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RESUMEN

México es un exportador prominente de frutas y hortalizas a Estados
Unidos. Solo entre 2008 y 2010, una media de 24% de los productos
horticolas importados por aquel pais provinieron de México con un valor de 8
500 millones de ddlares. Desafortunadamente, en diversas ocasiones estos
productos han estado involucrados en brotes de enfermedad. La FDA sigue
con frecuencia la norma de analizar productos en la frontera para determinar
la presencia de Salmonella como criterio de aceptacion. Debido a la
probabilidad de falsos negativos, esa institucion se apoya adicionalmente en
el cumplimiento de las practicas sanitarias agricolas. Por su parte las
empresas deben verificar mediante pruebas de laboratorio que ese apego
ciertamente se traduce en una reduccion de riesgo de contaminacion con
patégenos en el producto. Dentro de este esquema, es necesario primero
seleccionar los microorganismos indicadores que mejor respondan al
propdsito de verificacion de las practicas sanitarias agricolas. El objetivo de
este estudio consisti6 en determinar la incidencia de Salmonella spp y de
microorganismos indicadores en seis diferentes hortalizas como recurso para
verificar las practicas sanitarias agricolas durante su cosecha y empaque en
diez empresas exportadoras. Durante 9 meses se colectaron muestras de
hortalizas, ambiente y superficies de trabajo. En todas las muestras se
determinaron las poblaciones de Enterobacteriaceae, coliformes fecales y
E. coli y la presencia (en su caso, la cuantificaciéon) de Salmonella spp en
hortalizas, tierra, composta, herramientas de corte y mesas. En cada visita se
registr6 la frecuencia de violaciones relacionadas con una eventual
contaminacion fecal. Globalmente, la calidad microbioldgica de las hortalizas
resulté aceptable: la mediana de E. coli fue menor al limite de deteccion (0.82
NMP/unidad) e indices de E. coli de 4.2% y 0% de Salmonella, en superficies
de 6.8% de E. coli y 0% de Salmonella. Entre el total de muestras de
superficie, el productor de brécoli mostré la mayor frecuencia de violaciones e
indices de contaminacion por E. coli. La composta utilizada para la produccion
de pepino europeo mostré niveles mayores a 24 NMP Salmonella/g. En
general, los resultados mostraron una relacién significativa entre la baja
incidencia de E. coli tanto en superficie (6.8%) como en las hortalizas (4.2%) y
la frecuencia de las violaciones a las practicas sanitarias agricolas referidas
(10%). No se observo relacion entre la incidencia de E. coli y el grado de
suciedad aparente de las superficies.

(Palabras clave: exportacién, hortalizas, practicas sanitarias agricolas,
verificacion, Salmonella)



SUMMARY

Mexico is a prominent exporter of fruits and vegetables to the United
States. Only between 2008 and 2010, an average of 24% of the horticultural
products imported by that country came from Mexico with a value of $8 500
million dollars. Unfortunately, in several occasions these vegetables have
been involved in food-borne disease outbreaks. The FDA often follows the
analysis of the produce in order to determine the presence of Salmonella as a
criterion for acceptance. Due to the probability of false negatives, FDA also
depends on the performance of Good Agricultural Practices. On the other
hand, farms must be verified with laboratory testing to substantiate those
practices certainly minimize the risk of pathogenic contamination in their
products. Within this scheme, it is necessary to select the indicator
microorganisms that best meet the purpose of verification of the Good
Agricultural Practices. The objective of this study was to determine the
incidence of Salmonella spp and indicator microorganisms in six kinds of
vegetables as a resource for the Good Agricultural Practices’ verification
during harvesting and packing in ten exporter farms. During a period of 9
months, samples of vegetable, environment, and work surfaces were
collected. Densities of Enterobacteriaceae, fecal coliforms, and E. coli were
determined in all samples. Presence of Salmonella spp was determined (and
where appropriate, was quantified) in produce, soil, manure, cutting tools, and
tables. The infringement frequency of safety standards related to fecal
contamination was recorded in each farm visit. In general, the microbiological
quality of the vegetables was acceptable: the E. coli median was lower than
the detection limit (0.82 MPN /unit) and 4.2% of E. coli and 0% of Salmonella
rates, in the work surfaces of 6.8% of E. coli and 0% of Salmonella. Among
the total of surfaces samples, the broccoli producer showed the highest
frequency of the Good Agricultural Practices’ violations and E. coli
contamination rates. Compost used for production of European cucumber
showed levels greater than 24 MPN Salmonella/g. In general, the results
showed a significant relationship between the low incidence of the indicator
microorganisms of both work surfaces (6.8%) and the vegetables (4.2%) and
the frequency of the Good Agricultural Practices’ violations indicated (10%).
There was not evidence of a relationship between the E. coli incidence and the
degree of dirtiness in the work surfaces.

(Key words: exportation, fruits and vegetables, Good Agricultural Practices,
verification, Salmonella)
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1 INTRODUCCION

Tanto el incremento en el consumo de frutas y hortalizas (F&H) frescas, como
el riesgo de enfermar por infecciones microbianas tras su consumo, son temas de
interés ampliamente reconocidos en la actualidad. Sin embrago, no es de extrafar
gue aun asi se sigan presentando brotes de enfermedades transmitidas por este
tipo de alimentos (ETAs). Destacan como agentes etiologicos de estos brotes
Escherichia coli 0157:H7, Salmonella spp., Shigella spp., Listeria monocytogenes,
Cryptosporidium spp, Cyclospora spp., Clostridium botulinum, virus de hepatitis A
y Norovirus.

La alta incidencia y elevado costo econdémico de las enfermedades
transmisibles por cualquier tipo de alimento han generado preocupacion en
muchos paises, que se expresa en el establecimiento de normas microbianas
como recurso para proteger la salud de la poblacién y favorecer el comercio
nacional e internacional de alimentos. Para alcanzar este objetivo, se ha
implementado lo que se conoce como practicas sanitarias de operacion, que
tienen un efecto significativo en la prevencion de la contaminacién por patégenos
de los productos en el proceso continuo del campo a la mesa. De manera
concurrente se aplican sistemas preventivos para el aseguramiento de la
inocuidad, como el Sistema de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(S-APPCC). Paises importadores de productos hortofruticolas exigen a sus
proveedores el apego a estas recomendaciones. Consecuentemente, los
especialistas en inocuidad de los alimentos subrayan la importancia de identificar y
evaluar los determinantes de la contaminacién durante la produccién y manejo de
los alimentos.

Desafortunadamente México cuenta con insuficiente informacion sobre la
frecuencia con la que los microorganismos patdégenos se encuentran en las F&H, y
con muy poca o nula informacion sobre la magnitud de su participacion como
vehiculos microbianos de patdégenos en la presentacion de brotes de ETAs. Debe
tenerse presente gque estos alimentos contienen nutrientes que pueden favorecer

la sobrevivencia o sustentar el desarrollo de tales microorganismos. Resulta por

1



tanto fundamental ampliar la informacion disponible acerca de la microbiologia de
las F&H (y factores que la determinan) en cada una de las etapas de su
produccion.

El presente trabajo tiene como objetivos: A) detectar y valorar la incidencia
de Salmonella spp y algunos microorganismos indicadores como recurso para la
verificacion de las practicas sanitarias agricolas (PSAs) que se siguen durante la
cosecha y empacado en seis tipos de hortalizas. B) identificar fuentes relevantes
de contaminacion de Salmonella durante la pre y poscosecha; y C) determinar el
grado de asociacidon entre las condiciones sanitarias de manejo de las hortalizas y
los contenidos de microorganismos de interés sanitario en diversos materiales
involucrados en el proceso productivo, incluidas las propias hortalizas.

