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Las frutas y hortalizas frescas son mas reconocidas como vehiculos de bacterias
patdgenas humanas que pueden colonizar antes, durante y después de la cosecha. Con el
fin de determinar la presencia de Salmonella enterica y microorganismos indicadores de
contaminacion fecal en la produccién de tomate en invernadero semihidroponico y malla
sombra, en Villa de Arista, San Luis Potosi, México, se analizaron muestras de agua,
suelo, sustrato de fibra de coco y partes de la planta. En las muestras analizadas hubo
ausencia de S. enterica, sin embargo se logré aislar microorganismos indicadores. En el
material vegetativo proveniente de invernadero semihidropdénico se encontré la
presencia de Citrobacter freundii (60.71%), Escherichia coli (20.19%) y Serratia
marcesens (0.79%), mientras que en malla sombra la presencia de estas bacterias en las
muestras fue menor con 57.14%, 17.32%, excepto S. marcesens con 0.86%
respectivamente, ademas de Enterobacter spp. (1.73%). La presencia de E. coli en las
plantas de tomate se le atribuye al personal en el manejo cultural y agronémico del

cultivo.

Palabras claves: Salmonella enterica, agricultura protegida, inocuidad, fecales,

patdgenos humanos, tomate.
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The fresh fruits and vegetables are recognized as vehicles of human pathogenic bacteria,
they can colonize before, during and after harvest. With the purpose to determine the
presence of Salmonella enterica and indicator organisms of fecal contamination in
tomato production in semi hydroponic greenhouses and shade cloth, in Villa de Arista,
San Luis Potosi, Mexico, samples of water, soil, coir substrate and plant parts were
analyzed. In the samples analyzed did not found S. enterica; however it was isolated
indicator microorganisms. In the vegetative material from semi hydroponic greenhouse
the presence of Citrobacter freundii (60.71%), Escherichia coli (20.19%) and Serratia
marcesens (0.79%) was found, while in mesh shade the presence of these bacteria in
samples was lower with 57.14%, 17.32%, Serratia marcesens except with 0.86%
respectively, and Enterobacter spp. (1.73%). The presence of Escherichia coli in tomato

plants is attributed to personnel in the cultural and agronomic crop management.

Keywords: Salmonella enterica, protected agriculture, food safety, fecal, human

pathogen, tomato.
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INTRODUCCION

Las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) es una preocupacion de salud
publica y se producen por la ingestion de alimentos o bebidas contaminados con
microorganismos patdégenos como virus, parasitos o bacterias (Gonzéalez y Rojas, 2005).
Entre las bacterias comunmente reconocidas como causantes de ETA se encuentran
especies de los generos Campylobacter, Escherichia coli O157:H7 y Salmonella spp.
Siendo S. spp el agente causal mas importante y gravoso que ocupa el primer lugar en
ETA’s (Gonzélez y Rojas, 2005 y Batz et al., 2011). El vinculo entre estos patdgenos y
los alimentos de origen animal es bien conocido y ha recibido considerable atencion
regulatoria. Aunque el nimero de casos de enfermedades relacionadas con el consumo
de carnes ha disminuido en los ultimos afios y la tasa general de brote de salmonelosis se
ha mantenido estable debido al aumento del riesgo a partir de fuentes no tradicionales
del patégeno (DeWaal et al., 2009; Lynch, et al., 2009; Mandrell, 2009; Biniam y
Mogessie, 2010 y Batz et al., 2011).

En la actualidad se esta aumentando la incidencia de brotes de gastroenteritis
relacionados por el consumo de alimentos inocuos de origen vegetal y ha encendido el
interés cientifico en la comprension de los patdgenos entéricos humanos en las plantas.
Dichos estudios se han realizado en alfalfa, lechuga, perejil, zanahoria, rabano, brécoli,
espinaca, tomate etc. (Gu et al., 2011), donde demuestran que diversos serotipos de
Salmonella entérica son capaces de persistir, colonizar, multiplicarse en los tejidos y
superficies de las plantas a través de mdltiples vias, incluyendo la humectacion de las
semillas, raices, hojas, flores, frutos y en suelos enriquecidos con materia organica como
estiércol contaminado, lombricomposta y otros sustratos organicos por largos periodos
de tiempo, principalmente en tomate; sin inducir ningdn sintoma a excepcion de una
ligera reduccion en el crecimiento de las plantas (Palacios et al.,1999; Guo et al., 2001;
Brandl et al., 2002; Cooley et al., 2003; Mandrell, 2009 y Marvasi, et al., 2013).

Los tomates pueden ser contaminados en los campos de produccion a partir de agua de
riego, practicas de manejo en la planta, bioabono, suelos contaminados y en la etapa de
procesamiento durante la cosecha, transporte, limpieza, lavado y distribucion
(Cummings et al., 2001; CDC, 2005; Gupta et al., 2007; Caffer et al., 2008; Greene et
al., 2008; Rodriguez et al., 2008 y Teplitski et al., 2011). Este estudio se llevo a cabo



debido a la escasa informacion acerca de la presencia de microorganismos patégenos asi
como indicadores de contaminacion fecal en agua, suelo y durante el ciclo de cultivo en
la produccion de tomate, asi como también en la etapa de procesamiento durante la
cosecha, transporte, limpieza, lavado y distribucién del tomate, en el Rancho el Trébol,
Villa de Arista, San Luis Potosi; por otro lado se desconoce la diversidad de serotipos de
Salmonella enterica y microorganismos indicadores de contaminacion fecal que pueden
estar presentes en esta region. Ademas la deteccion de la presencia de esta bacteria,
independientemente de la cantidad encontrada, hace que los productos en los que se
detecta se consideren contaminados e inutilizables, por consiguiente es motivo de
rechazo, por el alto riego que supone para la salud publica.
El objetivo de este estudio ha sido determinar la presencia de microrganismos patdgenos
como Salmonella enterica asi como microorganismos indicadores de contaminacion
fecal en agua de riego, en diferentes etapas fenoldgicas de la planta y empaque en la
produccion tomate en dos sistemas de produccion (Invernadero semihidropénico y malla
sombra) bajo agricultura protegida en Villa de Arista, San Luis Potosi y determinar las
fuentes de in6culo de Salmonella enterica en las diferentes etapas fenoldgicas bajo las
dos modalidades.
OBJETIVOS
e Determinar la presencia de Salmonella enterica en diferentes etapas fenoldgicas

de la planta de tomate y empaque, asi como en suelo y agua de riego en

invernadero semihidropoénico y malla sombra en el Rancho el Trébol, Villa de

Arista, San Luis Potosi.

e Determinar la presencia de microorganismos indicadores de contaminacion fecal
en diferentes etapas fenoldgicas de la planta de tomate y empaque, asi como en
agua de riego y suelo, en invernadero semihidropénico y malla sombra en el

Rancho el Trébol, San Luis Potosi.



HIPOTESIS

En la cadena de productiva del tomate en la region del Valle de Villa de Arista, San Luis
Potosi existira la presencia de microorganismos enteropatdégenos especificamente

Salmonella enterica y/o microorganismos indicadores de contaminacion fecal.



REVISION DE LITERATURA
Enfermedades transmitidas por los alimentos
Las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) son originadas por la
ingestion de alimentos o bebidas contaminadas en su obtencion o elaboracion con
microorganismos patdgenos en cantidades tales que afecten la salud del consumidor en
forma individual o colectiva. La mayoria son ocasionadas por distintas bacterias, virus o
parasitos (Rosas y Acosta, 2001 y Gonzélez y Rojas, 2005) y constituyen un importante
problema para la salud pablica (CDC, 2011).
Entre las bacterias cominmente reconocidas como causantes de ETA’s se encuentran
especies de los géneros Salmonella, Campylobacter, Listeria, Toxoplasmas, Norovirus y
Escherichia coli O157:H7, siendo Salmonella el agente causal mas importante y
gravoso. (Rosas y Acosta, 2001 y Batz et al., 2011).
Salmonella provoca mas casos de enfermedades que cualquier otro patégeno transmitido
por los alimentos, y de acuerdo con los datos de vigilancia FoodNet, es uno de los pocos
patégeno que no ha disminuido significativamente en los ultimos 10 afios (Batz et al.,
2011).
El vinculo entre estos patdgenos y los alimentos de origen animal es bien conocido y han
recibido considerable atencion regulatoria. Aungue el nimero de casos de enfermedades
relacionadas con el consumo de carnes ha disminuido en los ultimos afios y la tasa
general de brote de salmonelosis se ha mantenido estable debido al aumento del riesgo a
partir de fuentes no tradicionales del patégeno (DeWaal et al., 2009, Lynch, et al., 2009,
Mandrell, 2009, Biniam y Mogessie, 2010, Batz et al., 2011).
Salmonelosis
Esta enfermedad es causada por varias especies de Salmonella y es un importante
patdgeno alimentario en todo el mundo. Produce en el hombre y los animales dos tipos
de sintomas tales como gastroenteritis y fiebres intestinales como es el caso de la
tifoidea, es resistente a la congelacion y a la deshidratacion, pero no sobreviven en
medios muy &cidos y por fortuna, son como casi todas las bacterias, poco resistentes al
calor. Los sintomas aparecen generalmente entre 6 a 72 horas luego de comer el

alimento contaminado, y se manifiestan con cdlicos, diarrea, escalofrios, fiebre, nauseas,



vomitos y malestar general, los cuales pueden durar entre uno a siete dias (Pokharel et
al., 2006 y Jurado et al., 2010).
A pesar de los esfuerzos de control se ha reportado que en el mundo anualmente se
presentan mas de 1,3 billones de salmonelosis y tres millones de muertes (Helms et al.,
2003). En 2011 en Estados Unidos Salmonella spp ocup6 el primer lugar con 1, 027,561
enfermos, 19,336 hospitalizaciones y 378 muertes (Scallan et al., 2011) y en 2015 sigue
causando un estimado de 1.2 millones de infecciones al afio, mientras que en México no
se cuenta con estadisticas nacionales de infecciones por Salmonella (Zaidi et al., 2006 y
Boore et al., 2015).
Taxonomia de la familia Enterobacteriaceae
La familia cuenta con 153 géneros y mas de 170 especies nombradas e incluyen
Arsenophonus,  Biostraticola, Brenneria, Buchnera, Budvicia, Buttiauxella,
Calymmatobacterium, Cedecea, Citrobacter, Cosenzaea, Cronobacter, Dickeya,
Edwardsiella, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Ewingella, Gibbsiella, Hafnia,
Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Leminorella, Levinea, Lonsdale, Enterobacter,
Moellerella, Morganella, Obesumbacterium, Pantoea, Pectobacterium, Phaseolibacter,
Photorhabdus, Plesiomonas, Pragia, Proteus, Providencia, Rahnella, Raoultella,
Saccharomyces, Salmonella, Samsonia, Serratia, Shigella, Shimwellia, Sodalis, ptyseos,
Thorsellia, Trabulsiella, Wigglesworthia, Xenorhabdus, Yersinia y Yokenella. De estos,
26 géneros son conocidos por estar asociados con infecciones en seres humanos, entre
ellos se encuentra el género Salmonella (SMI, 2015).

