicos necesarios para establecer un diagnostico
certero®. El ultimo de los casos reportados para México fue en papaya maradol que se
exporto a 23 estados de Estados Unidos, con un total de 220 personas infectadas de las
cuales 144 casos fueron por cepas de Salmonella Thompson con 144 casos, Salmonella
Kiambu 54, Salmonella Agona 12, Salmonella Gaminara 7 y Salmonella Senftenberg con
3 brotes*?. Esto repercuti6 en una alerta sanitaria y el retiro del producto del mercado® 2.
A pesar de la magnitud del problema, se conoce poco de los mecanismos que permiten a
Salmonella persistir fuera de los reservorios animales y existen pocos estudios sobre la
transmision de éste patogeno a lo largo de toda la cadena alimenticia?*, por lo mismo la
legislacion en relacion con la inocuidad alimentaria establece medidas de control o
tolerancia basados en informacion epidemioldgica obtenida de estudios transversales?2,
Por lo anteriormente descrito, el objetivo de la presente investigacion fue determinar el
movimiento, sobrevivencia y recuperacion de Salmonella Enteritidis en plantas y frutos

de tomate.



Materiales y Métodos
El presente trabajo se realizo durante el periodo primavera-verano 2015 en Toluca, Estado
de México. En invernadero se cultivaron plantulas de tomate de crecimiento
indeterminado tipo saladette variedad Cid® de la empresa harris moran, éstas fueron
trasplantadas en bolsas de polietileno de 35X35 cm. Para la siembra se empled una mezcla
de sustrato con suelo de campo 40%, lombricomposta 40% y tepojal 20%, previamente
esterilizado por medio de un método quimico®. Previo al transplante se realizaron analisis
microbioldgicos a los materiales empleados: a la plantula, al sustrato y el agua de riego, a
ésta Ultima durante todo el periodo que duro el experimento, para descartar la presencia
de organismos Coliformes Fecales (CF) y Salmonella.
Los analisis fueron procesados en el Laboratorio de Calidad de Productos Agropecuarios
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad Auténoma del Estado
de México y en el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil de
Meéxico “Federico Gomez” Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
El patdgeno empleado para inocular fue Salmonella entérica serovar Enteritidis, donada
por el Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana Hospital Infantil de México “Federico
Goémez”. La bacteria se reactivd en Caldo Soya Tripticaseina (DIBICO) se observé su
crecimiento en Agar MacConkey (DIBICO), Agar Base Sangre (BD BIOXON), Agar
Salmonella Shigella (BD BIOXON), Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (DIBICO) y se
realizd la prueba de tincion de Gram. De las cajas con crecimiento bacteriano se prepard
el inoculo con Agua Peptonada Amortiguada (APA) 0.1 %, con pH de 7.0.
Se siguid un disefio experimental completamente al azar, para lo cual se establecio un
cultivo de tomate (variedad “Cid”) en condiciones de invernadero, en el que se evaluaron

las cuatro formas de inoculacion T1 (inoculacion al sustrato), T2 (puncién al tallo), T3
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(puncion en el peciolo), T4(puncion al peddnculo) y el grupo testigo T5, con un total de
280 plantas.

Las plantulas y el sustrato fueron inoculadas durante las 2 primeras horas después de
haber preparada la solucion. La inoculacion al sustrato se realizd 7 dias después del
transplante (ddt) con 300 mL de suspension bacteriana la cual se infiltro sin salpicar la
planta, para esta forma de inoculacion se conté con un grupo de 100 plantas y el testigo.
La inoculacion por puncion se realizo a 180 plantas con palillos previamente esterilizados
de las placas Petri, se tom0 y coloco masa bacteriana en las diferentes etapas fenologicas:
en etapa vegetativa en el tallo, en floracion en el peciolo y en etapa de fructificacion en el
pedunculo. El muestreo se realizé a los 30, 55, 90 y 120 (ddt), con la colecta de 20 plantas
en cada etapa fenoldgica para cuantificar en placa por duplicado las UFC/g éste se hizo
de raiz, tallo, flor y fruto de acuerdo con la existencia de muestra por etapa fenoldgica del
cultivo; para conocer si a partir del punto de inoculacion la bacteria lograba moverse a los
demas érganos no inoculados.

