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Los alimentos son parte fundamental en las necesidades fisiologicas humanas,
sin embargo contribuyen en un alto porcentaje a las enfermedades transmitidas
por alimentos. Por este motivo se ha puesto mayor atencion en las normas de
inocuidad alimentaria.

Uno de los patdgenos de mayor problema es la cepa de Escherichia coli 0157:H7,
productora de la toxina Shiga. El cual se transmite principalmente por medio de
heces fecales de los rumiantes y es una de las principales causas de
enfermedades gastrointestinales.

Los esfuerzos para solucionar el problema del incremento en enfermedades
transmitidas por alimentos, impuls6 una nueva colaboracion entre las
comunidades cientificas de patologia vegetal e inocuidad alimentaria.

Este trabajo se realizé bajo la NOM-109-SSA1-1994 y NOM-210-SSA-2014. Se
hicieron muestreos de Junio a Agosto de 2015 en tres establecimientos de la
ciudad de Saltillo, Coahuila.

Se realizaron los trabajos de microbiologia en laboratorios del departamento de
Parasitologia Agricola, de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro y de
la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad Autonoma de Coahuila.
Donde se obtuvieron cepas con morfologia caracteristica, bacilos cortos Gram
negativos.

Posteriormente las muestras fueron conservadas en solucién de glicerol al 10%
y enviada al laboratorio Macrogen para su estudio molecular. En donde se
encontré la presencia de enterobacterias como Raoultella ornithinolytica y
Klebsiella oxytoca.

Palabras claves: Inocuidad alimentaria, Escherichia coli, patologia vegetal.
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Food is a fundamental part of human physiological needs, however they
contribute a high percentage of foodborne diseases. For this reason it has placed
greater attention on food safety standards.

One of the biggest problem is pathogenic strain of Escherichia coli 0157: H7,
which produces Shiga toxin. Which it is mainly transmitted through feces of
ruminants and is a major cause of gastrointestinal diseases.

Efforts to solve the problem of increase in foodborne illness, boost a new
collaboration between the scientific communities of food safety and plant
pathology.

This work was performed under the NOM-109-SSA1-1994 and NOM-210-SSA-
2014. Sampling from June to August 2015 were made in three establishments in
the city of Saltillo, Coahuila.

The microbiology studies were made in laboratorios of Parasitology Department
at Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro and in the Facultad de Ciencias
Quimicas at Universidad Autonoma de Coahuila. The strains showed
characteristic morphology: Gram negative and short bacilli.

The samples were kept in solution 10% glycerol and sent to the laboratory
Macrogen for molecular study. Wherein the presence of enterobacteriaceae was
found as Klebsiella and Escherichia coli.

Keywords: Food safety, Escherichia coli, plant pathology.



INTRODUCCION
Las frutas y verduras tienen innumerables beneficios para la salud humana, por
lo que su consumo se ha incrementado en los ultimos afos, pero frecuentemente
Sse consumen sin procesatr, por lo que se han asociado a brotes por enfermedades
transmitidas por alimentos.
Las enfermedades transmitidas por alimentos se han incrementado en los Ultimos
afos. En los paises subdesarrollados estas enfermedades son causadas por la
contaminacion en frutas y vegetales. En México anualmente se notifican
aproximadamente 20 brotes al afio con unos 1000 afectados.
Principalmente Escherichia coli se ha vinculado con este tipo de enfermedades,
ya que se ha logrado aislar de verduras de hoja verde, melones, coles, bayas,
tomates y cebollas.
La incidencia de este tipo de microorganismos en las hortalizas es un indicativo
de la calidad sanitaria de las fases de tratamiento y el estado microbiolégico en
el producto crudo en el momento de tratarlo. Muchos microorganismos patdgenos
poseen la capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo en frutas y
hortalizas.
La contaminacion de hortalizas se ha reconocido como un problema de salud
publica, ya que su consumo es vital para la salud humana por los amplios
beneficios vitaminicos. Pero su manera de ser cultivados los hace mas
susceptibles a estos microorganismos, por lo que se vuelve necesario realizar
estudios de vigilancia del estado de agua principalmente.
Escherichia coli es una enterobacteria, que se considera un microorganismo
indicador de calidad microbiana. Es ampliamente usada en la investigacién por
su rapido crecimiento y lo facil que es su cultivo. No se ha reconocido por ser
patogeno de plantas, sin embargo puede sobrevivir en las plantas y penetrar en
los tejidos vegetales y mantener su poblacion causando graves brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos.
Por lo mencionado anteriormente se vuelve indispensable realizar un estudio de

control de calidad en cuatro hortalizas de hoja verde como es el caso de lechuga,



cilantro, perejil y repollo, con el fin de determinar el nivel de inocuidad de estos

productos.



OBJETIVO GENERAL

Deteccion de cepas de Escherichia coli en cuatro vegetales verdes.

Objetivos especificos
Deteccion tradicional de cepas de Escherichia coli en vegetales comestibles
como lechuga (Lactuca sativa), cilantro (Coriandrum sativum), perejil
(Petroselinum crispum) y repollo (Brassica oleracea var. Capitata).
Confirmacion molecular de cepas de Escherichia coli en vegetales comestibles
como lechuga (Lactuca sativa), cilantro (Coriandrum sativum), perejil

(Petroselinum crispum) y repollo (Brassica oleracea var. Capitata).



HIPOTESIS
Existe la presencia de enterobacterias como Escherichia coli en cuatro vegetales
verdes (lechuga, cilantro, perejil y repollo) de tres establecimientos de la ciudad

de Saltillo, Coahuila.



REVISION DE LITERATURA
Enfermedades transmitidas por alimentos
Las frutas y verduras tienen innumerables beneficios para la salud humana, esto
ha llevado a que su consumo sea mayor en los ultimos afios. El aumento en el
consumo de estos alimentos, se ha relacionado con el aumento de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA), esto ha provocado que las autoridades
sanitarias consideren estas patologias como un gran problema de salud publica
(University of Maryland, 2002).
Las frutas y las verduras frecuentemente se comen sin procesar, ya que son
importantes para una dieta saludable, pero por esta razon se han asociado a
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (Lynch et al., 2009).
El consumo de verduras crudas constituye un mecanismo potencial de
transmision de E. coli, especialmente en paises con elevada tasa de parasitosis
intestinal (Fernandez, 2000).
Las ETA han aumentado en los ultimos afios (University of Maryland, 2002). En
los paises subdesarrollados estds enfermedades son causadas por la
contaminacion en frutas y vegetales, pero debido a la inexistencia en registros
sanitarias se carecen de estadisticas.
El nimero de casos serios de contaminacion de alimentos asociada a muertes
se ha incrementado en los ultimos afos, por lo que lo vuelve un importante
problema de salud publica. Se estima que en Estados Unidos ocurren 76 millones
de casos de enfermedades por alimentos al afio (CDC, 2010).
En México se notifican aproximadamente 20 brotes al afio con unos 1,000
afectados. En nuestro pais, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
solo distingue una categoria en relacidbn a enfermedades transmitidas por
alimentos, la intoxicacion bacteriana, sin embargo, especificamente no estan
reportadas las enfermedades transmitidas por alimentos, ninguna de las otras
enfermedades gastrointestinales, ni las enfermedades que producen otros
cuadros clinicos cuyo vehiculo de transmision son los alimentos. Considerando

que se estima que existen unas 400 enfermedades distintas que pueden ser



transmitidas por alimentos es evidente que el impacto de estas enfermedades en
la salud publica en nuestro pais se desconoce (Fernandéz, 2001).
Particularmente Escherichia coli se encuentra dentro de los principales causantes
de enfermedades asociadas al consumo de vegetales frescos (Warriner y
Namvar, 2010).

Frecuentemente estas enfermedades se han asociado con verduras de hoja
verde, melones, coles, bayas, tomates y cebollas. Los brotes relacionados con la
toxina llamada Shiga, producida por Escherichia coli 0157:H7 se la vinculado
con el consumo de lechuga y espinaca (Heuer et al., 2011; Hilborn et al., 1999).
Las enfermedades gastrointestinales son uno de los principales problemas de
salud publica en México. Mundialmente, son una de las causas mas importantes
de mortalidad entre los lactantes y nifios (Hernandez, 2011). En el afio 2002 el
Sistema Nacional de Informacién en Salud report6 a nivel nacional 3,612 casos
de intoxicaciones alimentarias de origen bacteriano (Fuentes et al., 2005).