Morfologia y taxonomia del género Salmonella
Taxonomia
El género pertenece a la tribu Salmonelleae, esta constituido por 2 especies: Salmonella
enterica y Salmonella bongori en un sistema de clasificacion taxonémica que subdivide
a Salmonella enterica en 6 subespecies: enterica (I), salamae (Il), arizonae (llla),
diarizonae (I1lb), houtenae (IV) e indica (VI), (Brenner et al., 2000; Uribe y Suarez,
2006; Grimont y Weill, 2007, Caffer et al., 2008, CDC, 2011 y Gonzalez et al., 2014).
Actualmente, el sistema de clasificacion es el utilizado por la Organizacion mundial de
la Salud (OMS), el Centro para el control de Enfermedades (CDC) y otras
organizaciones (Gonzélez et al., 2014).



Cuadro 1. Especies de Salmonella, subespecies, serotipos y su habitat usual de acuerdo

al Sistema de Kauffmann-White.

Especie y subp. de Salmonella No. de serotipos Habitat usual
dentro de la especie

S. enterica subsp. enterica () 1531 Animales de sangre caliente

S. enterica subsp. salamae (1) 505 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. arizonae (111a) 99 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. diarizonae (I11b) 336 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. houtenae (1V) 73 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. indica (V1) 13 Animales de sangre fria y ambiente
S. bongori (V) 22 Animales de sangre fria y ambiente
TOTAL 2579

Fuente: Antigenic formulae of the Salmonella serovars. WHO Collaborating Centre for Reference and

Research on Salmonella and Institut Pasteur. 9 th edition.2007

Los serotipos de Salmonella

La serotipificacion es un método de subtipos se usa para diferenciar cepas de
Salmonella mas alla del nivel de subespecie. Este género cuenta con mas de 2.500
serovariedades identificados en el sistema de Kauffamann-White y todos los serotipos se
consideran potencialmente patdgenos; estan definidas en funcion de diferentes
asociaciones de factores antigénicos somaticos (O), flagelares (H) y de virulencia (Vi),
Salmonella entérica es el patdgeno mas frecuentemente encontrado asociado a las
enfermedades por los alimentos y los serotipos mas aislados a nivel mundial son:
Salmonella entérica serovar Typhimurium, Enteritidis, Newport y Javiana (Grimont y
Weill, 2007, Caffer et al., 2008; CDC, 2011 y Hyeon et al., 2013 y SIM’s, 2015).
Morfologia

Son bacilos Gram-negativos, las células son en forma de bacilos, no esporulados (no
formadores de esporas), y predominantemente moviles por medio de flagelos peritricos
(excepto S. gallinarum), con didmetros de alrededor de 0.7-1.5um y longitudes de 2-
Sum con algunas excepciones. Las colonias son generalmente no fermentadores de
lactosa. Obtienen su energia a partir de reacciones de oxidacion y reduccion utilizando
fuentes organicas y son anaerobios facultativos. Producen acido a partir de glucosa por
lo general con la produccion de gas, y son oxidasa negativo y practicamente todas
lactosa negativa (Grimont y Weill, 2007; Caffer et al., 2008 y Puerta-Garcia y Mateos-
Rodriguez, 2010 y Gonzalez et al., 2014).




Crecimiento y sobrevivencia de Salmonella spp

La mayoria de los serotipos de Salmonella crecen en un rango de temperatura que va
desde 5°C a 47°C, con una temperatura éptima de 35°C-37°C, algunas pueden llegar a
crecer a 2°C 0 4°C y hasta 54°C. El pH de crecimiento oscila entre 4-9 con un optimo
entre 6.5 y 7.5. Se desarrollan bien a una actividad de agua (aw) de 0.99 a 0.94, pueden
llegar a sobrevivir en alimentos secos con un aw de <0.2. Su crecimiento se inhibe
completamente a temperaturas inferiores a 7°C, pH <3.8 y un aw <0.94 (Odumeru &
Ledn-Velarde, 2012; Gonzalez et al., 2014).

Fuentes de contaminacion

Los miembros del géenero Salmonella estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, se
pueden encontrar como comensales y como patdgenos en el tracto gastrointestinal de
mamiferos domeésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos, causando un amplio espectro
de enfermedades en el hombre y los animales (Caffer et al., 2008). Los miembros del
género se pueden clasificar en tres grupos:

a) Los que no tienen preferencia por algun huésped en especial, por lo que infectan tanto
al hombre como a los animales. En este grupo se encuentran la mayoria de las
serovariedades responsables de las salmonelosis.

b) Los que infectan solo al hombre: Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi A y
Salmonella Paratyphi C

c) Los que estan adaptados a un huésped animal: S. abortusovis, a los ovinos; S.
abortusequi, a los equinos y S. gallinarum, a las aves.

Humanos

El habitat natural de Salmonella es el tracto gastrointestinal del hombre (Caffer et al.,
2008). Las heces de personas infectadas pueden contener un gran numero de estas
bacterias y puede excretarlo hasta por 3 meses. De acuerdo al serovar implicado, el 1%
de los adultos infectados y el 5% de los nifios menores de 5 afios pueden excretar el
microorganismo por mas de un afio (Chin, 2001 y Jay et al., 2005). La excrecion de
Salmonella Typhimurium en pacientes después de haber sufrido salmonelosis puede
durar hasta 110 dias y la transmision puede ocurrir de persona a persona (Murase et al.,
2000).



Animal

El habitat natural de Salmonella es el tracto gastrointestinal de diversos animales tales
como mamiferos domesticos y salvajes, reptiles, aves e insectos (Brunia, 2008 y Caffer
et al., 2008) puede infectar a los humanos por consumo de alimentos contaminados o
contacto directo (Jay et al., 2005). El pollo y el cerdo son reconocidos como los
principales reservorios de Salmonella, aunque su habitat primario es el intestino en
pollos, esporadicamente puede encontrarse en otras partes, pulmon, traquea, saco aéreo e
incluso articulaciones (Brunia, 2008 y Botero, 2009). Muchas infecciones en animales
pasan asintomaticas. Los animales pueden infectarse al recibir concentrados
contaminados con Salmonella (Lake et al., 2001).

Medio ambiente

La Salmonella proveniente de las heces de animales puede permanecer en pastos y
aguas, contaminando de esta manera otros animales, los insectos puede ser un vehiculo
de contaminacion al posarse sobre las heces contaminadas y llevarlas a mdultiples
lugares. Este ciclo favorece la diseminacion de Salmonella, llegando de esta manera al
hombre (Lake et al, 2002; Jay et al., 2005 y Marin et al., 2009).

Agua

Salmonella es uno de los géneros bacterianos que con mayor frecuencia se encuentran
asociados a brotes de enfermedades de origen hidrico (Fernandez-Crehuet y Espigares,
1995), particularmente el agua de riego que contiene abono, heces de animales silvestres
o efluentes de aguas residuales (Islam et al., 2004). La irrigacion con agua de baja
calidad es una forma en la que los cultivos se pueden contaminar con patégenos. Las
aguas subterraneas, aguas superficiales y las aguas residuales son cominmente utilizadas
para irrigacién. El riesgo de transmision de enfermedades de microorganismos
patdgenos presentes en el agua de riego esta influenciado por el nivel de contaminacion,
la persistencia de patdgenos en agua, suelo y en los cultivos, y la ruta de exposicion.

El agua subterranea generalmente es de buena calidad microbiologica, a menos que esta
se contamine por ejemplo con escurrimientos superficiales contaminados (Steele &
Odumeru, 2004).

Ademaés de la contaminacion de las superficies de frutas y hortalizas que pueden ocurrir

por salpicaduras de lluvia, aerosol o contaminacion del suelo (Klerks, 2007).



Suelo

La contaminacion del suelo puede deberse a heces de animales domésticos o silvestres
que estan asociados a dichas areas. Se ha visto que animales como aves, roedores,
reptiles y anfibios, pueden también actuar como reservorios de Salmonella y contaminar
cultivos por medio de las heces o contacto directo (Fatica et al., 2011).

Alimentos de origen animal

Es una enfermedad fundamentalmente de origen alimentario, la fuente mas frecuente de
infeccion son los alimentos contaminados, incluido el agua. La carne de pollo y otros
tipos de carne (res, pavo) provenientes de animales infectados son un importante
vehiculo de salmonelosis (Brunia, 2008 y Patrick et al., 2010), otros alimentos de origen
animal como los huevos también son vehiculo de transmision (Burr et al., 2005). El
vinculo entre estos patdgenos y los alimentos de origen animal es bien conocido y ha
recibido considerable atencion regulatoria. Aungue el nimero de casos de enfermedades
relacionadas con el consumo de carnes ha disminuido en los ultimos afios, la tasa general
de brote de salmonelosis se ha mantenido estable debido al aumento del riesgo a partir
de fuentes no tradicionales del patégeno (DeWaal et al., 2009; Lynch, et al., 2009;
Mandrell, 2009; Biniam y Mogessie, 2010 y Batz et al., 2011).

