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RESUMEN

Las enfermedades trasmitidas por alimentos son principalmente propagadas por
frutas y vegetales crudos, las cuales estan en contacto directo con heces de
animales, humanos, de manera directa o indirecta, por medio del agua o suelo
contaminado; uno de los posibles vehiculos de estos microrganismos son las
fresas, pues su fruto al llegar a la madures puede estar en contacto con el suelo;
ademas de que su cosecha es manual y puede ocurrir una contaminacion
cruzada entre el personal y el fruto. Dada esta situacidon es importante conocer la
calidad microbioldgica de los productos minimamente procesados que se ofertan
en distintos tipos de comercios para de esta manera demostrar la calidad

alimentaria que se ofrece actualmente.

Bajo las normas de deteccion de microorganismos presentes en los alimentos,
NOM-113-SSA1-1994, NOM-210-SSA1-2014 y la NOM-093-SSA1-1994, se llevd
a cabo un andlisis microbioldgico de distintos puntos de venta en la region Centro
Norte de México, durante Julio- Agosto del 2017 y Diciembre- Febrero del 2018;
en donde se obtuvieron, el conteo de coliformes totales de cada comercio
implicado y la determinacion de ausencia presencia de Salmonella spp. y E. coli
mediante el uso de técnicas tradicionales de aislamiento e identificacién con la
reaccion en cadena la polimerasa (PCR).

Demostrando que los comercios informales y locales son los que mayor carga
microbiana de coliformes totales presentan y que la bacteria E. coli también esta
presente en comercios informales de la region de Zacatecas; de igual manera
existen microorganismos enteropatogenos asociados como lo son Klebsiella,

Pantoea y Citrobacter presentes en la region Centro Norte de México.
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ABSTRACT

The diseases transmitted by food are mainly propagated by raw fruits and
vegetables, which are in direct contact with feces of animals, humans, directly or
indirectly, through contaminated water or soil; One of the possible vehicles of
these microorganisms are strawberries, because their fruit when they reach
maturity can be in contact with the ground; In addition, their harvest is manual and
cross-contamination can occur between the personnel and the fruit. Given this
situation, it is important to know the microbiological quality of the minimally
processed products that are offered in different types of food market’s in order to
demonstrate the food quality that is currently offered.

Under the regulations for the detection of microorganisms present in food, NOM-
113-SSA1-1994, NOM-210-SSA1-2014 and NOM-093-SSA1-1994, a
microbiological analysis of different points of sale was carried out. the North
Central Region of Mexico, during July- August 2017 and December- February
2018; where they were obtained, the total coliform count of each trade involved
and the determination of absence of Salmonella spp. and E. coli through the use
of traditional isolation techniques and their identification with the polymerase

chain reaction (PCR).

Obtaining that the informal and local stores are the ones with the highest microbial
load of total coliforms present; moreover E. coli is also present in informal stores
in the Zacatecas region; however there are associated enter pathogenic
microorganisms such as Klebsiella, Pantoea and Citrobacter in the northern

central region of México
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2014), reconoce que los alimentos
insalubres representan una amenaza para la salud a escala mundial y ponen en
peligro la vida de todos, pues se estima que las enfermedades diarreicas afectan
cada afo a unos 220 millones de nifios, de los cuales 96,000 mueren. Una de las
principales causas son los productos minimamente procesados que pueden
llegar a contaminarse por la manera en que son manipulados (Johnston et al.,
2006); cabe resaltar que no todos los que manipulan y consumen alimentos,
tienen conciencia de la importancia de realizar practicas higiénicas béasicas al

comprar, vender o preparar(OMS, 2015).

Las frutas y hortalizas frescas son vehiculos de trasmision de enfermedades
producidas por alimentos, ya que estas pueden contaminarse con
microrganismos patdgenos, por contacto con heces de humanos y animales, de
manera directa o indirectamente a través del suelo o agua contaminados (Le6n
etal., 2009). Uno de los posibles vehiculos de estas enfermedades son las fresas,
ya que este cultivo es de tipo herbaceo rastrero, por lo cual, su fruto al llegar a
la madures puede estar en contacto directo con el suelo, ademas de que la
recoleccion de la fresa es manual (SAGARPA, 2017), y por lo general estas son
empacadas y distribuidas inmediatamente sin recibir ningun tratamiento
desinfectante posterior a su cosecha (Leo6n et al., 2009).

Las bacterias que son causantes de la contaminacion en alimentos y provocan
enfermedades del indole infeccioso se encuentran: Escherichia coli (E. coli),
Salmonella spp, Klebsiella spp Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes,
Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Shigella spp., Bacillus cereus y
Campylobacter jejuni (Palomino y Camargo, 2014); en un estudio realizado para
determinar la calidad microbiol6gica de los productos horticolas frescos
procedentes de cultivos en la Habana, Cuba, demostré que cerca del 20% de

las muestras analizadas presentaba enterobacterias como E. coli, Salmonella



spp y Listeria spp (Piug et al., 2013). En Estados Unidos, el Centro de Control de
Enfermedades (por su siglas en inglés CDC) (2017), reporté el brote de
enfermedades gastrointestinales ocasionadas por el consumo de alimentos
minimamente procesados, este caso se relacion6 al consumo de papaya maradol
durante el periodo de junio-agosto del 2017, esto trajo como consecuencia: 201
casos de los cuales, 65 resultaron en hospitalizaciones y una muerte en 23
estados de la unidon americana, causados por la bacteria Salmonella kiambu. El
panorama epidemioldgico de México revela que las principales causas de
morbilidad han sido las enfermedades infecciosas, los tres primeros lugares
como causa de morbilidad los han ocupado las “infecciones respiratorias
agudas”, las “infecciones intestinales por microorganismo” vy la “infeccion de vias
urinarias” (Estrada et al., 2016), a su vez el sistema nacional de vigilancia
epidemioldgica, en su boletin epidemioldgico, reporta que a hasta la semana 52
del afio 2017 a nivel nacional, el numero de enfermedades infecciosas
intestinales es de 5 606 759 de personas, de las cuales 44 503 fueron a causa
de fiebre tifoidea, 12 549 de fiebre paratifoidea y 90 477 fueron por otras
salmonelosis (DGE-SINAVE, 2017).

Los métodos tradicionales de identificacion conlleva el uso de medios de
preenriquecimiento y enriguecimiento, aislamiento en medios selectivos y su
confirmacion mediante pruebas bioquimicas y morfologicas, todo lo anterior
puede demorar dias o0 semanas, ademas de que la sensibilidad de los andlisis es
baja (Gui y Platel, 2011); existen métodos de identificacion bacteriana los cuales
son capaces de eficientar los tiempos de andlisis de muestras de alimentos, como
lo es la identificacion molecular; tanta es la importancia de la implementacién de
esta técnica que se desarrolld un proyecto europeo denominado “Food PCR”
cuyo objetivo fue facilitar la implementacion de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), mediante la validacion y estandarizacion de las metodologias
de PCR (Malorny et al., 2003); no obstante el costo de este tipo de metodologias
son elevados en comparacion con los métodos tradicionales, pero su alta
sensibilidad y gran especificidad que brinda la reaccion en cadena de la

polimerasa es comparada con el beneficio de lograr un diagnéstico rapido y



preciso ademas de la pronta liberacion de productos al mercado (Gonzales et
al.,2014).



OBJETIVO GENERAL

Detectar microorganismos implicados en la calidad microbiol6gica como lo son
E. coli y Salmonella spp en fresas de comercios informales, comercios locales,
cadenas nacionales e internacionales, de municipios de estados ubicados en el

Centro Norte de México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Conteo de Coliformes Totales en cada punto de muestreo

2.-Detectar la presencia de E. coli y Salmonella spp en fresas, por medio de

metodologias tradicionales.

3.-Confirmacion de E. coli y Salmonella spp por medio del uso de PCR.



HIPOTESIS

Se determinara la presencia de enterobacterias del genero E. coli y Salmonella
spp en fresas ofertadas para su consumo, en por lo menos alguno de los puntos

de muestreo ubicado en la region Centro Norte de México.



REVISION DE LITERATURA

Fresa

En México, la fresa (Fragaria vesca) fue introducida en el afio de 1852, al
municipio de Irapuato, pero no fue sino hasta el afio de 1880 que este cultivo
tomé importancia econémica expandiéndose y logrando popularidad entre los

productores de la region (Sanchez, 2008).

A partir de 1940 el estado de Guanajuato se posicioné como el principal productor
de este fruto y logré conservar este titulo hasta el afio de 1974, pues la Comision
Nacional de Productores de Hortalizas (CNPH) impuso cargos economicos de
plantacion y exportacion de fresa a los dos principales productores de este fruto
durante ese periodo, Irapuato, Guanajuato y Zamora, Michoacan; provocando asi
un descenso en la produccién para los agricultores de Irapuato por una baja
rentabilidad del producto, ademas de que las condiciones edafoclimaticas del
estado de Michoacan y su gran cantidad de empresas congeladoras ayudaron a
sobresalir al estado en la produccion de este cultivo (Echanove, 2001).

Para el afio de 1980 el estado de Baja California se destac6 como productor de
fresa por su alto nivel de tecnificacion y cercania con Estados Unidos de América
(EE.UU.) quien es el principal consumidor del fruto, logrando superar
rapidamente al estado de Guanajuato; a partir de estos eventos SAGARPA en el
2013 posiciona al estado de Guanajuato en el tercer lugar en la produccion de
fresa contribuyendo con un 7% de la produccién nacional mientras que Baja
California contribuye con el 37% y Michoacan con el 50% (SAGARPA, 2013).

Valor Nutricional

La fresa es catalogada como una de las frutas mas bajas en calorias
(30kcal/100), por debajo del melén (35kcal) o la sandia (32kcal) ademas de que
su contenido lipidico y de sodio también es muy bajo (Tabla 1); una de las
principales caracteristicas es su coloracion rojiza la cual se debe a pigmentos

gue actian como antioxidantes naturales ideales en la ingesta diaria, ya que evita



la formacion de colesterol (Pamplona, 2006). La actividad antioxidante de
extractos de fresa se relaciona con el contenido de fenoles totales,
adicionalmente, las antocianinas, que son colorantes naturales con potente
propiedad antioxidante, son las responsables del color brillante y atractivo de las
fresas; un consumo moderado de este tipo de alimentos tiene efectos benéficos
para la salud humana, pues la longevidad humana tiene una correlacién
significativa a los niveles de antioxidantes en la dieta, se ha demostrado que
existe una disminucidon de antioxidantes durante el proceso normal de
envejecimiento (Zorrilla, 2002; De la Fuente, 2002). Las propiedades
antioxidantes de este fruto ayudan al deterioro oxidativo que afecta a los
alimentos, al ser utilizados en la industria alimentaria adicionandose a grasas u
otros productos alimenticos para retrasar los procesos de oxidacion, o rancidez

oxidativa en los alimentos (Carvajal et al., 2012).