Todo el material fue colectado y transportado de acuerdo con lo indicado por la Norma
Oficial Mexicana NOM-109-SSA1-1994%, para la preparacion de las muestras se utilizo
el método microbioldgico indicado por la Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-
1994% se empled un método destructivo, el conteo de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) se realizé en placas con RVBA (BIOXON) e incubaron a una temperatura de 45 +
2°C; transcurridas las 24h se procedio a realizar el conteo. La deteccion de Salmonella en
plantas y frutos de tomate se realizé de acuerdo con la Norma Oficial NOM-114-SSA1-
1994%". Las etapas fueron: preenrequecimiento en APA 0.1% para restaurar las células de
Salmonella a una condicion fisiologica estable; enriquecimiento en caldo soya

tripticaseina (CST) con el propdsito de incrementar las poblaciones de Salmonella e
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inhibir otros organismos presentes en la muestra; seleccion en medios sélidos-selectivos
Agar Salmonella Shigella (BD BIOXON) y Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (DIBICO)
que restringen el crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el
reconocimiento visual de colonias; e identificacion bioquimica en agar Urea (BD
BIOXON), agar triple azucar hierro (BD BIOXON), medio SIM para determinar Sulfuro,
Indol y Movilidad; complementadas con Rojo de Metilo, Voges-Proskauer, Citrato
Simonns, descarboxilacion de Ornitina?’-?8, asi como la ausencia del patégeno en el grupo
testigo.
Los resultados fueron evaluados por un ANDEVA bifactorial (p<0,05) para recuento en
raiz, tallo, flor y fruto por etapas y forma de inoculacion. Las medias de los tratamientos
fueron comparadas mediante el empleo de la prueba de Tukey. Los analisis fueron
realizados con el software estadistico Statical Analysis Software, SAS version 9.0%°.
Resultados y Discusion
Se obtuvieron diferencias significativas (p<0,05) entre recuentos de Salmonella serovar
Enteritidis para la forma de inoculacion realizada y etapas de muestreo.
Durante los 120 dias en el que se desarrollo el cultivo, el patdgeno mostré la capacidad de
moverse a partir del lugar de inoculacién y su recuperacién en los diferentes 6rganos de
la planta: raiz, tallo, flor y fruto; con tendencia a reducir la poblacion bacteriana hasta no
detectable conforme transcurria el tiempo (Cuadro I). Sin embargo, esto no sugiere la
ausencia de la misma, ya que se ha reportado que bacterias patdgenas en ambientes
hostiles pueden entrar en estado viable, pero a su vez no son cultivables lo que dificulta
su aislamiento e identificacion en medios selectivos®®. Lo encontrado tiene
correspondencia con Lynch y colaboradores®, quienes resaltan que las plantas pueden ser

hospederos alternos para patdgenos entéricos proporcionando un ambiente después de la
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excrecion del tracto intestinal de animales®. Semenov et al.3! apoyan la hipétesis de que
las plantas pueden servir como huéspedes alternos para patdgenos entéricos humanos y
Sallmonella presentar la capacidad de colonizar plantas comestibles esto como estrategia
de supervivencia®. Los autores demostraron que Salmonella y Escherichia coli O157:H7
colonizaron plantulas sembradas en suelo modificado con estiércol que contenia a éstos
patogenos y los animales (vacas y ratones) que comieron estas plantulas arrojaron los
patdgenos en sus excrementos, ademas se encontrd persistencia de estas bacterias en el
suelo durante 2 semanas®. Schikora et al.®?> demostraron que cepas de Salmonella
inoculada y recuperada de Arabidopsis thaliana fueron igual de virulentas, estas causaron
mortalidad en ratones 2.

De la inoculacién aplicada al sustrato a los 30, 55, 90 y 120 dia (ddt) se tuvo recuperacion
en raiz, tallo, flor y fruto (Figura 1). Los diferentes muestreos revelaron que Salmonella
Enteritidis fue de capaz persistir y presentar movilidad en la extension de la planta hasta
llegar al fruto hasta los 120 dias, estos resultados coinciden con estudios de campo que
resaltan la persistencia de Salmonella serotipo Typhimurium durante 231 dias en suelos
modificados con estiércol donde fueron recuperados patégenos en la superficie de las
plantas de lechuga y perejil, en donde Salmonella sobrevivio hasta la etapa de cosecha **
34.

