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RESUMEN

La presencia de microorganismos causantes de enfermedades
representa un riesgo biolégico de contaminacién en la fruta de hortalizas,
considerandose el melén como un producto con un mayor potencial de
contaminacién, ya que el fruto se encuentra durante todo su desarrollo en
contacto con el suelo y en ocasiones con el agua de riego donde los canales
pueden ser portadores de microorganismos. Otro factor que influye en elevar
el riego es la presencia de reticula cerosa en la cascara de la fruta lo que
favorece la adherencia y conservacion de microflora. Algunos géneros de
bacterias de la familia Enterobacteriacea representan un riesgo potencial de
contaminacién de la fruta de melén en la mayoria de las regiones del mundo
donde se cultiva. El objetivo principal del presente trabajo fue la
identificacion de posibles bacterias de la familia Enterobacteriaceae
presente en el fruto de melén cultivado en la Comarca Lagunera durante el
ciclo agricola primavera - verano 2006, para lo cual se seleccionaron
Cuatro huertas de melén en donde se tomaron muestras de fruto en planta y
cosechado, asi como agua de riego, suelo y manos de manipuladores,
procesandose cada muestra en diferentes medios de cultivo con el fin de
lograr la identificaciéon de los géneros de bacterias presentes. Los
principales géneros de bacterias de la familia Enterobacteriaceae
presentes en el fruto de meldn fueron Proteus sp, Providencia sp, E. coli y
Shigella sp. En suelo se encontraron Aerobacter sp, Providenciaspy E. coli.
En agua de riego Providencia sp Y en manos de manipuladores Providencia
sp, Citrobacter sp, Shigella sp y E. coli.
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I. INTRODUCCION

Las hortalizas han sido consideradas como alimentos que aportan los
nutrimentos necesarios para una dieta adecuada, ademas de considerarse
como complemento en la mayoria de alimentos preparados y por su aporte
alimenticio se consideran como la mejor alternativa para combatir la
desnutricién a nivel mundial (Yildis, 1994).

Tradicionalmente la caracteristica mas deseada en |a produccion de
hortalizas fue su alta productividad (ton/ha), considerandose la calidad y vida
de anaquel como factores secundarios, sin embargo los consumidores actuales
han incluido dentro de su demandas ademas de estos dos factores el aspecto
de inocuidad como una caracteristica alternante deseada (Salazar, 2000).

En afios recientes los Tratados de Libre Comercio han favorecido el
movimiento de productos agricolas a través de los paises, lo que ha
ocasionado que a nivel mundial se registre un elevado indice de
enfermedades transmitidas por los alimentos, repercutiendo en dafios a la
salud, elevado indice de gastos hospitalarios, ausencia a las fuentes de
empleos y en muchas ocasiones la muerte de las personas (Brackett, 1994).

Los paises importadores de alimentos han establecido regulaciones
tendientes a definir estrategias con el fin de lograr una produccion libre de
riesgos para la salud humana mediante la aplicacién de reglamentaciones
oficiales en cada pais productor, o bien mediante el uso de pliegos de
condiciones  voluntarios que enmarcan los protocolos tendientes a la

aplicacion de programas de “Buenas Practicas Agricolas”’, encaminadas a



prevenir o minimizar los posibles riesgos de contaminacion en todo el proceso
de produccién correspondiente a la fase de produccion primaria en campo,
manejo del producto en cuartos frios, bodega y empaque (Brackett, 1994).

En México el melén se cultiva en algunas regiones de invierno, ademas
de regiones de verano con clima adecuado para su desarrollo, logrando una
produccion de fruta que generalmente se destina tanto para mercado nacional
como a exportacion, sin embargo durante tres ciclos consecutivos de
produccién, al melén enviado a Estados Unidos se le detecto la presencia de
bacterias de la familia Enterobacteriaceae, por lo cuél la frontera de ese pais
fue cerrada para el melén mexicano, lo que repercutidé directamente en la
economia de las zonas productoras y a nivel nacional ante la imposibilidad de
absorber esa fruta tradicionalmente exportable ahora dedicada también al
consumo nacional (Salazar, 2000).

La Comarca Lagunera produce fruta de melén de la mejor calidad, lo
cual permite asumir que mediante la adopcion de un paquete de manejo que
incluye las Buenas Practicas Agricolas sera posible solicitar la certificacion de
lotes productores para inocuidad alimentaria, considerandose importante la
posible identificacién de contaminantes microbioldgicos para el conocimiento
de los puntos criticos de control que facilitan la adopcién de Buenas Practicas

Agricolas (Salazar, 2000).



1.1 Objetivos

Conocer e identificar las posibles bacterias de la familia

Enterobacteriaceae presentes en el fruto de melén cultivado en la Comarca

Lagunera.
1.2 Hipétesis
Existen algunas bacterias pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae presente en el fruto de melén cultivado en la Comarca

Lagunera.



Il. REVISION DE LITERATURA

21 lmpoﬁancia del Problema

En afos recientes la preocupacion debido al consumo de alimentos
contaminados se ha incrementado a nivel mundial. En los Estados Unidos, el
Consejo de Tecnologia y Ciencia Agricola estimdé que en 1994 ocurrieron
9,000 muertes y de 6.5 a 33 millones de enfermos relacionados al consumo
de alimentos en ese pais. El Departamento de Agricultura estimé los costos
médicos y pérdidas en productividad debido a 7 patégenos especificos en un
rango $ 6.5 billones a $ 34.9 billones de ddlares anualmente (Andnimo, 2000).

Para los paises desarrollados con una alta demanda de alimentos
como es el caso de los Estados Unidos, el consumidor exige una mayor
cantidad de productos frescos todo el afio, lo cual desaparece el concepto de
productos de estacién, aparecen alimentos exéticos y la generalidad de los
productos son traidos de regiones agricolas con diferentes practicas de
produccion, lo que durante la década de 1990 duplicé los casos de
enfermedades causados por alimentos asociados con frutas y vegetales
frescos (Saltsman, 1999).

El Centro para el Control de Enfermedades de los Estados Unidos
determiné la magnitud del problema de la contaminacién de los alimentos,
consignando la ocurrencia en ese pais, de 98 brotes de enfermedades
relacionados al consumo de alimentos durante 1990 a 1999, siendo los

productos mas frecuentemente afectados los germinados de alfalfa, jugos sin



pasteurizar, lechuga, tomates, ensaladas verdes, melones y repollo, siendo los
organismos presentes Escherichia coli 0157:H7, Salmonella sp, Shigella sp,
Cyclospora cayetanensis y el virus A de la hepatitis (Sapers,1999).

En el caso de México para 1993 estimé una incidencia de 2.2 nifos
menores de 5 afios con casos de enfermedades diarréicas agudas en el hogar,
como 634,316 consultas por enfermedades diarréicas agudas para ninos
menores de 5 afios y 24'007,000 casos de enfermedades diarreicas agudas
por afo de nifios mencres de 5 afios (Hernandez et al., 2000). Asimismo, el
INEGI reporta la ocurrencia de 9,585 muertes por enfermedades infecciosas
intestinales por cada 100,000 habitantes durante el afio 1995 (Cisneros, 1999).

Las organizaciones mundiales relacionadas con los alimentos, como es
el caso de FAO y OMS (Organizacién de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion y Organizacion Mundial de la Salud) estiman que
aun cuando la inocuidad de los alimentos siempre habia sido un tema
importante, actualmente ocupa un lugar preponderante en el programa politico
de muchos paises, esto debido al mayor conocimiento de los consumidores
sobre el tema, asi como los riesgos y desafios emergentes en el ambito de la
inocuidad de los alimentos, uno de los cuales son los peligros microbioldgicos
que presentan los mismos. Los factores que han contribuido a esta situacion
son los agentes patdégenos emergentes y reemergentes, las innovaciones en
los métodos de produccién de alimentos, cambios en el procesamiento y altas

exigencias del consumidor (FAQ, 2000).



En Octubre de 1999, OMS, FAQ y OMC organizaron el evento titulado
“Produccion de Alimentos mas alla del 2000, con la participacion de mas de
140 paises y que tuvo como objeto establecer los principios que deben
aplicarse para la produccién y comercio de alimentos que no presenten un
riesgo para la salud, definiendo como principales conclusiones las siguientes:
(1) Los paises toman como referencia la metodologia del CODEX para
determinar sus niveles de proteccion, (2) Convocar a los paises para que
establezcan sus regulaciones en inocuidad con base a principios cientificos, (3)
Encomendar al CODEX el desarrollo de lineamientos para determinar la
equivalencia en sistemas de inspeccion y certificacion, (4) Prevenir que la
inocuidad se utilice injustificadamente como una barrera técnica al comercio y
(5) Adaptar practicas agricolas y de manufactura para producir alimentos

seguros (Frias,2000).