Tabla 1.- Valor nutritivo de fresa, en 100g de alimento crudo en peso neto

Lipidos mg/100g
Colesterol mg 0
Mono insaturados (oleico) 0.05
Minerales
Fosforo 19
Magnesio 10
Potasio 166
Vitaminas
Acido ascorbico 57
Rivoflavina 0.07
Pirodixina 0.06
Cobalamina 0

(Instituto Nacional de Cancerologia, 1996).



Taxonomiay Morfologia

La fresa es una planta, perteneciente a la familia de las Rosaceas y al género
Fragaria, las principales variedades cultivadas en México son variedad Festival,

Albién, Camino Real, Monterey y California (SAGARPA, 2017).

Clasificacién taxonémica

Reino: Plantae
Subreino: Embryobionta
Divisidn: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Superorden: Rosanae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceas
Subfamilia: Rosoidae
Tribu: Potentileae
Subtribu: Fragariinae
Género: Fragaria

Especie: vesca

La planta de la fresa es herbacea, su sistema radicular esta compuesto de raices
principales y raices secundarias, es de composicion generosa de
aproximadamente 10 a 40 cm, por lo general no contiene estolones, y si estan
presentes son muy cortos, sus rizomas son ramificados; la coloracion de sus
hojas son de un tono verde oscuro, con textura tipo cuero ademas de no contener
tricomas en la parte del haz y su envés se aprecia velloso; la reproduccion es de
dos tipos: sexual por medio de inflorecencias que por lo regular son hermafroditas
en tipo de racimo, sus pétalos son de color blanco y sus receptaculos de color
amarillo; de manera asexual se puede reproducir mediante el desarrollo de
estolones; el fruto de la fresa es de 2 a 5 cm de grosor, de aspecto subconico de

un color rojo brillante en algunas ocasiones rojo palido, la fresa se logra separar



de su receptéculo con cierta dificultad; el fruto de la fresa es climatérico lo cual
implica su maduracion una vez cortado de la planta lo cual propicia su madures

(Navarro y Muioz-Garmendia, 2005).

Importancia EconOmica

El cultivo de la fresa a nivel mundial representa una produccion de 12, 920, 201
Tn en el afio 2016, y los principales paises productores fueron: China con una
produccion de 3, 801, 865 Tn, seguido de EE. UU. con 1, 420, 570 Tn y México
en el tercer lugar con un total de 468, 248 Tn producidas (FAOSTAT, 2017).

El 52.21% de la produccién nacional es exportada haciendo de este producto
una excelente alternativa para el desarrollo econémico nacional, México es el
tercer productor y proveedor a nivel mundial de fresa fresca con un 14.83% del
valor total de las exportaciones mundiales y especificamente contribuyen con un
87.79% de las importaciones de EE UU (SAGARPA, 2017).

El desarrollo econémico que la fresa a representado de 2013 a 2016 es un
aumento del 55.9%, al pasar de 417.5 millones de doélares a mas de 650.8
millones de dodlares, siendo Estados Unidos, Canad4, Brasil, Arabia Saudita, y
Reino Unido los principales consumidores de fresa, cabe destacar que la fresa
“‘Hecho en México” amplia su mercado meta llegando a lugares como: Hong
Kong, Belice, Paises Bajos Rusia, Qatar, Irlanda, entre otros (SAGARPA-SIAVI,
2017). A nivel nacional la produccion total de fresa en el afio 2017 fue de 201,481
Tn, asi mismo los principales estados productores en el 2017 fueron: Michoacéan
con 151,432 Tn, Guanajuato con 37,487 Tny el Estado de México con 6,723 Tn
(SAGARPA/SIAP, 2018).

Comercio Internacional

Uno de los aspectos de crecimiento en materia de comercio exterior, son las
exportaciones de productos que nuestro pais produce, por lo tanto es necesario
conocer las reglamentaciones que ponen como requisito, el acceso de los

productos frescos de origen mexicano, ya que el 96% de las exportaciones de los
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productos frescos producidos en México son exportados a EE. UU.; su demanda
de exportacion de fresa mexicana es del 60% de la produccion nacional, de la
cual, el 63% corresponde a la exportacion de fresa fresca, el 35% a fresa
congelada, y el 2% a conservas y preparados, quedando solamente el 40% de la
produccion de fresa para la demanda nacional. (SAGARPA/SIAP, 2016).

Consideraciones para Exportacion

Dentro de los procedimientos necesarios para lograr con éxito la exportaciéon de
los productos hacia EE.UU. es necesario contar con la documentacion basica
gue avalen el cumplimiento de las regulaciones y restricciones no arancelarias
tales como: certificados sanitarios y certificados de calidad; en cuanto certificados
de calidad en alimentos, este apartado comprende la inocuidad del producto, por
lo cual es necesario recurrir a un organismo certificado el cual nos avale como

productor calificado para realizar ventas en otros paises (Proméxico, 2017).

Requisitos de Exportacién

Existen medidas y procedimientos nacionales emitidas por organismos como
SAGARPA, la cual es responsable del sistema de reduccién de riesgos y
contaminacion (SRRC), que sirve como medida de seguridad alimentaria, la cual
disminuye los riesgos catalogados como fisicos, quimicos y microbioldgicos,
implicados en los alimentos; haciendo uso de las buenas practicas agricolas
(BPA) como manual de operacién (SAGARPA, 2016).

Existe la organizacion conocida como “México Calidad Suprema”, integrada por
productores, empacadores y sus organizaciones; su objetivo principal el de
ayudar al gobierno federal, en la integracion del mayor nimero de empresas
certificadas que ofrezcan productos agroalimentarios con los mas altos

estandares de calidad e inocuidad a nivel nacional e internacional;

México Calidad Suprema es un certificado de calidad que ayuda a los productores

a que un producto, proceso, sistema 0 servicio se ajuste a las normas nacionales
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o internacionales para llegar de una manera directa a su mercado internacional,

un ejemplo de ello es la certificacion “Primus GFS” (MCS, 2018).

Ley de Proteccion Alimentaria en EE.UU.

En los Ultimos afos, se han tomado medidas preventivas para aminorar y prevenir
el riesgo de contaminacion microbiana y posibles brotes de enfermedades en
EE.UU. como lo es la ley de acto de modernizacion de inocuidad a los alimentos
(por sus siglas en ingles FSMA); dicha ley fue emitida por el presidente de EE.
UU., Barack Obama, el 4 de enero del 2011 con el objetivo de transformar el
sistema de inocuidad alimentaria, implementando medidas efectivas para

prevenir la contaminacion en lugar de combatirla (FDA, 2018).

Los elementos principales de la ley FSMA y gue son importantes para la
exportacion de productos frescos hacia EE. UU., son: prevencion, esta ley cuenta
con un mandato autorizado por la legislacion, que exige controles preventivos de
contaminacion, respaldados por la ciencia y en toda la cadena de produccion
alimentaria; inspeccidn y consentimiento, una manera de mejorar la seguridad de
los alimentos es reconocer los métodos de control preventivos y ademas contar
con la aprobacién de los productores y procesadores de alimentos; por tal motivo,
es necesario que la FDA proporcione la supervision y garantice la aceptacion de
los requisitos implicados para el bien comidn y esta pueda responder de una
manera eficaz cuando los problemas se presenten, la ley FSMA reconoce a la
FDA como organismo de control de emergencias, el cual debe poseer las
herramientas necesarias para responder de manera inmediata cuando surjan
problemas en la cadena de produccion a pesar de los controles preventivos
establecidos; importacion, de igual manera la ley FSMA otorga a la FDA la
autoridad competente para garantizar que los productos importacion atiendan a
los padrones de EE. UU. y que estos sean seguros para los consumidores;
alianzas reforzadas, el interés principal de la ley FSMA es la participacion y
colaboracién cercana entre y con otras agencias gubernamentales, nacionales y
extranjeras, para que de esta forma se reconozca explicitamente que todas las

agencias de seguridad en alimentos trabajen de modo integrado para alcanzar
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los objetivos de salud publica por el bien de todos los involucrados. (GlobalSTD,
2018; FDA, 2018; GPO, 2011).

Enfermedades Transmitidas Por Alimentos (ETA)

La organizacion panamericana de la salud en conjuncién con la organizacion
mundial de la salud, define como enfermedad transmitida por alimento (ETA), a
un incidente en el que dos 0 mas personas presentan una enfermedad semejante
después de la ingestion de un mismo alimento y los analisis epidemiolégicos
sefalan al alimento como el origen de la enfermedad; para que un brote o
enfermedad sea reconocido es necesario que los consumidores informen del
evento ocurrido, ademas de notificar a las autoridades de salud y de las
actividades de vigilancia sanitaria de las secretarias municipales, estatales y

federales, segun sea el impacto del caso (OPS, 2016).

La manera en que se puede desarrollar una ETA se basa en que un patégeno o
sus toxinas deben estar presentes en el alimento, pero la sola presencia del
patdgeno en el mismo no involucra que la enfermedad ocurra, pues las
condiciones de salud del hospedante son un factor delimitante en el desarrollo
de la enfermedad; en la mayoria de los casos de la ETA, el patégeno debe estar
presente en una cantidad suficiente como para causar una infeccién o producir
toxinas, asi mismo el alimento debe ser capaz de proveer de sustento para el
crecimiento del patégeno (Caballero, 2008). Para que el patdgeno se multiplique
es necesario que el alimento contaminado permanezca a una temperatura y
condiciones ambientales adecuadas como para que el organismo se desarrolle y
o produzca toxinas; se debe ingerir una porcion suficiente del alimento
contaminado, para que la barrera de susceptibilidad del individuo sea

sobrepasada (Fernandez, 2001).

Las ETA se pueden clasificar en: Infecciones, Intoxicacion o infecciones medidas
por toxina; la infeccidén transmitida por alimentos es una enfermedad que resulta
de la ingestion de alimentos que contienen microorganismos patégenos Vivos,

como: E. coli, Salmonella spp, Klebsiella spp, Shigella spp, Listeria spp, el virus
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de la hepatitis A, Trichinella spirallis entre otros; la intoxicacion causada por
alimentos ocurre cuando las toxinas producidas por bacterias 0 mohos estan
presentes en el alimento ingerido o elementos quimicos en cantidades que
afecten la salud (OPS, 2016).