Las bacterias patdogenas de humanos generalmente son oportunistas y
facultativas. Estas causan enfermedades principalmente en paciente
inmunocomprometidos, que sufren fibrosis quistica o infectados de VIH (Parke y
Gurian-Sherman, 2001; Steinkamp et al., 2005).

Este tipo de bacterias ha sido el causante de aproximadamente el 45% de las
enfermedades adquiridas en hospitales en Europa. Solamente en Alemania son
causantes de un millon de enfermedades por afio, y 40 000 personas infectadas
han muerto (Vicent et al., 1995).

Desde la aparicibn de los brotes causados por enfermedades entéricas
asociadas con la contaminacion de frutas y verduras, los patégenos de humanos
en plantas han sido el foco de atencion en muchos estudios (Brand, 2006; Lynch
et al., 2009).

Los recientes esfuerzos para solucionar el problema de la contaminacion
microbiana en los alimentos y por consiguiente las enfermedades transmitidas
por alimentos ha impulsado una nueva colaboracion entre las comunidades de

patologia vegetal e inocuidad alimentaria (Fletcher et al., 2013).



Triangulo de la enfermedad

Es conocido como el dogma central de la patologia vegetal. Este triangulo indica
el desarrollo de la enfermedad de las plantas, asi como sus tres componentes: i)
el patdgeno debe ser virulento en una especie en particular de la planta y cultivar;
ii) el huésped de la planta debe ser susceptible de una cepa especial; vy iii) las
condiciones ambientales de temperatura, humedad, y la disponibilidad de
nutrientes para el patégeno debe ser la adecuada tanto para la supervivencia del

patégeno y las interacciones al conducir la enfermedad (Fletcher et al., 2013).

Microbiologia de hortalizas

Debido a que los patégenos bacterianos forman parte del medio ambiente, las
frutas y verduras pueden contaminarse facilmente si no se manipulan
adecuadamente antes de su consumo. Un sinfin de microorganismos se ha
logrado aislar de una gran variedad de frutas y verduras. Se han registrado brotes
de enfermedad asociadas al consumo de hortalizas cuya etiologia ha sido
microbiana (Bryan, 1977).

La incidencia de microorganismos en las hortalizas es un indicativo de la calidad
sanitaria de las fases de tratamiento y el estado microbiol6gico en el producto
crudo en el momento de tratarlo. Muchos microorganismos patégenos poseen la
capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo en frutas y hortalizas
frescas (Badaway et al., 1985).

Las hortalizas frescas llevan una flora microbiana superficial constituida
principalmente por saprofitos del suelo, esporas fungicas transportadas por el
aire y por microorganismos pardsitos de los vegetales. Las hortalizas se ofrecen
a la venta en supermercados lavadas, peladas y troceadas. Estas
manipulaciones sirven como frecuencia para extender los microorganismos por

toda la superficie del producto (Roberts et al., 2000).



Contaminacion de hortalizas

Una gran variedad de factores contribuyen a la contaminacion de frutas y
hortalizas por microorganismos causantes de enfermedades a los humanos
(Figura 1).
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Figura 1.Mecanismos de contaminacién de frutas y hortalizas.
Fuente: Beuchat, 1996

Algunos factores que pudieran considerarse de riesgo en la calidad
microbiolégica de los productos frescos incluyen: el uso de agua de riego
contaminada con heces de humanos y animales, procesos inadecuados en los
campos de cultivo, practicas deficientes de desinfeccion, condiciones
inapropiadas durante empaque, higiene deficiente de los trabajadores, y el mal
manejo durante el almacenamiento y transporte (Badaway et al., 1985).
Una vez que la contaminacion ocurre, muchos microorganismos patégenos
poseen la capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo en frutas y
hortalizas frescas (Badaway et al., 1985). Algunos microorganismos también
son capaces de sobrevivir a procesos de desinfeccion, e incluso multiplicarse en
el producto durante el almacenamiento (Berrang et al., 1989).
La contaminacién de los productos puede ocurrir en cualquier parte de la cadena
alimenticia, siendo el agua de riego una de las fuentes de contaminacion mas
importantes (Cooley et al.,, 2007). La humedad constante y las temperaturas

calidas, juegan un papel importante en el crecimiento de bacterias patdgenas



humanas, tales como E. coli (Andrews et al., 1982; Castro-Rosas y Escartin,
2000; Gandhi et al., 2001; Hara-Kudo et al., 1997; Inami y Moler, 1999).

La presencia de bacterias patdgenas afecta la inocuidad de frutas y hortalizas
frescas y se constituye en problemas de salud humana. La falta de inocuidad se
refleja en una alta incidencia de brotes de gastroenteritis e implicaciones clinicas
de mayor importancia en quienes consumen estos productos. Se ha reportado
qgue la frecuencia de infecciones asociadas al consumo de frutas y hortalizas
frescas es mayor en restaurantes establecidos y de comida rapida, esto es
resultado de la inadecuada manipulacién de los productos frescos, ademas de la
contaminacion por parte de las superficies donde se preparan los alimentos
(Webb et al., 1978).

Existen diversas etapas en las que se puede afectar la inocuidad de los
alimentos. Los brotes de Escherichia coli se han asociado en su gran mayoria al
deficiente manejo de los alimentos por parte de las personas que realizan la
preparacion de alimentos (Diaz et al., 1999). La temperatura de almacenamiento
constituye un factor principal para el desarrollo de bacterias en los alimentos,
como es el caso de las verduras (Castro Del Campo et al., 2004).

La contaminacioén de hortalizas se ha reconocido como un potencial problema de
salud publica (Geldreich y Bordner, 1970; Gould, 1973). Su consumo es vital para
la salud humana por sus amplios beneficios, ya que es una gran fuente de
vitaminas, minerales, fibra y energia (Garcia et al., 2002). Pero su manera de
ser cultivados los hace mas susceptibles a estos microorganismos, por lo que se
vuelve necesario realizar estudios de vigilancia del estado de agua,
principalmente (Garcia et al., 2002; Blumenthal et al., 2000; Pajares, 2004).

Se ha demostrado la participacion de artropodos y otros animales como vectores
de patogenos de las plantas, ya que existe una gran evidencia de que estas
especies de insectos se mueven libremente entre los terrenos ganaderos y
campos de produccién.

Experimentos de laboratorio han demostrado que la mosca doméstica puede

recoger E coli 0157:H7 a partir de estiércol contaminado y depositarlo en la
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superficie de las plantas comestibles, donde las bacterias pueden colonizar y
multiplicarse (Talley et al., 2009).

Microrganismos indicadores

Los denominados microorganismos indicadores de la calidad microbiana o
indicadores de la durabilidad, son organismos, o productos metabdlicos de éstos,
cuya presencia en determinados niveles en los alimentos se utiliza para evaluar
la calidad del alimento o para predecir la durabilidad del mismo (Jay, 2002). Los
indicadores son especificos para cada producto, pero en general deben
satisfacer los siguientes criterios: deben estar presentes y ser detectables en
todos los alimentos cuya calidad debe ser evaluada, su multiplicacion y cantidad
deben ser inversamente proporcionales a la calidad del producto, se deben poder
detectar y contar de manera facil y en poco tiempo, debe ser posible
diferenciarlos de otros organismo y su proliferacion no puede ser interferida por
la flora normal del alimento en estudio (Jay, 2002).

Los indicadores de inocuidad deben tener antecedentes de asociacion con el
patégeno cuya presencia tienen que indicar y estar presentes cada vez que aquel
lo haga. También deben desaparecer simultaneamente con el patégeno y estar
ausentes en los alimentos que estén exentos de éste (Jay, 2002).

Entre los indicadores mas usados se encuentran los coliformes, representados
habitualmente por cuatro géneros de la familia Enterobacteriaceae: Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia y Klebsiella (Jay, 2002). La principal bacteria de este
grupo es Escherichia coli cuya presencia en los alimentos indica una posible
contaminacion fecal por lo cual el consumidor en caso de ingerir ese alimento
podria ser expuesto a bacterias entéricas (Haller et al., 2009; Enviroment Agency,
2002). E. coli reune las condiciones del indicador ideal de contaminacién fecal,
ya que se encuentra universalmente presente en las heces y en las aguas
residuales, no pueden crecer en las aguas naturales y es facilmente detectable
por métodos rapidos (Envimoment Agency, 2002). Muchas cepas de E. coli son

causantes de enfermedad en humanos y animales. La deteccidon de
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contaminacion fecal se debe realizar de forma répida y precisa para proteger la

salud humana y el medio ambiente (Paruch et al., 2012).