En cada muestreo existié mayor recuperacion de UFC/ g en la raiz, con una recuperacion
de 55, 37 y 52 % sucesivamente. En el tallo de los 30 a los 55 ddt existio un incremento
del 17% para después disminuir en los analisis sucesivos. Los muestreos de flor a los
diferentes ddt mostraron una disminucion de 9 y 4 %. Mientras que, el comportamiento
en frutos mostré un incremento del 2% de los 90 a los 120 ddt. Estos recuentos demuestran

la capacidad de sobrevivencia y la transferencia que puede ocurrir del sustrato a la planta.
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Natving et al. * y Franz et al.®® encontraron que diferentes texturas de suelos pueden
favorecer la colonizacién de hortalizas como la lechuga esto debido a la formacién de
agregados, retencion de agua y tension de oxigeno; factores que posiblemente permitieron
la sobrevivencia del microrganismo durante todo el cultivo. Rodriguez y colaboradores®’
reportan que en el suelo Salmonella puede competir por nutrientes y espacio®’, donde el
riego periddico puede contribuir la disminucion de la poblacion bacteriana®. La presencia
del patégeno en el sustrato y la capacidad de la bacteria para transferirse a la planta, hasta
recuperarse en fruto, hace resaltar el cuidado que se debe tener al utilizar desechos de
animales aplicados en abonos, ya que no solo pueden aportar nutrientes y
microorganismos benéficos si no, también ser vehiculo de transmision de patdgenos®
Otra via de contaminacion reportada es el agua, ya que en la mayoria de las ocasiones los
canales de uso agricola se encuentran al aire libre, por lo que la contaminacion puede tener
diversos origenes como introduccion de agua residual a los canales, descargas domésticas,
excretas de ganado y animales silvestres como reptiles y aves®. Ademas, que en México
la Comision Nacional del Agua (CONAGUA) menciona que poblaciones menores de
2500 habitantes no requieren servicios de tratamiento de agua residual y pueden ser
descargados en flujos de agua los cuales son utilizadas para riego agricola®®-4L,

En este estudio la inoculacién al sustrato se realizé al inicio del cultivo, en etapa
vegetativa, sin posterior adicion de carga microbiana o fertilizacion después de la
inoculacion de las plantas lo que se relaciona con Johannessen et al.*?, quienes sefialan no
es necesario fertilizar en repetidas ocasiones para que el patdgeno se presente, pues es
capaz de utilizar la materia orgéanica del cultivo como sustrato y medio de propagacion®*
Se reporta que el constante contacto del patdégeno con el cultivo ya sea por el uso de abonos

0 aguas de mala calidad, incrementaria la poblacion bacteriana del patdgeno debido a la
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presencia de nutrientes disponibles*® y a su vez existe la posibilidad de que este pueda
llegar al fruto; comportamiento que presentd el patdgeno en la presente investigacion.

En la inoculacion realizada por medio de puncion en el tallo se obtuvo recuperacion de
colonias a los diferentes dias de muestreo, asi como en las diferentes partes de la planta
indicando movimiento de la bacteria a lo largo de esta (Figura 2). La mayor recuperacion
se tuvo en tallo con 88.2 UFC/ g a los 30 ddt con una posterior disminucién de 39, 19y 8
% en los muestreos consecutivos. En tallo, flor y fruto se noté decremento en la
recuperacion de las colonias a los diferentes dias de muestreos (Figura 2).
Comportamiento relacionado con estudios que demuestran patdgenos transmitidos por
alimentos pueden unirse a las hojas de plantas y ser internalizados al aprovechar heridas
o el sistema de raices endofitica** al estar presente el microorganismo puede ser
introducido en cualquier punto de la cadena de produccion.