Las hortalizas se han visto implicadas en brotes de ETA. Paises
importadores de hortalizas, tales como EE.UU., han establecido normas
microbianas como recurso para proteger la salud de su poblacion. El gobierno de
México, a través del SENASICA modific6 algunos de los requisitos para la
obtencion del certificado como empresas exportadoras. Estas modificaciones
insisten en que las empresas deben demostrar con estudios de laboratorio la
efectividad de las practicas sanitarias que se pongan en operacion. Los Comités
Estatales de Sanidad Vegetal de los Estados de Guanajuato (CESAVEG) y
Querétaro (CESAVEQ) se han acercado al Laboratorio de Inocuidad Microbiana
de los Alimentos de nuestra Universidad para llevar a cabo un estudio en diez
empresas exportadoras de hortalizas enfocado a la observacion de las practicas
sanitarias agricolas para la detecciéon de violaciones que pongan en riesgo la
inocuidad del producto y la correspondiente verificacion del saneamiento de los

materiales que tienen contacto directo con las hortalizas.



2 ANTECEDENTES

2.1 Riesgos asociados al consumo de alimentos

La microbiologia de agua y alimentos ha identificado tres componentes en
la configuracion del riesgo de enfermar asociado a su consumo: el alimento, el
agente patégeno y el individuo. El peligro microbiano se puede expresar con
diferentes niveles de riesgo y se encuentra determinado por la contaminacion,
sobrevivencia y desarrollo del microorganismo patégeno en el alimento
(Fernandez- Escartin, 2008). La gestacion del riesgo inicia con la contaminacion, y
el desencadenamiento del dafio esta determinado por diversos factores inherentes
a cada componente de la triada referida (e.g. virulencia y cantidad del
microorganismo, cantidad de alimento consumido, inmunocompetencia del
individuo) (Fernandez- Escartin, 2008). Microorganismos que muestran dosis
infectante baja (10 quistes de Giardia lamblia, por ejemplo) por si misma puede
ocasionar enfermedad cuando el alimento contaminado es consumido. Otros
patégenos requieren multiplicarse en el alimento para alcanzar niveles elevados
de dosis infectante o para sintetizar toxinas hasta una concentracién que tenga
expresion clinica en el consumidor; por ejemplo Staphylococcus aureus
(Mossel et al., 1990; Rendtorf, 1954). Una situacién particularmente desfavorable
ocurre ante personas inmunocomprometidas (i.e. recién nacidos, personas
mayores de 60 afios y mujeres embarazadas) que tienen mayor riesgo de
enfermar (CSPI, 2009).

Una dieta sana se basa en el consumo balanceado de los diferentes grupos
de alimentos libres de agentes patdégenos (Burnett et al., 2004; Tauxe et al., 1997).
Por tal razon, en las ultimas décadas se ha incrementado el consumo de F&H
crudas como resultado de una mayor promocion realizada por expertos en
nutricion (Erickson et al, 2010).

Los cambios en la produccion industrial, los patrones de consumo de
alimentos y el aumento en el consumo de F&H crudas (como vehiculos
potenciales de agentes infecciosos) pueden contribuir al incremento en la

frecuencia de brotes asociados al consumo de alimentos (Beuchat y Ryu, 1997).
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2.1.1 Enfermedades microbianas asociadas al consumo de alimentos

Cifras obtenidas del CDC, y del Centro de Interés Publico para la Ciencia
(CSPI) identificaron 2,688 brotes por enfermedades microbianas transmitidas por
alimentos en EE.UU. durante 1998-2007. Agrupados por tipo de alimentos el
namero de brotes y casos arrojan las cifras que aparecen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Grupos de alimentos mayormente implicados como causa de brotes y
casos de enfermedad. EE.UU.. 1998-2007.

Tipo de alimento Numero de brotes Numero de casos
Mariscos 838 7,298
Frutas y Verduras 684 26,735
Aves 538 13,498
Carne de res 428 9,824
Carne de cerdo 200 4,934

(Fuente: CSPI, 2009)

Si bien las F&H no fueron la primer causa de brotes, si lo son con el nUmero
de casos (43%), lo que evidencia brotes con afectacion de numeros elevados de
victimas.

El conocimiento de los agentes microbianos involucrados en los brotes de
ETAs es esencial para disefiar medidas de prevencion. Lynch (2006) muestran
cifras al respecto para EE.UU. (Cuadro 2).



Cuadro 2. Numero de brotes asociados a alimentos por agente etiologico en el
periodo de 1998-2002.

Bacteria Numero de brotes
Salmonella 585
E. coli 140
Clostridium perfringens 130
S. aureus 101
Shigella 67
Campylobacter 61
Bacillus cereus 37
Vibrio parahemolyticus 25
Clostridium botulinum 12
L. monocytogenes 11
Yersinia enterocolitica 8
Vibrio cholerae 3
Brucella 1
Streptococcus 1
Vibrio, otros 1
Otras bacterias 1

(Fuente: Lynch et al., 2006)

Beatty et al. (2006) investigaron uno de los mayores brotes de ETAs en
EE.UU. que tuvo lugar entre el 2 y 10 de junio de 2006. El agente etiolégico fue
E. coli enterotoxigénica. Un platillo delicatessen fue el vehiculo de propagacion del
patdgeno. El brote tuvo lugar en lllinois y se calcula que 3,300 personas fueron

afectadas.



2.2 Expresioén del riesgo
Costo econdmico y magnitud

En afos recientes ha emergido un gran numero de patégenos transmisibles
por los alimentos que se ven implicados en brotes de ETAs con notable impacto
en términos de casos y costos econdmicos (Smith, 1995). Los dafos resultantes
de la deficiente calidad sanitaria de los alimentos consisten en la presentacion de
enfermedades, gastos de atencidbn médica, menoscabo de la calidad de vida,
pérdidas econdémicas por deterioro de los alimentos, dafio al turismo y causa de
muerte (Fernandez- Escartin, 2008). En general, el aumento en la incidencia de
las ETAs se asocia con cambios en las practicas agricolas y su procesamiento, un
incremento en el comercio de alimentos a escala internacional y por cambios en
los hébitos de alimentacion e incremento de la movilidad de la poblacién. Se
estima que cada afio ocurren unos 76 millones de ETAs en EE.UU. (26,000 casos
por 100,000 habitantes), 2 millones en el Reino Unido (3,400 casos por 100,000
habitantes) y 750,000 en Francia (1,220 casos por 100,000 habitantes)
(Mead et al., 1999). En Espafia, entre 1990 y 2003 se reportaron 1,652 brotes; en
871 brotes (80.8%) se identific6 como agente etiolégico a Salmonella con 14 695
casos, 1 534 hospitalizaciones y 4 muertes (Dominguez et al., 2006). Buzby et al.
(1996) resumen los costos por ETAs en EE.UU. segun el patégeno causante.
Salmonella fue una de las causas con mayor nimero de casos con mayores

costos sociales y econémicos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Costo (millones anuales) de ETAs causadas por ciertos patdégenos en
EE.UU en 1993.

Patdégeno Casos por consumo de Costo total (millones de
alimentos dolares)
Staphylococcus aureus 1,513,000 1,200
Campylobacter 1,375,000 - 1,750,000 600 -1,000
Salmonella 696,000 — 3,840,000 600 -3,500
Clostridium perfringens 10,000 100
E. coli O157:H7 8,000 — 16,000 200 -600
L. monocytogenes 1,526 - 1,767 200 -300
Total 3,603,526 — 7,130,767 2,900 -6,700

(Fuente: Buzby et al., 1996)



El costo de las ETAs en EE.UU. se estima en 152 mil millones de ddlares
por afio, cifra que se resuelve en un costo promedio de 1,850 ddlares cada vez
que alguien enferma por consumo de alimentos (Weise, 2010).