Organismos coliformes

Los organismos coliformes son bacilos gram negativos, no esporulados, aerobios
0 anaerobios facultativos que producen gas y acido a partir de lactosa dentro de
24-48 horas de incubacion a 35°C (APHA, 1992; Fernandez, 1981).

Los coliformes termotolerantes forman un grupo microbiano mas reducido que el
de los organismos coliformes totales al cual pertenecen los termotolerantes. Este
grupo estd formado por aquellos microorganismos con caracteristicas
semejantes a las que presentan los organismos denominados coliformes totales,
la Unica diferencia es que los termotolerantes fermentan lactosa con produccion
de gas a 44-45°C dentro de las 24-48 horas de incubacion. Dentro de los
coliformes termotolerantes se encuenta E. coli (Fernandez, 1981).

Cuando se intentaba aislar el agente del célera en 1885, Escherich aislo y estudié
el microorganismo que en la actualidad se conoce como Escherichia coli. En un
principio se denominé Bacterium coli commune porgue se encontraba presente
en las heces de todos los enfermos examinados. Schardinger fue el primero que
propuso el uso de este organismo como indice de contaminacién fecal porque se
podia aislar e identificar con mayor facilidad que cualquiera de los patdégenos
transmitidos por las aguas (James, 2002).

Estos ponen en evidencia una exposicion a la contaminacion fecal o animal
(coliformes fecales en bivalvos), sugieren que se han dado facilidades para que
ocurra o0 esté ocurriendo algun grado de actividad microbiana (bacterias
mesofilas aerobias en alimentos perecederos), constituyen evidencia de
contaminacion posterior a la aplicacion de tratamientos térmicos (coliformes en
la leche), su concentracion y los productos de su metabolismo indican falta de
frescura (trimetil amina en pescado) y son indicadores de un riesgo potencial a la
salud (Fernandez, 2000).

La deteccion de microorganismos coliformes se usa como un indicador de la

calidad sanitaria del agua, o como indicador general de las condiciones higiénicas
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del ambiente en un area de procesamiento de alimentos, ademas de indicar la
posibilidad de haber ocurrido una contaminacion posterior a la etapa de
eliminacién de microorganismos en alimentos (Lecea, 2009). Los coliformes son
bacterias entéricas, es decir, que viven en el intestino de animales, que fermentan
la lactosa a una temperatura de 35° C 0 37°C, con produccién de acido y gas en
un periodo de 24 a 48 hrs (OPS, 1988).

Los grupos microbiano indicadores de mayor aplicacién en los alimentos son las
bacterias mesdfilas aerobias, los organismos coliformes, los coliformes fecales,
E. coli, hongos, levaduras, las bacterias psicrétrofas, los termoduricos, los
termofilos, los proteoliticos y lipoliticos, los osmotolerantes y los aciddricos
(Fernandez, 2000).

Los miembros del grupo coliforme proliferan abundantemente en los medios de
cultivo simple. Sus demandas nutricionales son satisfechas sin necesidad de
recurrir a compuestos especialmente complejos (Fernandez, 1981)

Enterobacterias

Se ha reportado el aislamiento de enterobacterias en vegetales como esparrago,
apio, brotes de soja, alfalfa, brocoli, lechuga, coliflor, cilantro, repollo, coles de
Bruselas, perejil, zanahoria y rdbano (Beuchat, 2008; Hedberg et al., 1994; Potter
et al., 1997; Arce et al., 2002; Arias y Antillon, 2000; Beuchat y Ryu, 1997; Buck
et al., 2008; CESCCO, 2000; Giese, 2003; Monge et al., 1996; European
Commission, 2008; Sagoo et al., 2001; The world of food Science, 2008).

Los patdgenos bacterianos asociados con los alimentos han sido muy bien
descritos por la Food and Drug Administration en el FDA/CFSAN Bad Bug Book
(FDA, 202) Escherichia coli enterohemorragico 0157:H7 ha sido detectado en
espinacas (CDC, 2006), cebollas y otras verduras, agua de consumo y de riego
(Rubeglio et al., 2007).

Escherichia coli
E. coli, es una bacteria con forma de bastén (bacilo), perteneciente a la familia

de las Enterobacteriaceas; esta considerada como el material biolégico mas
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utilizado en experimentacién. Esta bacteria es un organismo adecuado para la
investigaciébn por su crecimiento rapido y porque su cultivo es sencillo. Ha
facilitado descubrimientos muy importantes sobre metabolismo, reproduccion
celular e ingenieria genética (AESA, 2003).

Escherichia coli no se ha reconocido por ser patdogeno de plantas (Barak y
Schroeder, 2012). Sin embargo puede sobrevivir en las plantas y penetrar en los
tejidos vegetales y mantener su poblacion causando graves brotes de

enfermedades transmitidas por alimentos.

e Generalidades
Forma parte de la familia Enterobacteriacea. Son bacilos Gram negativos no
esporulados, moviles con flagelos peritricos o inmoviles, aerobios-anaerobios
facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios simples con o
sin agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u otros
carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de nitratos a
nitritos. Se trata de bacterias de rapido crecimiento y amplia distribucion en el

suelo, el agua, vegetales y gran variedad de animales (Erwing et al., 1985).

e Sobrevivencia
Escherichia coli es una bacteria que se encuentra en el sistema digestivo de los
animales y seres humanos, en un entorno que proporciona un amplio suministro
de nutrientes para el crecimiento bacteriano (Chung et al., 1979; Nixon y Mawer,
1970; Savageau, 1983; Savageau, 1974) y al ser parte de la flora intestinal se
puede utilizar como principal indicador para detectar y medir la contaminacién
fecal en la evaluacion de la seguridad de los alimentos y del agua (Anderson et
al., 2005). Generalmente son inofensivos, ya que constituyen el 1% de la
poblacién microbiana del tracto gastrointesinal; pero algunas cepas de E. coli
son patdgenas y pueden contaminar los alimentos, el agua y el medio ambiente
(Kaper et al.,, 2004). Diferentes cepas de E. coli que causan enfermedades
humanas se clasifican segun el tipo de sintomas que producen; se ha encontrado

gue de los cinco grupos de cepas, E. coli serotipo 0157:H7 (Entero hemorragica,
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ECEH) es la mas importante, ya que se ha considerado como un patégeno
emergente en relacion con la salud publica por ser la causante de enfermedades

transmitidas por alimentos (ETAS) en el mundo.

e E.coli patdbgena
E. coli patdgeno intestinal, son aquellas cepas capaces de causar una
enfermedad diarreica en el hombre y en los animales. La subdivision de las
formas patdégenas se realiza en base al mecanismo subyacente a la enfermedad.
En la actualidad, cuatro cepas de Escherichia. coli patdégeno con enfermedades
transmitidas por alimentos: E. coli enteropatogena (ECEP), E. coli
enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEIl), y E. coli
enterohemorragica (E. coli 0157:H7; ECEH) (ICMSF, 1998-b). Las primeras
investigaciones de este agente infeccioso se centraron en las cepas que
causaban diarrea en nifios. Posteriormente se admitié que la mayoria de estos
organismos eran de los serogrupos O especificos y con frecuencia se les conoce
como E. coli enteropatégeno “clasico” (ECEP). Entre las décadas de los afios 60
y 70, se identificé el mecanismo patégeno de las cepas productoras de toxina y
el de las cepas invasoras de E. coli. Sin embargo, la patogenicidad de los
organismos “clasicos” no pudo ser explicada por la produccion de toxina o por el
poder invasor, por lo que se ha puesto un mayor esfuerzo en la investigacion de
estas cepas (ICMSF, 1998-b).
e E. coli enteropatégena

Las ECEP causan lesiones caracteristicas similares a las producidas por E. coli
0157:H7 en el intestino. La lesion implica la destruccion de las microvellosidades

sin que exista otro indicio de invasién en los tejidos.

e E. coli enterotoxigénica
Las ECET son la principal causa de la diarrea infantil en los paises en desarrollo
y son la primera causa de diarrea del viajero en algunos paises desarrollados. En
contra posicion a las ECEP, que colonizan la totalidad del intestino, los ECET se

encuentran circunscritos al intestino delgado. De este tipo de E. coli se han
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descrito principalmente dos tipos de toxina, que son facilmente diferenciables en
base a la termoestabilidad, peso molecular y modo de accion; estos dos tipos son
la toxina termolabil (LT) y la termoestable (ST) (ICMSF, 1998-b).

e E.coli enteroinvasiva
E. coli enteroinvasiva (ECEI) tiene un gran parecido con Shigella en cuanto a su
patologia. Los organismos se diferencian de la mayoria de las E. coli en que
fermentan lentamente la lactosa, o no la fermentan en absoluto, pueden ser
anaerdgenos y son inmoviles. Atacan de modo especifico la mucosa del colon,
invadiendo las células epiteliales, multiplicandose y finalmente causando la
ulceracion del intestino (ICMSF, 1998-b).

e E.coli enterohemorragica

Escherichia coli 0157:H7 fue reconocido como un patdgeno entérico en 1982
(Riley et al., 1983). Se ha caracterizado por los sintomas caracteristicos como
son diarrea, colitis hemorragica y sindrome hemolitico (Doyke, 1991; Meng et
al., 2001).