Coliformes Totales y Fecales

Las ETA son generalmente de cardcter infeccioso o toxico, algunas son causadas
por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas que penetran al organismo
a través del agua o alimentos contaminados; existen indicadores de inocuidad los
cuales se denominan como coliformes (Jay, 2002). Los coliformes son todas
aguellas bacterias en forma de bacilo, aerobios y anaerobios facultativos, Gram
negativos, oxidasa negativa y no esporulantes que tienen la capacidad de
proliferar en concentraciones relativamente altas de sales biliares fermentando
la lactosa y produciendo acido o aldehido en un tiempo de 24 horas a 35-37°C;
dentro del grupo coliformes existen los catalogados como termo resistentes, ellos
estan relacionados con la flora intestinal y su peculiaridad radica en que son
termo tolerantes , se pueden multiplicar a 44°C, y de fermentar la lactosa, lo que

los diferencia del resto que son denominados coliformes totales (CT) (Von, 2007).

E. coli es el indicador principal de contaminacion fecal en alimentos y agua
contaminada, ella esta presente en todas las heces de animales y humanos asi
como también en las aguas residuales y esta estrechamente relacionada a
enfermedades en humanos y animales (Environment Agency, 2002); su pronta
deteccion e identificacion es de gran importancia para la prevencion de
enfermedades gastrointestinales y la proteccion del medio ambiente
manteniendo los rios y causes que son usados como fuentes de riego (Paruch,
et al., 2012; Haller et al., 2009).

El género Salmonella también forma parte de la familia Enterobactericeae y es
causante de la enfermedad conocida como salmonelosis y al igual que E. coli es

trasmitida por la ingestion de alimentos contaminados, los cuales tienen contacto
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directo con los manipuladores que carecen de una buena higiene o con heces

fecales de animales (Caballero, 2008).

Salmonella spp, Ubicacion Taxonémicay Generalidades.

Division: Bacteria
Phylum: Protobacteria
Clase: Gamma-proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobactericeae
Género: Salmonella

Son bacilos Gram negativo, anaerobios facultativos con flagelos peritricos, no
desarrollan cépsula ni esporas, son bacterias moviles que producen acido
sulfhidrico; necesitan de glucosa, y no producen ureasa ni tienen metabolismo
fermentativo (Brenner, 2000).

Este género comprende dos tipos de especies diferentes las cuales son
Salmonella entérica y Salmonela bangori, se considera que S. bangori no es una
especie que afecte la salud de los humanos y se aisla generalmente de animales
de sangre fria como es el caso de los reptiles; en contraparte S. entérica esta
compuesta de numerosas cepas que son patdgenas para los humanos y también
causan afecciones en reptiles, aves y mamiferos (Landringe, 2009).

La especie entérica se divide en seis subespecies diferentes: subespecie entérica
(), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (lllb), houtenae (V) e indica (VI); la
mayoria de las subespecies se aislan fundamentalmente de reptiles y por tanto
se asocian con muy baja frecuencia a infecciones en el hombre, sin embargo, S.
entérica, subespecie entérica, es aislada basicamente de mamiferos y aves,
involucrandose con la cadena alimenticia en algun punto del proceso e infectando
accidentalmente al hombre y se estima que el 99% de los casos de salmonelosis

humana estan causados por cepas de la subespecie | (Betancor et al., 2010).


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacilo
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria_gramnegativa
https://es.wikipedia.org/wiki/Organismo_anaerobio
https://es.wikipedia.org/wiki/Flagelo_bacteriano
https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_sulfh%C3%ADdrico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_sulfh%C3%ADdrico
https://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
https://es.wikipedia.org/wiki/Ureasa
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Principales Enfermedades Causadas por Salmonella spp

Salmonelosis

Esta enfermedad se caracteriza por dolor abdominal, diarreas, dolor de cabeza
y en algunos casos severos, vomito; uno de los sintomas principales es la fiebre
y puede llegar a complicarse por la deshidratacion que la antecede; en casos de
graves se presentan complicaciones en las cuales se ve afectadas las
articulaciones, el corazén, los rifiones y los pulmones; las muertes ocasionadas
por la salmonelosis son raras pero se generan por la severidad de la infeccion y
el tipo de huésped en el que se presente, principalmente en nifios menores de 3
afos y adultos mayores (Lan, 2009).

El agente causal de esta enfermedad es la bacteria Salmonella enteriditis ya que
es la que mayormente se reporta en este tipo de sintomatologias, se calcula que
en EE.UU. se presentan aproximadamente 5 millones de infecciones por este
agente cada afio, en Europa se han notificado varias epidemias afios anteriores,
y en cuba, la Salmonella spp se cataloga entre los 2 agentes que con mayor
recurrencia se encuentra en estudios de brotes epidemioldgicos (Valdez, 2001).
Los huéspedes de esta bacteria suelen ser los animales domésticos, como las
aves, cerdos, bovinos, perros y gatos; los hombres enfermos o convalecientes
que tienen contacto con la preparacion o manipulaciéon de los alimentos son
vectores de esta enfermedad; el estado portador en el hombre no es comun pero
en los animales es frecuente (Galanis et al., 2006).

Los sintomas se presentan en un rango de 12 y 72 horas después de haber
ingerido algun alimento contaminado, en algunos casos esta bacteria es capaz
de generar sintomas en el hospedero en 6 horas; su modo de trasmision principal
es por laingestion de la bacteria, la cual puede llegar a los alimentos por contacto
directo con heces fecales de animales o de los manipuladores de alimentos,
principalmente por la contaminacion cruzada entre los alimentos preparados con
los alimentos crudos, o la ingesta de los alimentos sobre superficies y o utensilios
carentes de inocuidad (Fierer, 2001).

Los métodos de prevencion de este tipo de enfermedades est4 enfocado en:

adquirir alimentos de origen animal de buena calidad sanitaria y en correcto
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estados de conservacion, la coccion correcta de los alimentos y la limpieza de los
productos crudos como frutas y hortalizas, la limpieza periddica de los lugares
donde son preparados los alimentos, ademas de una higiene de buena calidad
por parte de las personas que manipulan y preparan los alimentos (OMS, 2007;

Lorenzo y Gélvez, 2015).

Fiebre Tifoidea

Es una enfermedad infecciosa causada por Salmonella typhi, los sintomas que
la caracterizan son fiebre continua, cefalea, malestar general, aumento del
tamafio del higado y bazo, constipacién y con menos frecuencia genera diarreas,
algunas de las complicaciones de este padecimiento si no es tratada
adecuadamente son perforaciones intestinales y sangramiento; llega a ocasionar
la muerte en el 10% de los pacientes y su contagio es comun en lugares donde
la higiene y limpieza adecuada son escasas, su huésped en general son los
humanos (Galanis et al., 2006). Su modo de transmisidn es a través de los
alimentos que se contaminan con heces u orina de algun paciente portador de la
bacteria al no tener una buena higiene; los alimentos que tienen altos indices de
propagacion de esta enfermedad son: los mariscos que provienen de zonas en
contacto con aguas negras, frutas y hortalizas regadas con aguas no tratadas,
leche y productos lacteos manipulados por las manos de personas enfermas o
portadoras de la bacteria, o algun otro vector como roedores (Jurado,2010).

Las medidas preventivas para no contraer esta enfermedad incluyen, segin sea
el caso del alimento; almacenamiento adecuado de alimentos, proteccion de los
alimentos contra los vectores y roedores, lavado de manos de una manera
adecuada antes, durante y al final del proceso de elaboracion, y evitar
contaminaciones cruzadas entre el punto de venta y preparacion de los alimentos
(OMS, 2007).
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Escherichia coli., Ubicacién Taxonomica y Generalidades
E. coli, es una bacteria que forma parte de:

Division: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gamma-proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobactericeae

Género: Escherichia

Esta bacteria tiene forma de bacilo, Gram negativo, con flagelos peritricos, es
anaerobio facultativo y capaz de crecer en medios a 37 °C, no forma esporas, es
capaz de fermentar la glucosa y la lactosa; esta bacteria coloniza el intestino del
hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un
microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden ser patégenas y
causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea
(Caballero, 2008).

Esta bacteria se cataloga en seis tipos de cepas o viro tipos que son reconocidas
por su potencial patogénico como lo son: E. coli Entero Patégena (ECEP),
Escherichia coli Enterotoxigénica (ECET), Escherichia coli Entero Invasiva
(ECEI), Escherichia coli Entero Hemorragica o Verotoxigénica (ECEH),
Escherichia coli Entro Agregativa (ECEA), Escherichia coli Adherencia Difusa
(ECAD) (Mc Veigh et al., 2000; Rodriguez, 2002; Graniel, 2003; Caballero, 2008;
Riveros et al., 2011; Venezuela, 2016).

Principales Enfermedades causadas por E. coli

Diarreas Causadas por E. coli Enterotoxigénica (ECET)

Esta cepa se considera similar a Vibrio cholerae, la ECET se adhiere a la mucosa
del intestino delgado, no invade al intestino, pero elabora toxinas que producen
diarrea, no generan dafios o cambios histologicos en las células de las mucosas
y su inflamacion es poca; la ECET produce diarrea no sanguinolenta en nifios y

adultos, sobre todo en paises en vias de desarrollo, aunque los paises
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desarrollados no estan exentos; este microorganismo fue reconocido por primera
vez como agente causal de enfermedades en 1968 después de realizar estudios
en la India y Bangladesh; es uno de los agentes causales que mas ocasiona
diarreas en nifios y es la causa mas frecuente de la llamada “diarrea del viajero”
en personas que viajan a algunas partes de Centroamérica, Hispanoamérica y
Oriente Medio, Asia y Africa; esto se debe a que por lo general las ECET estan
presente en los suministros de agua en areas que carecen de un manejo
adecuado e inocuo o nula purificacion (Caballero, 2008).