Alimentos de origen vegetal

En la actualidad se estd incrementando el numero de enfermedades vinculados a los
productos frescos, especias y frutos secos, principalmente a las frutas y verduras que se
consumen crudos poniendo de relieve la importancia de las plantas como fuentes
potenciales del patdgeno y ha encendido el interés cientifico en la comprensién de los
patdgenos entéricos humanos en las plantas (DeWaal et al., 2009; Lynch, et al., 2009;
Mandrell, 2009; Biniam y Mogessie, 2010; Batz et al., 2011, Brandl y Teplitski, 2013).
Numerosos serotipos de Salmonella entérica son capaces de persistir, colonizar y
multiplicarse en los tejidos y superficies de las plantas a traveés de multiples vias,
incluyendo la humectacion de las hojas, raices, semillas o flores y en suelos
enriquecidos con estiércol por largos periodos de tiempo (Palacios et al., en 1999; Guo
et al., 2001; Brandl et al., 2002; Cooley et al., 2003; Mandrell, 2009 y Marvasi, et al.,
2013).
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Se han realizado diferentes investigaciones que sustentan dicha hipotesis, tal es el caso
de Wei et al., (1995) donde determinaron la capacidad de S. Montevideo para crecer y
sobrevivir en superficies de tomate, incluyendo la piel intacta, areas heridas, grietas de
crecimiento y cicatrices.

Diferentes cepas de Salmonella entérica fueron capaces de colonizar la parte interna de
plantulas de alfalfa en altos nimeros con un inéculo de 10° UFC, aunque las
caracteristicas de infeccion fueron diferentes para cada cepa. Para la mayoria de las
cepas, se observd una fuerte correlacion entre la colonizacion endéfitos y la colonizacién
de la rizosfera (Dong et al., 2003).

Salmonella entérica serovar Typhimurium fue capaz de persistir en suelos enriquecidos
con estiércol en un maximo de 231 dias y el patdgeno se detecto en las partes aéreas de
la lechuga, perejil, zanahorias y rabanos cultivados en estos suelos enmendados durante
2 a 3 meses. Ademas de su transferencia a partir de estiércol y agua de riego a las plantas
(Islam et al., 2004). Por otro lado Brandl et al., (2005) trabajé con imagenes digitales
donde revel6 que el 54% de las células de S. entérica serovar Thompson estaban
presentes en las hojas de cilantro.

En otro estudio donde trabajaron con diferentes cultivos como rabano, brécoli, lechuga,
zanahoria, nabo, tomate, radicchio, espinaca, cilantro, perejil y endibia, reportaron que
en lechuga y tomate el suelo puede no ser la ruta de contaminacion de Salmonella antes
de la cosecha, en comparacién directa con las de otros cultivos agricolas (Barak et al.,
2008) sin embargo, Rodriguez et al. en el mismo afio determinaron que Salmonella
entérica serovariedad Typhimurium ATCC 13176 se transmite a la lechuga, a partir del
bioabono contaminado (OR=2,53) sin importar la concentracién inicial del
microorganismo en el bioabono y Kroupitski et al. (2013) reportaron que Salmonella
entérica esta implicado a la adhesion al tejido de planta de lechuga después de la
cosecha.

S. entérica (incluyendo sv. Typhimurium 14028) fueron encontrados colonizando los
tejidos internos de lechuga, alfalfa, cilantro y principalmente tomate, donde alcanzaron
los niveles de poblacion tan altas como 10 °-10" UFC / g de tejido de la planta bajo
condiciones de campo y condiciones de laboratorio (Dong et al., 2003 y Noel et al.,
2010).
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En tomate se han realizado distintas investigaciones inoculando artificialmente cepas de
diversos serotipos de Salmonella ya sea en el suelo, en agua de riego y partes de la
planta ya que en el brote mas reciente de salmonelosis de los 300 casos de esta
enfermedad en 23 estados aproximadamente el 30% son consumidores frecuentes de
tomate fresco (Teplitski et al., 2011).

En tomate redondo inocularon a S. Typhimurium S. Newport, S. Javiana, S.
Braenderup para desarrollar un modelo matematico para predecir la tasa de crecimiento
de Salmonella (10 2 UFC / g a 10 ® UFC / g) en tomates cortados como una funcién de la
temperatura de incubacion (Pan y Schaffner, 2010).

En la variedad Roma inocularon cepas de S. Enteritidis ATCC 13076, S. Newport ATCC
6962 y S. Typhimurium ATCC 14028 en tomate sin lavado o engrasado y se investigo
los efectos de desinfeccion de una solucion de CIO , en S. entérica en el agua, en las
superficies de tomate y entre las cargas de tomate y estudiaron la capacidad de CIO,a 5
ppm durante el lavado y pulverizacion de los tomate para prevenir la transferencia de
Salmonella en las superficies del fruto de tomate (Pao et al., 2007 y 2009).

Con las misma variedad inocularon cepas de S. Montevideo, S. Javiana y S. Baildon para
obtener las condiciones dptimas de tratamiento de desinfeccion a través de CIO;
(Trinetta et al., 2010),

Se evaluo la influencia del tiempo de almacenamiento refrigerado sobre la eficacia de la
irradiacion para eliminar Salmonella en tomates Roma en rodajas utilizando cepas de
S. Anatum F4317, S. Stanley H0558, S. Enteritidis PT30 (Niemira, 2011).

Se estudid la fijacién y la infiltracion de Salmonella en tomates colocados en la
superficie de suelo saturado de agua inoculadas con el patégeno utilizando cepas de S.
Montevideo (Guo et al., 2002).

En otro trabajo estudiaron la inoculacion del fruto de tomate tanto en la superficie como
parte interna del tomate utilizando S. Javiana 5913 (heces de pollo), S. Javiana 6027
(heces bovinas), S. Montevideo (Tomate), S. Newport (Brotes de alfalfa), S. Enteritidis
(Egg), S. Hadar (gallinero), S. Typhimurium (linea masacre de cerdo), S. Dublin (leche
cruda), S. Senftenberg (Brotes de alfalfa) y S. Infantis (aislado clinico) (Universidad de
Guelph Culture Collection); Shi et al., 2007).
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Determinaron el destino de S. Montevideo (Tomate), S. de Michigan (Melén), S. Poona
(Mel6n), S. Hartford (zumo de naranja) y S. Enteritidis (Egg) inoculadas en tallos y
flores en plantas de tomate. ElI 37% de los tomates recolectados de plantas inoculadas
fueron positivos por todos los serotipos de Salmonella excepto S. Hartford (Guo et al.,
2001).

Investigaron la posibilidad de asociacion de Salmonella con hipocotilos, cotiledones,
tallos y hojas de las plantas jovenes que crecen en una solucion nutritiva hidropénica
inoculado con los patégeno como S. Montevideo (Tomate), S. de Michigan (Melon),
S. Poona (Meldn), S. Hartford (zumo de naranja) y S. Enteritidis (huevos), (Guo et al.,
2002).

Por primera vez, se presenta evidencia convincente de que S. entérica puede moverse
dentro de las plantas de tomate cultivadas en el suelo de campo natural y colonizar los
frutos en niveles altos sin inducir ningln sintoma, a excepcién de una ligera reduccion
en el crecimiento de las plantas (Gu et al., 2011). En el mismo afio Barak et al.,
descubrieron que las plantas regadas con agua contaminada tenian mayor
poblacién S. entérica que las plantas cultivadas a partir de semillas plantadas en suelo
infestado. Sin embargo, ambas vias de contaminacion dieron resultado detectable de
poblaciones de S.entérica en la filosfera por que representan un riesgo de
contaminacion de la fruta (Barak et al., 2011).

Los tomates pueden ser contaminados en los campos de produccion a partir de agua de
riego, manipuladores, bioabono y suelos tratados incorrectamente y ocasionalmente las
deposiciones de pajaros, animales o insectos. También pueden depositar patdégenos en
las superficies de las plantas, ademas se puede producir la contaminacién en la etapa de
procesamiento durante la cosecha, limpieza, lavado y distribucion (Cummings et al.,
2001; CDC, 2005; Gupta et al., 2007; Caffer et al., 2008; Greene et al., 2008; Rodriguez
et al., 2008 y Teplitski et al., 2011).

Brote de salmonelosis por consumo de tomate fresco

Varios brotes de salmonelosis han sido causados por el consumo de tomates crudos
contaminados, tres grandes brotes se produjeron por el consumo de tomates crudos
contaminados con Salmonella Javiana en 1992, Salmonella Montevideo en 1993, y
Salmonella Baildon en 1999 en diferentes estados (CFSAN-FDA. 2001); Muchos de los
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brotes de Salmonella se rastrearon hasta la empacadora, pero en muchos de los casos no
se determind el campo donde se cosecharon. En junio de 2002, Salmonella Javiana fue
la causa de un brote en Transplant Games en Orlando, Florida, Estados Unidos, el origen
del brote era tomate crudo en cubitos (Toth et al. 2002). Cabe mencionar que en 2004
ocurrieron tres brotes separados de salmonelosis asociado con consumo de tomates
Roma crudos en Estados Unidos y Canada, la fuente exacta no quedo esclarecida, pero
una sola empacadora en Florida y muchos procesadores en los estados de Georgia y
Carolina del sur fueron sospechosos (CDC, 2005 y Roebuck, 2004). En mayo de 2005,
un muestreo rutinario programado por la FDA descubrié Salmonella en tomates Pera de
California y emitié un aviso, ningun caso fue reportado (E.U.A.FDA, 2005). EIl 10 de
julio, 2008, un brote de Salmonella Saintpaul con causa no determinada, infecto a 1090
personas en 42 estados, el Distrito de Columbia y Canada, es otro indicador de la falta
de un sistema eficiente de rastreabilidad y bioseguridad en la cadena de frutos frescos.
En particular, el consumo de tomates frescos se ha relacionado con numerosos brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos que implican varios serotipos de
Salmonella enterica (Jie et al., 2013).