Un problema fundamental es que los consumidores usualmente no pueden
conocer si un alimento es seguro sino hasta después de consumirlo (generalmente
los patégenos no deterioran los alimentos). Las enfermedades transmitidas por
alimentos generan gastos en los consumidores, tales como medicamentos,
inasistencia al trabajo, secuelas e inclusive la muerte. El andlisis en el impacto
econdémico de un brote por Staphylococcus aureus en la India mostré6 que cerca
del 40% del costo total del brote fue solventado por las personas afectadas
(OMS, 2005).

2.3 Frutas y hortalizas

Las F&H crudas se han convertido en uno de los alimentos mas deseables
porque con frecuencia el consumidor de hoy los percibe saludables, sabrosos y
frescos. En Meéxico, su produccion en 2008 fue de 291°647,654 toneladas
(SIAP, 2010). Con el crecimiento en el mercado la industria esta frente a nuevos
retos que requieren atencion especialmente en la proteccion de los consumidores
contra los peligros microbianos (FDA, 2001).

Una encuesta reciente realizada por el Servicio de Investigacibn Econémica
de la USDA mostré que el consumé de F&H frescas o minimamente procesadas
ha incrementado mas de 12% en la Gltima década y el consumo per capita, desde
284 libras en 1987 a 318 libras en 1997 (Ching, 1993; Kaufman et al., 2000).

Los nutrientes propios de las F&H pueden ser aprovechados por los
microorganismos, situacion que se ve favorecida por otros factores ecoldgicos. En
la medida en que prevalece esta condicion se incrementa la probabilidad de
desencadenar alguna enfermedad infecciosa, intoxicacion o toxiinfecciosa.

La frecuencia de brotes de enfermedad transmitidos por las F&H reportados
por el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) de los EE.UU. se
ha incrementado en los ultimos afios (Bean et al., 1997; Sapers et al., 2006). El

alza se atribuye primariamente a la implantacion de una mejor y mayor vigilancia
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epidemiologica, pero existen evidencias de la participacion de otros factores como
la activa promocion que reciben tales productos frescos, parte importante de una
dieta saludable (Bean y Griffin, 1990) y el empleo de técnicas de deteccion de
patdogenos mas sensibles y especificas.

Recientes brotes en todo el mundo se han ligado epidemiol6gicamente al
consumo de frutas frescas, hortalizas y jugos no pasteurizados
(CDC, 1975; Besser, 1993; Miller, 1994, Leyer, 1995; Uljas et al., 1999). En todos
los casos se han identificado factores relacionados con violaciones en el manejo
higiénico durante la produccion, transporte y distribucion. Los funcionarios de
gobierno de salud publica requieren nuevos enfoques y una reevaluacion de esas
practicas operativas (Sapers et al., 2009). Un factor de riesgo adicional resulta del
hecho de que generalmente se consumen crudas.

A raiz del plan de una iniciativa para garantizar la inocuidad de frutas y
hortalizas nacionales e importadas emitido por el presidente de EE.UU. en 1997,
paises exportadores como México adoptaron lineamientos integrales de sistemas
de prevencién con el fin de atender las exigencias internacionales y obtener
productos que cumplan con las normas mas altas de calidad e inocuidad.

La prevencion de la contaminacion por patdgenos en las F&H es prioritaria
como medida efectiva de control por parte de los agricultores y empacadores, lo
gue exige la aplicacion y definicion de practicas sanitarias agricolas. El principio de
estas practicas consiste en el reconocimiento de que todo material que se pone en
contacto con estos alimentos, puede dar lugar a una contaminacién inadmisible.

La mayoria de los microorganismos patdégenos provienen del hombre y animales.

2.3.1 Hortalizas involucradas en brotes de ETAs

Tedricamente cualquier fruta u hortaliza puede ser vehiculo de bacterias,
virus o parasitos patdégenos al hombre. En casi todos los paises su participacion
en los brotes de ETAs contindia siendo un problema significativo de salud publica
(Fernandez- Escartin, 2008). Entre 1982 y 1997 se observo una mayor tendencia
a consumir alimentos fuera del hogar, incluidas las barras de ensaladas en los

restaurantes. Grandes cantidades de F&H listas para el consumo se exponen al
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consumidor en centros comerciales, lo que diversifica la variedad de patdgenos
involucrados en los brotes de ETAs (Silvapalasingam et al., 2004).

En EE.UU. la proporcion de brotes relacionados con las F&H frescas
aumenté de menos de 1% entre todos los brotes con vehiculo conocido en la
década de 1970, al 6% en la década de 1990 (Silvapalasingam et al, 2004). El
promedio de brotes también se duplico, y la proporcién de casos asociados pasé
de menos del 1 al 12% en ese periodo. En Australia, representaron 4% de todos
los brotes de origen alimentario en el periodo 2001 - 2005 (Kirk et al., 2008).

Existen mas de 200 enfermedades trasmisibles por alimentos (OMS, 2005)
cuya causa incluye virus, bacterias, parasitos, toxinas, pesticidas, quimicos
industriales, metales y mas recientemente, priones (OMS, 2005). Muchas han sido
causados por norovirus, Salmonella, Campylobacter, Shigella y E. coli. La diarrea
es el sindrome mas comun de estos problemas alrededor del mundo.

En una recopilacion del CDC hecha por Bean (1997) para el periodo 1988-
1992, se encontr6 que 79% de los brotes fue debido a bacterias, donde
Salmonella Enteriditis causé el mayor numero de brotes, casos y muertes.

Salmonella ha sido aislada de varios tipos de F&H frescas, algunas de las
cuales se han asociado con salmonelosis humana. Este patégeno ha sido
identificado como causa de incidentes aislados e incluso de brotes multiestatales
en diferentes paises (Jaquette et al., 1996).

El Cuadro 4 muestra la frecuencia de brotes, casos asociados, agente
etioldgico y tipo de fruto u hortaliza que se han registrado en EE.UU. en el periodo
1998 — 2007. Destaca la alta morbilidad, sobre todo por consumo de ensaladas de

hojas verdes.



Cuadro 4. Principales productos hortofruticolas involucrados como vehiculos de
transmision de microorganismos patdégenos. Periodo 1998- 2007. EE.UU.

Alimento Patégeno | Brotes | Casos
Ensalada de hojas verdes Norovirus | 196 6 722
Frutas y ensaladas de frutas Norovirus | 38 1810
Lechuga Norovirus | 32 1106
Hortalizas y ensalada de hortalizas | Norovirus | 27 895
Germinados Salmonella | 19 724
Tomate Salmonella | 17 1694
Meldn Salmonella | 15 474
Ensalada de hojas verdes E. coli 13 291
Ensalada de hojas verdes Salmonella | 12 521
Lechuga E. coli 12 361

(Fuente: Doyle et al., 2008)

2.4 F&H de exportacion

La produccién mundial y comercio internacional de F&H frescas se ha
incrementado rapidamente durante las ultimas dos décadas. La produccion en
paises desarrollados no siempre cubre la demanda. Algunas solo se producen por
temporadas, por lo que se recurre a la importacion. Paises como Alemania,
Bélgica, Francia, Inglaterra, Canadd y EE.UU. son los principales paises
importadores (FDA, 2008). Muchos de los exportadores cuentan con pobres
sistemas de control de la inocuidad, bajos estandares de seguridad alimentaria y
deficientes practicas sanitarias (Doyle y Erickson, 2008).