Los sintomas que se presentan con este agente causal son: cuadros de diarreas
liquidas y acuosas, dolor abdominal, vomito y a veces fiebre prolongada
moderada causando en algunos casos la deshidratacion del huésped (Valdez,
2001). El reservorio de esta cepa es el hombre aunque, algunas han sido
identificadas a partir del cerdo y bovino, su periodo de incubacion es de entre 10
y 72, su transmision es por la ingestién de alimentos y en algunos casos agua
contaminada; la contaminacion de estas bacterias es causa de una mala practica
en la manipulacion de los alimentos o bien el método de conservacion de los
productos es deficiente ademés que la forma en que se ofrecen los productos
no es la mas adecuada en la mayoria de los casos (Gémez, 2014).

Las medidas preventivas para evitar contraer este tipo de enfermedad es el
garantizar la manipulacion higiénica de los alimentos que se consumen, ademas
que el personal conozca y realice las técnicas de higiene personal como lo es el
lavado de manos al iniciar la preparacion y elaboracion de los alimentos, y cada
gue sea necesario segun la actividad que se realice; procurar mantener los
alimentos calientes a una temperatura superior a 60°C y los alimentos frios a
menos de 5°C (DuPont, 2008).

Colitis Hemorragica

Escherichia coli entero hemorragica o verotoxigénica (ECEH) catalogada también
en el grupo de STEC (Shiga Toxin E. coli), debido a que estas bacterias también
producen una toxina citotdéxica para células del rifidbn y presentan similaridad

estructural a la toxina que produce Shigella dysenteriae; las STEC son
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productoras de vero toxinas que actian en el colon, sus sintomas son: en primer
instancia colitis hemorragica, para después presentar sindrome urémico
hemolitico, el cual al presentar complicaciones con el paciente genera
infecciones en el rifidn; esta cepa no es capaz de fermentar sorbitol y posee un
fago en donde se codifican las vero toxinas también llamadas “Toxinas Shiga”, y
posee una fimbria polar larga que usa para su adherencia (Rodriguez, 2002).
Esta enfermedad esta caracterizada por diarreas sanguinolentas que aparecen
después de haber consumido alimentos contaminados de alguna manera como
las antes descritas; las complicaciones en algunos pacientes son fallos renales
descritos como sindrome urémico hemolitico lo cual es proclive a una serie de
aflicciones en diferentes érganos del cuerpo humano comprometiendo asi la
salud del hospedero (Campistol, 2013). El principal microorganismo que genera
esta enfermedad es Escherichia coli enterohemorragica O157:H7, la cual es
altamente sensible al calor de los tratamientos convencionales de conservacion
de alimentos y de coccién de alimentos preparados (Caballero, 2008).

El principal reservorio de esta cepa es el hombre y el ganado bovino
fundamentalmente; los sintomas se presentan cominmente entre 24 y 48 horas
después del consumo de alimentos contaminados o con un mal manejo de
almacenamiento, la transmision de esta cepa principalmente es por la ingesta de
carne mal cocida, especialmente las carnes molidas pues la textura de la misma
es rugosa y se puede adherir la bacteria y también en la leche cruda o con un
tratamiento térmico deficiente; sin embargo el hombre también es capaz de
propagar la bacteria debido a los malos habitos en la manipulacién de los
alimentos, algunas recomendaciones para evitar este tipo de enfermedades
incluyen desde conservar correctamente las carnes, ademdas de evitar la
contaminacion cruzada con otros alimentos, cocinar de manera correcta y por el

tiempo adecuado los alimentos como la carne (Alam, 2006).
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Contaminacion de Alimentos Minimamente Procesados.

Una de las debilidades de los producto minimamente procesados, es que son
susceptibles a contaminarse en el lugar de produccion y a lo largo de la cadena
de distribucion, este tipo de contaminaciones puede suceder si no existen
medidas de control que disminuyan la carga microbiana posible presente;
ademas de que el patdgeno puede persistir e incluso multiplicarse en el alimento,
a continuacion se presentan las posibles fuentes de contaminacion en las etapas

de la produccion y venta (Shaw et al., 2015).

Precosecha

En esta etapa de la produccién de alimentos, esta relacionada con las actividades
propias del manejo del cultivo, asi como su siembra y consideracion del tipo de
riego utilizado para lograr el correcto desarrollo de la planta; las contaminaciones
gue surgen en este punto del proceso, son dificiles de identificar pues factores
como la calidad microbiolégica del agua, el uso de fertilizantes de origen animal,
asi como abonos, el manejo de fauna nociva y los de animales de compaiiia,
amplian las variables de contaminacion (Leén et al., 2009).

Frecuentemente la contaminacién de los alimentos en este punto se da por la
recurrente exposicion al suelo o agua contaminados, pues la forma en la cual se
suministra el agua al cultivo y la calidad de agua suministrada son factores
relevantes que pueden determinar la capacidad de propagacién de los
patdgenos, ademas, no solo la contaminacién se puede obtener por contacto,
sino que, algunos patdgenos pueden ingresar por accion capilar por las
hendiduras o tejidos vegetales dafiados durante la produccion, generalmente en
paises en desarrollo es comun utilizar aguas residuales no tratadas para el riego
del cultivo lo cual incrementa el riesgo de contaminacion de las frutas y hortalizas
(Petterson et al., 2001). Vegetales que tiene mayor proximidad al suelo o estan
en contacto directo con él pueden llegar a contaminarse cuando se presente una
lluvia intensa o atreves el agua de riego, esto sucede cuando el agua salpica a

los productos y los patdgenos presenten en el suelo logran llegar al vegetal o
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fruto (Heaton y Jones, 2008), los microorganismos que se encuentran en el suelo
son asociados a las heces de animales domeésticos, animales silvestres, e
insectos; de igual manera algunas aves pueden esparcir cierto tipo de patdbgenos

como Salmonella spp y E. coli (Beuchat y Ryu, 2007).

Cosecha

En este punto de la cadena de produccion y dependiendo de las caracteristicas
del fruto o vegetal, la cosecha se realiza de manera manual, por medio utensilios
0 maquinaria de corte, en este punto del proceso los contaminantes que actian
durante o después de la cosecha dependen especificamente del lugar de
empaque, como lo es en campo para su distribucion inmediata o en alguna planta
empacadora, en la cual el producto se somete a lavado y embalaje en una planta
procesadora; en consecuencia a este tipo de procesos los trabajadores de la
industria alimentaria han sido responsables de brotes de enfermedades
trasmitidos por alimentos; algunos de los aspectos importantes en la higiene de
los trabajadores son: manos contaminadas, falta de higiene en general
incluyendo ropa, cabello sucio, heridas abiertas, infecciones en las manos,
enfermedades gastrointestinales como gastroenteritis o ser portador
asintomatico de patégenos entéricos, ademas del acceso limitado a letrinas en
el predio o lugar de empaque lo cual conlleva a la defecacion en el cultivo (Greig
et al., 2007).

Las medidas de prevencion de este tipo de acontecimientos se describen como
buenas practicas agricolas (BPA) y buenas practicas de manufactura (BPM), las
cuales incluyen capacitacion enfocada a la higiene de los procesos en donde el
personal estd involucrado, abarcando aspectos como capacitacion del personal
en materia de higiene , como lo es el correcto lavado de manos y su frecuencia
necesaria antes de entrar en contacto directo con los cultivos, uso de guantes y
/o cofia, ademas del uso y disponibilidad de letrinas en el predio (Bejar et al.,
2007)
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Post cosecha

Este punto de la cadena de suministro involucra totalmente lo que le sucede al
alimento después de su cosecha, atreves de su distribucion a los puntos de venta;
esta parte es catalogada como “procesamiento”, y se refiere en los casos en los
cuales los materiales crudos son convertidos en un producto de valor agregado,
las frutas y hortalizas reciben un tratamiento mas econdmico, algunas son
empacadas y distribuidas inmediatamente después de cosecharse sin ningun
tratamiento posterior a su recoleccion, mientras que otros productos son
sometidos a lavado, desinfestacion y empaque antes de su distribucion (Ledn et
al., 2009). Los focos posibles de contaminacion en esta etapa reune muchos
factores los cuales son: heces de animales, insectos, otros vegetales, vehiculos
o contenedores donde se coloca el producto para su traslado, ademas de las
diferentes operaciones del procesamiento y distribucion del producto, el agua de
lavado, equipo de corte, embalaje y clasificacion, bandas trasportadoras y otras
superficies de contacto, ademas de las manos de los manipuladores del producto
(Izumi et al., 2008).

Dentro de los riesgos que existen en la manipulacion de los alimentos frescos
son la contaminacién cruzada y el lavado del producto, ya que cualquier materia
extrafia que entre en contacto con el producto tiene el potencial necesario de
convertirse en una fuente de contaminacion microbiana ademas de que el lavado
es importante en el proceso, y es comunmente empleado en la industria
alimentaria para remover residuos de tierra y desechos, con el objetivo de
aminorar la carga microbiana en el alimento fresco (Gémez, 2009),.

La contaminacion de los alimentos también esta relacionada con el transporte del
cultivo de produccién o de la empacadora al almacén a su posterior distribucion,
factores como la temperatura del medio de transporte asi como las condiciones
higiénicas son vitales para reducir alguna contaminacion microbiana (Ledn et al,.
2009).
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Puntos de Venta

El conocimiento del lavado de los vegetales con agua ya sea en el punto de
venta o en el hogar no elimina completamente los microorganismos patégenos
presentes en el alimento, pero este tratamiento es capaz de reducir el nUmero
de los microorganismos, generalmente los manipuladores de alimentos son lo
gue principalmente contaminan el producto al no atender las practicas basicas
de higiene como lo es el lavado de manos antes de tocar o preparar cualquier

alimento o superficie que pueda estar en contacto con el (Ledn et al., 2009).

Alertas de Inocuidad

Las ETA abarcan una gran cantidad de sintomatologias y dolencias, las cuales
son un gran problema de salud publica en el mundo y se presentan con mayor
frecuencia; esto se debe a la ingesta de alimentos contaminados por
microrganismos 0 sustancias quimicas, ellos pueden estar presentes en
cualquier parte del proceso desde la produccién hasta el consumo de los
alimentos, lo llamado “del campo a la mesa” y puede deberse a la contaminacion

ambiental, ya sea del agua , la tierra o el aire (OMS, 2018)

Algunas enfermedades como las que son causadas por Salmonella no tifoidica,
son un problema de salud publica en todas las regiones del mundo y estan
presentes tanto en paises con alto poder econdmico, como en los paises de bajo
poder economico, otras enfermedades, como la fiebre tifoidea, el cllera
transmitido por alimentos y las enfermedades causadas por E. coli patdgena,

son mucho mas comunes en los paises de bajo desarrollo (WHO, 2015).