Estados Unidos ha reconocido a Escherichia coli 0157:H7 como el mayor
responsable de colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico (Griffin y
Tauxe, 1991).

e Enfermedades asociadas al consumo de Escherichia coli

El consumo de frutas y vegetales sin cocinar se ha sefialado como causa de
enfermedades humanas. Entre las infecciones de este tipo se incluyen
enfermedades como la salmonelosis, la disenteria bacilar y amebiana, el colera,
la leptoriosis, la hepatitis virica, la gastroenteritis virica y la fasciolasis (Tabla 1)
(Roberts et al., 2000). El agente infeccioso generalmente es un contaminante
superficial. Para controlar la contaminacion de los vegetales puede utilizarse
Escherichia coli como microorganismo indicador.

Escherichia coli, productor de Shiga es un patdgeno asociado a enfermedades

transmitidas por alimentos (Karmali, 1989). La contaminacién de productos
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horticolas con esta toxina se ha convertido en una preocupacion mundial, ya que
contribuye un gran factor de riesgo por su forma de sobrevivir durante largos
periodos de tiempo en ambientes agricolas y alimentarios (Brandl y Mandrell,
2002; Dreux et al., 2006; Na et al., 2006; Wang, 1998).

Microorganismo Fruta o Verdura

C. botulinum Ensalada de col

Escherichia coli 0157:H7 Lechuga, germinados, meldn, jugo de
manzana.

Shigella Perejil, lechuga

Listeria monocytogenes Ensalada de col

Hepatitis A Lechuga, fresa

Cyclospora Frambuesa, albahaca, pasto

Cryptosporidium Jugo de manzana, lechuga

Tabla 1. Ejemplos de brotes de ETAs asociados al consumo de frutas y
verduras en EEUU (FDA, 1999.)

El brote ocurrido por Escherichia coli 0157:H7 en 2006 en espinaca resulto en
205 casos confirmados y 3 muertes (CDC 2006), lo que provocé que se pusiera
mayor atencion en las medidas de seguridad alimentaria (Matthews 2009) y de
las buenas practicas agricolas, con el fin de reducir la contaminacion en vegetales
de hoja verde.

Esta bacteria, constituye el principal factor de riesgo en la transmision de
enfermedades por alimentos, ya que se hay una deficiencia en las condiciones
higiénico-sanitarias durante el proceso de produccién, contaminacién cruzada
durante la preparacion, almacenamiento y consumo (Flores, 2008).

Los brotes de esta bacteria se han asociado a un sinfin de alimentos, como los
de origen bovino, agua, vegetales y algunas frutas como melén y manzana
(Swerdlow et al., 1992; Morgan et al., 1988; Cieslak et al., 1993; Oregon Healt
Division, 1943; Besser et al., 1993). También se ha asociado con gran numero
de alimentos que le sirven como vehiculo transmisor de la bacteria. La
contaminacion con este microorganismo puede ser cruzada, ya que se puede

producir el procesamiento de alimentos, su manipulacion y su posterior
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elaboracion, lo que implica una gran gama de alimentos que pueden asociarse a
brotes de este microorganismo (Beuchat, 2002; Institute of Food technologist,
2001; Mead et al., 1999).

La prevencion de la infeccion por microorganismos en especial por E. coli
requiere medidas de control en todas las etapas de la cadena alimentaria desde
la produccién, hasta la fabricacion y preparacion de los alimentos (Arzu, 2000;
Iriarte, 2006).

e E.coli enverduras
Existen reportes que muestran salsas y guacamole contaminados con esta
bacteria en restaurantes de Guadalajara, Ciudad de México y Houston. Alrededor
del 66% de los casos reportados fueron de restaurantes de Guadalajara,
causando el padecimiento comunmente conocido como “diarrea del viajero”
(Warner, 2002).
De las muestras analizadas de los restaurantes mas populares de la ciudad de
Guadalajara, las mas contaminadas eran las de guacamoles, el pico de gallo fue
el que presento el nivel mas bajo de contaminacion, probablemente debido a la
acidez del jitomate y a otros componentes que pueden estar inhibiendo a E. coli
(Warner, 2002). Mas recientemente, E. coli se aisl6 con una frecuencia de 66.7%
a partir de ensaladas de verduras crudas listas para su consumo obtenidas en
restaurantes de la ciudad de Pachuca (Noguera, 2005). Y el 10.5% de estas
cepas de E. coli fueron identificadas como patdgenas; los grupos patégenos
fueron: enteropatégeno, enteroinvasivo y enterotoxigénico (Méndez, 2006).
En los paises en desarrollo, han sido identificados determinados alimentos como
vehiculos de infecciones por ECET. Una investigacion prospectiva de la diarrea
del viajero en los médicos que asistian a una conferencia en la Ciudad de México,
revelo que ECET explicaba aproximadamente el 45% de los casos de diarrea y
que la enfermedad estaba relacionada con el consumo de ensaladas que
contenian hortalizas crudas, (ICMSF, 1998).
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e Factores que afectan el comportamiento de E. coli

E. coli es una bacteria termodurica, susceptible a la congelacion vy
descongelacion, desecacion y acidez excesiva. La letalidad observada de E. coli
a pH 2 es mayor a pH 3.25 que a pH 4 y 900 veces mayor que a pH 4.5 (bebidas
gaseosas), independientemente de la concentracién de sacarosa presente. Esta
bacteria posee la capacidad de resistencia al medio ambiente, agentes quimicos
y factores que favorecen o impiden su desarrollo, tienen una limitada capacidad
psicotréfa y es incapaz de proliferar en una concentracion de NaCl por encima
de 6% (Fernandez, 2000).

Lechuga

e Generalidades
La lechuga es un vegetal que se consume principalmente en fresco. Una ventaja
agronémica de este cultivo es que presenta un ciclo corto, lo que permite su
produccién todo el afio (Maroto, 1989).
La lechuga (Lactuca sativa L.) es originaria de Europa y Asia y sus primeros usos
fueron destinados a la produccion de aceites y semillas. (ASERCA, 2000).
La lechuga se produce en cualquier época del afio y como el resto de las
hortalizas, es un abastecedor de vitaminas, minerales y sales; indispensables
para el organismo. La lechuga se ubica en el grupo de las hortalizas de hojay se
consumen practicamente en fresco.
La lechuga es una planta herbacea anual, dicotiledénea, autdégama,
perteneciente a la familia Compositae, cuyo hombre botanico es Lactuca sativa
L., y estd ampliamente relacionada con la lechuga silvestre Lactuca serriola;
cuando joven contiene en sus tejidos un jugo lechoso llamado latex, cuya
cantidad disminuye con la edad de la planta. Dentro de la familia Compositae
(Asteracea) también hay otras especies de importancia medicinal como los
cardos, el diente de leon, la cerraja y la alcachofa (Osorio & Lobo, 1983; Diaz et
al., 1995; Valadez, 1997).
Todas las variedades de la lechuga doméstica pertenecen a la especie Lactuca

sativa. La lechuga cultivada es una planta anual, de cabeza paniculada y flor
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amarilla y derivada probablemente de la lechuga silvestre o espinosa, Lactuca
serriola (Whitaker & Ryder, 1964).