2.2 Estrategias de México en Relacion a Inocuidad Alimentaria

En base a los acuerdos internacionales, México definié su estrategia
sobre inocuidad y calidad alimentaria, la cual esta basada en el desarrollo de
un Proyecto Integral de Desarrollo Tecnoldgico para la Calidad Alimentaria
(PIDTCA), el cual contempla entre sus actividades los siguientes aspectos: (1)
Programa de informacién y difusién, (2) Programa de infraestructura y
equipamiento rural, (3) Programa de investigacién, (4) Programa de atencion a

jornaleros agricolas, (5) Programa de calidad de agua, (6) Programa de



coordinacion con organismos internacionales y (7) Programa de adecuacién y

marco logistico y normativo en el sector (SAGAR, 2000).

2.3 Normatividad

En relacién al marco normativo, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia
y Desarrolio Rural emiti6 la Norma Oficial Mexicana (con caracter de
emergente) NOM-EM-034-FITO-2000, requisitos y especificaciones para la
aplicacién y certificacion de Buenas Practicas Agricolas en los procesos de
produccién de frutas y hortalizas frescas, la cual comprende la calidad de
agua, manejo de cultivo, manejo de plagas, empacadora, transporte y
trabajadores (SAGAR, 2000).

El FDA publicé en Estados Unidos las ‘Reglas para Reducir al Minimo
el Riesgo Microbiano en los Alimentos en Caso de Frutas y Vegetales
Frescos”, la cual contiene lineamientos relacionados con la aplicacién de
Buenas Practicas Agricolas relacionados con agua, estiércol animal y
desechos organicos municipales sélidos, salud e higiene de los trabajadores,
instalaciones sanitarias, sanidad en el campo, limpieza de las instalaciones de
empaque y transporte, lo cual esta dirigido a lograr la produccion de frutas y

hortalizas libres de riesgos para la salud humana (FDA, 1999).



2.4  Caracteristicas generales de los microorganismos contaminantes

La familia Enterobacteriaceae esta compuesta por un gran nimero de
especies estrechamente relacionadas que se encuentran en el suelo, el agua,
la materia en descomposicién y en el intestino grueso del hombre, los animales
y los insectos. Esta familia incluye muchos géneros como Escherichia,
Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus y otros. Debido
a su habito natural en los seres humanos, estos microorganismos reciben el
nombre de “bacilos entéricos”. Dentro de esta familia se encuentran algunos de
los agentes causales mas importantes de enfermedades gastrointestinales
tales como los agentes de la fiebre tifoidea y de la disenteria bacilar. No
obstante la mayor parte de las especies no son patdgenos intestinales, sino
microorganismos oportunistas que pueden infectar cualquier sitio del
organismo cuando se encuentran un huésped alterado. Los bacilos entéricos
son responsables de la mayor parte de las infecciones nocosomiales
(adquiridas en el hospital) que se observan en la actualidad. El problema se
complica mas por el hecho de que muchos de los microorganismos aislados
son resistentes a multiples agentes antimicrobiales (Alianza Internacional de

HACCP, 1998).

2.4.1 Morfologia
La familia Enterobacteriaceae son bacilos gram negativos pequefios (0.5
por 0.3 milimicras) que no forman esporas. Pueden ser moéviles o inmoviles.

Cuando son méviles la locomocion se realiza por medio de los flagelos



peritricos. Una propiedad que ayuda a diferenciarlos de las
Pseudomonadaceae y las Vibrionaceae, son flagelos polares. Dos géneros
Shigella y Klebsiella, son tipicamente inméviles (Madigan et al., 1997).

Se asume que los bacilos entéricos pueden poseer una capsula bien
definida, como se ve en le caso del género Klebsiella, o una cubierta laxa y
mal definida conocida como cubierta mucosa, o pueden carecer de
cualquiera de estas estructuras. Las fimbrias o Pili estan presentes en casi
todas las especies y son responsables de la fijaciéon de células bacterianas a
otras bacterias, a las células huéspedes y a los bacteriéfagos. La pared celular
esta compuesta por lipoproteina, fosfolipido proteina y lipopolisacaridos
(LPS) y tienen una disposicion laminar (Joklik et al., 1994).

La 'cepa lipopotroteina-mureina constituye alrededor del 20% de la pared
de la célula y es responsable de la rigidez celular. El 80% restante de la pared
celular se une con los lipidos de la lipoproteina para formar la bicapa lipidica.
El LPS contiene las cadenas laterales polisacaridos especificos que
determinan la antigenicidad de las diversas especies y es la porcion de la

célula responsable de la actividad endotoxica (Madigan ef al., 1997)

2.4.2 Fisiologia

La familia Enterobacteriaceae estd compuesta por microorganismos
facultativos con diversidad bioguimica. Cuando se desarrollan en anaerobiosis
0 en atmoésfera con baja tensidn de oxigeno, fermentan los hidratos de

carbono, pero cuando se les ofrece suficiente cantidad de oxigeno utilizan el
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ciclo del &cido tricarboxilico y el sistema de transporte de electrones para la
produccién de energia. Por definicion, todos los miembros de la familia
fermentan la glucosa, reducen nitratos a nitritos pero no licuan el alginato y son
oxidasa-negativos. Casi todos los bacilos entéricos fermentan la glucosa por la
via acido mixto, pero los miembros de los géneros Klebsiella, Enterobacter y
Serratia utilizan la via fermentativa del butanodiol. Las distintas especies
difieren en los hidratos de carbono que fermentan y estas diferencias, junto
con las variaciones en la produccién del producto terminal y en la utilizacién
del sustrato, constituyen la base para la determinacion de las especies dentro
de esta familia (Dunlop y Wang, 1961).

En medios no diferenciales o no selectivos. como por ejemplo agar
sangre o agar infusion, las diversas especies no pueden ser distinguidas entre
si y se desarrollan como colonias himedas, lisas y grises. Es posible que se
produzca variaciones de lisas a rugosas. Algunas cepas de ciertos géneros son

B. hemoliticas (Joklik et al., 1994).

2.4.3 Resistencia

Los bacilos entéricos no producen esporas, son destruidos con relativa
facilidad por el calor y por concentraciones bajas de germicidas vy
desinfectantes comunes. Los compuestos fendlicos, el fenoaldehido, el B-
glutaraldehido y los compuestos halogenados son bactericidas, pero los
compuestos de amonio cuaternario pueden actuar sélo como bacteriostaticos,

lo que depende de la formula particular y de la situacién en la cual se les
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utiliza. La cloracion del agua ha resultado efectiva para el control de la
diseminacién de los patogenos intestinales, por ejemplo el agente de la fiebre
tifoidea. Los bacilos entéricos también son relativamente sensibles a la
desecacion y pueden sobrevivir durante periodos prolongados si se les
proporciona una humedad adecuada. Los equipos de asistencia respiratoria y
de anestesia han servido como fuentes de infeccion por enterobacterias en los
hospitales y los microorganismos han sido aislados de la nieve y del hielo
después de varios meses, lo que proporciona un mecanismo de
contaminacion de los suministros de agua durante los deshielos de la
primavera. El control de estos microorganismos en los alimentos puede
lograrse por pasteurizacion, por coccién y por refrigeracién apropiada (Madigan

et al., 1997).

2.4.4 Cultivo

La E.coli yla mayor parte de las bacterias entéricas forman colonias
lisas, circulares, convexas, con bordes bien diferenciados.

Las colonias de enterobacter son similares pero un poco mas mucoides.
Las colonias de Klebsiella son grandes, muy mucoides y tienden a confluir
cuando la incubacion se prolonga. Las Salinellas y las Shigellas producen
colonias similares a la E. coli, pero no fermentan la lactosa. Algunas cepas de
E.coli producen hemdlisis en agar sangre (Alianza Internacional de HACCP,

1998).



12

2.4.5 Caracteristicas de crecimiento

En la diferenciacién bioquimica puede emplearse los patrones de
fermentacién de los carbohidratos y la actividad de los aminoacidos,
descarboxilasas y otras enzimas. Algunas pruebas, por ejemplo, produccion de
indol a partir de triptofano, se emplean con regularidad en sistemas de
identificacion rapida, en tanto que otras, como la reaccion de Voges-Proskauer
(produccion de acetilmetilcarbinol a partir de la glucosa) se utiliza con menor
frecuencia. Los cultivos sobre medios “diferenciales” con colorantes especiales
y carbohidratos (por ejemplo, eosina-azul de metileno EMB, de MacConkey o
medio de desoxicolato), distinguen las colonias fermentadoras de lactosa
(pigmentada) de las no fermentadoras de lactosa (no pigmentada) y permiten
una identificacion presunta rapida de las bacterias entéricas (Madigan et al.,

1997).