Segun el informe “Estimacion de la carga mundial de las enfermedades de
transmision alimentaria”, presenta un estimado de 31 agentes patdgenos
causantes de 600 millones de casos de enfermedad de transmision alimentaria
de los cuales 420 000 mueren, incluidos 125 000 nifios menores de 5 afos; las
enfermedades diarreicas representan mas de la mitad de las enfermedades

transmitidas por alimentos, pues cerca de 550 millones de personas son
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afectadas por este tipo de enfermedades y 230 000 mueren cada afio a causa de
estas, los sectores vulnerables como lo son los nifios menores de 5 afos
representan 220 millones de casos de enfermedad y causan 96 000 muertes por
este tipo de afecciones y la principal causa de estos resultados se debe a la
ingestion de carne y huevos crudos o mal cocidos, verduras y frutas mal lavadas,
y productos lacteos, contaminados por norovirus, Campylobacter, Salmonella no

tifoidica, Klebsiella y Escherichia coli patégena (OMS,2015).
Casos de Alerta Sanitaria en Canadéa

Los casos de alerta sobre productos contaminados en el pais de Canadéa es una
de la medidas de prevision de estas enfermedades, pues en lo que va del afio
2018 estos son algunos de los avisos sanitarios y acciones emitidas por la
Agencia Canadiense de Inspeccion alimentaria (CFIA) sobre los alimentos que
posiblemente estén contaminados con microorganismos patdégenos, y estos
estan relacionados con productos vegetales que se obtienen en mercados (Tabla
2); su severidad de propagacion varia desde: la clase 1, como el riesgo mas
probable de contagio, la clase 2, como riesgo moderado de contagio de
patdgenos y clase 3, que representa un riesgo minimo moderado, algun dafio o

propagacion por patégenos (CFIA, 2018).

Tabla 2.- Casos de alertas sanitarias en Canada

Alertas Sanitarias

Ubicacion Fecha Producto Descripcion
Quebec, 14 de abril Fresas Alerta sanitaria clase 1, posible
Ontario del 2018 Congeladas contaminacion de hepatitis a en el

producto, retiro de producto del
mercado (CFIA, 2018).

British 15 de abril Coco Alerta sanitaria clase 2, posible
Columbia, del 2018 Rallado contaminacion de Salmonella en el
Manitoba producto, retiro del producto del

mercado (CFIA, 2018)
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Ottawa 25 de Semillas Alerta sanitaria de clase 2, posible
enero del de sésamo contaminacion con Salmonella,
2018 retiro del producto del mercado
(CFIA, 2018)
Alberta, British 26 de Semillas Alerta sanitaria clase 2, posible
Columbia, enero del de sésamo contaminacion de Salmonella,
Manitoba, y 2018 venta por internet del producto, se
Saskatchewan recomendo tirar el producto que
fue recibido el dia 9 y 10 de enero
del 2018, (CFIA, 2018).
Ontario 26 de semillas Alerta sanitaria clase 2, alerta
enero del de Sésamo notificada por la empresa, posible
2018 contaminacion de  Salmonella
retiro del producto contaminado
(CFIA, 2018).
Alberta, British 24 de Coco Alerta sanitaria clase 2, posible
Columbia, enero del Rallado contaminacion con Salmonella,
Manitoba 2018 retiro de los productos del

mercado (CFIA, 2018).

Reportes de brotes por ETA en Estados Unidos

En EE.UU. el Centro de Control de Enfermedades (CDC) es el encargado de

notificar los posibles brotes de enfermedades, asi como su seguimiento y

notificacion a la poblacion mediante un registro de brotes de enfermedades o

casos presentados y sus posibles fuentes de contaminacién (Tabla 3); los

cientificos y detectives de enfermedades asociados al CDC, trabajan alrededor

del mundo para rastrear enfermedades, informacion y brotes respondiendo a las

emergencias de todo tipo, y usar lo que se ha aprendido para fortalecer la salud

y la capacidad de recuperacion de los Estados Unidos (CDC, 2017)
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Tabla 3.- Casos de Brotes de enfermedad en EE.UU.

Brotes de ETA

Alcance Fecha Producto Descripcion

Once 12 de Lechuga Personas infectadas con bacteria E.

estados de abrii del romana coli O157:H7, consumo de vegetales

EE.UU. 2018 en trozos crudos desarrollaron el sindrome
urémico hemolitico, el origen del
producto es Yuma en la region de
cultivo en Arizona (CDC, 2018).

Ocho 20 de Coco Se identificé el brote de Salmonella

Estados de Marzo del deshidratado

EE.UU. 2018

typhimurium, a causa de la ingesta
de coco deshidratado, la FDA
recolecto coco deshidratado de los
hogares de los pacientes, el
microorganismo en cuestion fue
identificado en las muestras de los

productos (CDC, 2018).

Tres 27
estados de febrerodel crudo
EE.UU. 2018

de Germen

Salmonella montevideo, a causa de

la ingesta de Germen crudo,
contenido en alimentos preparados

de varios restaurantes (CDC, 2018).

Alertas sanitarias en México

En México, los organismos que ayudan a la prevencion y control de brotes de

enfermedades son la Comision Federal para la Proteccion de Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) y el Servicio Nacional de Sanidad e Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA), y la Direccibn General de Epidemiologia,

encargada del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (DGE-SINAVE) ;

dichos organismos tienen como mision, proteger a la nacion contra riesgos a la

salud y el bienestar general de la poblacién, vigilando que los animales, vegetales
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productos y subproductos que se importan, no representen un riesgo de

inocuidad, informando

a la poblacién mediante alertas sanitarias y sobre las

cuales se deben tomar medidas en salud publica de manera urgente y eficaz

(Tabla 4), ademas de brindar informacién epidemiolégica util para la salud publica
y la vigilancia epidemiolégica de la nacién (Tabla 5) (COFEPRIS, 2014; DGE-
SINAVE, 2015; SAGARPA, 2016).

Tabla 4.- Alertas sanitarias México

Alertas Sanitarias

Ubicacién Fecha Producto Descripcion

México 10 de Pistaches Retiro de pistaches contaminados por
marzo importados  Salmonella, la empresa responsable
del 2016 de EE.UU.  procedié al retiro voluntario del

producto, el cual fue empaquetado en
el periodo de 24 de octubre al 7 de
noviembre de 2015 (COFEPRIS,
2016)

Tabla 5.- Boletin epidemiolégico de México

Boletin epidemioldgico, numero 52, volumen 34, semana 52, del 24 al 30 de
diciembre del 2017, semanal y acumulado (SINAVE, 2018).

Enfermedades
infecciosas

intestinales

Enfermedades Enfermedades Otras

por fiebre tifoidea por fiebre salmonelosis

paratifoidea

5, 606, 759

44,503 12, 549 90,477
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Determinacion de Indicadores de Inocuidad

El Codex Alimentarius define criterio microbiolégico como la aceptabilidad de un
producto o un lote de alimento basada en la ausencia o presencia, 0 en la
cantidad de microorganismos, incluidos parasitos, y/o en la cantidad de sus
toxinas / metabolitos por unidad o unidades de masa, volumen, superficie o lote,
esta definicion esta relacionada con los analisis microbiolégicos que se necesitan
para asegurar la calidad microbiologica de los alimentos de exportacion. (Codex
Alimentarius, 2013)

México, para asegurar la calidad microbiolégica de los alimentos, tiene
metodologias conocidas como Normas Oficiales Mexicanas (NOM); las NOMs
son de caracter obligatorio y son elaboradas por dependencias de gobierno
federal, y para otorgar la maxima eficacia a estas normas, la secretaria de
economia participa en foros y organismos internacionales como lo son Codex
Alimentarius, Comision Panamericana de Normas Técnicas, Comision
Electronica Internacional y la Organizacion Internacional de Normalizacion (1ISO);
las NOMs establecen reglas, especificaciones , atributos, caracteristicas o
mandatos que son aplicables a un producto, proceso, instalacion o método de

produccion (Secretaria de Economia, 2016).

Dentro de las normatividades que la secretaria de salud promueve se encuentra
la NORMA Oficial Mexicana NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios.
Métodos de prueba microbiolégicos. Determinacion de microorganismos
indicadores. Determinacion de microorganismos patdgenos; esta norma es de
caracter obligatorio en el territorio nacional para las personas fisicas o morales,
gue se dedican a efectuar los métodos a que se refieren a la determinacion de
microorganismos patégenos, en alimentos para consumo nacional o de
importacion y productos de exportacion; esta norma tiene por objetivo, el
establecer los métodos generales y alternativos de prueba para la determinacion
de los siguientes indicadores microbianos y patégenos en alimentos, bebidas y

agua para uso y consumo humano: Salmonella spp, S. aureus, L.
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monocytogenes, Enterococos, Coliformes Fecales y E. coli; esta norma es

totalmente equivalente con las normas internacionales:

-Norma Internacional ISO 16649-3. Microbiologia de los alimentos y alimento de
animales. Método horizontal para el recuento de E. coli-glucuronidasa positivo.
Parte 3. Técnica utilizando 5-bromo-4-cloro-3-indol-D-glucuronido. Primera
edicion (2005).

-Norma Internacional ISO 7899-2 Calidad del agua. Deteccion y enumeracion de

Enterococos intestinales. Parte 2: Método de Filtraciéon por membrana.

-Norma Internacional 1SO 8199 Calidad del agua. Guia general sobre la

enumeracion de microorganismos por cultivo. (06-2005).

-Norma Internacional ISO 11290 Microbiologia de los alimentos y alimento para
animales - Método horizontal para la deteccién y recuento de L. monocytogenes.
Parte 1. Método de deteccién. 1a. edicion (1996). 9.5 Norma Internacional 1ISO
6888. Microbiologia - Guia general para la enumeracidén de S. aureus - técnica

de recuento de colonias, la. edicidén (05-1983).

-Norma Internacional 1ISO 6579 Microbiologia de los alimentos y alimento para
animales - Método horizontal para la deteccion de Salmonella spp. 4a. edicién
(2002).

Identificacién Molecular de Microorganismos en Alimentos

Una parte importante en la calidad de los alimentos, es la deteccion y
enumeracion de los microorganismos que pueden estar presentes en las
superficies como en los alimentos; la necesidad de diferenciar bacterias
patdgenas y no patégenas, asi como de bacterias que habitan en el suelo, el
agua y el tracto intestinal requiere de métodos confiables, rapidos, sensibles pero
principalmente especificos (Coester et al, 2000); la reaccion en cadena de la
polimerasa permite la amplificacion selectiva de secuencias especificas que se

encuentran en el ADN (acido-desoxirribonucleico), este método requiere de dos
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secuencias de oligonucleoétidos llamados iniciadores o cebadores los cuales son
complementarios a los extremos de la region de ADN que se quiere amplificar
(Rojas et al, 2006).