Etapas potenciales de contaminacion en tomate
Pre-cosecha
La contaminacion de los productos podria ocurrir durante la produccion en campo antes
de la cosecha. Esta etapa es considerada como la primera etapa de la cadena desde el
campo a la mesa, e incluye la siembra, crecimiento de la planta, riego, asi como otras
actividades y tratamientos asociados con la planta madura (Leon et al., 2009).
De acuerdo a Doyle y Erickson (2008), existen dos factores importantes que pueden
incrementar la contaminacion de microorganismos patdégenos en los vegetales:
1.- Proximidad de la parte comestible de la planta al suelo. Los tubérculos como las
zanahorias, cebollas, papas, etc. o cultivos que crecen cerca al suelo como lechuga,
tomate, cilantro, etc. tienen méas probabilidad de contaminarse.
2.- Concentracién de patdgenos en suelo contaminado en el cual crece el vegetal. Altas
poblaciones de microorganismos patdgenos en el suelo incrementan la probabilidad que

el vegetal esté contaminado al momento de la cosecha. Asi mismo altas concentraciones
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de contaminacién en agua de irrigacion se convertiran en altas cargas de contaminacién
en el suelo y en altas probabilidades de contaminacion en la planta.

En la etapa de pre-cosecha, se han examinado varias rutas potenciales para la
colonizacion y la internalizacion de S. enterica para la contaminacion de los frutos de
tomate (Guo et al., 2002 y Barak et al., 2008).

Riego

Donde quiera que el agua entre en contacto con productos frescos, la calidad de ésta
determina el potencial de contaminacion con patogenos. La fuente del agua de riego,
coémo es distribuida y el tipo de riego que es usado, son factores importantes que
influyen en la contaminacion de frutas y vegetales frescos (USFDA-CFSAN, 1998).
Cosecha

La etapa de cosecha en los campos de cultivo marca el inicio de una cadena de
operaciones que alteran el estado fisioldgico de los vegetales. Principalmente esta el
dafio mecéanico que se produce al cortar el vegetal, esta operacion crea superficies
susceptibles a contaminarse con bacterias patdgenas si no se manejan adecuadamente
(Doyle y Erickson, 2008).

Las fuentes de contaminacion en esta fase son variadas, debido a que puede influir la
contaminacion que ocurrié durante la pre-cosecha. Ademas, el tipo de contaminacion
que pueda ocurrir durante y después de la cosecha son afectados si los vegetales son
empacados en el campo (listos para su distribucion inmediata) o si el producto es sujeto
a un lavado y seguido del empacado en la planta de procesamiento (area de empacado)
(Ledn et al., 2009).

La significancia de la contaminacion de productos vegetales durante el crecimiento y la
cosecha no esta bien establecida debido a que una vez que el brote ocurre, es dificil
determinar si la fuente de contaminacion fue especificamente durante la pre-cosecha. Sin
embargo, para la mayoria de los productos, la contaminacion ocurre en la superficie de
los mismos, existiendo evidencia de que los agentes patdgenos pueden estar presentes
por la accidn capilar a través de los espacios o grietas y/o tejido dafiado de la planta

durante su produccion (Ledn et al., 2009).
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Post-cosecha

Un producto fresco recibe mucho menos tratamiento después de la cosecha; algunos
productos son empacados y enviados sin ningun tratamiento previo, mientras que otros
son lavados, saneados y empacados antes de ser enviados. Muchos de los productos
frescos pasan a través de areas especializadas Ilamadas areas de empacado. El objetivo
de los empaques es preparar al producto, que viene directamente del campo, para su
distribucion, cabe destacar que en ciertos cultivos como los de melon, cilantro y perejil,
tienen una contaminacion significativamente mas alta cuando salen del area de
empacado para ser distribuidos que cuando salen del campo y se mandan directamente a
su distribucién. Esto sugiere que ciertos procesos que se llevan a cabo en el empacado
tienen una contaminacion cruzada y/o proliferacion microbiana, desafortunadamente es
dificil determinar si las superficies de equipos pueden ser fuente de contaminacion hacia
los productos o viceversa (Castillo et al., 2004).

Produccién de tomate en México

En México durante el ciclo agricola 2014, segun datos del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en sus reportes mensuales sobre siembra y cosecha
hasta febrero de 2015 se han obtenido 2.4 millones de toneladas de tomate rojo, el cual
contempla la produccién de tomate saladette y tomate bola, mejor conocido en el Centro
y Sur de México como Jitomate, dicha produccion representa una disminucion en la
produccidn de este producto en un 9% respecto a la produccion que se presenté en 2013
que fue de 2.7 millones de toneladas. En los ultimos ocho afios se han sembrado y
cosechado alrededor de 48 y 55 mil hectareas de tomate rojo en todo el pais, con
rendimientos que van desde las 37 a 57 toneladas por hectarea, siendo asi en 2012 el afio
en que se obtuvo la mayor produccién de esta legumbre que fue de 2.8 millones de
toneladas con rendimientos promedios de 51.38 toneladas por hectareas.

De acuerdo con el informe de avances de siembras y cosechas que publica el SIAP
durante el afio agricola 2014, los principales estados productores de tomate rojo son:
Sinaloa con una produccion de 550, 900 toneladas con rendimientos por hectarea de 40.5
toneladas; San Luis Potosi con una produccién de 196, 011 toneladas con rendimientos
de 74 toneladas por hectarea; Michoacan con una produccion de 163, 425 toneladas y
rendimientos de 27.8 toneladas por hectarea; Jalisco produjo 158, 408 toneladas con
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rendimientos por hectarea de 70 toneladas; y Zacatecas con una produccion de 145, 907
toneladas con rendimientos de hasta 54 toneladas por hectérea.

Principales productores de tomate rojo

De acuerdo con datos publicados por el Banco de México sobre la balanza comercial
agropecuaria, México es vendedor neto de jitomate hacia el mercado exterior, siendo su
principal comprador Estados Unidos, entre las variedades que destacan son el tomate
bola, el tomate saladette y el tomate Cherry. El jitomate es el 8° cultivo con mayor valor
en México.

México es el principal exportador de jitomate fresco a nivel mundial, con cerca del 20%
del volumen y 25% del valor comerciados, que se destinan principalmente a EEUU. El
pais exporta alrededor de 1.5 millones de toneladas anuales, que representan entre el 50
y 70% del volumen de produccion.

Segun estadisticas del Banco de México las exportaciones de jitomate desde el 2000
hasta la fecha han presentado una tendencia al alza, esto provocado principalmente por
el efecto que tiene el precio del dolar con respecto al peso, siendo esté el efecto de
devaluacién del peso frente al dolar ya que provoca el incentivar aun mas las
exportaciones por parte de los productores ya que reciben mayores ganancias al vender
su produccion al mercado exterior por que lo venden en dolares y al convertirlos en
pesos, reciben mas pesos por su produccidn, pero esto no siempre es beneficioso ya que
se descuida el mercado interno.

De acuerdo con datos del Sistema de Informacion e Integracion de Mercados (SNIIM) el
precio del jitomate ha tenido un aumento en el primer trimestre de 2015 de hasta un 47%
en jitomate bola, presentando precios en enero de $17.00 pesos por kilogramo y en
marzo precios de hasta $25.00 pesos el kilogramo en la central de abastos de la Ciudad

de México.
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Figura 1. Principales productores de tomate rojo. Fuente: Observatorio de Precios con
datos del SIAP. Consultado en abril 2015.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del sitio de estudio

La investigacion se realizo en dos sistemas de produccion bajo agricultura protegida: en
invernadero semihidroponico con cultivos de tomate bola (hibrido Cedral) con sustrato
de fibra de coco y en malla sombra in situ con tomate saladette (hibrido Rafaello),
ambos de héabito indeterminado. Las muestras experimentales fueron recolectadas en
diferentes etapas fenoldgicas de la planta durante el ciclo de cultivo, asi como en el
empacado del fruto, ademas de realizar muestreos de sustrato, suelo, agua de riego
conectados directamente a pozos de extraccion, agua en almacenamiento y agua de
fertirriego, en el Rancho el Trébol, Villa de Arista, San Luis Potosi.
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Figura 2. Ubicacion del sitio de estudio

Recoleccion de muestras

Se colectaron 18 muestras de agua, estas muestras se tomaron de pozos de extraccion,
almacenamiento y fertirriego. Las muestras de aguas se colectaron en frascos estériles de
un litro de capacidad, debidamente etiquetados y cerrados.