La respuesta de la bacteria a la inoculacion realizada al peciolo mostro mayor recuperacion
de UFC/ g en tallo, en los tres muestreos realizados, presentd la mayor cantidad a los 55
ddt con 90.55 UFC / g y de ahi una disminucion de 9 y 7 % a los 90 y 120 ddt
respectivamente. En segundo lugar, fue la recuperacion en la flor con respuesta similar a
la observada en el tallo, de igual forma se observé una disminucion paulatina de las UFC
presentes con valores de 55y 32 UFC/g en las muestras. Para el caso de la raiz la mayor
recuperacion se tuvo en el altimo muestreo a los 120 dias, mientras que en el fruto a los
90 ddt se presentaron recuperacion de 28 UFC/ g con un decremento del 16 % en el Gltimo
muestreo (Figura 3).

De la inoculacion realizada al pedunculo, en la raiz la bacteria mostré un incremento de
los 90 a los 120 ddt; mientras que en el tallo, flor y fruto a los mismos dias la recuperacion

disminuyd un 18, 3 y 1% respectivamente (Figura 4).
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Las diferentes punciones realizadas a la planta de tomate en tallo, peciolo y pedunculo;
asi como la recuperacion en organos no inoculados, incluso en fruto para cosecha,
comprueban la capacidad de la bacteria para presentar movilidad y sobrevivencia, similar
a lo encontrado por Golberg et al.* en hojas de lechuga donde S. Tiphymorium penetr6 la
epidermis, entro a través de estomas abiertos en un proceso que implico motilidad o
movilidad flagelar y quimiotaxis. Otro de los peligros de la inocuidad de alimentos es la
internalizacion de la bacteria en la planta, esto va a depender del tipo de secrecion presente
y de que los flagelos se encuentren intactos*®. Barak et al.*® y Franz et al.*” mencionan que
Salmonella spp. varian en su capacidad de colonizacion en plantas de lechuga y alfalfa,
debido a factores de virulencia que favorecen la colonizacion e internalizacion®®. La
expresion de dichos genes aun no es clara, pero diversos estudios referencian su expresion
con mayor frecuencia en microorganismos Gram negativos, por la presencia en la pared
de lipopolisacaridos y proteinas que ofrecen resistencia a diversos factores ambientales **
50, 51.

La sobrevivencia del patdgeno y movilidad en la planta hasta llegar a frutos de tomate
contrasta con los reportes que emplean abono contaminado con microorganismos
patdgenos durante todo el ciclo del cultivo de hortalizas de porte bajo por la caracteristica
de estar mas cerca al suelo poseen mayor riesgo de contaminacion, por lo que enfatizan
que la extension de la planta no es factor limitante para la movilidad del patdgeno, y con
ello la transmision ocurre en cualquier etapa del cultivo, tanto en condiciones de
invernadero como en campo abierto®25%54, Estos autores destacan como factores de riesgo
la cantidad y calidad de bioabono aplicado®, la inoculacion de las plantas desde la semilla
y reinoculacion del microorganismo de prueba a lo largo del cultivo***’, la cantidad y

calidad de agua durante el riego, cosecha o distribucion®°3°5%: Es importante resaltar que
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productos cuyo consumo es en fresco de manera natural pueden contener
microorganismos epifitos no patdgenos, pero durante el crecimiento, cosecha y transporte
existe manipuleo, como lo es el caso del cultivo de tomate que presenta varias labores
durante el proceso de produccion®, el producto pasa por diferentes vias donde puede
contaminarse por patdgenos de origen animal y humano®>®8, Con frecuencia estos
productos se consumen sin un lavado y desinfeccion adecuado. En este estudio el patdgeno
se movid de manera descendente y ascendente hasta llegar al fruto, por lo que su contenido
microbiano puede representar un factor de riesgo para la salud del consumidor y por lo
tanto un problema de seguridad alimentaria®®.
Conclusiones

La recuperacion de la bacteria en las diferentes partes de la planta durante el desarrollo
del cultivo con diferentes formas y tiempos de inoculacion permitié concluir que
Salmonella Enteritidis presentd la capacidad de sobrevivir, internalizar y moverse hasta
el fruto, asi como llegar a ser un peligro latente ya que al estar de manera interna no serian
suficiente los métodos de desinfeccion cominmente utilizados implicando riesgos a la

salud.
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Cuadros

CUADRO I. Resultados del ANDEVA multifactorial (X+ SD) de los recuentos de

Salmonella serovar enteritidis, forma de inoculacion por etapa de muestreo.