Las principales diferencias entre métodos de identificacién por medios de cultivo,
en comparacion con el método de PCR, estan definidas por el tiempo de espera
de los resultados y su alta sensibilidad de los métodos moleculares (Pedraza,
2014); el método tradicional el cual incluye la preparacion de la muestra,
enriquecimiento en medios de cultivo y posteriormente su inoculacion a medio
selectivos y diferenciales, puede tomar ente 4 a 5 dias, ademas de que la
sensibilidad de la prueba es baja pues es capaz de identificar de uno a dos UFC
en 25g de muestra (Villareal, 2008); en cambio la técnica de PCR es capaz de
otorgar resultados en un tiempo estimado de 3 a 4 horas y con un limite de
detecciéon de 5 a 10 UFC/ml (Marathe et al, 2012). Existe evidencia del uso de la
técnica PCR punto final, como método de identificacion molecular de bacterias
enteropatdogenas mediante el uso de los cebadores universales (27f/ 1492r) en
aves de corral, que permitié la deteccién Salmonella typhi, Shigella dysenteriae,

Proteos vulgaris, en estos (Abo-Amer y Mohammed 2015).
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo

La recoleccion de las muestras de fresas fue en los municipios de Irapuato, Gto.;
Aguascalientes, Ags.; Zacatecas, Zac., y Saltillo, Coah., en cada localidad se
muestreo el 10% de los comercios de cadena internacional, comercios de
cadena nacional, comercios locales y comercios informales, de los cuales se
tomd un comercio de cada localidad; cada muestra estuvo compuesta de 250g
de fresa tomada completamente al azar, durante el periodo julio-agosto del afio
2017 y diciembre-febrero del afilo 2018. Las muestras recolectadas fueron
manipuladas y transportadas como se indica en la NOM-109-SSA1-1994, Bienes
y Servicios. Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras de
alimentos para su analisis microbiolégico. Se tomaron 250gr de cada punto de
muestreo, obteniendo un total de 32 muestras se introdujeron en bolsas de
polietileno de primer uso evitando la contaminacion de la muestra y se etiquetaron
segun fueran su origen y lugar de procedencia; obtenidas las muestras de cada
punto, se almacenaron en hieleras de poliestiereno de primer uso, las cuales
contenian bolsas refrigerantes congeladas para mantener las muestras a una
temperatura de refrigeracion aproximada a 4°C, y mantener el estado fisico de
las muestras; dichas muestras fueron transportadas al laboratorio de Toxicologia

de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro para su analisis

Conteo de Coliformes Totales en Placa

Siguiendo la metodologia descrita en la norma oficial mexicana NOM-113-SSA1-
1994, Bienes y Servicios. Método para la cuenta de microorganismos CT en
placa. Previamente y bajo condiciones asépticas y de laboratorio, se prepard
Agar Rojo Bilis Violeta (Violet Red Bile Agar, ARBVY TM MEDIA®) segun las
indicaciones del fabricante y se vacio en cajas petri estériles, se prepararon
tubos de ensayo estériles que contenian 9 ml agua peptonada al 0.1% de

concentracion. Se pesaron 25 gr de fresa de cada muestra obtenida; dentro de
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una campana de flujo laminar se depositaron las fresas en bolsas de polietileno
de primer uso y se agregaron 75 ml de agua peptonada estéril, la bolsa se cerro
para evitar alguna contaminacion de la muestra y usando las manos, se froto la
bolsa contra las fresas durante un minuto, incorporando el agua peptonada en
toda la superficie, trascurrido el tiempo y utilizando una micropipeta con puntas
estériles; se tomo un mililitro de la mezcla de agua de peptonada con las fresas
y se procedio a realizar diluciones seriadas en los tubos de agua peptonada al
0.1% hasta obtener la diluciéon 103; de cada dilucién se tomé un mililitro para
vértelo en una caja petri nueva estéril, a la cual se le agregaron de 10 a 15 ml
del medio ARBV (TM MEDIA®).

Una vez afadido el medio se, realizaron 6 movimientos circulares en direccion a
las manecillas del reloj, 6 movimientos circulares en contra del sentido de las
manecillas del reloj, 6 movimientos hacia arriba y hacia abajo y finalmente 6
movimientos de izquierda a derecha, hasta lograr la incorporaciéon completa de
la muestra con el medio ARBV (TM MEDIA®), se dejé solidificar por 2 minutos
para después agregar de 5 a 10 ml del medio ARBV (TM MEDIA®), en cada caja
solidificada, el agar se incorporé en la superficie del medio de la manera
anteriormente descrita, este procedimiento se realiz6 por duplicado de cada
muestra y de cada dilucion; finalmente las cajas perti solidificadas se incubaron
a 35°C, durante 24 + 2 horas.

Posteriormente se realizé el conteo de las UFC en las cajas, tomando como
coliformes las colonias con caracteristicas siguientes: color rojo oscuro, Yy

morfologia semejante a lentes biconvexos con un diametro de 0.5 a 2.0 mm.

Aislamiento de Bacterias

En referencia a la metodologia descrita en la NOM-210-SSA1-2014, Productos y
Servicios. Métodos de prueba microbiolégicos. Determinacion de
microorganismos indicadores, y Determinacion de microorganismos patégenos,
y a la NOM-114-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para la determinacion

de Salmonella en alimentos. Se procedio al aislamiento de los microorganismos



33

evaluadores de inocuidad en alimentos. Todos los medios utilizados fueron de la
marca TM MEDIA® y preparados de acuerdo a las especificaciones del

fabricante.

Aislamiento de Salmonella

Previamente al analisis, se preparé el medio necesario para el enriguecimiento
de la bacteria, que fue Caldo Lactosado ; una vez ubicados en el laboratorio de
toxicologia, se limpid y sanitizo el area donde se trabajo, en este caso fue una
campana de flujo laminar, bajo condiciones de inocuidad y de laboratorio; se
tomé de cada muestra obtenida 25g de fresa por triplicado, y se colocaron en
frascos que contenian 225 ml de medio de pre-enriquecimiento Caldo Lactosado
agar y se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 35°C * 1°.
Transcurrido el tiempo de incubacién de las muestras en el agar Caldo
Lactosado, se tom6 1 ml de cada frasco y se transfirid respectivamente a cada
tubo de medio de enriquecimiento selectivo Selenito Cistina, y de igual manera a
los tubos de Tetrationato, agregandoles 0.1 pl de colorante verde brillante al 1%
solo a los tubos de Tetrationato, se incubaron los tubos de cada muestra por 24
horas a 35°C * 1°.Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se tomo de los
tubos de enriquecimiento una aza bacteriolégica y se realizaron estrias simples
sobre cada uno de los medios selectivos y diferenciales; Sulfito Bismuto (SB),
Verde Brillante (VB), SS AGAR (Salmonella Shigella) y XLD AGAR (Xilosa Lisina
Desoxicolato), se vaciaron en cajas petri estriles dejando solidificar; una vez
realizadas las estrias en cada medio se incubaron a una temperatura de 35°C +
1° por un periodo de 24 horas y en caso de no presentar crecimiento se dejaron
incubar por 24 horas mas. Terminado el tiempo de incubacion de los medios, se
identifico las caracteristicas morfologicas de la bacteria en cada medio inoculado
y tomando como presuntivo positivo del género Salmonella las colonias que
presentaron las siguientes caracteristicas seguin al NOM-210 SSA1-2014 (Tabla
6):



34

Tabla 6.- Caracteristicas morfoldgicas de bacterias en distintos medios de cultivo

Aislamiento de Salmonella

Medio de Tipo de medio Caracteristica
cultivo
Agar SS Selectivo Colonias translucidas,
diferencial ocasionalmente opacas, algunas

colonias dan centro negro, las

colonias fermentadoras de lactosa

son rojas.
Agar XLD Selectivo Colonias rosas o rojas que pueden
diferencial ser transparentes con 0 sin centro
negro.
Agar VB Selectivo Colonias rojas o0 rosas que pueden

ser transparentes rodeadas por

medio enrojecido

Agar SB Selectivo Colonias cafés, grises o negras; con
o sin brilo metélico, halo café,

tornandose posteriormente negro.

Aislamiento de E. coli

Previamente se prepararon tubos de ensayo lo cuales contenian 9ml de medio
Verde Brillante Lactosa (VBL) y una campana de Durham en su interior, y tubos
con 9 ml de caldo EC. con MUG, también con una campana de Durham en su
interior, los medios se prepararon de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Se pesaron 25¢gr de fresas de cada punto de muestreo y se inocularon en 225 ml
de agua peptona al 1%, las muestras se incorporaron con el agua peptonada
mediante movimientos circulares durante 2 min, después se inoculo 1ml en los

tubos de ensayo con medio VBL, se incubaron durante 24h a 48h a 35°C + 1°.
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Trascurrido el tiempo de incubacion, se observaron los tubos y se consideré como
resultado positivo al crecimiento de coliformes fecales a los tubos que
presentaron turbidez en el medio asociado a la generacion de microorganismos,
y la formacién de una burbuja de gas dentro de la campana de Durham lo cual
se asocia con la presencia de microorganismo fermentadores de lactosa, de las
muestras positivas, se tom0 una azada y se inocularon en los tubos que
contenian el agar caldo EC. con MUG y campana de Durham en su interior; se
incubaron por 24h a 48h + 2h a 35°C + 1°. Pasado el tiempo de incubacién, se
confirmd el crecimiento de las bacterias a causa de la turbidez en el medio y la
formacién de una burbuja de gas en la campana a causa de la presencia de

microrganismos fermentadores de lactosa.

Los tubos que presentaron turbidez y formacion de una burbuja de gas en la
campana de Durham fueron expuestos a luz ultravioleta para identificar la posible
fluorescencia del genero E. coli., también se les agrego unas gotas del reactivo
Kovac’s para observar la formacion de un anillo purpura en la superficie del caldo

en el tubo.