Los paises en desarrollo suelen competir bien en los mercados mundiales de
productos agricolas porque los que se exportan pueden ser producidos a mas bajo
costo o cosechado en diferentes épocas (Doyle y Erickson, 2008).

EE.UU. es el principal pais importador de hortalizas. En 1992 consumio
13.4% de las hortalizas exportadas a nivel mundial (FDA, 2008), lo que representa

un mercado potencial para México.
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En 2001, 11% del suministro total por peso de alimentos en EE.UU. fue
importado, incluyendo 12% de carne vacuna, 17% de hortalizas frescas y
congeladas, 23% de fruta fresca y congelada y 83% de pescados y mariscos
frescos y congelados (Jerardo, 2003). México aportd 27% de frutas, y otros paises
de Latinoamérica, 40% (Doyle y Erickson, 2008).

En 2006, EE.UU. importé mas de 64 mil millones de dolares en alimentos.
Bebidas, productos tropicales, frutas y hortalizas fueron los principales alimentos
del valor de importacion (Dohlman y Gehlhar, 2007). Casi 100% de las hortalizas
que exporta nuestro pais tienen como destino final EE.UU. (INEGI, 2010).

Diversidad de paises comercializan gran variedad de productos agricolas
con EE.UU. Alrededor de 36% del valor de estos alimentos proviene
principalmente de Canada (22%) y México (14%) (USDA, 2011).

El volumen de importacion de hortalizas frescas en EE.UU. fue del 13.8%
en el 2000 y tuvo un incremento casi de 17% en 2004. El crecimiento del volumen
importado varié segun el tipo de hortaliza, pero no implic6 necesariamente una
mayor cuota del consumo doméstico total. Un crecimiento alto en el volumen
importado desde 2000 ocurri6 con las hortalizas de hoja verde (Cuadro 5)
(Doyle y Erickson, 2008).
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Cuadro 5. Crecimiento del volumen de importacion de productos hortofruticolas en
EEUU. y el pais de origen. Periodo 2000 — 2006.

Cambios en el Consumo per
Hortalizas volumen Principal pais capita de
importado 2000- exportador hortalizas en
2005 (%) EE.UU

Espinacas 314 México 2.3
Lechuga 303 México 20.3
Champifiones 62 Canada 2.6
Cebolla 51 México/ Peru 21.2
Espéarrago 48 Peru 1.2
Pimiento morrén 60 México 6.6
Jitomate 36 México 20.6
Brocoli 28 México 5.6
Pepino 28 México 6.5

Célculos basados en la informacion disponible en http://www.fas.usda.gov/ustrade

Exportacion de hortalizas mexicanas

Debido a la proximidad geografica con EE.UU., el contar con un clima
propicio, diferentes temporadas de produccion y capital humano barato, México es
el principal exportador de frutas y verduras a EE.UU. Este pais adquiri6 98% de
las exportaciones mexicanas entre 1999 y 2001 con un valor de 696 millones de
dolares (Huang, 2004). México cuenta con 23 millones de hectareas para el
cultivo, lo que representa 11.7% de la superficie total del pais y un 4% de esa
superficie se utiliza para el cultivo de F&H (Huang, 2004; USFDA/CFSAN, 2001).

El principal destino de las exportaciones agroalimentarias es la region del
Tratado del Libre Comercio de América del Norte (EE.UU. y Canada); mas de 75%
de las ventas totales del sector se destinan a esos paises. Los pertenecientes a la
Union Europea, son el segundo destino; participan con aproximadamente 5% del
total (SFA-DGAFR, 2011).

Informacién del Banco de México indica que las exportaciones

agropecuarias se ubicaron en 7.7 mil millones de ddlares en 2009, cifra
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ligeramente inferior a la observada el afio previo. En 2010 las hortalizas fueron el
principal producto de exportacién a EE.UU. (Figura 1) (SAGARPA, 2010).

Conformacion Exportacion Agroalimentaria

Enero-Diciembre 2010 (Millones USDIs.) WHORTALIZAS
WBEBIDAS
WFRUTALES
HORTALIZAS BEDULCORANTES

23% W TROPICALES

mPESCADO ¥ MARISCO
BEBIDAS B T#T: s

16% M ANIMALES EN PIE
mGRANOS
ETABACO
WLACTEOS

OLEAGINOSAS

FLORES

EDULCORANTES
7% OTROS

Figura 1. Conformacion de la exportacién agroalimentaria de México en 2010
(SFA-DGAFR, 2011).

El jitomate, legumbres varias, aguacate, pimiento, pepino, brdcoli son
algunos de los principales productos con mayor valor en exportacion
principalmente a la regibn TLCAN. El principal producto en términos de valor es el
jitomate (Figura 2) del cual en el periodo de 2008 al 2009 se han exportado mas
de 1,200 millones de délares (SAGARPA, 2010).
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Figura 2. (Fuente: USDA, 2011). Valor de la cosecha por exportacion a EE.UU. de
algunas hortalizas mexicanas. Periodo 2006 - 2010

2.5 Fuentes y mecanismos de contaminacién de patégenos a las F&H

La calidad de las F&H puede valorarse en cierta medida a partir de su
apariencia, color, turgencia y aroma, cualidades que no son aplicables en el caso
de la inocuidad. La inspeccion visual no permite decidir si éstas son seguras para
su consumo. Su superficie muestra en general una microbiota natural inofensiva, o
por lo menos intrascendente; sin embargo, esporadicamente pueden ocurrir
niveles bajos de contaminacién por microorganismos patdégenos. Estos eventos no
son descartables durante las operaciones de produccién, cosecha, lavado,
cortado, empacado, transporte y preparacion (Caldwell et al., 2003). En general se
reconoce que la contaminacion mas significativa suele suceder en la precosecha
(Sapers et al., 2006). En esta etapa deben considerarse la tierra, el agua de riego,
la presencia de materia fecal humana o animal, el tipo de fertilizante utilizado, el

aire y las personas que atienden las tierras de cultivo.
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En la poscosecha destaca la maquinaria y el equipo, los recipientes,
animales domésticos y silvestres, los trabajadores, el polvo de la atmésfera y los
vehiculos (Ferndndez- Escartin, 2008; Michaels et al.,, 2004). De manera
destacada, los métodos de desinfeccion que se utilizan en el empacado de las
frutas y hortalizas tienen un impacto importante en la carga microbiana final. En el
mejor de los casos la carga se ve disminuida, pero frecuentemente este tipo de
productos muestra niveles importantes de suciedad o materia organica. Asi,
cuando se pretende desinfectar con agentes quimicos como el hipoclorito de
sodio, éste se inactiva progresivamente, de manera que los patégenos
contaminantes  dificiimente se eliminan del todo en el alimento
(Sapers et al., 2006).

El problema del peligro microbiano, no obstante, puede no estar limitado a la
contaminacion. Una diversidad de factores (Figura 3) influye tanto en la
composicion de la flora microbiana nativa como en la sobrevivencia y desarrollo de

microorganismos patégenos.

I Cosecha,
Heces N manlpulaquny
fecales & = Insectos procesamiento

" R

] Aguas . .
| negras v y © N
Animales \ = Frutasyhortalizas < > Humanos

 Agua |

I
A

AL . .
W A JContaminacion cruzada
! i F
A sSpelg © #

i 1 l I
Ne—" Carne, /
Plantas — Ensilado > leche, 7
huevos

Figura 3. Mecanismos por los cuales las hortalizas frescas pueden llegar a
contaminarse con microorganismos patdégenos y servir como vehiculos de
enfermedades humanas (Beuchat, 1996).
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2.5.1 Aguade uso agricola

El agua de uso agricola es aquella que se utiliza para cualquier actividad
agronomica. Incluye el riego, lavado, enfriado, y elaboracion de mezclas de
fertilizantes o pesticidas (Sapers et al., 2006). Agua de origen profundo la
encontramos en los mantos acuiferos. Esta se extrae a través de bombeo
(Steele y Odumeru, 2005).