La lechuga es un cultivo que se adapta mejor a las bajas temperaturas. Las
temperaturas Optimas para su crecimiento son de 18 a 25°C durante el dia y de
7 a 15°C durante la noche, como temperatura maxima se puede considerar los
30°C y como minimas puede soportar temperaturas de hasta -6°C, sin embargo
las plantas maduras son las mas sensibles a las temperaturas bajo cero.
(Asaduzzman etal., 2010; Flroz et al., 2009; Jaques & Hernandez, 2005; Ryder,

1998).
Reino Plantae
Divisién Spermatophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asteriales
Familia Asteriaceae
Genero Lactuca
Especie L. sativa

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de la lechuga (Maroto, 1992).
e Produccion
Segun la FAO (2011), los paises con mayor produccion de lechuga fueron China
con 13,439,000 toneladas y Estados Unidos con 4,070,780 toneladas, seguidos
por India, Espafa, Irdn, Japdn, Turquia, México e Italia (Figura 2). En
Latinoamérica los mayores productores de estas hortalizas son México con
370,066 toneladas y Chile con 101,559 toneladas.

Top production - Lechuga y achicoria - 2011

Figura 2. Produccién mundial de lechuga y achicoria para el afio 2011 (FAO,
2011)
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Para el 2010 la superficie cosechada en México fue de 16645 ha con un
rendimiento medio de 20.5 t ha* (FAOSTAT, 2012). El consumo per cépita de
lechuga en México en el periodo de 1994 a 2002, se elevd de 1.8 a 2.5 kg
(Bobadilla et al., 2010).

A nivel nacional los estados con mayor superficie sembrada al 31 de Junio de
2010, fueron Guanajuato, Puebla y Baja California, con 2394, 1342, y 1234
hectareas (ACERCA, 2000).

e Valor nutritivo
El valor nutricional de la lechuga se resalta por el contenido de minerales y
vitaminas. Es una fuente importante de calcio, hierro y vitamina A, proteina, acido
ascorbico (vitamina C), tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2) y niacina.
El contenido nutricional tiene similitud con otras hortalizas, como el apio, el
esparrago y el habichuelin o ejote. Dado su bajo valor calérico, se ha tornado en
ingrediente basico en las dietas alimenticias (Whitaker & Ryder, 1964).
El aporte de calorias de esta hortaliza es muy bajo, mientras que en vitamina C
es muy rica; las hojas exteriores tienen mas cantidad de esta vitamina que las
interiores. También resulta una fuente importante de vitamina K; por lo tanto,
protege de la osteoporosis. Otras vitaminas que destacan en la lechuga son la A,
la E y el &cido félico. Asi mismo, aporta mucho potasio y fésforo y estd compuesta
en un 94% de agua (Alzate & Loaiza, 2008).
La lechuga en general provee fibra, carbohidratos, proteina, y una minima
cantidad de grasa, tiene accion antioxidante, lo cual esta relacionado con la
prevencion de enfermedades cardiovasculares e incluso cancer. (Osorio & Lobo,
1983).
La lechuga es también un buen recurso de vitamina C, calcio, hierro y cobre. Los
tallos proveen fibra dietética que es ingrediente basico en dietas incaldricas,
mientras que las vitaminas y minerales estan concentrados en la parte mas
delicada de sus hojas (Tabla 3) (Granval & Gaviola, 1991).
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Carbohidratos (g) 20.1
Proteinas (g) 8.4
Grasas (9) 1.3
Calcio (g9) 0.4
Fosforo (mg) 138.9
Vitamina C(mg) 125.7
Hierro (mg) 7.5
Niacina (mg) 1.3
Rivoflavina (mg) 0.6
Tiamina (mgQ) 0.3
Vitamina A (U.I) 1155
Calorias (cal) 18

Tabla 3. Valor nutricional de la lechuga en 100g de sustancia

(http://www.infoagro.com/hortalizas/lechuga.htm)

Cilantro
e Generalidades

El cilantro fue uno de los primeros miembros cultivados de la familia Umbellifera.
Esta semilla se encontré por primera vez en una tumba en Egipto, la cual era
utilizada por los antiguos hebreos como una de las hierbas mas amargas que se
usaba para preparar sus comidas en la pascua judia (Rao, 1983).
El cilantro fue introducido a América en 1670, y fue ampliamente usada por los
nativos de India. Esta planta es importante para la destilacion con vapor de agua,
aceite esencial de olor agradable, volatil, usado como saborizante de alimentos,
y usado en la sintesis de vitamina A (Hedrich, 1972; Rao, 1983).

Su clasificacion taxonomica se encuentra explicada en la tabla 4.

Reino Plantae
Division Magnoliphyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales

Familia Apiaceae
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Género Coriandrum
Especie C. sativum

Tabla 4. Clasificacion Taxondmica del Cilantro (Carrera, 2010).

e Produccion
Los paises con mayor produccién de cilantro como semilla seca son la India,
Marruecos, Canada, Rumania, Rusia, Irdn, Turquia, Israel, Egipto, China,
Pakistan, Sudafrica, Australia, Estados Unidos, Argentina y México (Solano,
2010).
En México su importancia radica a partir de su follaje en fresco. Este se utiliza
como condimentos. Se produce en casi todos los estados, principalmente en Baja
California Norte, Coahuila, Nuevo Ledn, Sonora, Puebla, Jalisco, Aguascalientes,
Zacatecas y Guanajuato (Neri, 1975; Hedrick, 1972).
En México el cilantro es una hortaliza de importancia tanto para el mercado
nacional como el de exportacién, siendo el principal pais al que se exporta
Estados Unidos (Del Angel, 1991).

e Valor nutritivo
Respecto a su valor nutricional, 100 g de cilantro en semilla aportan 297.5 Kcal;
grasas monoinsaturadas13.6 g; proteinas 12.4 g; grasas poliinsaturadas 1.8 g;
calcio 708.6 mg, grasas saturadas 1 g; magnesio 330.2 mg; fosfoto 408.8 mg;
vitamina C 21 mg; potasio 1267 mg y sodio 353 mg
(https://www.buenasalud.net/2010/11/22/propiedades-del-cilantro.html).

Perejil

e Generalidades
El perejil (Petrosilenum sativum) es una hortaliza de la familia de las apiaceas
(Diaz et al., 2002).
El perejil sin duda alguna es la hierba de mas uso en la cocina europea y
americana. Es una hortaliza originaria de los paises que rodean el Mediterraneo
Oriental (Simon et al., 1984). Todas sus partes son comestibles, ya que es de

gran utilidad como condimento (Janick, 1986).
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Esta hortaliza es originaria de la zona mediterranea. El nombre genérico viene
del griego petrol (piedra o roca), que responde al hecho de que crece bien sobre

suelos rocosos (http://www.fen.org.es/mercadoFen/pdfs/perejil.pdf).

La clasificacion taxonOmica es la siguiente (Tabla 5):

Reino Plantae
Divisién Embryobiontas
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales
Familia Apiaceae
Género Petroselinum
Especie P. crispum

Tabla 5. Clasificacion taxonomica del perejil (Cecchini, 1978).

e Produccion
El perejil se cultiva principalmente en zonas mediterraneas y se extiende desde
el sur de Europa hasta la peninsula de los Balcanes.
Los paises donde mayormente se produce son Holanda, Italia, Francia, Israel y
otros paises europeos y asiaticos. Se estima que en Francia su produccién
comercial es de 20 000 toneladas por afio (http://www.frutas-

hortalizas.com/Hortalizas/Origen-produccion-Perejil.html).

e Valor nutritivo
El perejil es una fuente de Vitamina C, flavonoides y miristicina. La racion media
de perejil es de 1 g. El perejil fresco tiene muchas propiedades y sabor que el
perejil en seco, ya que pierde sus propiedades (Tabla 6)

(http://www.fen.org.es/mercadoFen/pdfs/perejil.pdf).

Informacién nutrimental Por 100 g de porcion comestible

Energia (Kcal) 45
Proteinas (g) 3


http://www.fen.org.es/mercadoFen/pdfs/perejil.pdf
http://www.frutas-hortalizas.com/Hortalizas/Origen-produccion-Perejil.html
http://www.frutas-hortalizas.com/Hortalizas/Origen-produccion-Perejil.html
http://www.fen.org.es/mercadoFen/pdfs/perejil.pdf

Lipidos totales (g)
Hidratos de carbono (g)
Fibra (g)

Agua (9)

Calcio (mg)
Hierro (mg)
Magnesio (mg)
Zinc (mg)

Potasio (mg)
Fosforo (mg)
Tiamina (mg)

Vitamina C (mg)

Tabla 6. Informacion nutrimental del cilantro

(http://www.fen.org.es/mercadoFen/pdfs/perejil.pdf)

Repollo

e Generalidades

1.3
2.7
5
88
200
7.7
23
0.7
760
64
0.23
190
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El repollo es una hortaliza conocida por su antigiedad. Eran cultivadas por los

egipcios y las consideraban plantas medicinales (Sarrig, 2001).