Tincion de Gram

De cada medio de cultivo el cual presento crecimiento tipico a Salmonella y E.
coli. se realiz6 un frotis bacteriano sobre un porta objetos, a la cual se le agreg6
una solucion de cristal violeta transcurrido un minuto,; se decanté la solucioén de
cristal violeta y se adiciond una solucion de lugol sobre el frotis, el cual se dejé
reposar por un minuto; el lugol se decantd y se enjuago el porta objetos con etanol
de forma de goteo constante durante 30 segundos; se realiz6 un segundo
enjuague, con agua destilada para finalmente agregar una solucion de safranina,
la cual se dejé actuar por 30 segundos; se decanto el colorante se dej6 secar, y

se observé al microscopio (Lopez et al, 2014).
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Tincion de Flagelos

De cada medio de cultivo el cual presentara crecimiento tipico a Salmonellay E.
coli., se coloc6 una gota de agua destilada sobre el extremo de un porta objeto;
se tomo con un aza bacterioldgica el crecimiento bacteriano y se agregoé a la gota
de agua formando una suspension; enseguida se incliné el portaobjetos, logrando
gue la suspension se deslizara de un extremo a otro del portaobjeto, se dejé secar
al aire; se agregé mordente, cubriendo todo el recorrido de la gota y se dejé
actuar por 10 min; una vez trascurrido el tiempo, se decantd y enjuago con agua
destilada evitando que el agua cayera de golpe sobre la preparacion; se adicioné
una solucion de cristal violeta la cual cubrié toda la preparaciéon y se dejo actuar
por 2 minutos; finalmente se decantd y enjuagd con agua destilada, se dejo secar

al aire y se observo al microscopio (Rodriguez et al., 2005).
Deteccion Molecular
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizd segun el método de Doyle y Doyle (1990). Se
tomo una azada a cada una de las bacterias, previamente aisladas e identificadas
como gram negativas con presencia de flagelos peritricos, anfitricos o lofotricos;
se maceraron , en un mortero de porcelana y se afiadi6 500ul de buffer de
extraccion (Tris-HCI, pH 8.0 100 mM, EDTA pH 8.5 50 mM, NaCl 50 mM y SDS
2 %), se recuperd el macerado, colocandolo en un tubo eppendorf estéril al cual
se le adicioné cloroformo alcohol isoamilico 24:1, se mezcl6 con la ayuda de un
vortex durante 10 segundos o hasta que se homogenizara la mezcla
posteriormente, se centrifugaron a 12,000 rpm durante 15 min, con ayuda de
micropipetas se recuperd el sobrenadante, se colocé en otro tubo eppendorf
estéril y se agreg6 un volumen igual de isopropanol; se dejaron en reposo durante
10 min a 4°C, para después centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min, se decant6
la mezcla sin desprender la pastilla, la cual fue lavada con etanol al 70%,
finalmente se resuspendié la pastilla con agua des-ionizada estéril. Se preparo

un gel de agarosa a una concentracion de 1% y bajo condiciones de 100 volts
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por 30 min y mediante el uso de un foto documentador se observo el ADN de las

muestras obtenidas.

Amplificacién de PCR

Una vez extraido el ADN de las bacterias obtenidas, se procedi6 a realizar la
técnica de PCR en el termociclador Select Cycler Il (Bioproducts®), usando los
primers universales 27F y 1492R para la deteccion del gen 16s presente en los
microorganismos procariotas; se realizd0 una reaccion de 15ul la cual estuvo
compuesta por, agua libre de nucleasas, tag master mix 2x, 20 uM de cada primer
y 1 yl de ADN. Las condiciones de la reaccion para la amplificacién del gen fueron
40 ciclos, de 95°C por 5 min, 94°C por 25 seg de desnaturalizacion, 45 seg de
54°C alineamiento, 72°C por 1 min extension y extension final de 72° por 7 min
(Abo-Amer y Mohammed, 2015).

Los productos obtenidos fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% en
camara de electroforesis bajo condiciones de 100 voltios por 30 min usando un
marcador de peso molecular de 100 pb, esperando obtener un peso de 1400 pb
(Abo-Amer y Mohammed, 2015). Obtenidas las amplificaciones del gen 16s se
etiquetaron y enviaron al laboratorio UA-Lab, para la obtencion de la secuencia

del gen amplificado.

Obtenidas la secuencias, se procedié a su comparacion utilizando la base de
datos del National Center for Biotechnology Informacion (NCBI) por medio de su
programa BLAST, para la comparacion de la cadena de nucle6tidos obtenidas de

cada muestras.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron 32 muestras de 16 comercios de la region Centro Norte de México,
de las cuales se obtuvieron colonias de caracteristicas tipicas de CT (color rojo
oscuro) y su morfologia es semejante a lentes biconvexos con un didmetro de

0.5 a 2.0 mm. en los conteos de todas las muestras analizadas (anexo 1 Figura).

Figura 1.- Placa demostrativa de Coliformes en ARBV (Bioser ©, 2018)

En la figura 2 se puede observar que solo el 16% de los comercios muestreados
cumple con la normatividad (nivel de conteo de CT inferior a 100 UFC/mL), cabe
sefalar que este porcentaje esta comprendido por los comercios de cadena
nacional e internacional, los cuales al tener un programa de inocuidad establecido
por su administracién ayuda a mantener las poblaciones de CT en niveles bajos;
sin embargo, algunos de los comercios (Cadenas internacionales de la localidad
de Ags. e Irapuato y Cadenas nacionales de Irapuato) se encuentran casi sobre
el limite estipulado, lo cual nos indica que la frecuencia de las acciones de los
programas de sanidad por parte de los establecimientos necesitan ser

estrictamente peridédicos para no sobrepasar dichos valores.
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Valores de UFC por localidad
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Figura 2.- Grafica de UFC de los diferentes comercios de las diferentes
localidades.

Los valores obtenidos del analisis de conteo de CT en las diferentes localidades
(Tabla 7) se puede apreciar la variabilidad que existe entre los diferentes tipos de
mercado, demostrando que los comercios de tipo informal y local de todas las
localidades sobrepasan los limites permisibles por la NOM-093-SSA1-1994.

Tabla 7.- Conteo de UFC de los diferentes centros de las diferentes localidades.

Aguascalientes Irapuato Saltillo Zacatecas

MUESTRA UFC MUESTRA UFC MUESTRA UFC MUESTRA UFC

C. Informal 343 C. Informal 262 C. Informal 270 C. Informal 209
C. local 368 C. local 235 C. local 387 C. local 162
C. Nacional 335 C. Nacional 99 C. Nacional 253 C. Nacional 59
C. 94 C 108 C 78 C 65

Internacional Internacional Internacional Internacional
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La simple presencia de estos microorganismos o0 su recuento superior a 100
UFC/g en el producto, demuestra una contaminaciéon del mismo (Gallego, 2012);
se ha demostrado que la capacidad de infeccion de este tipo de microorganismos
puede ser menor a 20 células, pero su capacidad de infeccion estara determinada
por el estado de salud del hospedante, ademas de la edad y la diferente toxicidad
del microorganismo presente en el alimento contaminado (PHAO, 2016).

De igual manera se puede considerar que los valores obtenidos, no solo son
consecuencia de un mal manejo de los programas sanitaros de los comercios, si
no que puede ser por la falta de cuidado al empaquetar o transportar el producto
a sus distintos puntos de venta (Leon et al., 2009). Las muestras contaminadas
con mayor presencia de CT identificadas en este estudio, son los comercios
informales y locales, una caracteristica importante de estos resultados es la
proximidad en la cadena de suministro al consumidor, las condiciones en las
cuales se oferta el producto y la falta de medidas de higiene; el desarrollo de
estudios microbioldgicos en cultivos de jitomate como el realizado por Ocafia et
al. (2015), quienes sugieren gue las condiciones de inocuidad del jitomate se ven
comprometidas o estan directamente relacionadas con la falta de medidas de
prevencion de los trabajadores durante la cosecha como pueden ser: el uso
recurrente guantes, algun tipo de desinfectante o lavado de manos programado

por cada cierto tiempo en su jornada.

Avila et al., (2008) reafirman que las buenas practicas agricolas son necesarias
para la disminucién de este tipo de patdgenos presentes en los productos
minimamente procesados para lograr la disminucion de estos valores, es
necesario contar con un responsable de buenas préacticas agricolas en cada
punto de produccion, el cual brinde capacitacion constante al personal y optimice
el control y vigilancia de estos microorganismos indicadores de inocuidad. Debido
a que este tipo de microorganismos son capaces de adquirir sus nutrientes del
hospedero y lograr desarrollarse, ademas de permanecer en el producto por un
lapso de tiempo prolongado y conseguir entrar en contacto con el consumidor
(Madigant, 2003; Ferromeque et al., 2011; Shaw et al., 2015).
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De las 32 muestras analizadas se logré obtener colonias con caracteristicas
morfologicas similares a Salmonella spp. y E. coli como las descritas en la
NOM-210-SSA1-2014 (Tabla 6). Las cuales estan distribuidas en las diferentes
localidades (Tabla 8).

Tabla 8.- Crecimiento bacteriano Aguascalientes.

Localidad Punto Codigo  Caracteristica Concordancia
de de con
muestreo muestra normatividad
Ags C. Informal SB Al Colonias negras; con o Positivo

SB A1.2 sin brillo metalico (Fig.
SB A1.3 3, Anexo 1)

VB Al Colonias color blanco, Negativo

VB Al.2 amarillo verdosa, en

VB A1.3 medio de fondo amarillo
verdoso. ( Fig. 5, Anexo
1)

SS Al Colonias de cloracion Negativo

SS Al.2 rosa a roja, con bordes
SS A1.3 definidos, concava (Fig.

4, Anexo 1)
XLD A1  Colonia de color blanco Negativo
XLDAL1l. cremosa, circular,
2 concava, sobre fondo

XDLA.3 amarillo anaranjado
(Fig. 6, Anexo 1)

C. Local SB A2 Colonias negras; con o Positivo
sin brillo metalico. (Fig.

3, Anexo 1)
SB A2.3

SB A2.2
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VB A2 Colonias de  color Negativo
VB A2.2 blanco, amarillo
verdosa, en medio de
VBA2.3  fondo amarillo verdoso.
(Fig. 5, Anexo 1)
SS Al Colonias de cloracion Negativo
SS Al.2 rosa a roja, con bordes
SS A1.3 definidos, concava.
(Fig. 4, Anexo 1)
C. VB A3 Colonias de  color Positivo
Nacional VB A3.2 Dblanco, amarillo
VB A3.3 verdosa, en medio de

fondo amarillo verdoso.
(Fig. 5, Anexo 1)

Tabla 9.- Crecimiento bacteriano Irapuato.