2.5 Caracteristicas del género Shigella

Las especies Shigella constituyen las causas mas importantes de la
disenteria bacilar, una enfermedad que se caracteriza por colicos
abdominales y la deposicion frecuente y dolorosa de un escaso volumen de
heces que contiene sangre y moco. La mayor parte de los casos se presentan
en el grupo erario pediatrico y el porcentaje mas alto de infecciones ocurre
entre los nifos de 1 a 10 afios. Se ha estimado que en los Estados Unidos las

shigellas causan el 15 % de las diarreas pediatricas, en tanto que en los
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paises en desarrollo estos microorganismos son la causa primaria de diarrea
y mortalidad infantil (Fernandez et al., 1989).

2.5.1 Taxonomia

Desde el punto de vista las Shigella son indistinguibles de la
Escherichia coli y la mayoria de los taxénomos considera gue se trata de la
misma especie. No obstante, que casi todas las cepas de Shigella producen
disenteria bacilar y la mayor parte de las E. Coli no lo hacen, una alta porcion
de microorganismos clinicos continGan empleando las dos designaciones de
genero. Las Shigella se dividen en cuatro serogrupos mayores que han
recibido nombres de especies (Espinoza y Lozano, 2002).

Serogrupo A Shigella dysenteriae
Serogrupo B Shigella flexneri.
Serogrupo C Shigella boydii.
Serogrupo D Shigefla sonnei.

Los serogrupos A, B y C tienen propiedades bioquimicas similares, en
tanto que el serogrupo D es bioquimicamente diferente. Todas las Shigella
pueden causar disenteria bacilar, pero la gravedad de la enfermedad, la
mortalidad y la epidemiologia varian para cada especie (Fernandez et al.,
1989).

2.5.2 Determinantes de la Patogenicidad

Los microorganismos patégenos deben sobrevivir al pasaje a través del
tracto gastrointestinal superior, unirse a las células del colon y penetrar en las

celulas epiteliales. Una vez dentro de las células, se multiplican y pasan de
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una célula a otra. La multiplicacién bacteriana produce inflamacion, muerte de
las células epiteliales, ulceracién, deficiencia de la absorcién del liquido por el
colon y evacuacion de sangre, moco y pus. Durante las primeras 24 a 48 horas
alrededor del 50 % de los pacientes se presentan con diarrea acuosa y fiebre
(Farmer et al., 1991).

La Shigella virulentas penetran en la mucosa y en las células epiteliales
del colon en forma irregular. Rara vez lo hacen mas alla de las células
epiteliales hacia la lamina propia. La fijacion de los microorganismos puede
involucrar a cationes divalentes como el calcio. El ingreso de las bacterias
puede ser consecuencia de una endocitosis mediada por receptores o de la
produccion de algin producto bacteriano que provoque una respuesta en la
célula huésped. Tanto las células huésped como las bacterias deben estar
metabolicamente activas para que se produzca la internalizacién de las
Shigella. Al principio los microorganismos estédn contenidos en los fogosotas,
pero los microorganismos virulentos los rompen y se multiplican en el
citoplasma. Esto se contrapone con la situacién que se observa en el caso de
las Salmonella, las que permanecen dentro de las vacuolas del huésped. Es
probable que las Shigella rompan la membrana fogosémica con la hemolisina
de contacto codificada por el plasmido, un componente hemolitico que exige
que el microorganismo esté en contacto directo con las membranas de la

célula huésped (Brackett, 1994).
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2.5.3 Toxinas

Es probable que la muerte de la célula sea consecuencia de las
propiedades citotoxicas de la toxina Siga, la cual interviene en la sintesis
protéica. Las Shigella transportan un gen para la toxina en el cromosoma y
los microorganismos que producen mayores niveles de toxina son los que
causan una enfermedad mas grave. Esta toxina posee una multiplicidad de

efectos y es neurotoxica, citotoxica y enterotdxica (Espinoza y Lozano, 2002).

2.5.4 Epidemiologia

Solo los primates superiores son infectados de forma natural por
Shigella, por consiguiente, la diseminacién de Shigella se produce de persona
en persona a través de la via fecal-oral. El reservorio es el portador que
elimina el microorganismo en sus heces. Habitualmente el estado del portador
dura de 1-4 semanas, aunque se han descrito portadores por periodos
prolongados en ambientes cerrados. Desde los portadores los
microorganismos pueden ser diseminados por moscas, dedos, alimentos o
heces. Las Shigella pueden aislarse de las vestimentas de asientos de
inodoros o de aguas contaminadas por individuos infectados. Debido a sus
habitos orales los nifios menores de 5 afios dan cuenta de casi la mitad de
los casos y los dos tercios del total de los casos notificados corresponden a
nifos menores de 10 afios (Ferreccio et al, 1991).

Los brotes que afectan a muchas personas se producen en grupos

cerrados como familias, hospitales para enfermos mentales, reservaciones
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indigenas, guarderias, prisiones o cruceros. La transmisién secundaria es
elevada vy los nifios menores de 1 afio son los mas susceptibles y los que
presentan una tasa de infeccion del 60% en comparacién con el 20% para
otras edades. La transmisibilidad elevada es atribuible a la baja dosis
infectante necesaria para provocar la infeccion. Algunos estudios realizados
en voluntarios humanos sanos indican que algunos individuos necesitan
apenas 200 microgramos para producir la enfermedad. El porcentaje de
individuos infectados aumenta a medida que se incrementa el nimero de

microorganismos infectantes (CDC, 2003).

2.5.5 Patogenia

Como ocurre en casi todas las enfermedades el espectro de sintomas
en la shigelosis varia desde la infeccién asintomatica, hasta la disenteria
bacilar grave con fiebre alta, escalofrios, convulsiones, colicos abdominales,
tenesmo y deposiciones sanguinolentas frecuentes. EI paciente tipico
presenta al comienzo fiebre y diarrea acuosa que cambia al segundo dia a

deposiciones frecuentes pero de poco volumen con sangre y moco

(Fernandez et al., 1989).

2.5.6 Control
Dado que los seres humanos representan el tnico reservorio para la
Shigella las normas sanitarias adecuadas, la deteccion y el tratamiento de

los portadores contindan siendo las Gnicas medidas efectivas para controlar
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la enfermedad. De ser posible, los pacientes deben ser mantenidos en
aislamiento entérico hasta que los cultivos resulten negativos. Los portadores
deben ser tratados y no se les debe permitir gue manipulen los alimentos.
Para controlar la diseminacion de las Shigella 'y de otros patégenos
intestinales gram negativos la eliminacién apropiada de las aguas servidas y
la cloracion del agua son medidas importantes. El amamantamiento durante el
primer afio de vida también ha resultado efectivo para la reduccion de la
Shigelosis en los nifios. Se han desarrollado varios tipos de vacunas, que
incluyen hibridos con otros microorganismos y que se encuentran en distintas
etapas de ensayo. Sin embargo hasta la fecha no se dispone de una vacuna

efectiva para la prevencion de la Shigelosis (Boeheme et a., 1992).

2.6 Caracteristicas del género Salmonella

En la mayor parte del mundo, Salmonella es el microorganismo mas
reportado como causante de dafio por ingesta de alimentos contaminados,
mientras que en paises desarrollados, no son frecuentes los alimentos
contaminados con E. coli, donde los estandares de calidad en higiene y
sanidad son normalmente altos. Sin embargo la incidencia de dafio por
consumo de alimentos contaminados con E. coli 0157:H7, se ha
incrementado desde 1980 incluso en estos paises. Otros organismos
frecuentemente encontrados en carnes son S. aureus y L. monocytogenes ,
el primero como consecuencia de contaminacion a partir de manipuladores y

animales y el segundo proveniente de una gran diversidad de fuentes debido
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a su habitat cosmopolita, capaz de crecer y multiplicarse a bajas temperaturas
(4°C), por lo cual es de gran importancia para alimentos que se conservan en
refrigeracion (Benenson, 19986).

2.6.1 Morfologia

Bacilos pequefios, gram negativos, anaerobios facultativos no
esporulados, presentan mas de 2000 serotipos acorde al sistema basado en
antigenos somaticos (O) y flagelar (H), conocido como el esquema Kauffmann-
White. Distribuidos ampliamente en la naturaleza y que tiene como reservorio
tanto al hombre como a los animales. La enfermedad que ocasiona es
consecuencia de la ingestion de alimentos inadecuadamente almacenados o
preparados y por lo cual el microorganismo alcaza la dosis de infeccion

adecuada (Benenson, 1996).

2.6.2 Patogénesis

Después de la ingestién y paso a través del estomago, la bacteria se
multiplica y adhiere al borde de las células epiteliales al final del intestino
delgado y del colon. Después de multiplicarse en el foliculo linfoide en el
desarrollo de la respuesta de leucocitos, siguen una hiperplasia linfoidee
hipertrofia. Esta respuesta inflamatoria media la liberacion de
prostanglandinas, las cuales estimula el CAMP y producen secreciéon activa

de fluido, resultando en diarrea (Ewing, 1986).
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2.6.3 Aspectos clinicos

El sindrome por Salmonella se presenta de 12 a 14 hrs. después de la
ingestion del alimentos infectante y basicamente consiste de nauseas,
vomito, dolor abdominal, dolor de cabeza, calambres y diarrea. Se puede
acompanar por postracion, fiebre moderada o fatiga. Generalmente se
recuperan a los 7 dias y el antibiético no se prescribe si solo presentan
sintomas gastrointestinales. La mortalidad es baja (4.1%) aunque S. cholera
Suis  se ha reportado hasta con un 21%. Algunas complicaciones por S.
enteritidis son fallo renal, osteomielitis y meningitis, que requieren de una

terapia apropiada con antimicrobianos (Espinoza y Lozano, 2002).