La calidad microbiolégica del agua depende de su origen y proteccion
ulterior (FDA, 2001). La de origen profundo generalmente es de buena calidad
como resultado del proceso de depuracion a la que es sometida por la naturaleza,
a menos que se contamine con escurrimientos superficiales; tal es el caso de los
p0Zz0s Vviejos que presentan grietas en su revestimiento.

El agua de irrigacion contribuye directamente en la calidad microbioldgica
de las hortalizas. El riesgo de enfermar por la ingesta de patdgenos en el agua
esta influenciado por el nivel de contaminacion, tipo de patdgenos y su
persistencia en el agua, tierra y alimento (FDA, 2001). Es inexcusable asegurar
gue el agua se encuentre libre de patégenos cuando va a tener contacto directo
con las porciones comestibles de la planta (Sapers et al., 2006).

Se han aislado E. coli, especies de Salmonella, Vibrio cholerae, Shigella
spp., asi como Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, Cysclospora
cayetanensis, Toxoplasma gondii, norovirus y virus de la hepatitis A
(Gast y Holt, 2000) a partir los diferentes tipos de agua.

El enjuague de F&H después de la cosecha remueve gran parte de la tierra
y suciedad adherida a la superficie y con ello, una importante poblacion de
microorganismos. Sin embargo, también se reconoce que el agua empleada
durante el enjuague puede ser una fuente de diseminacién de la contaminacién
hacia otros productos. Ejemplos claros de esta situacion se observaron en los
brotes de salmonelosis registrados en 1990 y 1993 asociados al consumo de
jitomate crudo, y que dieron lugar a por lo menos 300 casos de enfermedad en
cuatro entidades de EE.UU. (Wood et al., 1991). Se descubrio que los jitomates en
cuestion procedian de la misma empacadora en donde, al parecer, la fuente de

contaminacion habia sido el agua empleada en su enjuague.
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2.5.2 Fauna

Cualquier animal que no es utilizado como alimento para el hombre, o que
simplemente se encuentra en los sitios donde estos se preparan, constituye la
llamada fauna nociva. Su importancia sanitaria radica en el potencial que tienen
como vehiculos activos o0 pasivos de microorganismos patdégenos, o materia
extrafia. La presencia de fauna nociva es incompatible con la produccion o
almacenamiento de alimentos de buena calidad sanitaria
(Fernandez-Escartin, 2008). Animales silvestres y domésticos como pajaros,
venados, perros, roedores, anfibios, insectos y reptiles son reservorios potenciales
de microorganismos patdgenos; sus heces pueden facilitar la expansion de los
patdbgenos en el campo, empacadoras, empresas procesadoras y distribuidoras
(Sapers et al., 2006; Clark, 2009).

Las aves son importantes vectores de una amplia y rapida diseminacion de
Salmonella en el ambiente (Davies y Wray, 1996). Por ejemplo, las gaviotas que
se alimentan en los desagles constituyen un importante vector de
L. monocytogenes y bacterias entéricas en la agricultura (Fenlon, 1985).

El acceso de estos animales a los invernaderos puede ser controlado; no
obstante, la produccion agricola en el campo abierto es un desafio donde se
facilita la invasion o simple presencia esporadica de animales silvestres. En los
invernaderos se dispone de alternativas viables de prevencién y control de estos
animales. La soluciébn se sustenta en una tolerancia cero a la presencia de
animales silvestres. En la practica, sin embargo, no es posible su implementacion

absolutamente segura.
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2.5.3 Humanos

Una de las fuentes de contaminacién microbiana mas preocupantes hacia
los alimentos es el ser humano. El hombre puede ser portador de cualquier
patdogeno transmisible por los alimentos, asintomatico o no, manejador o
consumidor, y aportar microorganismos a través de las ufias, manos, mucosa
nasal y faringe, descargas broncopulmonares, contenido intestinal y orina
(Green, 2005; Fernandez- Escartin, 2008). Durante el cultivo de hortalizas puede
contaminar directamente la tierra de cultivo cuando deposita heces fecales o
directamente al manipular los productos con sus manos.

Especificamente, las manos son un importante vehiculo de contaminacion
con microorganismos patdégenos durante la obtencion y manipulaciéon de
alimentos. Pueden haber sido contaminadas con microorganismos provenientes
del tracto gastrointestinal, objetos o alimentos contaminados (Paulson, 2000). Una
revision de 81 brotes de ETAs atribuidos a contaminacion por el personal, mostro
que 89% participaba como transmisor de patdgenos a través de las manos
(Guzewich, 1999).

2.5.4 Tierra

La tierra es un reservorio importante de microorganismos. Es comun
encontrar esporas de bacterias y hongos (Fernandez- Escartin, 1981). En la tierra
no expuesta a contaminacion fecal predominan bacterias gram positivas como
corinebacterias, bacilos y micrococos que constituyen cerca de 70% de las 10%°
bacterias que suelen existir por gramo de tierra (Fernandez- Escartin, 1981). La
presencia de bacterias patdgenas en la tierra no suele ser frecuente,

especialmente si se encuentra expuesta al sol.
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2.6 Inocuidad alimentaria. Organismos de regulacion

Como se anotd, las ETAs son un problema mundial de salud publica. La
demanda por alimentos inocuos es directamente proporcional al incremento en su
consumo, hecho del cual derivan dos condiciones que deben subrayarse. Por un
lado, se acompafia de ingreso de divisas para los paises que las exportan, o la
pérdida del mismo ante el rechazo del producto por la presencia de
microorganismos patdégenos. Segundo, se fortalece el comercio internacional, que
insiste en seguir las directrices del Codex Alimentarius en lo concerniente a la
formulacion y ajuste de politicas y programas de proteccion de la inocuidad de los
alimentos dentro del marco de los sistemas nacionales de cada pais. Esto propicia
un manejo sanitario mas comprometido ante los productos de exportacion, que en
teoria deberian de ofrecer la misma calidad a la de aquellos que
fundamentalmente se destinan al consumo nacional. La realidad es que los paises
exportadores, generalmente denominados paises en sub y/o en desarrollo, tienden
a implementar lineamientos de practicas sanitarias que responden a las exigencias
del comprador. Esto se ha hecho evidente, por ejemplo, desde el decomiso hasta
el cierre del mercado de productos provenientes de México hacia los EE.UU.
(CDC, 2001).

2.6.1 Estados Unidos: FDA

EE.UU. requiere que todos los alimentos importados cumplan con los
mismos estandares de seguridad alimentaria que se ejercen en la industria en ese
pais. Los alimentos importados deben de ser puros, saludables y elaborados bajo
condiciones sanitarias.

Como es bien conocido, la FDA es el organismo estadunidense que regula
la seguridad alimentaria referente a todos los productos alimenticios (exceptuando
productos carnicos y de aves y huevos) y medicamentos. A diferencia de la USDA,
no requiere que los alimentos de importacion sean producidos bajo los sistemas
de seguridad alimentaria equivalentes a los aplicados en EE.UU.; en cambio, se

basa en las pruebas intermitentes a los productos en la frontera para detectar
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contaminacion quimica y/o biolégica que pudiera atentar contra la inocuidad del
alimento. El volumen de alimentos de importacion regulados por la FDA ha crecido
rapidamente. En 2006 la FDA recibié cerca de 9 millones de embarques de
productos importados, 10 veces mas que la década pasada (Doyle et al., 2006).