El repollo es originario de las costas del mediterraneo y Europa Occidental, crece

de manera silvestre principalmente en Dinamarca, Inglaterra y Grecia (Lozano et

al., 2004).

La clasificacion taxondmica segun Lopez (2003) y Sarria (2001) es la siguiente

(Tabla 7).
Reino
Division
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Tabla 7. Clasificacion taxondmica del repollo (Lopez, 2003; Sarria, 2001).

Vegetal
Magnoliphyta
Magnoliopsida
Brassicales
Cruciferas
Brassica

Oleracea.


http://www.fen.org.es/mercadoFen/pdfs/perejil.pdf
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e Produccion
Actualmente se producen aproximadamente 70 millones de toneladas de repollo
por afio a nivel mundial, sobre una superficie de 3.8 millones de hectareas en 150
paises. El mayor productor de repollo es China, con aproximadamente 50% de
la produccion mundial con 19.653 miles de toneladas. Rusia, India y Corea
producen mas de 4500, 4200 y 2700 miles de toneladas respectivamente,
seguidos por Japon, Estados Unidos, Polonia, Indonesia, Ucrania y finalmente
Rumania  (http://www.yara.com.co/crop-nutrition/crops/brassicas/informacion-

esencial/produccion-mundial/).

e Valor nutritivo
El repollo es una gran fuente de Vitamina C y folatos. Aporta cantidades
apreciables de potasio, hierro, fésforo y, en menor cantidad de calcio. Es una
fuente importante de fibra soluble, lo que favorece el transito intestinal y asi evitar
el estrefiimiento (Tabla 8)
(http://'www.magrama.gob.es/es/ministerio/servicios/informacion/repollo_tcm7-
315482.pdf).

Agua (%) 95%
Proteinas 129
Lipidos 0.8¢g
Carbohidratos 3.0g
Fibras 0.6g
Cenizas 0.79
Calcio 43 mg
Fésforo 40 mg
Hierro 0.6 mg
Sodio 23 mg
Potasio 253 mg
Tiamina 0.05 mg

Riboflavina 0.04 mg
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Niacina 0.26 mg
Acido ascorbico 25 mg
Tabla 8. Informacion nutrimental del repollo (Lozano et al., 2004).

Debido a la importancia de los vegetales frescos como fuentes de enfermedades
causadas por Escherichia coli, asi como la utilidad de las deméas bacterias
entéricas indicadoras para evaluar la seguridad sanitaria de los alimentos, el
presente trabajo tiene como finalidad analizar la calidad microbiologica de
vegetales frescos que se encuentran en 3 establecimientos de la localidad de
Saltillo, Coahuila, México, a través de la determinacion de indicadores entéricos.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

La investigacion se realizo en tres establecimientos previamente seleccionados
en la ciudad de Saltillo, Coahuila. Se recolectaron muestras mensuales de
cilantro, lechuga, perejil y repollo, durante los meses de Junio a Agosto de 2015.
Estos establecimientos fueron seleccionados ya que son los que presentan
mayor numero de clientes, y se definieron como A, By C.

Como ya se mencion0 anteriormente, las enterobacterias se encuentran
principalmente en vegetales verdes, razon por la cual se eligieron estos cuatro

vegetales.

Figura 3. Ubicacion del sitio de estudio.
El analisis microbiolégico se realiz6 en los laboratorios de Parasitologia Agricola
de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, y de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de Coahuila.

PO A N AN ’Z
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Recoleccién de las muestras

Se colectaron 3 muestras de cada uno los vegetales antes mencionados. Estas
muestras fueron elegidas al azar, y se depositaron en bolsas estériles para su
traslado a los laboratorios, en los cuales se les realiz6 los estudios

microbiolégicos requeridos en base ala NOM-210-SSA1-2014.

Método aprobado para la estimacion de la densidad de Coliformes totales,
fecales y E. coli por latécnica del NMP presentes en muestras de alimentos
para consumo humano y agua
Actualmente se utilizan tres grupos de indicadores microbianos con diferentes
aplicaciones. La deteccion de bacterias del grupo coliforme se usan como
indicador de la calidad sanitaria del agua o como indicador de las condiciones
sanitarias en el procesamiento de alimentos. Los coliformes totales, fecales y E.
coli contintan siendo el indicador de eleccién que manifiesta contaminacion fecal
reciente o condiciones higiénicas inadecuadas.
El principio de la técnica se basa en la dilucion de la muestra en tubos multiples,
de tal forma que todos los tubos de la menos dilucién sean positivos y todos los
tubos de la dilucibn mayor sean negativos. El resultado positivo se demuestra por
la presencia de gas y crecimiento microbiano propiedad de los microorganismos
coliformes para producir gas a partir de la fermentacién de lactosa de 45.5°C +-
0.2°C (para alimentos) dentro de las 48 horas de incubacion (coliformes fecales
y E. coli).
Para obtener el NMP en los resultados se aplica la teoria de la probabilidad, lo
cual tiene como condicion lo siguiente:

e Una distribucion aleatoria de las bacterias que existen en la muestra.

e Las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas.

e Los microorganismos presentes en la muestra crecerdn en el medio

cuando son incubados y se mantengan en las condiciones adecuadas

para su desarrollo.
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Prueba presuntiva

Se pesaron 25 g de alimento en 225 ml de agua destilada estéril, y se trituro para
homogeneizar. Se prepararon tres diluciones decimales con agua destilada
estéril. Se agitaron y se transfirio 1 ml a tres tubos con 9 ml de caldo lauril triptosa,
por cada dilucién tres diluciones consecutivas. Este medio se utilizé como medio
de enriquecimiento. Se incubaron a 35°C y se examinaron a las 24 h para
observar la formacion de gas. En caso de no haber presencia de gas se incubaron
24 h maés.

Posteriormente se trasladé 1 ml de cada tubo a tubos que contenian 9 ml de

caldo verde brillante, siguiendo lo mencionado anteriormente.

Prueba confirmativa

Los tubos positivos se sembraron por estriado en agar L-EMB, se incubaron
placas invertidas a 35°C por 24 h. Se seleccionaron dos colonias de cada placa
con la morfologia tipica: colonias con centro negro, planas con o sin brillo
metalico, y se realizaron pruebas de morfologia microscépica, asi como pruebas
bioguimicas.

Se realizé un frotis y se tifid por Gram, y la presencia de bacilos cortos Gram

negativos, indicaba la presencia del grupo coliforme.

Andlisis bioquimico

De las cepas aparentemente positivas, se tomé una asada y se sembr6 en caldo
nutritivo para la realizacion de las pruebas API.

Los sistemas miniaturizados APl son métodos rapidos que permiten la
identificacion de microorganismos a través de la realizacion de diferentes
pruebas bioquimicas. Estos sistemas consisten en un dispositivo de plastico con
varios microtubos que contienen diferentes medios de cultivo deshidratado o
diferentes sustratos de enzimas de acuerdo al tipo de prueba que se requiere
montar (Tabla 9 )
(http://www.ucv.velfileadmin/user_upload/facultad_farmacia/catedraMicro/10_Si
stemasAPI.pdf).



Prueba
ONPG
ADH
LDC
oDC
CIT
H2S
URE
TDA
IND
VP
GEL
GLU
MAN
INO
SOR
RHA
SAC
MEL
AMY
ARA
OX
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Reaccion / Enzimas
Beta-galactosidasa
Arginina deshidrolasa
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa
Utilizacion del citrato
Produccibnde H2 S
Ureasa
Tripté6fano desaminasa
Produccion de indol
Produccion de acetoina (Voges-Proskauer)
Gelatinasa
Fermentacion/oxidacion de glucosa
Fermentacién/oxidacién de manitol
Fermentacién/oxidacién de inositol
Fermentacién/oxidacién de sorbitol
Fermentacion/oxidacion de ramnosa
Fermentacion/oxidacién de sacarosa
Fermentacién/oxidacién de melobiosa
Fermentacién/oxidacion de amigdalina
Fermentacién/oxidacién de arabinosa

Citocromo oxidasa

Tabla 9. Pruebas Bioquimicas utilizadas para la identificacion bacteriana en el

KIT API.