2.6.4 Ecologia

El habitat de Sa/monella es el tracto intestinal del hombre y animales
de sangre caliente, ocasionalmente insectos, los cuales pueden transportarla
a otros lugares, por lo que es comln encontrarla en agua, especialmente
las muy contaminadas. Crece y se multiplica en un rango amplio de
temperaturas y alimentos, es facil de diseminar y pasarse de persona a
persona; existe un prolongado periodo de excrecién después de adquirirse.
La frecuencia de esta bacteria en las poblaciones se debe en parte a la
presencia de individuos portadores infectados por el microorganismo.
Huevos, aves, carne y productos carnicos son los alimentos mas frecuentes

involucrados como vehiculos de la enfermedad (Blostein, 1993).
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2.7 Caracteristicas de Escherichia coli

Es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo y no formador de
esporas. Habitualmente la E .coli es empleada como indicador de
contaminacién fecal en alimentos y agua debido a su habitat intestinal en
humanos y animales. No se considera patégena, sin embargo algunas cepas
han adquirido la capacidad de producir enfermedad como consecuencia de la
adquisicién de plasmidos codificantes para los factores de virulencia. Algunas
de estas cepas son conocidas como enteropatogénicas (EPAC),
enteroinvasivas (EIEC); enterotoxigénicas (ETEC) y enterohemorragicas

(EHEC) que son de las mas estudiadas (Drasar y Hill, 1999).

2.7.1 Grupo Ehec

En este grupo las cepas de E.coli ocasionan una enfermedad que tiene
como complicacion la colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico.
Por lo tanto se le conoce a la E. Coli 0157:H7 como el agente causal de
dichos padecimientos y es de las mas estudiadas. Presenta tres
caracteristicas importantes que las diferencia de la E. Coli tipica y que
corresponde a la incapacidad para fermentar sorbitol en 48% , No produce B-
gluconidasan no florescencia de la colonia y no crece a 42°C (Novier et al.,
2000).

2.7.2 Patogénesis

La enfermedad es consecuencia de la accién a nivel intestinal de una

0 mas toxinas (verotoxinas) codificadas por un plasmido y que es responsable
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de su produccién. Los efectos patoldgicos incluyen cambios morfolégicos en
células epiteliales, incremento en la actividad mitética de criptas, falta de
mucina y de infiltracién de células polimorfonucleares en la mucosa, Estos
cambios son asociados a la presencia de verocitotoxinas libres en colon y
resulta en diarrea acuosa y/o sanguinolenta, toleran acidez y se adhiere a
células epiteliales ocasionando pérdida de micro vellosidades. Produce
verotoxina 1y 2 las cuales probablemente abandonan el lumen intestinal para

causar efectos sistémicos (CDC, 2003).

2.7.3 Aspectos clinicos

Se produce colitis hemorragica (CH) o Sindrome Urémico Hemolitico
(SUH). En la CH se presenta diarrea acuosa y sanguinolenta acomparnada de
dolor abdominal, el cual causa confusién con apendicitis, poco vomito y
fiebre baja, después de 2 a 8 dias de incubacion, que varia alargandose hasta
los 12. En el SUH la diarrea sanguinolenta se observa que en el 90% de los
casos, hay anemia hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y nefropatia
aguda. Estos sintomas son muy similares a la purpura trombocitopenia
trombotica en donde el sistema nervioso llega a involucrarse. Aungue en la
mayoria de los pacientes se presenta la recuperacion después de los ocho
dias, se han reportado casos de mortalidad en nifios y ancianos con
problemas médicos. La terapia antimicrobiana es poco efectiva pero en casos

serios la ciprofloxina es la droga de eleccién (CDC, 2003).
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2.7.4 Epidemiologia

El primer reporte de CH causado por EHEC fue en 1982 en los Estados
Unidos de Norteamérica (USA). Subsecuentemente se han presentado
epidemias y casos esporadicos en Canada, Japén, y Reino Unido (UK). Entre
10, 000 y 20, 000 infecciones por E. coli 0157:H7 ocurren cada afio en USA.
Se reportaron 16 epidemias en 1993 y otras 11 durante los primeros 6 meses
de 1994. Su aspecto epidemioldgico no es muy claro, ya que es muy raro aislar

E. coli 0157:H7 de alimentos (CDC, 2003).

2.8 Tribu Proteceae

Ewing dividié a las Enterobacteriaceae en tribus integradas por géneros
estrechamente relacionados. Aunque en la actualidad la mayoria de los
taxénomos no acepten esta division, el concepto resulta util para la descripcion
de los géneros Proteus, Morganella y Providencia. La mayor parte de los
aislamientos de esta tribu provienen de la orina, si bien a menudo se producen

infecciones en otras partes del cuerpo (Joklit et al., 1994).

2.8.1 Taxonomia

El género Proteus esta constituido por dos patégenos de aislamiento
frecuente, P. mirabilis y P. vulgaris , por un patégeno humano muy raro, P.
penneri, y por P. myxofaciens aislada de mariposas de los arboles (Joklit et

al., 1994).



23

2.8.2 Caracteristicas Bioquimicas

Proteus mirabilis y Proteus vulgaris tienen una activa movilidad a
37°C, lo que produce una cepa de desarrollo traslicido en medios no
selectivos como agar - sangre. Este fendmeno se conoce como “swarning”
(hormigueo). Estas dos especies también producen sulfuro de hidrégeno a
partir de tiosulfato sédico, lo que puede ocasionar que las colonias de estos
microorganismos  sean confundidos con las de los bacilos entéricos
patégenos de Salmonella. Todos los miembros de la tribu pueden diferenciarse
de otros bacilos entéricos por su capacidad para producir fenilalanina
desaminasa. Todas las especies de Profeus producen una ureasa poderosa
que hidrolizan rapidamente la urea a amoniaco y diéxido de carbono. En
contraste con otros miembros de la tribu proteae. P. mirabilis no hidroliza el
triptofano a indol y esta caracteristica ha sido utilizada en la literatura médica
para dividir a los microorganismos en Proteus indol-positivos e indol-negativos

(Joklit et al., 1994).

2.8.3 Infeccion Clinica

Proteus mirabilis es responsable de la mayor parte de las infecciones
humanas. Es la segunda causa en importancia de las infecciones de las vias
urinarias adquiridas en la comunidad y una causa principal de las infecciones
nosocomiales. Todos los miembros de la tribu pueden provocar infecciones
del tracto urinario y de heridas, neumonia y septicemia. La mayor parte de los

aislamientos son resistentes a mditiples antibidticos, aunque P. mirabilis es
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sensible a los antibidticos ampicilina y cefalosporina. Todas las Proteae son

resistentes a la tetraciclina (Joklit et al.,, 1994).

2.9 Pruebas bioquimicas para la identificacion de Enterobacteriaceas

La identificacion definitiva de miembros de las Enterobacteriaceas puede
requerir una bacteria de pruebas bioquimicas. Es posible evitar una
considerable pérdida de tiempo e identificaciones probablemente erroneas si
se hacen algunas observaciones preliminares para asegurar que el
microorganismo pertenece a este grupo. Si el microorganismo es un bacilo
gram negativo de otro grupo, puede ser necesario utilizar un conjunto de
caracteristicas diferentes del que se utiliza para la identificacion de
Enterobacteriaceae. Con pocas excepciones, todos los miembros de
Enterobacteriaceae muestran las siguientes caracteristicas (Espinoza vy
Lozano, 2002).

a)- la glucosa es metabolizada en forma fermentativa.
b)- no hay actividad de citocromooxidaza.
c)- los nitratos son reducidos a nitritos.

Sin embargo, la diferenciacion de las Enterobacteriaceae se basa
principalmente en la presencia o ausencia de diferentes enzimas codificadas
por el material genético de los microsomas bacterianazos. Estas enzimas
dirigen metabolismo bacteriano a lo largo de una de diversas vias que pueden
detectarse en medios especiales usadas en técnicas de cultivo in vitro

(koneman ef al., 1998).
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Los substratos con los cuales pueden reaccionar estas enzimas se
incorporan al medio de cultivo junto con un indicador que puede detectar la
utilizacion del substrato o la presencia de productos metabélicos especificos.
Eligiendo una serie de medios que evalian diferentes caracteristicas
metabolicas de los microorganismos, es posible establecer un perfil bioquimico
para hacer la identificacion de especie (koneman et al., 1998).