Entre mayo de 2006 y abril de 2007, México fue el pais con el mayor numero de
rechazos de alimentos de importacion en EE.UU. (1,271), seguido por la India
(1,109 rechazos) y China (720) (Becker, 2010). Para el periodo 2007-2009 estos
nameros aumentaron aproximadamente 300% (México con 3,693; la India con
3,051 y China con 2,334 rechazos) (Becker, 2010) (Cuadro 6). Aunque la
contaminacion microbioldgica no ocupa el primer lugar como tipo de rechazo, no
significa que sea de menor importancia (Cuadro 7 y Cuadro 8), pues las
consecuencias socioecondmicas tanto para paises importadores como
exportadores llegan a ser determinantes para que se siga efectuando el
intercambio de alimentos. ElI ejemplo mas conocido por su impacto

socioecondémico es el del melén cantaloupe en el periodo de 2000 al 2003.

Cuadro 6. Rechazos por la FDA de los principales paises exportadores a EE.UU.
Entre 2007-2009.

Valor de . . Rechazos por la % de todos los
Pais importacion a % |mEpEr'tzJach|on a FDA rechazos por la
EE.UU~* ' (N° de lineas) FDA
Canada 55.451 20.7 928 3.4
México 33.452 12.7 3.693 13.7
China 15.337 5.8 2.334 8.6
Tailandia 10.649 4.0 709 1.6
Indonesia 9.463 3.6 1.071 4.0
Italia 9.151 35 766 2.8
Chile 8.872 3.4 123 0.5
Brasil 7.693 2.9 262 1.0
Australia 7.681 2.9 69 0.3
Francia 6.377 2.4 422 1.6
Nueva Zelanda 5.542 2.1 22 0.1
Colombia 5.113 1.9 164 0.6
Malasia 4.760 1.8 172 0.6
India 4.690 1.8 3.051 11.3
Otros paises 79.196 30.5 13.786 50.1
Total 263.427 100.0 27.011 100.0

*Valor de productos agricolas y mariscos expresado en billones de ddlares

Fuente: preparado por la base CRS en FAS BICO Import Commodity Aggregations (primeras tres columnas) y datos de
OASIS (FDA) (Ultimas dos columnas).
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Cuadro 7. Numero y razon de rechazos de alimentos por la FDA segun la region o pais en 2007.

Numero de rechazos por region o pais

Asia
Razones de . Latinoamérica y , , . (sin , )
Africa . Canada  México Europa . . Japon  Australia  Total
rechazo el Caribe incluir
Japdn)
Aditivos 25 108 84 259 237 812 22 14 1561
alimentarios
Residuos de
.. 2 895 100 306 85 437 5 4 1,834
pesticida
Contaminacion 17 01 18 127 87 586 34 5 695
microbioldgica
Suciedad 25 217 54 684 140 1,098 41 4 2,263
Baja acidez en 29 100 5 15 198 355 63 26 791
enlatados
Etiquetado 92 525 194 304 649 1,064 52 46 2,926
Otras 186 480 419 244 1,768 2,708 152 63 6,020
Total 376 2,416 874 1,939 3,164 7,060 369 162 16,360
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Cuadro 8. Primeros paises con mayor numero de rechazos por EE.UU. asociados
con agentes microbianos en 2007.

Total de rechazos

. . . Suciedad Salmonella (n°

Pais (% de violaciones o

. : (n° de rechazos) de rechazos)
microbianas)

India 474 (17.4) 184 278
México 398 (14.6) 257 65
China 288 (10.5) 258 17

Vietnam 218 (8.0) 77 117
Indonesia 213 (7.8) 126 64

Un porcentaje importante de los productos rechazados se debe a la
presencia de microorganismos patdgenos, principalmente en pescados y
mariscos. Las hortalizas son el 4° grupo de alimento con mayor rechazo, siendo

México el pais mas destacado al respecto (Cuadro 9) (Doyle y Erickson, 2008).

Cuadro 9. Primeros cinco grupos de alimentos por orden de la cantidad de
rechazos en EE.UU. asociados con microorganismos en 2007.

Grupo de Numero total de Pais principal No. de paises
alimento rechazos (No. de rechazos) con rechazos

1 Pescados y 1,064 Indonesia (202) 51
mariscos

2 Especies 403 India (235) 24

3 Frutas 301 China (61) 33

4 Hortalizas 266 México (136) 28

5 Queso 203 México (65) 17

Fuente: Recopilado del sitio web OASIS de la FDA. Enero a diciembre de 2007.
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Participacion de las hortalizas exportadas en brotes de ETAS

Aungue la contaminacion microbiana en las F&H mexicanas no es la
principal causa de rechazo de productos hortofruticolas (14.6 % en 2007) por la
FDA, no es de menor importancia que los otros rubros. Para decidir si un alimento
se encuentra contaminado con patdégenos es necesario realizar pruebas
microbioldgicas. Existe gran incertidumbre al determinar si el alimento es inocuo
(ausencia de patégenos) porque las muestras analizadas ordinariamente no son
representativas de los grandes lotes de importacion. Si por azar se toman
muestras de un lote contaminado, existe la posibilidad de haber retirado en el
muestreo parte de la hortaliza que no estaba contaminada, ya que generalmente

en estos productos la contaminacion es escasa y heterogéneamente distribuida.

Consecuencias econdémico-sociales

La inocuidad de los alimentos es una cuestion fundamental de salud publica
para cualquier pais. Las enfermedades trasmitidas por los alimentos como
consecuencia de la presencia de patbgenos microbianos, biotoxinas y
contaminantes quimicos representan graves amenazas para la salud de miles de
millones de personas.

El acceso de los paises a los mercados de exportacion de los alimentos
continuara dependiendo de su capacidad para cumplir los requisitos
reglamentarios que imponen los paises importadores. Como la produccion
agricola es el punto central de las economias de la mayor parte de los paises en
desarrollo, estas medidas de proteccién de los alimentos revisten importancia
fundamental. Grandes brotes asociados a E. coli y Salmonella han puesto de
manifiesto la magnitud de los problemas de la inocuidad de los alimentos y
acentuado en la opinién publica la conviccion de que los modernos sistemas de

explotacion agricola deben ser modificados.
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Brotes de Salmonella por consumo de meldn cantaloupe

Un ejemplo citado de manera recurrente, es el de los brotes por consumo
de melones ‘Cantaloupe’ contaminados con Salmonella entérica Poona. Fueron
tres brotes sucesivos multiestatales en EE.UU. que ocurrieron en el verano de
2000 (47 casos), 2001 (50 casos incluyendo dos muertes) y 2002 (58 casos)
(CDC, 2002). En 2000 y 2001 la FDA evalué los ranchos donde se produjeron los
melones e identificoO varias fuentes de contaminacion posibles en el campo y
durante el lavado y empacado del meldén. Se encontré que las medidas de
proteccion a la inocuidad del producto eran insuficientes, asi que en 2001 los
melones de este productor se mantuvieron en bodegas y efectivamente, se cerr
frontera al productor. Sin embargo, después del brote del 2002, la FDA emitié una
alerta a todos los productores de meldon ‘Cantaloupe’ de México, prohibio las
importaciones mientras el gobierno mexicano desarroll6 un programa de
certificacion bajo la cual se permitiera reanudar el comercio. Fue detectado
subsecuentemente que los melones que provocaron los brotes del 2002 fueron
producidos en un solo rancho y que habian sido mal etiquetados para evadir que
EE.UU. mantuviera en reserva de importar sus productos por lo establecido en
2001 para esa empresa. El productor se declaré culpable y se castig6 con una
multa de 5 millones de ddlares. Los brotes recurrentes condujeron a mejoras en
los niveles de produccién y regulacion mexicanos y los brotes por Salmonella
Poona cesaron. Esto evidenci6 que los puntos de contaminacion fueron
controlados y las exportaciones de meldn cantaloupe mexicanos continuaron. Sin
embargo, el nivel de exportacion de estos melones aun no se ha recuperado
(USDA, 2011); prueba de ello es que en la actualidad el nivel es aproximadamente