Localidad Codigo  Caracteristica Concordancia
Punto
de con
de .
muestra normatividad
muestreo
Irapuato  C. informal VB I1 Colonias de color Negativo
VB I1.2 blanco, amarillo
verdosa, en medio de
VBI1.3  fondo amarillo verdoso.
(Fig. 5, Anexo 1)
C. Nacional SB 13 Colonias negras; con o Positivo
SB 3.2 sin brillo metalico.

SB13.3

(Fig. 3, Anexo 1)




Tabla 10.- Crecimiento bacteriano Zacatecas.
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Localidad Punto Cbédigo Caracteristica Concordancia
de de con
muestreo muestra normatividad

Zac. C. Informal VB Z1 Colonias de color Negativo

VB Z1.2 blanco, amarillo
VB Z 1.3 verdosa, en medio de
fondo amarillo
verdoso. (Fig. 5,
Anexo 1) Positivo
Tubos con turbidez y
formacion de gas, con
fluorescencia (Fig.7,
Anexo 1)
C. Local VB Z2 Colonias color blanco, Negativo
VB Z2.2 amarillo verdosa, en
VB Z2.3 medio de fondo
amarillo verdoso.
(Fig. 5, Anexo 1)
C. Nacional VB Z3 Colonias color blanco, Negativo
VB Z3.2 amarillo verdosa, en
VB Z3.3 medio de fondo
amarillo verdoso.
(Fig. 5, Anexo 1)
C. SB 74 Colonias negras; con Positivo
internacional SB Z4.2 o0 sin brillo metélico.
SB Z4.3 (Fig. 3, Anexo 1)
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Tabla 11.- Crecimiento bacteriano Saltillo.

Localidad Cbdigo Caracteristica Concordancia
Punto
de con
de .
muestra normatividad
muestreo
Sal. C VB S3 Colonias blanco, Negativo
Nacional marillo ver n
aciona VB S3.2 amarillo verdosa, e

medio de fondo

VB S3.3  amarillo verdoso (Fig.

5, Anexo 1)

Tabla 12.- Cepas Totales del Muestreo

Localidad T.C S.S Gn/F S.Ec Gn/F OTRAS Gn/F S/S

AGS 36 12 6 15 15 3 3 6
IRA 33 21 6 9 6 - - 3
SAL 33 21 3 9 3 - - 3
ZAC 33 21 3 9 9 - - 3

T.C.- Total de cepas, S.S.- similar a Salmonella, Gn.- Gram negativo, F.-Flagelos, S. Ec.- Similar
a E. coli, S/S.- Sin Similitud.

Conforme al analisis molecular realizado en cada cepa obtenida de cada
localidad se demuestra que, los microorganismos presentes son: Klebsiella
variicola; en la localidad de Aguascalientes comercios informales y comercios
de cadena nacional; en Zacatecas, en los comercios locales; Klebsiella
aerogenes, en la localidad de Aguascalientes en el comercio local; Bacillus
subtilis en la localidad de Irapuato en los comercios informales y Zacatecas en
los comercios informales; Pantoea agglomerans, en la localidad de Irapuato en
los comercios nacionales y Saltillo en los comercios nacionales; E. coli Y
Citrobacter sp. en la localidad de Zacatecas en los comercios informales y
finalmente, Bacillus licheniformis en la localidad de Zacatecas en los comercios

nacionales.
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La bacterias que forman parte de la microbiota del intestino del ser humano y de
otras especies animales se les conoce también como coliformes, estas bacterias
pertenecen a la familia enterobactericeae la cual incluye alrededor de 30 géneros,
las cuales son capaces de generar ETA (Rebins et al., 2016); las bacterias
identificadas en este estudio pertenecen a esa familia y contienen diversas
caracteristicas (Tabla 13), los reportes de estas bacterias en diferentes productos
vegetales cada vez es mayor y su identificacion en los alimentos y su alta
capacidad de resistencia ante antibidticos es un aspecto relevante en la industria

alimentaria como en la salud publica (Zang et al., 2018).

Tabla 13.- Caracteristicas generales de Enterobacterias.

Forma Gram Fermenta oxidasa Anaerobio Catalasa
carbohidratos facultativo
Bacilo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo

Existen bacterias las cuales son recurrentes dentro del grupo de coliformes, por
ejemplo Citrobacter sp, la cual se ubica dentro de los coliformes y es
considerada por generar infecciones en las vias urinarias, el habitat natural de
Citrobacter es el medio ambiente, en suelo, agua, aguas residuales, alimentos, e
incluso en el ser humano, se pueden encontrar en los drganos internos de los
animales, especialmente los anfibios, reptiles, mamiferos y aves, que consume
productos frescos contaminados, generalmente se le relaciona con la presencia

de bacterias como Kebsiella sp (Campuzano et al, 2015; Soto et al, 2016).

La bacteria identificada en este estudio Klebsiella es encontrado generalmente
en condiciones hospitalarias, aprovechando las condiciones inmuno suprimidas
de los pacientes, sin embargo cada vez mas son los reportes de aislamiento de
este microorganismo en alimentos crudos o frescos como lo es el jitomate, la
lechuga o el pepino, los cuales son comercializados en puestos ambulantes y

mercados (Pilar et al., 2013). Su proliferacién se da por contacto directo con agua
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de drenaje y heces tanto de animales como de humanos; investigaciones
alrededor del mundo han demostrado que Klebsiella ha adquirido resistencia a
diferentes antibidticos como lo son el sulfamethoxazole, ampicilina y &cido
clavulanico principalmente; es importante vigilar y monitorear la resistencia a
antibioticos hacia esta bacteria presente en los alimentos y asi lograr un

tratamiento efectivo de control y evitar posibles brotes (Touati et al., 2017).

Dentro de las bacterias asociadas a los coliformes también se identifico la
presencia de la bateria Pantoea agglomerans, de igual manera se encuentra en
las heces de los animales y de humanos y es considerada como un organismo
oportunista el cual tiene la habilidad de generar enfermedades gastrointestinales
en hospederos inmuno suprimidos (Muioz et al.,2014); se ha detectado su
presencia en productos vegetales frescos como lo son jitomate, lechuga y pepino
los cuales pueden llegar a contaminarse por medio del contacto directo con suelo
contaminado, o por el esparcimiento del agua de riego contaminada, los
productos frescos alimenticios son el principal medio de propagacion de esta
bacteria al ser distribuidos o comercializados en mercados y comercios
informales; la resistencia a antibidticos también estd presente en este
microrganismo, siendo resistente al acido clavulanico, amoxicilina y ampicilina
(Falomir et al., 2010).

La incidencia de la bacteria E. coli en este estudio, fue en los comercios
informales, autores como Ferromeque et al. (2010), reportan la presencia de esta
bacteria en productos frescos que se ofertaban en mercados de la localidad de
Centenario en Huacho, Peru; algunos de los productos ofertados en este
mercado fueron meldn, lechuga, rabanito, y fresa; demostrando que las
condiciones en donde son expendidos este tipo de productos es determinante
para encontrar 0 no a este tipo de microorganismos patdégenos, ademas de que
las practicas comunes de esa localidad son las de lavar las frutas que se van a
comercializar con agua de rio que posiblemente esté contaminada. Asi mismo
Cuevas et al. (2009), demostraron que uno de los factores de contaminacion es

el agua de riego utilizada, pues al realizar un analisis microbiolégico de suelo y
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agua de riego de la region del valle de Culiacan, Sinaloa; encontraron cargas
microbianas promedio de 1.6 x 10* UFC/100 mL del patégeno, sin embargo de
manera complementaria realizo pruebas de resistencia a antibioticos en contra
de las cepas que identificaron y aislaron de su analisis, demostrando que de las
46 cepas de E. coli recolectadas, 38 fueron resistentes a estreptomicina; lo cual
es un foco de alerta, se utilizan medidas correctivas que al paso del tiempo

pueden resultar en graves consecuencias.
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CONCLUSION

Se logro identificar mediante el conteo de Coliformes Totales, los posibles puntos
de riesgo en la venta de productos frescos conocidos también como
minimamente procesados; demostrando que los comercios informales, como
locales son los que presentan mayor densidad de Unidades Formadoras de
Colonias; asi como se logré determinar la presencia de E. coli en comercios
informales en el estado de Zacatecas, adicionalmente se registro la presencia de
otras enterobacterias identificadas como Klebsiella variicola, Pantoea
agglomerans y Citrobacter sp, lo cual evidencia la presencia de mas
microorganismos los cuales también son causantes de enfermedades entero
gastricas; por lo que su correcta identificacion es fundamental para evitar brotes

epidemioldgicos por alimentos contaminados.
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ANEXOS

Figura 3.- Placa demostrativa de Coliformes en ARBV (Bioser ©, 2018)

Figura 4.- Placa demostrativa de Coliformes

Figura 3. - Crecimiento bacteriano presentado en Agar Sulfito Bismuto:
Crecimiento bacteriano de coloracion café obscura, tornandose Negro, con brillo

metalico, de forma cdncava, irregular.

Figura 5.- Crecimiento bacteriano en agar Sulfito Bismuto.
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Figura 4.- Crecimiento bacteriano en agar Salmonella Shigella: Crecimiento

microbiano de coloracion rosa, forma concava, circular, con bordes definidos.

Figura 6.- Crecimiento bacteriano en agar SS

Figura 5.- Crecimiento bacteriano en agar Verde Brillante: Crecimiento de colonia
de color blanco amarillo verdoso, céncavo, de forma circular, con bordes

definidos, sobre fondo de color amarillo verdoso.

Figura 7.- Crecimiento bacteriano en agar Verde Brillante.
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Figura 6. Crecimiento bacteriano en agar XLD: Crecimiento bacteriano blanco

cremoso, circular puntiforme, concava, sobre fondo de color amarillo anaranjado.

Figura 8.- Crecimiento bacteriano en agar XLD.

Figura 7.- Crecimiento bacteriano en medio caldo EC. con Mug TM Media®,
generacion de bacterias fermentadoras de lactosa, cambio de caldo cristalino
a generar turbidez en el caldo, formacion de gas en campana de durham,

fluorescencia expuesta a luz ultravioleta.

Figura 9.- Crecimiento bacteriano en caldo EC. con Mug.
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Figura 10.- Crecimiento de bacterias coliformes en ARBV, colonias biconvexas
de 2 a 5 mm, de coloracion roja violeta.

Figura 8.- CT en ARBV.