Los bacilos de la familia Enterobacteriaceae crecen sobre peptona o
medios con extracto de carne sin adicién de cloruro de sodio ni otros
suplementos, crecen bien en agar Mac Conkey, crecen en condiciones
aerobias y anaerobias (son anaerobio facultativos), fermentan la lactosa en vez
de oxidarla y con frecuencia producen gas, son catalasa-positivos y oxidasa-
negativos y reducen el nitrato y nitrito, poseen un contenido de 39-59% G + C

en el DNA (koneman et al., 1998).

2.10 Medios de cultivos usados para la deteccion de la fermentacion de
hidratos de carbono

En la practica, microorganismos que son incapaces de fermentar
glucosa por lo comun se detectan por las reacciones que producen al crecer en
Agar Hierro de Kligler (KIA) o el Agar-Hierro-Triple Azlcar (TSI). Una reaccion
de pico de flauta alcalino/profundidad alcalina (no cambio) en cualquiera de
estos medios indica ausencia de produccién acida y una incapacidad del
microorganismo para fermentar la glucosa y otros hidratos de carbono
presentes. Esta reaccion solo es suficiente para excluir un microorganismo de

la familia Enterobacteriaceae (koneman et al., 1998).
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La formula de KIA es la siguiente (se notara que la formula del Agar-TSI
es identica excepto por el agregado de 10 gramos de sacarosa):

Cuadro 1. Composicién del Agar-Hierro de Kligler (Koneman et al., 1998).

INGREDIENTE CANTIDAD (GR)
Extracto de carne 3
Extarcto de levadura 3
peptona 15
Proteosa peptona 5
Lactosa 10
Glucosa 1
Sulfato ferroso 0.2
Cloruro de sodio 5
Tiosulfato de sodio 0.3
Agar 12
Rojo de fenol 0.0024
Agua destilada hasta 1.0 It
completar

PH final 7.4
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La incorporacion de ambas formulas (KIA Y TSI) de cuatro derivados
protéicos: extracto de carne, extracto de levadura, peptona y proteasa peptona,
hacen que los medios sean muy ricos nutricionalmente. La ausencia de
inhibidores permite el crecimiento de todas las especies bacterianas excepto
aquellas mas exigentes y anaerdbicos obligados. Por este motivo el, KIA y agar
TS| pueden usarse solo cuando se estudia una especie bacteriana
seleccionada de una colonia Unica recuperada en medios primarios o
selectivos. La concentracién de lactosa es 10 veces superior a la de glucosa
(asimismo, la reaccion entre sacarosa y glucosa es 10:1 en el agar TSI). EI
Sulfato ferroso como detector de H, S entre el KIA o agar-TSI y otros medios
prueba. El indicador rojo fenol es amarillo con un pH menor de 6.8. Dado
que el pH del medio no inoculado estd estabilizado en 7.4, cantidades
relativamente pequefias de productos acidos, dan como resultado un visible
cambio de color (Koneman et al., 1998).

En el cuadro 2 se enlistan las pruebas utilizadas para la caracterizacién
de Salmonella. En el cuadro 3 se presenta el patron de reacciones
bioguimicas en pruebas primarias para Enterobacteriaceas. El cuadro 4 ilustra
las reacciones bioquimicas para la identificacion de Proteus. Y el cuadro 5
muestra los medios de uso comln para bacilos Entericos (Jawetz et al.,

1998).
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de Salmonella

importancia clinica (Koneman et al.,

1998).
Prueba Bioserotipo Biosetipo Otros
chloerasuis typhi bioserotipos
comunes

Citrato -a - +
Ornitina + - +
decarboxilasa
Gas a partir de + - +
glucosa
Fermentacién
Dulcitol - - +
Trehalosa - + +

a= reacciones después de 1 - dias de incubacion.
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Cuadro 3. Patrones de reaccién bioquimica en pruebas primarias para
Enterobacteriaceas comunes de importancia clinica.
(Koneman et al., 1998).

Sustancia . 5 . .

8 8 § & 3 E 5

s © s ¥ 58 3 8 s g 32

e 8 S Q 2 £ B E £ s)

S @ & ¥ = & & & & 5
Arginina + -+ - - - = - = + - 3 =
Citrobacter + + L + = + - + ¥ ow + -
Dnasa - = - = r u = 5 + -
Gas - + + + - + + - o+ -+ -+ . »
Glucosa + + + + + + + + 4 o
H,S + - - - - - + = + - & 2
Indol + - r + + - + + - + s - + -
Lisina - + - + + % = - + g 2
Motilidad + + + - & + + ¥ + + =
Omitina + - + + - 5 + + - = + + + -
Fenilanina - - = s + + - - + + + -
Sacarosa + - + + -+ . + - 4 - o + .
Ureasa = = - + - + + + - 5 - -
VP2 = + + + + = = - + -
TSP parte  Alc A A (A Ac Ac Ac Ac Ac Alc

(A)
Inclinada Alc (A)
Fondo AG AG AG (A) AG AG AG AG+ A A
'Resultado de aislamiento clinicos comunes: + - = variable; + a la mayor parte de

las cepas positivas (habitualmente>=90%); - = escasas cepas positivas

(habitualmente<=10%); A= Acido (Amarillo); G= gas; Alc= Alcalino. Nota; existen
excepciones a casi todos los resultados mencionados.

*VP = reaccién Voges-Proskauer.

°TSI = Agar hierro triple azicar,
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Cuadro 4. Reacciones bioquimicas para la identificacion de Proteus
(Koneman et al., 1998).

Prueba ” I 5 _ S - o o - =
= T & o = @ LT - O s © =
o ® £ € & 5 [ s © % = m
=) © & g 2 c 2 =)
© B = D 28 ™ T ® £ T @ - @ .2
= = @ D = .= o —— = f—4 T = =
£ S o g 2 2 c > B 2 q > o
o o o = E 2 L P o =9 =
o Ll o o =
Ureasa + + * + - - + -
Ornitina + - . + . " - -
descarboxilasa
Indol - + - - + + + +
Fermentacion
Adonitol - w = = + +- +- .
Trehalosa + +- - +- < + - .

Cuadro 5. Medios de uso comun para el aislamiento de bacilos
entéricos (Koneman et al., 1998).

Medios Hidratos de carbono Deteccion de H,S

Medios diferenciales:
permiten el desarrollo de
la mayor parte de las

especies

Agar de Mac Conkey Lactosa No
Agar eosina-azul de Lactosa, Sacarosa No
metileno

Medios para el

aislamiento de

patégenos intestinales

Agar entérico Hektoen Lactosa, Sacarosa, Salicina Si
Agar xilosa - lisina Lactosa, Sacarosa, Xilosa Si
desoxicolato (XLD)
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2.11 Ecologia y alimentos

Se considera a los bovinos como principales reservorios de la bacteria
a partir de los cuales la infeccién puede llegar al hombre como consecuencia
del consumo de carmne contaminada inadecuadamente cocida. Las
hamburguesas han sido involucradas en varios brotes de este
microorganismo, aunque la sidra, salami y agua entre otros productos, también
han quedado establecidos como causantes de tal enfermedad (Espinoza y

Lozano, 2002).

2.12 Descripcion de riesgos de contaminacion

El factor que causa que una fruta no sea apta para consumo humano es
la presencia de riesgos biolégicos, quimicos y fisicos. Los riesgos biolégicos
son ocasionados por la presencia de microorganismos que causan
enfermedades en el consumidor, mientras que los riesgos quimicos estan
dados por la presencia de productos quimicos contaminantes que resultan
toxicos para la salud humana. Un riesgo fisico es cualquier materia extrana
que resulta peligrosa par la salud humana (Alianza Internacional de HACCP,

1998).

2.13 Contaminacion del fruto de melén
En el caso del fruto de melén, durante los Ultimos afios se les asociado a

la contaminacién ocasionada por microorganismos. En reportes de Estados
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Unidos el consumo de melén ha sido asociado a la ocurrencia de ataques de
salmonelosis en los consumidores, siendo las especies identificadas S. miami
y S. bareilly, observando que la bacteria se encontraba presente en la
cuticula de la fruta, sin embargo la operacién de corte de la misma favorecio la
introduccion de la bacteria, lo cual ocasion6 la contaminacion de la parte
comestible (Gayles et al., 1995).

En Estados Unidos también se asocié a la especie Salmonella poona
con brotes de gastroenteritis, la cual ocasiond 185 casos en ese pais y 56
casos en Canadé, todos estos brotes de enfermedad se asociaron al consumo
de melon (CDC, 1991). Otros dos brotes mas fueron asociados
epidemiolégica mente al consumo de meldn, determinando la presencia de
S.chester y S. poona presentes en esos casos, los cuales ocurrieron en 30
estados de la unién americana, siendo afectados mas de 25,000 individuos
(Ries et al., 1990).