16% del valor (miles de ddlares) exportado en 1999 (Figura 4).
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Figura 4. Valor de las importaciones de melon Cantaloupe en EE.UU. Periodo
1990- 2010 (USDA, 2011).
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En un estudio realizado por la FDA, se recopilé informacién epidemiologica
para conocer el origen de las hortalizas vehiculo de transmision de patégenos
causantes de ETAs del periodo 1998-2002. En diez de 34 brotes, las hortalizas
mexicanas fueron confirmadas como el vehiculo de patégenos y en dos mas como
sospechosas (Figura 5) (Smith, 2011)

M Sospecha

8 M Confirmado

NUmero de brotes

MX CA  UNK FL CH BR NC YA GA PE ay

Figura 5. Origen de hortalizas implicadas en brotes de ETAs. Periodo 1998- 2002
Fuente: Smith, 2011.

2.6.2 México: SAGARPA

En 2010 la SAGARPA establecié nuevos requisitos para la certificacién de
las empresas para exportacion de productos hortofruticolas. El objetivo es la
reduccion de riesgos de contaminacion en la produccion primaria de alimentos de
origen agricola, y pretende demostrar la aplicacién de practicas sanitarias y la
disponibilidad de una buena infraestructura sanitaria. Esta evaluacion se efectiua
en el campo, durante la cosecha y en el area de empaque y se apoya con pruebas
de laboratorio. Los analisis reflejan la eficiencia de los procedimientos de
higienizacién de superficies y de hortalizas cuando se utilizan microorganismos

indicadores.
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2.6.3 Microorganismos indicadores

El recurso mas efectivo para verificar las practicas sanitarias de operacion,
incluido el lavado y desinfeccién de F&H y de las superficies de trabajo, consiste
en el uso de microorganismos indicadores. Constituyen un grupo especial dentro
de la flora nativa de los alimentos y del ambiente cuya presencia y concentracion
guarda relacién con la eficiencia de los procesos de verificacion referidos. La
determinacion de su concentracibn en los materiales antes y después de
exponerse a los tratamientos, proporciona una medida de facil manejo y
relativamente consistente de evaluacion, cuando se controlan factores propios de
cada tratamiento y de los materiales implicados. Han sido utilizados las bacterias
mesofilas aerobias, las Enterobacteriaceae, los coliformes totales, coliformes

fecales y E. coli.

2.6.3.1 Bacterias mesofilas aerobias (BMA)

Las bacterias mesofilas aerobias forman parte de un extenso grupo de
microorganismos muy heterogéneos, que tienen en comun la capacidad de
desarrollar en las condiciones ecologicas que requiere la prueba: un medio de
cultivo de composicion definida, la condicibn de aerobiosis y la temperatura y
tiempo de incubacion. Entre los microorganismos que pueden desarrollar se
encuentran algunos patégenos.

La importancia que el recuento de las BMA tiene en las F&H es conocer las
condiciones sanitarias del equipo que tiene contacto directo con estos productos
después de haber sido lavado y/o desinfectado, y una forma para valorar la

eficiencia de los tratamientos aplicados.

2.6.3.2 Familia Enterobacteriaceae

Microorganismos indicadores de gran utilidad, porque aportan informacion
acerca de las posibles condiciones en las cuales el alimento fue tratado. El uso
del grupo Enterobacteriaceae como indicador de calidad sanitaria es mejor que los

coliformes porque los primeros estan taxondmicamente mejor definidos, son mas
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abundantes e incluyen especies fermentadoras de la glucosa y patégenas como
Salmonella, Shigella y Yersinia. En Europa, el grupo Enterobacteriaceae ha sido
usado ampliamente como indicador de la calidad de los alimentos, en tanto que se
recurre a los coliformes y coliformes fecales tradicionalmente en EE.UU.
(Keith, 2001), esto es, solo se incluyen las bacterias fermentadoras de la lactosa.
Mossel et al. (1990) recomiendan el examen Enterobacteriaceae de los
alimentos en lugar de los coliformes en un intento por obtener una mejor
estimacion de los microorganismos glucosa positivos y lactosa negativos de la

microflora de los alimentos.

2.6.3.3 Coliformes totales (CT) y fecales (CF)

El concepto de organismos coliformes, aplicado originalmente para referirse
a todas aquellas bacterias semejantes a la E. coli en su habitat, morfologia y
cultivo, ha llegado por el uso a conformar un grupo de microorganismos que
comparten ciertas caracteristicas cuyas relaciones taxondémicas entre sus
miembros son mas bien fortuitas (Fernandez- Escartin, 2008). Esto ha sido la
consecuencia del manejo especial que se hace de ellos como indicadores de la
calidad sanitaria del agua y alimentos.

Los coliformes se definen como bacilos gram negativos, aerobios o
anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con produccion
de gas dentro de 48 h de incubacion a 35 °C. Este grupo pretende involucrar
aguellos microorganismos propios del contenido intestinal, aunque existen algunos
inconvenientes de la utilizaciéon de la prueba: bacterias
(e.g. Enterobacter aerogenes) que no son exclusivos del contenido intestinal y
fermentan la lactosa. De modo contrario, algunas cepas de E. coli son lentas
fermentadoras de la lactosa (patégenas) y quedan fuera de la definicion al no ser
detectadas durante el ensayo (Fernandez- Escartin, 2008).

Los coliformes se inactivan por tratamientos térmicos relativamente
moderados (temperaturas de 70°C), la luz ultravioleta y una concentracion de cloro
residual de 0.1-0.3 mg/L en el agua potable (Fernandez- Escartin, 2008).
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El grupo de los coliformes fecales son aquellos coliformes que fermentan la
lactosa con produccion de gas a 44.5-45.5°C. Se pretende que este grupo de
microorganismos sea un indicador directo mas confiable de contaminacion con
materia fecal ya que la mayoria de los coliformes provenientes de esta fuente fecal
fermentan la lactosa con produccion de gas bajo estas temperaturas. Sin
embargo, Geldreich (1970) encontr6 que de miles de cepas aisladas de heces
fecales humanas y animales el porciento que no producia gas a 44.5°C oscild
entre 0.4y 7.1, el correspondiente a las cepas provenientes de verduras, insectos
y tierra fue entre 14.5 a 22.9. Con la finalidad de poner de manifiesto alguna
relacion entre la positividad a la prueba de coliformes fecales y la presencia de
E. coli y otros géneros. Ruiz (2007) aislo cepas de bacterias a partir de tubos
positivos a la prueba de coliformes fecales y las identific6 biogquimicamente.
Encontré que s6lo 44.6% contenia E. coli. En muestras de agua de pozo profundo,
el total de las muestras aisladas de la prueba de coliformes fecales respondio al
perfil microbiano de Enterobacter, es decir, gérmenes ambientales de procedencia
no fecal. Sin embargo, en México, la SAGARPA sigue recurriendo a la
cuantificacion de coliformes fecales en hortalizas como indicadores de malas
PSAs. De tal manera que los departamentos gubernamentales estan obligados a
emplear este grupo indicador (SAGARPA,), 2010).