INOC ETAPA RAIZ TALLO FLOR FRUTO
(X+ SD) (X+ SD) (X+ SD) (X+ SD)
11 V 160+4.01 a*, A2 19.10+3.37b,C SM SM
11 FI 105+8.09a,C  36.05+3.60 c,A 28.05+3.52 b,A SM
11 Fr  142.15+3.76aB 30.40+4.36c,B 18.70+2.45b,C 15.60+2.72b,B
11 Mf  90.70+3.42aD 16.10+2.31d,D 15.20+2.75b,C 17.95+3.18 a,A
12 V 12.45+2.52 b,C  88.2+4.12 a,A SM SM
12 FI 19.75+2.22 b,B  50.20+2.96 b,C 18.70+3.54 c,A SM
12 Fr 27.40+2.68c, A 31.05+4.74c,C 12.90+2.25c,B 17.80+2.78 b,A
12 Mf  18.15+3.63d,B 22.75+2.88c,D  7.0+2.15¢,C  9.80+1.58¢,B
13 FI 22.15+3.25h,B  90.55+3.62 a,A 51.10+3.80 a,A SM
13 Fr  24.20+2.84dB 81.70+2.64aB 39.50+4.86a,B 28.2+3.29 a,A
13 Mf  28.95+4.11c,A  7455+3.15a,C 32.35+3.38a,C 12.60+2.33b,B
14 Fr  40.75+3.85b,A 59.75+3.63b,A 17.60+2.70b,A 10.05+2.91 c,A
14 Mf  42.40+3.10b,A  41.85+3.62bB 14.40+3.01b,B 8.75+2.38C,A

!Las letras minusculas indican diferencia significativa (p < 0,05) entre los promedios de

los tratamientos entre etapas. 2Las letras mayusculas distintas indican diferencia

significativa (p < 0,05) entre los promedios de los tratamientos para forma de inoculacion

realizada.



Figuras

Figura 1. Recuperacion de Salmonella Enteritidis por inoculacion al sustrato en plantas de
tomate.
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Figura 2. Recuperacion de Salmonella Enteritidis. Inoculacion en el tallo.

Puncion en el tallo en etapa vegetativa
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Figura 3. Recuperacion de Salmonella Enteritidis. Inoculacion al peciolo.

Puncion al peciolo en etapa de floracion.
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Figura 4. Recuperacién de Salmonella Enteritidis. Inoculacién al peddnculo.

Puncion al pedunculo en etapa de fructificacion
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VIII. Discusiéon General

Los resultados referentes a la calidad microbioldgica de tomate producido bajo
condiciones de invernadero de 5 Municipios del Estado de México indicaron la presencia
de Mesofilos Aerobios, Coliformes Totales y Coliformes Fecales. Los resultados
demostraron la existencia de serios problemas de contaminacion y sobrevivencia
microbiana dentro de los invernaderos estudiados, sugiriendo que la disminucion de los
problemas sanitarios relacionados con los frutos esta en la educacién de los manipuladores
sugun el checklist realizado en cada invernadero (tutorado, deshoje, corte y poda), y
personal encargado del control sanitario de esta actividad. Esto es debido a que se observo
que los trabajadores no emplean las medidas de control al momento de corte y no usan
guantes, asi como ningun tipo de desinfectante, lo anterior concuerda con lo mencionado
por Avila et al., 2008 que sugirieron tomar acciones correctivas que minimicen los riesgos
de contaminacion microbioldgica durante el proceso de produccion, como por ejemplo la
capacitacion a productores y personal. Estos resultados sugieren el potencial de brotes de
enfermedades a partir del consumo de este alimento en fresco, pero también indica que es
posible minimizar el riesgo al proteger a los productos horticolas del contacto con heces
fecales provenientes de la presencia de animales domeésticos y de las mismas manos de
los trabajadores al no tener la higiene adecuada.