Durante los ciclos agricolas 2001 y 2002 varios cargamentos de melén
mexicano fueron detenidos en la frontera de los Estados Unidos debido a la
presencia de la bacteria Salmonelia, lo cual ocasiond que el USDA colocara al
meloén mexicano en una posicién de “alerta”, la cual debe de ser subsanada
mediante una produccion de melon libre de contaminantes (FDA/CFSAN,

1999 y 2002).
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lll. MATERIALES Y METODOS

La Comarca Lagunera se localiza en la parte central de la porcion norte
de los Estados Unidos Mexicanos. Se encuentra ubicada entre los meridianos
102° 50" y 103° 40” longitud Oeste, y los paralelos 25° 25 y 26° 30" latitud
Norte; en los Estados de Durango y Coahuila. Sus limites son, al norte, la
Sierra de Baicuco y la ahora extinta Laguna de Mayran, las sierra de las
Delicias, Tlahualilo y de la Campana; al sur la Sierra de Jimulco y sierras de
menor importancia como son las de San Carlos, Espafia y las Noas: al este,
por las sierras del Rosario, del Sarnoso y de Vinagrillo, y al oeste, por las
sierras de Bermejillo y Mapimi. Esta regién esta conformada por lo municipios
de Torredn, Matamoros, Francisco |. Madero, San Pedro de Las Colonias y
Viesca en el estado de Coahuila y Gémez Palacio, Lerdo, Cd. Judrez,
Tlahualilo, Mapimi y Nazas, Rodeo, Simén Bolivar, San Juan de Gpe., San
Juan Luis del Cordero y San Pedro del Gallo por el Estado de Durango

(Garza, 1992).

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Inocuidad
Alimentaria del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias en el ciclo agricola primavera-verano 2006 del Municipio de
Matamoros Coahuila. La metodologia aplicada fue descrita por el INIFAP-

Laguna (Vega, 2004).
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Se seleccionaron 4 huertos de meldén sembradas en el ciclo agricola
primavera-verano del Municipio de Matamoros Coahuila, en los cuales
mediante encuesta se obtuvo informacién de cada una de ellas relacionada a
fecha de siembra, superficie sembrada, variedad, tipo de riego, origen del agua
y sistema de siembra (Cuadro 6).

En cada huerta se tomaron muestras de fruto de melén en planta y
cosechado, asi como muestras de suelo, agua y manos de manipuladores.

Para la toma de muestras de meldén en planta se dividio la huerta en 5
cuadrantes tomandose un melén en cada uno de ellos utilizando guantes para
cubrirse las manos, cada fruto se colocé en una bolsa de plastico previamente
esterilizada y etiquetada, agregandose 90 ml de agua amortiguadora de
peptona al 0.1 %, procediendo a lavar y juntar el agua en una sola muestra
para ser transportada al laboratorio de inocuidad del Campo Experimental La
Laguna para su procesado. El mismo procedimiento de lavado se utilizé para
la fruta ya cosechada, para la cual se seleccionaron 5 frutos de mel6n ya
cosechados y colocados en una carretilla para ser transportados a la
camioneta para su traslado al empaque.

La muestra de agua se tomé directamente del tubo de descarga de la
noria, para lo cual se utilizaron frascos de vidrio previamente esterilizados de
500 ml de capacidad, llenandose de agua y colocandose en una hielera para
conservarse a una temperatura de aproximadamente 10 °C y luego ser

transportados al laboratorio para su procesado.
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Cuadro 6. Informacién general de los huertos de melén seleccionados
para la lIdentificacion de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae 2006.

Nombre del  Ubicacién  Fechade Superficie Variedad Tipo de Origen  Sistema

propietarioc  (Municipio) siembra (Has) Riego del de

Agua Siembra
1.- Ejido 20 de 4.5 Crusier Cintilay Noria Cama
Isidro Benito Junio. Acolchado Melonera.
Vélez. Juarez,
Municipio
de
Matamoros
Coahuila.
2.- Ejido 09 de 1.650 Crusier Surco Noria Cama
Juan Petronilas, Enero. Melonera
Manuel Municipio
Salinas de
Mendoza. Matamoros
Coahuila
3.- Ejido 26 de 4.0 Crusier Cintillay Noria Cama
Francisco Benito Junio. Acolchado Melonera
Rodriguez. Juarez,
Municipio
de
Matamoros
Coahuila.
4.- Ejido 20 de 4.0 Crusier Cintillay Noria Cama
Refugio Benito Junio. Acolchado Melonera
Rodriguez. Juarez,
Municipio
de
Matamoros

Coahuila.
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Se tomaron 5 muestras representativas de suelo de aproximadamente
100 gr en cada predio, a una profundidad de 0 - 30 cm, formando una sola
muestra compuesta en sola bolsa de plastico, se etiquetaron y colocaron en
una hielera para su traslado al laboratorio de inocuidad del CELALA.

Se seleccionaron 3 trabajadores en cada huerta de melén a los cuales
se les tomaron muestras de la superficie de las manos utilizando un hisopo de
algodon previamente esterilizado, el cual se humedecié en un medio de cultivo
agar STUART en un frasco de vidrio 10 ml de capacidad con tapa de rosca, el
hisopo de algodén se puso en contacto con la piel en varios puntos de la mano
y luego se colocé en el frasco para ser transportado al laboratorio.

Todas las muestras fueron procesadas en el laboratorio para la
determinacién de coliformes totales mediante el método NOM-113-SSA1-1994
Método para la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa y
determinacién de coliformes fecales utilizando la metodologia en base a NOM-
000-SSA1-1995 Método para la determinacion de coliformes fecales por la
técnica del nimero mas probable (Presuntiva Escherichia coli).

Para la identificacion de géneros de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae se utilizaron una serie de medios de cultivos basados en
pruebas bioquimicas para determinar y reconocer la reaccién de cada muestra
en dichos medios de cultivo. A continuacién se encuentran los medios de

cultivos utilizados para este fin.



MIO (Movilidad Indol Ornitina)
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El medio MIO se utilizo para la identificacion de Enterobacterias sobre

la base de movilidad, la produccion de ornitina descarboxilasa y de indol.

Cuadro 7. Formula Aproximada del medio MIO para 1000 ml de agua purificada.

Ingrediente Cantidad (gr)
Extracto de Levadura 3.0
Pectona de Gelatina 10.1
Pectona de Caseina 10.0
L — Ornitina 50
Dextrosa 1.0
Agar 2.0
Purpura de Bromocresol 0.02

PH final: 6.5 + 0.2.

Método de preparacion.

Se disolvieron

31 gr. del polvo deshidratado en un litro de agua

purificada, se calento hasta disolver completamente y colocandose en tubos de
13 x 100 mm con tapén rosca, esterilizar a 121 °C de presion durante 15

minutos.

Agar citrato de simmons

Se utilizo para la diferenciacion de bacterias Gram Negativas.

Cuadro 8. Formula para la elaboracién de agar citrato en 1000 ml de agua purificada.

_Ingrediente

Cantidad (gr)

Fosfato Deshidrogenado de Amonio
Fosfato Dipotasico

Cloruro de Sodio

Citrato de Sodio

Sulfato de Magnesio

Agar

Azul de Bromotimol
PHfinal: 6.9 £ 0.2.

10
1.0
5.0
20
0.2
15.0
0.08
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Método de preparacion.

Se suspendieron 24.2 gr. del polvo en un litro de agua purificada. Se
Mezcld perfectamente, se calenté con una agitacion frecuente y se hirvio
durante 1 minuto hasta disolucion completa. Se distribuyé y esterilizé a 12 °
C por 15 minutos. Se puso a enfriar en posicién inclinada. Este medio

también puede ser utilizado en placas.
Agar de bilis y rojo violeta
Se utiliz6 para la deteccion de microorganismos coliformes en agua,

productos lacteos y otros alimentos.

Cuadro 9. Formula para preparar Agar de Bilis ¥ Rojo Violeta en 1000 ml de agua

purificada.

Ingrediente Cantidad (gr)
Extracto de Levadura 3.0
Peptona de Gelatina 7.0
Mezcla de sales Biliares 1.5
Lactosa 10.0
Cloruro de Sodio 5.0

Agar 15.0

Rojo Neutro 0.03
Cristal Violeta 0.002

PH final: 7.4 £ 0.2,

Método de preparacion.

Se Suspendieron 41.5 gr. de polvo en un litro de agua purificada. Se
Mezclo perfectamente, se calentd con agitacion frecuente y se hirvio por un
minuto hasta disolucién completa. Se colocé a enfriar de 42 a 44 °C

aproximadamente, el cual al estar frid se usé de inmediato.



TSI (Agar de hierro y triple azucar)
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Se utiliz para la identificacién y diferenciacion de Enterobacterias.

Cuadro 10. Formula para preparar TSl en 1000 ml de agua purificada.

Ingrediente

Cantidad (gr)

Peptona de Caseina
Peptona de Carne
Cloruro de Sodio
Lactosa

Sacarosa

Dextrosa

Sulfato de Hierro y Amonio
Tiosulfato de Sodio
Rojo de Fenol

Agar

PHfinal: 7.3+ 0.2.