A partir de una colonia aislada del microorganismo, se hizé una suspension en 5

mL de agua estéril, para después llenar con esta suspension los tubos de todos

los pocillos, siendo llenados hasta la cupula solo los que contenian las pruebas

de CIT, VP y GEL.

Posteriormente se cubrieron con parafina las cupulas de los pocillos ADN, LDC,

ODC, URE, H2S para obtener anaerobiosis. La tira se puso en su propia camara

hameda de incubacion. En donde previamente se llend de agua en los alvéolos
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de la camara con el fin de proporcionar una atmosfera humeda durante la

incubacion.

Se incubdé a 37°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo se anotaron los

resultados inmediatos. Algunos resultados requieren ser revelados como TDA,
VP, Indol, Oxidasa (Tabla 10).

TDA
VP

Indol

Oxidasa

Afadir una gota de FeCls 10%

Afnadir una gota de KOH al 40% y una

gota de C2HsOH

Afadir una gota de reactivo de Kovacs

Anadir una

gota del reactivo

tetrafenilendiamina recién preparado.

Tabla 10. Pruebas bioquimicas que necesitan ser reveladas.

La lectura de los resultados se llevd a cabo por comparaciéon de los colores de

cada pocillo con la siguiente tabla de lectura, y anotando el resultado como

positivo y negativo (Tabla 11).

Prueba
ONPG
ADH
LDC
obDC
CIT

H2S

URE
TDA

Reaccion / Enzimas
Beta-galactosidasa
Arginina deshidrolasa
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa

Utilizacién del citrato

Produccibnde H2 S

Ureasa

Triptéfano desaminasa

Negativo
sin color
amarillo
amarillo
amarillo

verde

sin
precipitado
negro
amarillo

amarrillo

Positivo
amarillo
rojo o naranja
rojo o naranja
rojo o naranja
azul oscuro o
turquesa

precipitado negro

rojo o naranja

marron-rojo



IND

VP

GEL

GLU

MAN

INO

SOR

RHA

SAC

MEL

AMY

ARA

Produccién de indol

Produccion de acetoina (Voges-

Proskauer)

Gelatinasa

Fermentacion/oxidacion de
glucosa
Fermentacion/oxidacion de
manitol
Fermentacion/oxidacion de
inositol
Fermentacion/oxidacion de
sorbitol
Fermentacion/oxidacion de
ramnosa
Fermentacion/oxidacion de
sacarosa
Fermentacion/oxidacion de
melobiosa
Fermentacion/oxidacion de
amigdalina
Fermentacion/oxidacion de

arabinosa

amarrillo

sin color

sin difusién

azul o verde

azul o verde

azul o verde

azul o verde

azul o verde

azul o verde

azul o verde

azul o verde

azul o verde
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color rosa o anillo

rosa-rojo

rosa-rojo

difusion de

pigmento

amarillo

amarillo

amarillo

amarillo

amarillo

amarillo

amarillo

amarillo

amatrillo

Tabla 11. Identificacién de pruebas bioquimicas en el KIT API.

Basados en los manuales de identificaciéon de Bergey fue como se logro la

identificacion bacteriana (Figura 4 y 5).



Bacilos Gram
negativos
-
Oxidasa
-

\

Aeromonas,

u Pseudomonas, Vibrio

Enterobacterias

J

’_I,——L,

Fermentacién de

glucosa

_I_J

—

Acido +

Vibrio spp.,
Aeromonas spp.,

—_

Requieren Na* para

—

Acido -
Pseudomonas spp.

——

Pigmento amarillo
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crecer fluorescente visible

_I_J

—— —— r \ )
e A
i + Otras Pseudomonas
. Aeromonas spp. 7
Vibrio spp. P. aeruginosa spp.
- - P. chlororaphis
P. cichorii
P. fluorescens
P. putida
P, syri
Luminiscente VP SHIEED
(Oxidasa negativa)
- - ~
A | A | { AY
( ) e A
v. fischeri + - Pigmento azul
V. logei Otras Vibric . difusible no
ogel ras Vibrio spp A. hydriphila otras Aeromonas fluorescente
. V. orientalis ) Spp.
L L ) A. salmonocida
) (subsp. masoucida)
A. sobria 4
m (
A. veronii _
Pij taciol
= \J P. chlororaphis B
(Colonias amarillas) o P. aeruginosa
o P. cichorii
—|_4 P. fluorescens
——— —— o
\J P. syringae
+ S Motilidad
V. fischeri V. orientalis o
. V. logei . V. splendidus _:I
Reduccion de
nitratos
i - ’
A. hydrophiyla A. salmonocida
Crecea 30°C Crecea 37°C L (subsp.
A. veronii
- -
—T —T RO
P. syringae
A | A | A | A | q a
3 B (Oxidasa negativa)
L, P. chlororaphis
Produccion de H,S ichorii
> - - - (Colonia
V. fischeri V. logei V. orientalis V. splendidus pigmentada)
P. fluorescens

+ 5

A. hydrophila A. veronii

Figura 4. Esquema de identificacién manual de Bergey para bacilos Gram
negativos



Familia
Enterobacteri
aceae

ermentacion
de Lactosa

[

+
Citrobacter diversus
Enterobacter aerogenes

Erwinia carotovora
Escherichia coli

Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Enterobacter amnigenus Enterobacter intermedius
Erwinia chrysanthemi

Klebsiella oxytoca
Serratia fonticola Serratia rubidaea

negativas para Lactosa

Enterobacterias

T

Citrobacter diversus
Escherichia coli
Erwinia chrysanthemi

Klebsiella oxytoca ’\\A/E-
++
Enterobacter
+ intermedius
Citrobacter diversus -
(VP neg.)
Erwinia chrysanthemi
(VP and H2S pos.)
Klebsiella oxytoca
(VP pos and H2S
Tegy
+-
Citrobacter freundii

Serratia fonticola
Klebsiella pneumoniae

(subsp. ozaenae)

Serratia fonticola
Motilidad positiva.

Klebsiella pneumoniae subsp.
ozaenae

Motilidad negativa

Poduccién
H,s
+
—] Citrobacter
freundii

-+
Klebsiella pneumoniae
(subsp. pneumoniae)
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterobacter amnigenus
Erwinia carotovora

Serratia rubidaea

| Descarboxilacién de Lisina |

+
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae
No motilidad, no pigmento

— Serratia rubidaea

Motilidad, pigmento rojo
Enterobacter aerogenes
Motilidad, no pigmento

Enterobacter cloacae

??

Erwinia carotovora

Figura 5 Esquema de Identificacién de Enterobacterias (Manual de Bergey)

34



35

Conservacién y evaluacion molecular de las cepas obtenidas.

Se realizé la preservacion de microrganismos en glicerol. Se basa en colocar las
células para su almacenaje en congelacion, con el minimo dafio posible por la
cristalizacion del agua, ya que la formacion de cristales angulares causa ruptura
celular. El glicerol forma un entramado con los cristales de agua que protegen a
las células sin alterar su estructura. Este meétodo logra preservar
microorganismos hasta por 6 meses.

Se colocaron 100 ml de agua destilada en 10 ml de glicerol y se homogenizé. Se
esterilizé a 135 psi por 10 minutos. Se dej6 enfriar y luego se afiadieron 10 ml de
la mezcla al medio que contenia los microorganismos aislados.

Se distribuy6 la mezcla con ayuda de un asa metdlica. Se tomaron 0.5 ml de la
solucion y se colocaron en tubos eppendorf estériles de 0.6 ml de capacidad.
Finalmente se identificaron y se congelaron a -20°C.

Posteriormente se mandaron al laboratorio Macrogen, para su estudio molecular.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Anélisis microbioldgico.

El analisis realizado a los cuatro vegetales verdes (lechuga, cilantro, perejil y
repollo) de los tres establecimientos de Saltillo, Coahuila, mostraron una elevada
carga bacteriana.

En general el 64% de las muestras mostraron presencia de coliformes fecales.
Siendo el cilantro y el perejil los que mostraron los mas altos niveles con un 30%
cada uno, seguido por el repollo con 22% y finalmente la lechuga con un 18%

(Figura 4).

INCIDENCIA

30%
30%

22%

18%

LECHUGA CILANTRO PEREJIL REPOLLO

Figura 6. Incidencia de coliformes totales en 4 vegetales verdes.