Se colectaron 21 muestras de suelo en los dos sistemas de produccién y 21 muestras de

sustrato de fibra de coco en invernadero, las muestras de suelo se extrajeron de cinco
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puntos seleccionados aleatoriamente y se tomaron aproximadamente 50 g de suelo por
punto a una profundidad no mayor de 5 cm y se colocaron en bolsas estériles (Ziploc®).
Se colectaron 25 muestras de plantulas y se analizaron los raices y foliolos, ademas se
muestrearon plantas en diferentes etapas de desarrollo desde la etapa vegetativa-
reproductiva hasta empaque considerando diferentes partes de la planta. En la etapa
vegetativa-reproductiva se muestrearon los foliolos intermedios e iniciales, brotes
intermedios e iniciales, flores, pedunculos, raiz, frutos en precosecha, frutos cosechadas
directamente de la planta y frutos en empaque tratados con cloro, en esta etapa se
colectaron 210 muestras para cada sistema de produccion.
Las muestras recolectadas en invernadero semihidropénico y malla sombra se
trasladaron en una hielera a Microbiologia Clinica y Ambiental del Laboratorio
Estatal de Salud Publica de Coahuila para su posterior analisis microbiologico. Para
llevar a cabo el experimento se utilizé un disefio completamente al azar para cada una de
las modalidades con cuatro repeticiones.

a) Invernadero semihidroponico con sustrato de fibra de coco, acolchado y riego

por goteo con el hibrido Cedral.

b) Malla sombra in situ con acolchado y riego por goteo con el hibrido Rafaellos.
Deteccidn y aislamiento
La determinacion de la presencia o ausencia de Salmonella enterica se llevo en base a lo
descrito en la NOM-210-SSA1-2014, que consta de cuatro etapas sucesivas:
Pre-enriquecimiento
Esta etapa es para restaurar las ceélulas de Salmonella enterica que pudieran estar
dafadas y mantenerla a una condicion fisioldgica estable. Para lo cual se realizé a partir
de agua peptonada tamponada como medio de cultivo no selectivo.
Agua Peptonada Tamponada (APT)
El APT es para la determinacion de Salmonella enterica y para su preparacion se
consideraron los siguientes ingredientes:
Cloruro de sodio: 59
Peptona de caseina: 10g
Fosfato de sodio dibasico: 99
Fosfato de potasio monobasico: 1.5¢
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Los ingredientes antes mencionado se disolvieron en un litro de agua bidestilada, se
ajusto el pH a 7.0 0.2, posteriormente se distribuyd la cantidad de 225 ml en un frasco
de capacidad de 500 mL. Se esterilizé a 121°C durante 15 minutos.

Una vez preparado el medio se utilizo un litro del agua de irrigacion recolectadas en tres
puntos diferentes y se coloc6 en 50 ml de agua peptonada tamponada. Para el suelo,
sustrato, plantula, foliolo inicial, brote inicial, foliolo intermedio, brote intermedio,
flores, pedunculo del fruto, fruto en pre-cosecha y poscosecha. Se pesaron 25 g de la
muestra y se colocaron en 225 ml de agua peptonada tamponada en un frasco de 500 ml.
Se incubaron a 35°C por un periodo de 24 hrs.

Enriquecimiento selectivo

Esta etapa estimula y favorece el crecimiento de Salmonella spp. e inhibe otros
organismos presentes en la muestra, para esta etapa se utilizd el medio de cultivo
denominado:

Rappaport Vassiliadis (CRV)

Durante el proceso de preparacion del medio se afadio 26.6 g en un litro de agua
bidestilada. Se calentd suavemente hasta dilucién completa. Se ajustd el pH a 5.1 de
acuerdo a la etiqueta del medio, después se distribuyd la cantidad de 10 ml en tubos
esteriles. Se esteriliz6 a 121°C durante 15 minutos.

Una vez teniendo el medio de cultivo se tomo la suspension obtenida del agua peptonada
tamponada y se pasé 0.1 ml a tubos estériles con 10 ml de CRV, los tubos inoculados se
incubaron sin agitacion a 35°C por un periodo de 24hrs.

Aislamiento y diferenciacion en medios selectivos

En la tercera etapa del analisis permitié la diferenciacion de colonias de Salmonella spp.
de otras bacterias, esta diferenciacion radica en la composicion de los distintos medios
que permitio el crecimiento de las colonias de esta bacteria con aspectos caracteristicos,
se utilizaron cuatro medios selectivos en placa que a continuacion se mencionan:

Agar Salmonella y Shigella (SS)

Es un medio diferencial selectivo para el aislamiento de Salmonella y Shigella, a partir
de heces, orina y alimentos diversos, tanto frescos como enlatados.

Para la preparacion del medio se suspendido 60 g del polvo en un litro de agua

bidestilada. Se mezcld bien hasta obtener una suspension homogénea. Se calentd en una
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parrilla eléctrica agitando frecuentemente y se hirvié durante un minuto. No se esteriliz6
en autoclave de acuerdo a la metodologia. Se continuo con el proceso de bafio maria
para su enfriamiento que se sometié a un rango de 45°C- 50°C, después se distribuy6 en
cajas petri empleando 20 ml por placa. El pH del medio fue 7.0 +0.2.

Agar Verde Brillante (VB)

Considerado como un medio altamente selectivo empleado para aislar Salmonella spp.,
(excepto S. typhi y S. paratyphi).

Se prepard este medio de cultivo suspendiendo 58 g del polvo en un litro de agua
bidestilada, se mezcld perfectamente y se calent6 agitando frecuentemente. Se hirvio por
un minuto y se esterilizé a 121°C durante 15 minutos. Se ajustd el pH del medio a 6.9 +
0.2.

Agar Sulfito de Bismuto (ASB)

Medio selectivo para aislamiento y diferenciacion de Salmonella typhi.

Para continuar con el proceso de preparacion del medio se rehidraté 52 g del medio en
un litro de agua bidestilada, se agito hasta obtener una suspension uniforme. Se calentd
agitando frecuentemente hasta ebulliciébn y se mantuvo por un minuto. Se enfrio
inmediatamente a + 45 C y se vaci6 en cajas petri estériles, siempre con agitacion
constante. No se esteriliz6 en autoclave. pH 7.5 £ 0.2.

Agar Xilosa Lisina-Desoxicolato (XLD)

Para el aislamiento de bacterias enteropatdgenas, especialmente de los géneros
Salmonella, Shigella y Arizona.

Se suspendid 55 g del polvo en un litro de agua bidestilada. Se calentd frecuentemente
justamente hasta que hirvié el medio. No se sobrecalentd. Se transfirié de inmediato al
bafio marfa a unos 50 ‘C. Se vertié en placas tan pronto como se haya enfriado. EI medio
para su utilizacion debera tener un color rojizo y estar claro. El calentamiento excesivo
o0 la prolongada estancia al bafio maria producen precipitacion. Cuando esto sucede las
reacciones son satisfactorias pero las colonias pueden ser de menor tamafio. pH 7.4 =+
0.2.

Para continuar con el resto del procedimiento, la metodologia aplicada para tal efecto
fue: de la suspension bacterial obtenida en el enriquecimiento selectivo se tomaron

muestras con el asa estéril y se estriaron en los cuatro medios de cultivo. Los medios
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sembrados se incubaron a 35 °C y a las 24hrs se examinaron para detectar la presencia
de colonias tipicas con caracteristicas de Salmonella.

Morfologia colonial tipica de Salmonella

Para la identificacion se considerd las siguientes caracteristicas:

SS: colonias transparentes con centro negro

VB: Colonias rosas, blancas o transparentes sobre fondo rosa.

ASB: Colonias cafés o marron, grises o negras; algunas veces pueden presentar brillo
metalicas y el medio circundante generalmente es café al principio y a medida que se
prolonga el tiempo de incubacion, pueden aparecer de color negro.

XLD: colonias rosas con o sin centro negro. Muchos cultivos de Salmonella pueden
producir colonias con un centro negro muy grande o completamente negras. Los
serotipos S. paratyphi A y S. choleraesuis, pueden dar colonias transparentes sin centro
negro; algunos cultivos atipicos de Salmonella producen colonias amarillas con o sin
centros negros.

En ausencia de colonias tipicas sospechosas para Salmonella se seleccionaron todas las
colonias que crecieron en los medios de cultivo, se sembraron en base de agar sangre
para el incremento de los cultivos puros y se incubaron a 35°C por un periodo de 24hrs.
Cultivos control positivo

Con la finalidad de verificar el protocolo anterior se incluyd dos controles positivos
durante el procesamiento de las muestras: para esto se inocularon dos muestras de cada
variable con Salmonella Typhimurium a una concentracién de 1.55 x 10 UFC/ml.

Para cultivar los microorganismos aislados se utiliz6 el medio de cultivo que a
continuacion se menciona.

Base de Agar Sangre (BAB)

Para su preparacién se disolvieron 40 g del medio deshidratado en un litro de agua
bidestilada, se remojo entre 5 y 10 minutos. Se hirvié durante 1 minuto, después se
distribuy6 10 ml en tubos estériles. Se esterilizé a 121°C durante 15 minutos y se enfrié
a 45-50 'C en posicion inclinada y se vacio en cajas petri estériles.

Las colonias aisladas obtenidas en la etapa de aislamiento y diferenciacion se sembraron
en BAB para mantener e incrementar las poblaciones, se incubaron a 37°C por 24 hrs,

transcurrido el tiempo se procedié con las pruebas bioquimicas.
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Pruebas bioquimicas diferenciales

En esta etapa se diferencian las bacterias por su actividad metabdlica. La identificacion
o confirmacion de las colonias presuntivas de Salmonella spp se llevo a cabo en los
siguientes medios:

Agar de Hierro y Lisina (LIA)

Diferenciacion temprana de Salmonella y Shigella.

Se suspendio 33 g del polvo en un litro de agua bidestilada. Se disolvio, calento e hirvio
durante un minuto y posteriormente se distribuyé en tubos con tapon de rosca y se
esteriliz6 a 121°C durante 15 minutos, se enfrié en posicion inclinada. pH 6.7 +0.2.

Se toco ligeramente el centro de la colonia seleccionada con un asa estéril y se sembro
en forma de estria la parte inclinada y por puncién el fondo. Se incubaron los tubos con
las tapas sin apretar para mantener las condiciones anaerobicas en la incubacion y asi
prevenir la produccion excesiva de H,S. Se incubaron a 35°C por un lapso de 24 hrs.

El agar hierro lisina es un medio Util de deteccidn, porque la mayoria de los aislamientos
de Salmonella descarboxilan la lisina y producen H,S, mientras que la produccién de gas
varia por serotipo.

Agar de Hierro y Triple Azlcar (TSI)

Para la preparacion de este medio se rehidratd 59.4 g del medio de cultivo en un litro de
agua bidestilada. Se calentd agitando con frecuencia hasta su punto de ebullicion y
completa disolucion del medio. Se distribuyé en tubos y se esterilizé a 121°C durante 15
minutos. Los tubos se enfriaron en posicion inclinada. pH 7.3 +0.2.