La identificacion en medios diferenciales y especificos de las colonias encontradas,
resaltan la presencia de E. coli, lo cual coincide con lo reportado por Luna et al., 2012
quienes reportaron a Escherichia coli como una de las bacterias encontradas con mayor

frecuencia en esta misma hortaliza.
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En este mismo sentido las pruebas bioquimicas, serotipificacion y PCR (Reaccion en
cadena de la Polimerasa) confirman la identidad de la bacteria aislada. La serotipificacién
la agrupo como E. coli enteropatdgena O157:H16 flagelar, mientras que el PCR identifico
los grupos filogenéticos que amplificaron bandas de 279, 211 y 152 pb, ubicandolas en el
grupo filogenético D, perteneciente a las cepas diarreogénicas. Este resultado es de
destacar debido a que Feng et al. (2012) mencionan el serogrupo O157 contiene, ademas
del serotipo O157:H7 (perteneciente al patotipo STEC (E. coli productora de toxina shiga)
y asociado a casos de diarrea con o sin sangre y sindrome urémico hemolitico [SUH]),
cepas heterogéneas, en general no-H7, algunas de ellas caracterizadas como
(Enteropatogenas) EPEC tipica (tEPEC) o atipica (aEPEC). Asi mismo indica el
aislamiento de cepas aEPEC en diferentes especies animales con diarrea o sin esta, como
vacas, ovejas, cabras, cerdos, aves de corral, venados y monos titi (Feng et al., 2012)
Aungue no hay evidencia de transmisién directa del animal al humano, algunas cepas
aEPEC de origen animal pertenecen a serogrupos implicados en enfermedad humana. Esto
sugiere que algunos animales podrian constituir un reservorio importante de aEPEC desde
donde estas cepas podrian transmitirse a humanos (Hernandes, 2009)

De los resultados obtenidos de la segunda etapa para conocer la persistencia,
internalizacion y translocacién de Escherichia coli O157:H7, O157:H16, O105ab vy
Salmonella serovar Enteritidis en plantas y frutos de tomate (Solanum lycopersicum L.)
indicaron la recuperacion de las cepas de E. coli y Salmonella en tejidos de las plantas de
tomate diferentes al punto de inoculacion, lo que indica la capacidad de estas para ingresar,
permanecer y moverse a traves de los organos de la planta y sobrevivir a lo largo de las
etapas fenoldgicas del cultivo. Como factible punto de entrada de esta bacteria en las

plantas se identifica a la raiz, que es la principal via de absorcion de alimentos y agua
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(Merick, 2013), pero las heridas inducidas en los tejidos también son puntos de ingreso
para las bacterias.

Se estimo que E. coli y Salmonella lograron sobrevivir en el sustrato y en la planta hasta
120 dias posteriores a la inoculacion. Estos resultados coinciden con estudios de campo
que resaltan la persistencia de Salmonella serotipo Typhimurium durante 231 dias en
suelos modificados con estiércol donde fueron recuperados patogenos en la superficie de
las plantas de lechuga y perejil, en donde Salmonella sobrevivio hasta la etapa de cosecha.
En este sentido Natving et al. (2002) y Franz et al. (2005) encontraron que diferentes
texturas de suelos pueden favorecer la colonizacién de hortalizas como la lechuga esto
debido a la formacion de agregados, retencion de agua y tension de oxigeno; factores que
posiblemente permitieron la sobrevivencia del microrganismo durante todo el cultivo.
Estos resultados sugieren la capacidad de sobrevivencia de las dos bacterias en ambientes
no propios para este tipo de microorganismos, por lo que, dependiendo de la
vulnerabilidad del consumidor y la cantidad de bacterias recuperadas en los frutos, son
capaces de causar una Enfermedad Transmitida por Alimentos.