De los tres establecimientos analizados, el denominado B, fue el que mostré
mayor incidencia de estos microorganismos, ya que el 75% de las muestras
superaron el limite establecido por la NOM-210-SSA1-2014. Ya que para este
tipo de bacterias el limite permitido debe ser menor a 10 NMP/g (Tabla 12, 13y
14) (RTCA, 20009).
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Vegetal Lugar A Lugar B Lugar C
NMP/g NMP/g NMP/g
Lechuga 6 28 <3
Cilantro >1100 93 14
Perejil 1100 14 3
Repollo >1100 7.3 9.1

Tabla 12. Resultados del primer muestreo realizado en Junio del 2015.

Vegetal Lugar A Lugar B Lugar C
NMP/g NMP/g NMP/g
Lechuga <3 <3 16
Cilantro 28 28 42
Perejil 75 >1100 <3
Repollo <3 210 460

Tabla 13. Resultados del segundo muestreo realizado en Julio del 2015.

Vegetal Lugar A Lugar B Lugar C
NMP/g NMP/g NMP/g
Lechuga 14 <3 23
Cilantro 3.6 >1100 <3
Perejil 23 150 93
Repollo 3.6 >1100 93

Tabla 14. Resultados del tercer muestreo realizado en Agosto del 2015.

Al momento de realizar el aislamiento bacteriano en medio EMB se obtuvieron
colonias tipicas de Klebsiella spp. Estas presentaban coloracién rosada con
aspecto mucoso, por lo que con respecto a la ficha técnica del medio se presume
que esta bacteria es Klebsiella spp.

La segunda bacteria aislada presentaba coloracion verde metalica caracteristica

de la enterobacteria Escherichia coli.
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Posteriormente se realiz6 una tincion de Gram, en donde se encontré la
presencia de bacilos cortos Gram negativos, lo cual indica que el grupo coliforme

estaba presente.

Andlisis bioquimico.
De acuerdo al manual de bacteriologia de Bergey, las cepas denominadas Ay C

corresponde a Klebsiella spp., y la cepa B corresponde a E. coli (Figura 7).

A
Bacilos Gram negativos ]

Coms

| Enterobacterias

Fermentacion
de lactosa

| +
Klebsiella pneumoniae
Escherichia coli

Al
+
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli

A} A
- +
\ Escherichia coli Klebsiella oxytoca
(VP positivo y H,S negativo)

Figura 7 Resultados de las pruebas bioquimicas segun el manual de Bergey

Escherichia coli esta presente en vegetales verdes como cilantro, perejil y
lechuga, y la mayoria de las veces es consumido sin un proceso previo de
desinfeccién, por lo que se vuelve un riesgo potencial (Nochebuena, 2013).

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado por Pérez en el 2009, ya
que en la evaluacion las muestran demostraban una elevada carga bacteriana,

siendo el cilantro el que mayor concentracion presento.
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La presencia de coliformes ha sido reportada por un sinfin de autores como
Monge et al. (1996), Acevedo et al. (2001), Arias y Antillon (2000). Estos autores
evaluaron la calidad microbiana de frutas y vegetales frescos mostrando niveles
elevados. El 71% de las muestras se mostraban superando los limites
establecidos.

De igual manera los resultados obtenidos concuerdan por lo reportado por
Papavassiliou et al., 1967 y Garcia-Villanova et al., 1987. Ya que determinaron
la presencia de patdgenos y coliformes en este tipo de alimentos.

La posible fuente de contaminacion es muy variada ya que puede ser desde su
cultivo, hasta su comercializacion como lo indica Rosa et al., 1984, siendo la
temperatura de almacenamiento un factor determinante para la propagacion de
estas bacterias (Gelreich y Bordner, 1971; Nichols et al., 1971; Konowalchuk y
Speirs, 1975).

Se ha reportado la resistencia a morir de E. coli, ya que puede sobrevivir por
mas de un afio en pilas de heces de vacas expuestas a condiciones ambientales,
por lo que se considera que el estiércol es una fuente primaria de contaminacién
(Wang et al., 1996; Kudva et al., 1998).

Anélisis molecular.

Las secuencias enviadas por Macrogen correspondientes a secuenciacién con
iniciadores con blanco en el gen 16s rDNA fueron editadas de acuerdo a la
calidad de los electroferogramas y ensambladas empleando el software BioEdit
Sequence Alignment Editor© (Hall, T. A. 1999). Estas secuencias fueron
analizadas con el algoritmo BLASTN 2.3.1+ (Morgulis et al., 2008; Zhang et al.,
2000).

El alineamiento de la secuencia correspondiente al aislado denominado con la
letra A sugiere que se trata de Raoultella ornithinolytica (antes Klebsiella
ornithinolytica, Drancourt et al., 2001) ya que presento similitud de 99% con en
99% de su extension (1373 n, fig. 1) con un eValue de 0.0. El alineamiento de la
secuencia correspondiente al aislado denominado con la letra B sugiere que se

trata de Klebsiella oxytoca ya que presenté similitud de 99% con en 100% de su
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extension (1350 n, fig. 2) con un eValue de 0.0. El alineamiento de la secuencia
correspondiente al aislado denominado con la letra C sugiere que se trata de
Raoultella ornithinolytica (antes Klebsiella ornithinolytica, Drancourt et al., 2001)
ya que presentd similitud de 100% con en 99% de su extension (1379 n, fig. 3)
con un eValue de 0.0. Cabe mencionar que para identificar molecularmente a una
cepa bacteriana es recomendable emplear varios genes, sin embargo, la
informacion con la que se cuenta es suficiente para sugerir al menos un género
bacteriano, y para descartar que se trate de E. coli.

Raoultella ornithinolytica es un bacilo anaerdbico facultativo gram negativo,
pertenece a la familia Enterobacteriaceae y se encuentra normalmente en
ambientes acudaticos, peces e insectos. Fue secuenciado por Drancourt en el
2001.

Con respecto a las propiedades bioquimicas y mecanismos de patogenicidad, R.
ornithiolytica es muy similar al género Klebsiella spp (Wauters et al., 2004). Las
propiedades bioquimicas mas importantes de esta especie son: Indol positivo,
citrato positivo, ONGP positivo, lisina descarboxilada negativa, fenilalanina
deaminasa negativa y se diferencia con respecto a las cepas de Klebsiella spp.,
por su actividad ornitica descarboxilada positiva. (Park et al., 2011).Una de sus
caracteristicas mas notables es la produccion de histamina a partir de histidina,
lo que se ha asociado a intoxicacién alimenticia por ingesta de peces
contaminados (Kanki et al., 2002), con sintomas como presencia de erupciones
cutaneas, diarrea, ruboracién, sudoracion y vomitos (Sueifan et al., 2016).

Los reportes de infecciones causadas a seres humanos por Raoultella
ornithinolytica son infrecuentes, posiblemente por falta de diagndstico certero, y
en la mayor parte de los casos son infecciones intrahospitalarias asociadas a
procedimientos invasivos (Seng et al., 2016). Es importante mencionar también

la alta resistencia a antibi6ticos que presenta esta especie (Zheng et al., 2015)
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CONCLUSIONES
De acuerdo a los resultados moleculares existe la ausencia de cepas Escherichia
coli en los cuatro vegetales evaluados de tres establecimientos de la ciudad de
Saltillo. Sin embargo muestran presencia de enterobacterias como Klebsiella
oxytoca y Raoultella ornithinolytica.
Los resultados microbioldgicos nos indican la presencia de Escherichia coli en
las muestras evaluadas, esto segun las caracteristicas morfologicas y
bioquimicas, por lo que no podemos descartar del todo que alguna cepa de
Escherichia coli se encuentre presente.
Por lo anteriormente mencionado existe una alta incidencia de enterobacterias
como Escherichia coli, por lo que se recomendaria continuar con analisis
moleculares especificos para cepas de este microorganismo.
Este problema fitosanitario se puede atribuir a malas practicas de manufactura
como puede ser la falta de seguridad al tratar estos productos.
Otra posible causa de contaminacién puede ser la mala calidad de agua de riego,
gue puede ser que no se encuentre bien tratada y por lo tanto contamina a los
vegetales desde su cultivo.
Este analisis presenta hallazgos importantes para la industria de la inocuidad
alimentaria y de patologia vegetal, ya que estos microorganismos no se asocian
a alimentos; como por ejemplo Raoultella ornithinolytica que se ha reportado

aislada de productos de la pesca.
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