Se toco ligeramente el centro de la colonia seleccionada con un asa estéril y se sembro
en forma de estria la parte inclinada y por puncién el fondo. Se incubaron los tubos con
las tapas sin apretar para mantener las condiciones anaerobicas en la incubacion y asi
prevenir la produccién excesiva de H,S y un poco inclinado para evitar la produccion
excesiva de gas. Se incubaron a 35°C por 24 hrs.

Agar MIO

Se utiliz6 este medio para la identificacion de las bacterias en base a la movilidad,
produccién de Indol y actividad enzimatica Ornitina decarboxilasa.

Para la preparacion del medio se suspendio 31 g del medio en un litro de agua
bidestilada. Se calento con agitacion suave hasta disolverse completamente del polvo y
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se hirvié durante un minuto. Se distribuyé en tubos de vidrio, se tapd y se esteriliz6 a
121°C durante 15 minutos. Se enfrié en posicion vertical. pH 6.5 0.2

Se toco ligeramente el centro de la colonia efectiva con un asa estéril y se sembré en
forma de picadura el fondo. Se incubaron los tubos con las tapas sin apretar para
mantener las condiciones anaerdbicas en la incubaciéon y asi prevenir la produccion
excesiva de H,S. Se incubaron a 35°C por 24 hrs.

Urea (Caldo Urea)

Para diferenciar las enterobacterias con base en la produccién de ureasa.

Se preparo6 el componente siguiente:

Urea: 20 g

Extracto de levadura: 0.1 g

KH,PO4:9.1¢g

KiHPO4: 9.5

Rojo de fenol: 0.01 g

Los ingredientes se disolvieron en litro de agua bidestilada estéril. No se calentd. Se
esterilizd por filtracion a través de una membrana de 0.45 mm. Se distribuyo
asépticamente porciones de 1.5-3.0 ml en tubos de ensayo de 13 x 100 mm estériles. pH
6.8 +0.2.

Se tocd ligeramente el centro de la colonia seleccionada con un asa estéril y se sembro
en forma de picadura en el fondo. Se incubaron los tubos con las tapas sin apretar para
mantener las condiciones anaerdbicas en la incubacion y asi prevenir la produccion
excesiva de H,S. Se incubaron a 35°C por 24 hrs.

Los cultivos ureasa positivos producen una reaccion alcalina en el medio, que manifiesta
un color entre rosaceo y rojo. Los microorganismos ureasa negativos no cambian el
color del medio, el cual es entre amarillo palido y rosado. S. Typhi siempre es ureasa
negativa.

Caldo Peptonado (CP) para la reaccion de Indol

Ingredientes

Cloruro de sodio: 15 g

Peptona de caseina: 20 g

Agua bidestilada: 1000 ml
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Se pesaron los ingredientes y se disolvieron en agua bidestilada. Se ajust6 el pH y se
distribuyo la cantidad de 4 ml en tubos 13 x 100 con tapon de rosca. Se esterilizo a
121°C durante 15 minutos. Se tocé ligeramente el centro de la colonia pura con un asa
estéril y se sembro en forma de picadura el fondo. Se incubaron los tubos con las tapas
sin apretar para mantener las condiciones anaerdbicas en la incubacion y asi prevenir la
produccion excesiva de H,S. Se incubaron a 35°C por 24 hrs.
Interpretacion de pruebas bioquimicas
Agar LIA
Interpretacion de los cambios decarboxilacion de la lisina:
Positivo: fondo color morado (Descarboxilacion) —> Informar K/K
Negativo: fondo amarillo.—> Informar K/A
Desaminacion de la lisina: Positivo: tendido rojo. — Informar R/A.
Agar TSI
La lectura utilizada universalmente es la siguiente:
K= cambio debido a alcalinizacion (Rojo) A= cambio debido a la produccion de acido.
Lectura:

» Fermentacion de la glucosa: fondo amarillo y tendido rojo —> Informar K/A

» Fermentacion de la Lactosa y/o Sacarosa: tendido amarrillo=>Informar A/A

» Produccion de gas: Ruptura del agar

» Produccion de H,S: Ennegrecimiento del medio.
Agar MIO
Se usa para la identificacion de Enterobacterias sobre la base: Movilidad, actividad de
Ornitina Descarboxilasa y la produccion de Indol.
Movilidad: se demuestra por un enturbiamiento del medio o por un crecimiento en que
el cultivo difunde desde la linea de inoculacion. Los cultivos no moviles crecen solo a lo
largo de la linea de inoculacion.
Ornitina: los cultivos negativos a Ornitina se mantienen amarillos y a veces en la parte
superior pueden ser purpura.
Produccion de Indol: a partir del triptéfano se detecta con el aldehido presente en el

reactivo de Kovacs, que se afiade después de la lectura de Ornitina y Movilidad.
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Prueba de Ureasa

Positiva: si los tubos inoculados de agar urea viran a purpura.

Negativa: ningun cambio en color en el medio.

Prueba de Indol: los cultivos de Salmonella dan la prueba negativa (la carencia de color

profundo rojo en la superficie del caldo).



27

RESULTADOS Y DISCUSION
En medios selectivos se logrd aislar colonias presuntivas en base a su morfologia para
Salmonella, esta caracteristica se presenté solamente en un medio selectivo (verde
brillante), las colonias fueron de color rosa con fondo rosa, en algunas muestras de
foliolos y brotes, flores y frutos. Sin embargo al realizar la confirmacion por pruebas
bioguimicas las reacciones obtenidas fueron positivas para Escherichia coli.
Al interpretar las reacciones enzimatica para diferenciacion de enterobacterias en los

medios TSI, LIA y MIO dieron como resultado las siguientes bacterias (Cuadro 2).

Cuadro 2. Reacciones enzimatica de las bacterias presentes en las muestras

experimentales.

Patdgeno LIA TSI MIO
H,S M | @)
Salmonella Typhimurium (+) KIK | KIA |+ + |- |+
Escherichia coli K/K AA |- + + |-
Citrobacter freundii K/A A/A + + - |+
Serratia marcesens K/K KIK |- + - |+
Enterobacter spp. KIK |KIA |- + |- [+

LIA= Descarboxilacion de la linina y desaminacion de la lisina (K/K); TSI=Fermentacién de la glucosa y
sacarosa (K/A); H,S =Produccion de &cido sulfhidrico; MIO= Movilidad, Indol y Ornitina. Fuente:
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 1957.

Tradicionalmente se ha preferido el uso de méas de un mas de un medio de aislamiento
porque se traduce en un incremento en la positividad. Los medios de cultivos selectivos
difieren en su capacidad para aislar a Salmonella de los alimentos y el medio ambiente
(Bager y Petersen, 1991; D Aoust et al., 1992; Fernandez Escartin et al., 1983 y
Oboegbulem, 1993). Esto se debe a diferencias en el nivel de estrés celular y la

tolerancia inherente a los serovares e incluso cepas individuales potencialmente
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presentes, hacia los inhibidores quimicos y fisicos en medios de cultivo (Chen et al.,
1983; Korsac et al., 2004).

Bacterias encontradas en plantula de tomate

La contaminacién de tomate por patdgenos humanos como Salmonella enterica e
indicadores de contaminacion fecal, se origina a partir de los campos donde se cultivan
los tomates al realizar las practicas agronomicas indispensables como la eleccion del
cultivar, produccién de plantula, densidad de poblacion y distribucion, trasplante,
tutorado, podas control de malezas, plagas y enfermedades, cosecha, seleccion y
empacado, asi como suelo, agua de riego, restos vegetales, semillas, residuos animales e
insectos.

Con el proposito de descartar que las plantulas manifiesten la contaminacion por
posibles in6culos como charolas, sustrato, semillas, agua, suelo y manejo agronémico de
las mismas antes del trasplante, se realizd el analisis microbiolégica tomando una
muestra de 25 plantulas, considerando el muestreo en dos partes: raiz y hojas teniendo
un total de 50 muestras, donde el 96% (49/50) de las muestras analizadas presentd a
Citrobacter freundii y el 4 % a Enterobacter spp en ambas partes de la plantula, sin
embargo a pesar de estos resultados en ninguna de las muestras se detect6 a Salmonella
enterica por lo que se puede considerar que no existe el problema en esta etapa
fenoldgica ya que el productor destina un area independiente para la produccion de
plantulas y asi poder establecer adecuadas practicas de sanidad, control de temperaturas,
humedad relativa, ventilacion y luminosidad.

Sin embargo en un estudio realizado por Barak y Liang (2008) al sembrar semillas de
tomate en un suelo inoculado por S. enterica encontraron que plantulas de 3-5 hojas de
tomate que fueron colonizadas por esta bacteria, en este caso el analisis en plantulas se
realizd en ausencia de la inoculacion artificial del patdogeno donde no se detectd la
presencia de S. enterica.

A pesar de las practicas de sanidad realizadas por el productor en esta etapa fenoldgica
se detectd a la presencia de Citrobacter freundii y Enterobacter spp; la presencia de

éstas bacterias se le atribuye a una contaminacion fecal.
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Figura 3. Bacterias presentes en plantulas de tomate antes de trasplantarse.

Bacterias presentes en diferentes partes de planta de tomate provenientes de
invernadero semihidropdnico hasta empaque para su distribucion, Rancho San
Javier.

Las partes de las plantas muestreadas y analizadas fueron: raiz, foliolo inicial, brote
inicial, foliolo intermedio, brote intermedio, flor, pedinculo del fruto, fruto en
precosecha, fruto cosechada y fruto empacada ya que son consideradas como posibles
indculos para Salmonella enterica.

En este sistema de produccion se analizo la calidad microbioldgica de 210 muestras de
diferentes partes de la planta en la etapa vegetativo-reproductiva, asi como también en
frutos en precosecha, cosecha y empaque. En raiz se detect6 a Citrobacter freundii en un
90%, en orden de importancia le siguieron los peddnculos del fruto con 76.19 %, foliolo
intermedio y flores con 57.14%, 52.48 % en brote inicial y 42.86 % brote intermedio,
mientras que 38.10 % se encontrd en frutos en precosecha, 23.81% en fruto empacado y
19.05 % en fruto cosechada directamente de la planta respectivamente.