Las diferentes punciones realizadas a la planta de tomate en tallo, peciolo y pedunculo;
asi como la recuperacion en o6rganos no inoculados, incluso en fruto para cosecha,
comprueban la capacidad de la bacteria para presentar movilidad y sobrevivencia, similar
a lo encontrado por Golberg et al., 2011 en hojas de lechuga donde S. Tiphymorium
penetro la epidermis, entro a través de estomas abiertos en un proceso que implico
motilidad o movilidad flagelar y quimiotaxis. Se ha documentado que la transmision de
E. coli O157:H7 puede ocurrir por suelo contaminado con estiércol (fertilizante) y a través
del agua de irrigacion en plantas de lechuga (Schwartz y Margulis, 1981). Ademas,

algunos autores resaltan que la carga microbiana presente en un vegetal depende de la
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probabilidad de que el producto esté en contacto con la fuente de contaminacién durante
el cultivo: suelo, fertilizantes organicos y agua de irrigacion (Brandt et al., 2006; Holden,
2009). Y a partir de que ocurre la contaminacion, ser hospederos alternos (Lynch et al.,
2009) y permanentes como lo sugiere nuestros resultados. Pero contrasta con los reportes
donde han empleado abono contaminado con microorganismos patdgenos durante todo el
ciclo del cultivo de hortalizas de porte bajo por la caracteristica de estar mas cerca al suelo
poseen mayor riesgo de contaminacion, por lo que se enfatiza que la extension de la planta
no es factor limitante para la movilidad del patégeno, y con ello la transmision ocurrir en
cualquier etapa del cultivo, tanto en condiciones de invernadero como en campo abierto
(Baloda et al., 2001; Solomon et al., 2002; Lemunier et al., 2005). Estos autores destacan
como factores de riesgo la cantidad y calidad de bioabono aplicado (Islam et al., 2004b),
la inoculacion de las plantas desde la semilla y reinoculacion del microorganismo de
prueba a lo largo del cultivo (Johannessen et al., 2005 y Franz et al., 2005), la cantidad y
calidad de agua durante el riego, cosecha o distribucion (Natving et al., 2002; Mcmahon
et al., 2001; Weissenger et al., 2000).

Las bacterias presentaron similar comportamiento en su penetracion, traslocacion y
sobrevivencia al ser inoculadas por puncion en el tejido vegetal o agregadas al sustrato;
con tendencia a reducir la poblacion bacteriana hasta no detectable en algunos frutos
conforme transcurria el tiempo. Esto no sugiere la ausencia de las misma, ya que se ha
reportado que bacterias patogenas en ambientes hostiles pueden entrar en estado viable,
pero a su vez no son cultivables lo que dificulta su aislamiento e identificacion en medios
selectivos (Caro et al., 1999). Por otra parte, Natving et al., 2002, reportan que el riego

periddico puede contribuir la disminucion de la poblacion bacteriana. La sobrevivencia
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también nos indica su capacidad de traslocarse en el interior de la planta, asi como pasar
de una etapa fenoldgica a otra hasta llegar a la cosecha del fruto.

La mayor respuesta de recuperacion del serotipo O157:H16 recuperada en plantas de
tomate del invernadero de Texcalitlan se asocia con la posible adaptacion que pudo haber
desarrollado al tener contacto con dicho cultivo (Machado et al., 2006; Orozco et al.,
2008).

Las cepas inoculadas presentaron la capacidad de moverse en toda la planta de forma
ascendente por el xilema y descendente por el floema, sin mostrar ningun tipo de respuesta
o sintoma en la plantas. Otros autores, sin embargo, demostraron que las enterobacterias
pueden activar el sistema de defensa de Arabidopsis thaliana, que expresaron clorosis y
marchitez (Schikora et al., 2008) similar a lo reportado por Landa et al., 2013 donde
Salmonella inoculado en nopal verdura mostro su habilidad para inducir una respuesta de
defensa y sintomas de enfermedad (oscurecimiento denso y deshidratacion) en cladodios.
Se reporta que el constante contacto del patdgeno con el cultivo ya sea por el uso de
abonos, aguas de mala calidad, presencia de animales y humanos, incrementaria la
poblacién bacteriana del patégeno debido a la presencia de nutrientes disponibles
(Ibenyassine, 2007) y a su vez existe la posibilidad de que este pueda llegar al fruto;
comportamiento que presentd el patdgeno en la presente investigacion. Otros estudios
demuestran que patogenos transmitidos por alimentos pueden unirse a las hojas de plantas
y ser internalizados al aprovechar heridas o el sistema de raices endofitica para ser
introducido en cualquier punto de la cadena de produccion (Gu et al., 2011).