10.0
10.0
5.0
10.0
10.0
1.0
0.2
0.2

0.025

13.0

Método de Preparacién.

Se suspendieron 59.4 gr. del polvo en un litro de agua purificado. Se

mezcld perfectamente, calentandolo con agitacién frecuente colocandolo a

hervir durante 1 minuto hasta disolucién. Se distribuyé y se esterilizd a 118 °C

durante 15 minutos, colocandolo a enfriar en posicion inclinada.

LIA (Agar de hierro y lisina)

Se utiliz6 para la diferenciacion temprana de Salmonella y Shigella.

Cuadro 11.Formula para preparar LIA en 1000 ml de agua purificada.

Ingrediente

Cantidad (gr)

Peptona de Galetina
Extracto de Levadura
Dextrosa

L - Lisina

Citrato de Hierro y Amonio
Tiosulfato de Sodio
Purpura de Bromocresol
Agar

PH final: 6.7 + 0.2.

5.0
3.0
1.0
10.0
0.50
0.04
0.02
13.5
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Método de Preparacion.

Se suspendieron 33 gr. de polvo en un litro de agua purificada. Se
disolvio y se coloco a calentar para que hirviera durante 1 minuto, al termino se
distribuy6 en tubos con tapon de rosca esterilizados a 121 °C durante 12
minutos; se colocd a enfriar en posicion inclinada.

Caldo urea

Se utilizo para diferenciar Proteus de Salmonella y Shigella.

Cuadro 12. Formula para preparar Caldo Urea en 1000 ml de agua purificada.

_Ingrediente Cantidad (gr)
Urea 20.0
Fosfato Monopotasico 9.10
Fosfato Disédico 9.50
Extracto de Levadura 0.10
Rojo Fenol 0.01

PH final: 6.8 £ 0.2.

Método de Preparacién.

Se disolvieron 3.87 gr. en 100 ml de agua purificada, esterilizado por
filtracion. Se distribuyé en cantidades de 0.5 a 1.0 ml en tubos pequefios
estériles.

Se pueden emplear cantidades mas grandes pero las reacciones son
mas lentas. En lugar de ser esterilizado por filtracion el medio puede
esterilizarse, colocando los tubos sin apretar a 108 °C de 7 a 10 minutos. Si
se prepara e inocula inmediatamente este medio da resultados confiables sin
esterilizar.

Agar de Mac Conkey

Este medio fue empleado para aislar e identificar Enterobacterias y
coliformes a partir de heces fecales, orinas, aguas, negras y diversos
alimentos.



Cuadro 13. Formula para preparar Agar de Mac Conkey en

purificada.

Ingrediente Cantidad (gr)
Peptona de Caseina 1.5
Peptona de Gelatina 17.0
Peptona de Carne 15
Lactosa 10.0
Sales Biliares 1.5
Cloruro de Sodios 5.0

Agar 13.5

Rojo Neutro 0.03
Cristal Violeta 0.001

PH final: 7.1 £ 0.2.

Método de preparacion.
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1000 ml de agua

Se suspendieron 50 gr. del medio deshidratado en un litro de agua

purificada, mezclandolo bien hasta que se obtuvo una suspension uniforme.

Se dejd reposar de 10 a15 minutos, después se procedid a

calentar

suavemente agitandolo frecuentemente y dejandolo hervir durante 1 minuto. Se

esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Agar Mac Conkey sorbitol

Base que se utilizd para el aislamiento y la diferenciacion de serotipos

de E. coli enteropatogénicos.

Cuadro 14. Formula para preparar un Litro de Agar Mac Conkey Sorbitol

Ingrediente Cantidad (gr)
Peptona 15.5
Peptona de Proteosa 3.0

d - sorbitol 10.0
Sales Biliares 1.5
Cloruro de Sodio 5.0

Agar 15.0

Rojo Neutro 0.03
Violeta Cristal 0.001

PH final: 7.1 £ 0.2.
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Método de Preparacion.
Se suspendiron 50 gr. del polvo en 1 litro de agua purificada caliente,
agitandolo frecuentemente y colocandolo a que hierva durante 1 minuto para

disolver completamente el polvo. Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante
15 minutos.

Base de caldo de tetrationato

Base que se empleo para medio de enriquecimiento en el aislamiento
de Salmonella.

Cuadro 15. Formula para preparar un litro de caldo de Tetrationato.

_Ingrediente Cantidad (gr)
Peptona de Proteosa 256
Digerido Pancreético de Caseina 25
Bilis de buey 2.5
Tiosulfato Sodico 3.0
Carbonato Calcio 10.0

PH final: 8.4 £ 0.2.

Método de preparacion.

Se disolvieron 4.6 gr. de polvo en 100 ml de agua purificad, calentando
la mezcla hasta llevarla a ebullicion. Se coloco a enfriar la mezcla por debajo
de 80 °C, afladiendo2 ml de solucién de Yodo (6 gr. de cristales de Yodo y
5.0 gr, de Yoduro de Potasio en 20.0 ml de agua).
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Caldo cistina - selenita

Base utilizada para el enriquecimiento selectivo de Salmonella en
alimentos y agua.

Cuadro 16. Formula para preparar un litro de caldo Cistina- Selenita.

Ingrediente Cantidad (gr)
Digerido Pancreético de Caseina 5.0
Lactosa 4.0
Fosfato di sédico 10.0
Selenito de Sodio 4.0
L — Cistina 0.01

PH final: 7.0 £ 0.2.

Método de preparacion.

Se suspendieron 23 gr, del polvo en 1 litro de agua purificada y se
calentd hasta ebullicién.

Agar Salmonella y Shigella
Medio diferencial selectivo que se utilizd para el aislamiento de Shigella

y Salmonella ssp a partir de heces, orina y alimentos diversos, tanto frescos
como enlatados.

Cuadro 17. Formula para preparar un litro del medio Agar Salmonella y Shigella.

Ingrediente Cantidad (gr)
Peptona de Carne 2.5
Extracto de Carne 5.0
Peptona de Caseina 25
Lactosa 10.0
Sales Biliares 8.5
Citrato de Sodio 8.5
Tiosulfato de sodio 8.5
Citrato Ferrico 1.0
Agar 13.50
Rojo Neutro 0.025
Verde Brillante 0.0330

PH final: 7.0 £ 0.2.
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Método de Preparacion.

Se suspendieron 60 gr, del polvo en un litro de agua purificada
mezclando bien hasta que se obtuvo una suspensién homogéenea. Se calentd
agitando frecuentemente y se hirvi6 durante 1 minuto. Se coloco a enfriar

entre 45y °C distribuyendolo en cajas de petri empleando 20 ml de placa.

Agar XLD

Base utilizada para el aislamiento y diferenciacion de patégenos
entéricos, especialmente Shigella.

Cuadro 18. Formula para preparar un litro de Agar XLD.

_Ingrediente Cantidad (gr)
Extracto de Levadura 3.0
L — Lisina 5.0
Xilosa 3.75
Lactosa 7.5
Sacarosa 7.5
Desoxicolato Sodico 2.5
Citrato Ferrico de Amonio 0.8
Tiosulfato Sodico 6.8
Cloruro de Sodio 5.0
Agar 15.0
Rojo Feno 0.08

PH final: 7.4 £ 0.2.

Método de preparacion.
Se disolvieron 57 gr, del polvo en 1 litro de agua purificada
mezclandolo bien. Se calento y agité hasta que el medio hirvio.
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Agar bismuto - sulfito

Medio que se utilizo para el aislamiento y diferenciacion de Salmonella
Typhi

Cuadro 19. Composicién Tipica de Agar Bismuto (gr/ litro).

Ingrediente Cantidad (gr)
Extracto de Carne 50
Peptona de Carne 10.0
D (+) — glucosa 5.0
Hidrogenofosfato di- sodico 4.0
Sulfato de Hierro (l1). 0.3
Verde Brillante 0.025
Indicador bismuto — sulfito 8.0
_Agar — agar 15.0

Metodo de Preparacion.

Se disolvieron 56 gr, en 1 litro de agua desmineralizada, calentando en
un bafioc de agua hirviendo, distribuyéndolo uniformemente el precipitado
formado en capas espesas sobre placas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Bacterias de melén en planta y cosechado

Los géneros de bacterias de la familia Enterobacteriaceae presentes en
la fruta tanto en planta como cosechado fueron Proteus sp, Providencia sp,
E.coli y Shigella sp. (Cuadro 20).