Con respectd a Escherichia coli, se encontré6 que en los frutos que habian sido

cosechados directamente de la planta en invernadero semihidroponico se presentd la
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presencia de esta bacteria en un 71.43 % de las muestras analizadas, seguido por fruto en
precosecha y brote intermedio con 57.14% y 52.38 % respectivamente; en el brote
inicial y foliolo intermedio se encontré un 38.10%, en el foliolo inicial con 28.57 % y
14.29 % en flores y fruto seleccionado y empacado. Esta bacteria se detecto en la etapa
vegetativa-reproductiva debido a las diferentes practicas agronémicas que recibe la
planta en esta etapa de desarrollo, encontrandose una mayor presencia del patégeno en
fruto cosechado directamente de la planta. Con estas practicas de manejo el personal se
permanece en el invernadero durante las ocho horas de jornada, lo cual puede producir
una contaminacion de E. coli a partir del equipo, herramientas utilizadas y directamente
del personal.

Durante el proceso de manejo y produccion de tomate bajo agricultura protegida se
investigd sobre la presencia de Serratia marcesens que solamente se manifesto en el
foliolo inicial de la planta y en fruto cosechada con 4.76 %. En cuanto a esta bacteria no
existian antecedentes de que fuera considerada como un patdgeno asociado a las plantas
ni se sabia que fuese capaz de colonizar su floema, sin embargo recientemente fue
reconocida como patdgeno de una enfermedad de las cucurbitaceas y econmicamente
importante. S. marcescens es un microbio cosmopolita en productos alimenticios,
desechos almacenados, cuerpos de agua y suelo; a menudo es un sapréfito inocuo, pero
puede causar enfermedades en vertebrados inmunocomprometidos, incluyendo a los
humanos, y especies de insectos (Fletcher and Wayadande, 2002).

En la etapa vegetativa-reproductiva de la planta de tomate y empaque no fue posible el
aislamiento de Salmonella enterica en virtud de que las condiciones no fueron
favorables para la presencia de la misma, a pesar de que la dosis infectante conocida es

detectable por el método convencional.
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RA=Raiz; FI=Faoliolo inicial; BI=Brote inicial; FIM= Foliolo intermedio; BIM= brote intermedio; FL=
flores; PD= Pedunculo; FPC= Fruto precosecha; FC= fruto cosechada y FT= fruto tratado con cloro.

Figura 4.-Bacterias presentes en diferentes partes de planta de tomate provenientes de

invernadero semihidropénico hasta empaque para su distribucion, Rancho San Javier.

Bacterias presentes en diferentes partes de plantas de tomate provenientes en malla
sombra hasta empaque.

En este sistema de produccion se analizé la calidad microbiol6gica de 210 muestras de
diferentes partes de la planta en la etapa vegetativa-reproductiva, asi como también en
frutos en precosecha y poscosecha (fruto cosecha y empaque). El analisis se realizé en
raiz, foliolo inicial, brote inicial, foliolo intermedio, brote intermedio, flor, pedunculo
del fruto, fruto en precosecha y poscosecha (cosecha y empaque). Se detectd a
Citrobacter freundii durante toda la etapa de produccion hasta empaque, donde la mayor
presencia estuvo en raiz con 95.24%, seguido de brote intermedio y fruto en precosecha
con 66.67%, foliolo inicial y fruto en cosechado directo de la planta con 61.9 %, foliolo
intermedio con 57.14 %, brote inicial con 52.38%, pedunculo del fruto con 38.1%, fruto
en empaque despues del proceso de transporte, lavado, cepillado, encerado, seleccionado
y empacado con 24.29 % y en el muestreo de la etapa de floracion donde se tomaron

diferentes racimos florales y nimero de flores con un 23.81 % respectivamente.



32

Con respecto a Escherichia coli, se encontr6 que en los frutos analizados en cosecha que
fueron cortados por los trabajadores presentaron la presencia de esta bacteria en un
38.10%, seguido de fruto en precosecha y foliolo inicial e intermedio con un 28.57% y
23.81 % respectivamente; mientas que en brote inicial, brote intermedio, flores en
racimos y fruto en empaque la presencia de esta bacteria fue del 19.05%.

Mientras que Serratia marcesens solamente se encontré en flores en 4.76% vy
Enterobacter spp en raiz y fruto en precosecha con 4.76%; esta Ultima es considerada
como colonizante habitual del tracto gastrointesnal de acuerdo a investigaciones

realizadas por Farmer (1999).
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RA=Raiz; FI=Foliolo Inicial; BI=Brote Inicial; FIM= Foliolo Intermedio; BIM= Brote Intermedio; FL=
Flores; PD= Pedlnculo; FPC= Fruto Precosecha; FC= Fruto Cosechada y FT= Fruto Tratado

Figura 5.-Bacterias presentes en diferentes partes de plantas de tomate provenientes en

malla sombra hasta empaque.

Bacterias presentes en muestras de agua de extraccion, agua almacenada y agua de
fertirriego, Rancho el Trébol 2015.
El agua de riego contaminada se considera el mayor peligro de contaminacion

microbiana a frutas y hortalizas (Steele et al., 2005 y Stine et al., 2005). El agua
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utilizada para el riego proviene de un pozo profundo, después se dirige al
almacenamiento y fertirriego. Al momento de tomar las muestras se consideraron estos

tres puntos que son criticos para la contaminacion microbiana.
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Figura 6. Bacterias presentes en las muestras de agua.

Se analizaron 18 muestras de agua recolectadas de  pozos de extraccion,
almacenamiento y fertirriego. Del total de las muestras analizadas se encontr6 23 cepas
de bacterias. Del total de bacterias presentes en los muestreos el 65.21% corresponde a
C. freundii, de los cuales el 26.06% se encontr6 en el agua de fertirriego, seguido del
agua almacenada con 21.73% y 17.39% en el agua proveniente directamente de los
pozos de extraccion. Mientras que la presencia de S. marcesens fue de 13.04% en agua
de fertirriego, 8.69% se encontrd en agua almacenada y 4.34 % en las muestras de agua
provenientes de los pozos de extraccion. Ademas de estas bacterias se encontro la
presencia de Citrobacter diversus (4.34 %) en agua fertirriego y Enterobacter spp
(4.34%) en agua almacenada.

Sin embargo la bacteria que predomind en este analisis fue C. freundii, seguido de S.
marcesens respectivamente. Por otro lado en el agua de fertirriego se presentd el mayor

numero de bacterias. Palacios et al. (1999) confirmaron la ausencia de colonias de
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Salmonella en muestras de agua de riego convencional pero no mencionan de qué fuente

provenia el agua, para esta investigacion si se determinaron los puntos claves para el

muestreo del agua por lo que los resultados obtenidos son confiables para la toma de

decisiones del productor para su prevencion y/o correccion.

Bacterias presentes en suelo y sustrato de fibra de coco en invernadero

semihidroponico.
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Figura 7. Muestreo de suelo y sustrato en invernadero semihidroponico

En este analisis se detectd la presencia de C. freundii en todas las muestras analizadas

tanto de suelo como de sustrato de fibra de coco. En el caso del sustrato pudo haberse

contaminado por estar en contacto directo con el suelo, ademas de ser un material

reciclado de otra zona productora de un ciclo de cultivo anterior.
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Bacterias presentes en muestras de suelo provenientes de malla sombra in situ
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Figura 8. Bacterias presentes en muestras de suelo en malla sombra.

El muestreo se realiz6 en malla sombra donde cambi¢ la practica de establecimiento del
cultivo, hibrido, fecha de siembra, acolchado y fertirriego in situ. Para realizar los
analisis se extrajeron 21 muestras en diferentes etapas fenoldgicas de la planta para
someterlas al laboratorio y realizar los andlisis microbioldgicos. Del total de muestras
de suelo analizados, 90.48 % resultaron positivas para C. freundii y el 9.52% para E.
spp, esta ultima solamente se encontrd en esta modalidad.

No se pudo determinar la presencia de Salmonella en las 42 muestras de suelo tanto de
invernadero como de malla sombra y 21 muestras de sustrato en invernadero. Sin
embargo, este resultado no necesariamente sugiere la ausencia de la misma, ya que se ha
reportado que la bacteria en ambientes hostiles entra en un estado viable pero no
cultivable, lo que dificulta su aislamiento en medios selectivos (Caro et al., 1999).
Ademas Salmonella es capaz de sobrevivir y multiplicarse en el suelo hasta por un afio
(Winfield y Groisman, 2003). Entre los factores que determinan la sobrevivencia de la
bacteria en el suelo se encuentran: el tipo de suelo, grado de desecacion, poblaciones de

organismos depredadores y cantidad de materia organica presente en el mismo (Paluszac
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et al., 2003). Otra causa que dificulta a esta bacteria en muestras de suelo es la alta
concentracion de microbiota natural. Se considera que la ausencia de Salmonella en
suelo puede deberse a que no presentaba las condiciones para que esta bacteria se hiciera
presente o0 es probable que sea selectiva de algun cultivo en particular. O bien a una alta
concentracion de microbiota mixta del suelo y la dificultad de aislar la bacteria con los
métodos de cultivos empleados en esta investigacion (Reissbrodt et al., 2002).

Material vegetativo proveniente de invernadero semihidropoénico, Rancho el Trébol
2015.

Al momento de obtener los resultados de las 252 muestras analizadas del material
vegetativo provenientes de invernadero semihidroponico no se encontrd indicios de S.
enterica, sin embargo en el 60.71% de las muestras se encontro a la especie C. freundii
sequido de E. coli con 26.19%, mientras que la presencia de S. marcesens solamente
fue de 0.79%.