Otro de los peligros de la inocuidad de alimentos es la internalizacion de la bacteria en la
planta, esto va a depender del tipo de secrecion presente y de que los flagelos se encuentren

intactos (Golberg et al.2011), Barak et al. (2005) y Franz et al. (2007) mencionan que
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Salmonella spp. varian en su capacidad de colonizacion en plantas de lechuga y alfalfa,
debido a factores de virulencia que favorecen la colonizacion e internalizacion (Klerks et
al., 2007). La expresion de dichos genes aun no es clara, pero diversos estudios referencian
su expresion con mayor frecuencia en microorganismos Gram negativos, por la presencia
en la pared de lipopolisacaridos y proteinas que ofrecen resistencia a diversos factores
ambientales (Melnikov et al., 2000; Cao et al., 2001; Iniguez et al., 2005).

Conocer el comportamiento de E. coli y Salmonella, asi como los procesos involucrados
en su internalizacion y supervivencia en plantas cuyas partes comestibles se consumen en
fresco es de gran importancia, ya que los desinfectantes solo previenen la contaminacion
superficial y no tienen acceso a tejidos internos (Barak et al., 2012; Cooley et al., 2003;
Solomon et al., 2002). Esto representa un riesgo latente para el consumidor, si desde
etapas tempranas el cultivo se contamina.

Los resultados de la presente investigacion permitieron identificar la capacidad de E. coli
y Salmonella para internalizar, permanecer y moverse en plantas y frutos de tomate. Esto
abre las puertas a futuras investigaciones para poder evaluar a otros patdégenos como
Listeria monoyitogenes, Campylobacter e incluso virus entéricos como Norovirus ya que
han sido documentados estan relacionados en brotes alimentarios.

Finalmente, es importante resaltar que productos cuyo consumo es en fresco como el
tomate, de manera natural pueden contener microorganismos epifitos no patdgenos, pero
durante el crecimiento, cosecha y transporte existe manipuleo, donde el producto pasa por
diferentes vias y puede contaminarse por patdégenos de origen animal y humano (Hamilton
et al., 2006; Ocarfia et al., 2015). Con frecuencia estos productos se consumen sin un
lavado y desinfeccion adecuado. En este estudio el patdégeno se movié de manera

descendente y ascendente hasta llegar al fruto, por lo que su contenido microbiano puede
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representar un factor de riesgo para la salud del consumidor y por lo tanto un problema de

seguridad alimentaria:



IX. Conclusiones Generales

En un invernadero de produccion de tomate (Solanum lycopersicum L.) de los municipios
evaluados se encontro presencia de Escherichia coli, en especifico el serotipo O157:H16
que representa riesgo a los consumidores si lo ingieren crudo.

Tres cepas de E. coli (O157:H7, O157:H16 y O105ab) y Salmonella Enteritidis, al ser
inoculadas al sustrato y por medio de punciones, presentaron la capacidad de penetrar en
plantas de tomate, lograron permanecer durante el desarrollo del cultivo hasta 120 dias y
traslocarse hasta los frutos.

Todas las bacterias evaluadas se transportaron a las diferentes partes de la planta hasta
Ilegar al fruto sin mostrar ningun sintoma que pudiera advertir de su presencia.

La persistencia dependié de la etapa fenoldgica (vegetativa, floracion, fructificacion y
Madurez Fisioldgica) en que se hizo la inoculacion, asi como al patdgeno inoculado y al
serotipo al que pertenecian las cepas.

Los mayores recuentos en frutos de tomate lo tuvieron en primer lugar cepas de E. coli de
los serotipos O157: H16 y O157:H7; seguido por Salmonella Enteritidis y el serotipo de
E. coli O105ab.

Los resultados encontrados indican que enteropatdgenos como Escherichia coli y
Salmonella en contacto con plantas de tomate representa un peligro latente, ya que, al
presentar la capacidad de penetrar, permanecer Yy traslocarse hasta llegar al fruto, limita la

accion de los métodos de desinfeccion utilizados normalmente.
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