Al realizar |a determinacion de coliformes totales en fruto de melén en
planta en cada uno de los predios. Se encontré que en el predio propiedad del
Sr. Juan Manuel Salinas (nimero 1) se realizaron 2 muestreos resultando con
un conteo de 170°000,000 y 139'000,000 coliformes respectivamente. En el lote
del Sr. Francisco Rodriguez (nimero 2) se realizaron tres muestreos con
resultados de 220,000, 15°000,000 y 1'580,000 coliformes respectivamente. En
el lote del Sr. Isidro Vélez (nimero 3) se realizaron 2 muestreos con 3'000,000
y 1'200,000 coliformes respectivamente. En el lote del Sr. Refugio Rodriguez
(numero 4) se realizé un solo muestreo resultando con un total de 946’000,
000.

Los coliformes totales en meldn cosechado estuvieron presentes en
todos los huertos de meldn muestreados, variando en cantidades desde
100,000 el mas bajo en el lote nimero 1, hasta el mas alto (188'000, 000) en el
lote numero 2.

Los coliformes fecales se encontraron presentes en el fruto de melén en
planta en todos los lotes y todas las fechas de muestreo, en cantidades

variando desde 480,000 el mas bajo hasta 379,000 el mas alto, lo mismo



47

sucedio en los coliformes fecales en meldn cosechado estando presente

desde 30, 000 el mas bajo hasta 124, 000 el nimero mas alto.

Cuadro 20. Bacterias de la familia Enterobacteriaceae en el cultivo de
melén en planta y cosechado. 2006.
Huerta Fecha de Tipo de Coliformes Coliformes Bacteria
Muestreo Muestra Totales Fecales
(Miles) (Miles)
En planta 170000 48000
1.- 22/05/2006 Proteus sp.
Juan Cosechado 2160 2240
Manuel En planta 139,00 600 Providencia sp.
Salinas 05/06/2006
Cosechado 100 30 E. coli.
2. 19/06/2006 En planta 220 480 E. coli
Francisco
Rodriguez Cosechado 2250 1300 Providencia sp.
26/06/2006  En planta 15700 2100 Providencia sp.
Cosechado 188000 124000
04/09/2006 En planta 1580 22100 Proteus sp.
Cosechado 22700 13700 Proteus sp.
3.- 04/09/2006 En planta 3000 2900 Providencia sp.
Isidro
Vélez Cosechado 3200 3060 Shigella sp.
18/09/2006 En planta 1200 1910 Shigella sp.
Cosechado 2180 600 Shigella sp.
4.- 04/09/2006 En planta 946000 379000
Refugio
Rodriguez 18/09/2006 En planta 680 16100 Providencia sp.
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Bacterias en suelo de huertos de melén

Los géneros de bacteria de la familia Enterobacteriaceae presentes en
los muestreos de suelo fueron Aerobacter sp, Providencia spy E. coli. (Cuadro
21).

Cuadro 21. Bacterias de la familia Enterobacteriaceae en el suelo de
huertos de melén. 2006

Huerta Fecha de Coliformes Coliformes Bacteria
Muestreo Totales Fecales
(Miles) (Miles)
1.- 22/05/2006 170 10 Aerobacter sp.
Juan Manuel
Salinas 05/06/2006 0 290 Providencia sp.
2.- 19/06/2006 700 0
Francisco
Rodriguez 04/09/2006 1700 300 Providencia sp.
3.- 04/09/2006 80 13300 Providencia sp.
Isidro Vélez
18/09/2006 1390 5200 E. coli
4.- 04/09/2006 470 500
Refugio
Rodriguez 18/09/2006 660 1210

El conteo de coliformes totales en suelo desarrollado en el primer
muestreo de cada lote varié desde 80,000 el nimero mas bajo hasta 700, 000
la poblacion mas alta, en el segundo muestreo un suelo presenté ausencia de
coliformes totales, mientras que el de mayor poblacién fue de 1’700, 000. Los
coliformes fecales estuvieron presentes en la mayoria de muestras del suelo

a excepcion del primer muestreo realizado en la huerta niimero 2.
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Los coliformes totales estuvieron presentes en muestras de agua de
riego tomadas en 4 lotes muestreados, presentandose de igual manera

presencia de coliformes fecales.

Bacterias en agua de riego

El género de bacteria identificado en agua de riego fue Providencia sp

(Cuadro 22).

Cuadro 22. Bacterias de la familia Enterobacteriaceae en muestras de
agua de riego de huertas de melén en la Comarca Lagunera.

2006.
Huerta Fecha de Coliformes Coliformes Bacteria
Muestreo Totales Fecales
(Miles) (Miles)
1.- 22/05/2006 880 215 Providencia sp.
Juan Manuel
Salinas
2.- 26/06/2006 180 420
Francisco
Rodriguez 04/09/2006 230 1400 Providencia sp.
4.-
Refugio
Rodriguez 04/09/2006 4200 300
Cintilla 680 740

Canal
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Bacterias en manipuladores de plantas de melén

Los géneros de bacterias identificados en las manos de los
manipuladores fueron Providencia sp, Citrobacter sp, Shigella spy E. coli.
(Cuadro 23).

Cuadro 23. Bacterias de la familia Enterobacteriaceae en manos de
manipuladores de fruto de melén en la Comarca Lagunera. 2006.

Huerta Fecha de Coliformes Coliformes Bacteria
Muestreo Totales (Miles)  Fecales (Miles)
1.- 22/05/2006 1- 0 20
Juan Manuel 2.- 4300 90
Salings 3- 40 0 Providencia sp.
1- 0 100
2- 0 1000
05/06/2006 3- 40 0
2.- 19/06/2006 1- 720 900
Francisco 2- 80 0 Citrobacter sp.
Rodriguez 3- 110 10 Shiguella sp.
26/06/2006 1- 20 180
2- 20 30
3.- 370 80
04/09/2006 1.- 306000 335000 Providencia sp.
2.- 1300 12500 Shiguella sp.
3.- 9300 10000 Providencia sp.
3.- 04/09/2006 1.- 100 o} Shiguella sp.
Isidro Vélez 2.- 11360 12840 Providencia sp.
3.- 700 480 Providencia sp.
18/09/2006 1.- 860 1920 Providencia sp.
2- 9680 13780 Shiguela sp.

3- 4280 220 E. coli.
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En dos muestreos de manos de manipuladores en la huerta nimero 1
se encontré presencia de coliformes totales en el primer muestreo, mientras
que el segundo muestreo del mismo lote se encontré presencia de una sola
muestra de manos. En el lote nimero 2, se detectaron coliformes totales en
todas las manos de los manipuladores en todas las muestras. Lo mismo
sucedio en el lote ndmero tres muestreado.

Se encontré presencia de coliformes fecales en las manos de 2
manipuladores en las dos fechas de muestreo de la huerta nimero uno,
mientras que en la huerta nimero dos, de los tres manipuladores muestreados
en las tres fechas solo en las manos de uno de ellos se detecté coliformes
fecales.

En la huerta nimero tres en los dos muestreos realizados solo en las

manos de un manipulador no se encontré presencia de coliformes fecales.

Bacterias mas comunes

Dentro de las bacterias de la familia Enterobacteriaceae aisladas en los
diferentes componentes de la producciéon de melén en la Comarca Lagunera
se encontraron Citrobacter sp, Aerobacter sp y Providencia sp, los cuales no se
consideran como microorganismos que representan un riesgo para la salud del
consumidor, sin embargo las bacterias Shigella sp, E. coli y Proteus sp si se

consideran como un riesgo para la salud publica.
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Es notorio que de las tres muestras de agua tomadas de cada una de
las norias en una no se presentan bacterias, mientras que en dos se presentd
el género Providencia sp, lo cual demuestra la buena calidad del agua
proveniente de pozos profundos en relacién a la inocuidad, eliminando la
fuente de agua como un riesgo de contaminacion.

De la totalidad de muestras de suelo solo una resulté positiva para la
presencia de E. coli, la cual es representativa de la presencia de coliformes
fecales y se encuentra generalmente presente en el tracto digestivo de los
animales de sangre caliente.

La mayoria de los géneros de Dbacterias de la Familia
Enterobacteriaceae que se consideran como riesgos para la salud humana se
presentaron en las manos de manipuladores siendo estas Shigella sp y E. coli,
los cuales ocurrieron posteriormente tanto en la fruta de melén en planta
como cosechado, lo cual puede ser un indicador del papel que juega el
manipulador en el desarrollo de la fruta, ya que el “volteo” de la fruta es una
practica comun para evitar el manejo de la misma, al mismo tiempo que el
contacto de las manos con el fruto al momento de la cosecha puede
considerarse como mecanismo de transmisién de patégenos por falta de

lavado de manos de los cosechadores.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones del presente trabajo se obtuvieron las siguientes

conclusiones:

1. En la parcela de melén tanto en planta como cosechado se encuentran
presentes las bacterias Proteus sp, Providencia sp, E. coliy Shigella sp.

2. En el suelo de las huertas de meldn se encontraron Aerobacter sp,
Providencia sp y E. coli.

3. En el agua de riego solo se identificé a Providencia sp.

4. En las manos de los manipuladores se identificdé a Providencia sp,

Citrobacter sp, Shiguella spy E. coli.
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