Durante el periodo de muestreo en este sistema de produccion ya se habian llevado a
cabo las practicas agronémicas como la densidad de poblacion, sistema de tutores, podas
(poda de brotes laterales, poda de hojas, poda de flores, poda de frutos, poda de brote
apical y poda especializada de hojas), control de maleza, control de plagas y
enfermedades, aplicacion de fertilizantes entre otros. Se consideraron todas estas
practicas ya que la contaminacion de los frutos pueden ocurrir durante este proceso,
ademéas en la etapa de procesamiento durante la cosecha, transporte, seleccion y
empaque. Sin embargo no se pudo determinar la presencia S. enterica en las 252
muestras analizas, mientras que la presencia de bacterias indicadoras de contaminacion

fecal estuvieron presentes en plantas y frutos de tomate.
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Figura 9. Bacterias presentes en material vegetativo en invernadero semihidropdnico

Material vegetativo proveniente de malla sombra in situ, Rancho el Trébol 2015.

En la investigacion realizada se tenia contemplado el estudio especifico de S. enterica
pero al realizar el analisis microbiolégico se determind que se encontraban otros
microrganismos diferentes a la especie en estudio. En el material vegetativo proveniente
de malla sombra se encontré la presencia de C. freundii en un 57.14 % de las muestras
analizadas, seguido por E. coli con el 17.32 %, mientras que la presencia de S.
marcesens solamente fue de 0.82 %, ademas se encontro otra bacteria conocida como E.
spp con un 1.73 %, ésta Gltima solamente se presento en este sistema de produccion; de

la misma manera que en invernadero no fue posible el aislamiento de Salmonella.
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Figura 10. Bacterias presentes en material vegetal de malla sombra

Dada la importancia que representa para el mercado los productos frescos inocuos es
importante que los productores realicen este tipo de estudios para determinar la calidad
de sus productos Y asi poder permanecer en la cadena del consumidor. Por lo anterior se
Ilevd a cabo esta investigacion y de acuerdo a los resultados obtenidos no se encontré la
presencia de S. enterica en las diferentes etapas fenoldgicas de la planta y produccidon en
las modalidades de agricultura protegida donde se realiz6 el trabajo asi como en agua y
suelo, lo cual coinciden con los estudios realizados en productos importados como el
meldn, apio, cilantro, lechuga, perejil, cebolla cambray, fresas y tomates; en un total de
1028 muestras vegetales evaluadas, se encontré que en el 99% de éstas estuvieron libres
de Shigella, Salmonellay E. coli 0157:H7, (FDA, 2002).

Los resultados producto de la investigacion realizada bajo agricultura protegida en
tomate de habito indeterminado no se encontraron evidencias en la presencia de este
patogeno lo que coincide con lo encontrado por Johannenssen et al. (2002) en lechuga,
ensaladas precortadas, germinados, champifiones y fresas, donde no detectaron la
presencia de E. coli O157:H7 ni de Salmonella en ninguna de las muestras vegetales
analizadas. De igual forma en una investigacién realizada en Noruega que incluyd 890

muestras de vegetales, ninguna fue positiva para S. spp ni E. coli O157:H7, asi como en
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otros trabajos realizados en 2003 y 2004 por Mukherjee et al., (2006) al no lograr aislar
a este tipo de bacterias en 476 muestras analizadas de 32 cultivos orgénicos y
convencionales en diferentes cultivos como tomate, lechugas, pimiento verde, repollo,
pepino, fresas y manzanas entre otras. Por otro lado Johnston et al., (2006) analizaron
466 muestras de vegetales de hoja verde y meldn que provenian de Estados Unidos y
México, en ninguna muestra se logré detectar la presencia de E. coli O157:H7 ni S. spp,
ademas Seow et al. (2012) reportaron que ninguna de las muestras analizadas de
vegetales de Singapur que incluyeron una variedad de manzanas, naranjas, mangos,
tomate, lechugas y germinados no fue positiva para E. coli O157:H7 o S. spp, sin
embargo segun Francis et al., (2009) los criterios microbiolégicos para Salmonella debe
ser de ausencia en un total de cinco muestras de 25 g; por otro lado Palacios et al.,
(1999) mencionan que la deteccion de su presencia, independientemente de la cantidad
encontrada, hace que los productos en los que se detecta se consideren contaminados e
inutilizables, por el alto riesgo que supone para la salud publica.

En las muestras obtenidas en el Rancho el Trébol, Villa de Arista, San Luis Potosi donde
se tomaron muestras de agua y suelo en los dos sistemas de produccién no se
encontraron evidencias en la presencia de estos patdgenos estos resultados coinciden con
ensayos que fueron regados con agua convencional sin Salmonella en muestras de agua,
suelo y planta obtenidas por Palacios et al., (1999).

Por otro lado al manejar los diferentes medios selectivos para el aislamiento de bacterias
patdgenas se encontré que las colonias con caracteristicas presuntivas para S. enterica
crecieron en verde brillante presentando colonias rosas, sobre fondo rosa, sin embargo al
realizar las pruebas bioquimicas correspondientes resultaron positivas para E. coli. Al
igual que Salmonella han sido previamente ligados como vehiculo para la infeccion de
frutas y hortalizas particularmente E. coli O157:H7 (Johnston et al. 2005), por tal
motivo se busco la presencia de ésta bacteria se observaron los medios positivos bajo luz
UV a una longitud de onda de 365 nm, sin embargo no presentaron fluorescencia por lo
que se descarta la presencia de E. coli O157:H7 en tomate. Asi mismo, este estudio
revel6 que E. coli solamente se encontrd en la etapa vegetativa-reproductiva, lo que se le
puede atribuir al manipuleo del personal y herramientas utilizadas en el manejo de la

planta al momento de llevar a cabo las diferentes practicas agronomicas hasta la
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cosecha, en malla sombra e invernadero, es probable que sea un indicador de
contaminacion fecal ya que los microorganismos entéricos de origen fecal pueden
contaminar las manos después de la defecacion o al entrar en contacto con ropa sucio o
superficies contaminadas con materia fecal o por visitas a los sanitarios cercanos a las
instalaciones, ademéas de que el personal no utiliza cofias, guantes o desinfectante al
realizar estas practicas. Para esta bacteria en alimentos debe ser menor a 10 UFC.g
(RTCA, 2009); mientras que en ensaladas mixtas de vegetales debe ser menor a 10 UFC
de acuerdo a lo mencionado por Francis et al., (1999).

Asi mismo, este estudio reveld que en toda la etapa de produccion de tomate incluyendo
el suelo y agua hubo presencia de C. freundii, en algunas muestras se detecto la
presencia de C. diversus, S. marcesens, y E. spp, esta bacterias se encuentran dentro del
grupo de los coliformes fecales, las cuales pueden llegar a causar un dafio de salud al
humano al consumir productos contaminados durante la etapa de manejo y produccion
de tomate por estas bacterias. Ademas de ser un excelente parametro o indicador de
contaminacion fecal debido a que comparten caracteristicas bioquimicas y de resistencia
con algunas bacterias patégenos como E. coli. Aungue estos patdgenos facultativos (C.
freundii) estan comunmente presentes en el suelo, agua y plantas (Schwaiger Karin et
al., 2011), por lo cual su presencia no siempre pudiera ser ligada a la presencia de una
contaminacion fecal. La presencia de bacterias coliformes termotolerantes en una
muestra ha sido tradicionalmente asociada con contaminacion fecal, las bacterias
coliformes termotolerantes de origen no fecal (E. spp.) han sido aisladas cominmente de
vegetales (Ostenvik, 1998). Por lo tanto, el vinculo natural entre bacterias coliformes
termotolerantes como E. spp. y los vegetales, limita el valor de las bacterias coliformes
termotolerantes como un indicador de contaminacion fecal en vegetales (Johannessen et
al., 2002).

Se conoce poco sobre la interaccion de los microorganismos patdgenos con
microorganismos deterioradores de los productos vegetales, entre otros. Dicha
interaccidn es principalmente antagonica reportandose para el caso de las bacterias acido
lactico que son componentes importantes de la flora nativa de las frutas y hortalizas.
Esta interaccion puede ser debida entre otras cosas a la mal, manejo del cultivo,

disminucion del pH, soluciones nutritivas, generacion de peroxido de hidrégeno,
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competencia por nutrientes y produccion de compuestos antimicrobianos, tales como
bacteriocinas o antibidticos (Francis, et al., 1999), esto pudiera ayudar a explicar la
razon por la cual no se lograron detectar microorganismos patdgenos en las muestras
analizadas.
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CONCLUSIONES
Existe ausencia de Salmonella enterica en la producciéon de tomate bajo agricultura
protegida en las modalidades invernadero semihidroponico y malla sombra in situ, ya
que no se pudo determinar la presencia de esta bacteria en las diferentes etapas
fenologicas de la planta, asi como en agua de riego y suelo.
Se detectd la presencia de Escherichia coli como indicador de contaminacion fecal en
las plantas de tomate lo que se le puede atribuir al personal que realiza el manejo
cultural y agrondmico, ya que esta bacteria solamente se encontro en la etapa vegetativa-
reproductiva y cosecha-empaque y no se detectd en suelo, agua de riego y raiz.
Este problema fitosanitario se le atribuye a la falta de medidas de seguridad al realizar
las diferentes practicas como el sistema de tutorado, podas de brotes laterales, hojas,
flores, frutos, poda de brote apical, poda especializada de hojas, entre otras.
La presencia de Citrobacter freundii en las diferentes vias transmisoras no estan ligadas
a una contaminacion fecal ya que la bacteria puede encontrarse cominmente en el agua,
suelo y plantas.
Se sugiere la implementacion de estrategias de control de inocuidad alimentaria durante
la etapa de formacion, desarrollo, precosecha y cosecha del cultivo de tomate para
mejorar la calidad microbioldgica y disminuir la probabilidad de la transmision de estos
patdgenos, particularmente en alimentos de consumo fresco como el tomate.
Los hallazgos del presente estudio generan una base importante para contribuir y
continuar con este tema de investigacion ya que es muy importante obtener resultados
que establezcan el riesgo asociado al consumo de alimentos especificos y la presencia de

estos patdgenos bajo agricultura protegida.
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