2.6.3.4 E. coli

E. coli ha sido usado histéricamente como indicador de contaminacion fecal.
A diferencia de los coliformes o coliformes fecales, tiene bases taxonémicas bien
establecidas (Fernandez-Escartin, 2000). Es el tipico coliforme porque se trata de
una bacteria cuyo habitat natural es el intestino de los animales de sangre
caliente. En la materia fecal sus niveles oscilan entre 10° y 10° UFC/g.

Un inconveniente del empleo de E. coli como indicador radica en que tiende
a morir en ambientes secos, congelados o con pH bajo, lo que puede ocasionar
gue cierta poblacion de E. coli sufra dafio subletal. Ante esta situacién el
microorganismo puede no ser detectado con las técnicas ordinarias, a menos que

se recurra a los medios recomendados para su resucitacion (FDA/CFSAN, 2001).
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En las hortalizas sin embargo, su presencia es sugestiva de contaminacion
fecal reciente considerando que en ausencia de materia fecal no suele existir en
estos productos, y su tendencia es mas bien a morir.

Una cualidad elemental pero sobresaliente en la diferenciacion de las cepas
patégenas intestinales de E. coli con respecto a las no patdgenas, es la limitada
capacidad de las primeras para fermentar la lactosa (Ferndndez- Escartin, 2008).
E. coli posee las caracteristicas del microorganismo indicador ideal: no es
patogena, de facil y rapida deteccion, comparte el habitat de los patdégenos
entéricos y posee caracteristicas de sobrevivencia similares (Scott et al., 2002).
Adicionalmente, por lo general se encuentra en concentraciones mucho més
elevadas que los patdgenos que pudiera predecir.

La deteccién de la especie E. coli se lleva a cabo por medio de una pruebas
gue genera tres posibles respuestas con el medio lauril sulfato mas MUG cuando
se incuba a 44.5°C + 0.2: (1) la reaccion de MUG (fluorescencia a la luz UV por
reaccion de la glucoronidasa sobre el sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-glucorénido),
(2) fermentacion de la lactosa y (3) produccion de indol. La prueba se aplica sin

tener que recurrir al empleo del cultivo puro de la bacteria.

2.6.4 Microorganismos patdbgenos

2.6.4.1 Salmonella spp

Dentro de los microorganismos de interés sanitario en las F&H, destaca
Salmonella, bacilo mévil, Gramnegativo de la familia Enterobacteriaceae. Es de
singular relevancia por su participacion en brotes de enfermedad asociado a su
consumo. Este patdbgeno muestra cierta capacidad para sobrevivir a factores
ambientales, cualidad que favorece su aislamiento de diversos materiales. Su
habitat natural es el intestino del hombre y animales; por tanto, es expulsada a
través de las heces fecales. Se le ha aislado del medio ambiente, hortalizas en
cultivo, animales silvestres, domésticos, de explotaciéon y nocivos, de humanos
enfermos, asintomaticos o0 convalecientes, de utensilios y fomites
(Fernandez- Escartin, 2008).
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La sobrevivencia de Salmonella fuera del cuerpo humano y de los animales
estqd afectada por condiciones ambientales como la humedad, temperatura,
exposicion de agentes germicidas y la composicion del material implicado
(Lee, 1978).

De manera natural los vegetales se contaminan por Salmonella a través del
contacto directo o indirecto con materia fecal humana o animal. Los agentes
etiolégicos asociados a brotes por F&H son vastos, con predominio de
Salmonella spp y Shigella spp (Beuchat, 2002; Sewell y Farber, 2001;
Sivapalasingam et al., 2004).

Salmonella se ha asociado a brotes por consumo de jitomate, sandia,
melén, naranja, cidra, germinados y otros (Matthews, 2006). Para su aislamiento
hay que considerar las caracteristicas propias del alimento, que permitan la

remocién de la superficie del alimento (Ukuku y Fett, 2002).

2.6.4.2 L. monocytogenes

El género Listeria contiene seis especies: L. monocytogenes, L ivanovii,
L. welshimeri, L. innocua, L. seeligeri y L. grayi. Todas Gram positivas, bacilos no
esporulados con diametro 0.5 um y largo de 0.5-2.0 ym. Es anaerobio facultativo,
catalasa positivo, oxidasa negativo y presenta movilidad a 20 a 25°C
(Seeliger y Jones, 1986).

Destaca entre los demas patégenos por algunas caracteristicas singulares:
amplia distribucion en el medio ambiente, capacidad psicrétrofa extrema que le
permite proliferar a temperaturas cercanas a 0°C, elevada letalidad en los casos
de listeriosis y gran potencial para colonizar el equipo y nichos diversos dentro de
las plantas procesadoras (Ludén, 2000; Ramaswamy, 2007). Se adhiere y forma
biopeliculas en diversas superficies, tales como acero inoxidable, hule, vidrio,
plasticos, madera y otros (Blackman y Frank, 1996), que son comunes en los sitios
donde se procesan alimentos. La adhesion puede ocurrir al cabo de pocos
minutos a bajas o medianas temperaturas (Mafu et al., 1990). Algunas cepas
especificas se manifiestan dominantes y muy persistentes dentro de un sitio

particular; su capacidad de adherencia es mas acentuada (Lundén et al., 2000).
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La presencia de L. monocytogenes en cultivos es bien conocida
(Weiss y Seeliger, 1975). Este microorganismo ha sido aislado de rabanos,
pepinos, calabazas, coliflor, jitomates, lechuga, apio, cebollas, zanahorias y papas
(Schlech et al, 1983; Ho et al., 1986; Heisick et al., 1989). En diversas ocasiones
L. monocytogenes ha sido el agente etiologico de brotes de ETAs
(Schlech et al, 1983; Ho et al., 1986). Recientemente se presentaron cuatro brotes
de listeriosis por consumo de melon ‘Cantaloupe’ en EE.UU. Los brotes iniciaron
en julio de 2011. El numero de personas infectadas ascendié a 116 y 23 muertes
(CDC, 2011).

2.7 Acciones de prevencion y control de los peligros microbianos

Un producto con aceptable nivel de inocuidad microbiana se consigue
mediante: A) la ejecucidn de practicas sanitarias a lo largo de la cadena
agroalimentaria, desde la produccion primaria en el campo, distribucién y
comercializacion, hasta el consumo; B) la aplicaciéon de S-APPCC. El problema es
que a lo largo de la cadena pueden irse sumando acciones 0 situaciones que
conduzcan finalmente a un producto de cuestionable inocuidad debido
principalmente a la contaminacién con patégenos. Es posible cancelar o mitigar
este problema si se implementan acciones preventivas contra la contaminacion,
sobrevivencia y/o desarrollo de microorganismos patégenos.

La disminucion de la contaminacion puede lograrse a través de adecuadas
maniobras durante el cultivo y cosecha. La validez de estas practicas proviene del
conocimiento del habitat de los patégenos potencialmente presente en las F&H, su
comportamiento en el alimento y la eficiencia de los tratamientos dirigidos a
cancelar/ reducir su presencia o desarrollo. Son conocidas en conjunto como
practicas sanitarias agricolas (PSAS).

Las PSAs y las préacticas sanitarias de operacion (PSO) tienen como meta
llevar a su minima expresion el riesgo de contaminacion de los alimentos en el
continuo del campo a la mesa. Se refieren al conjunto de operaciones generales

de produccion de las F&H empleadas en el cultivo, la cosecha, la seleccion, el
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empaque, el almacenaje y el transporte e higiene del trabajador, efectuadas en el
campo (Bihn, 2006).

2.7.1 Analisis de peligros y puntos criticos de control

Este S-APPCC es un enfoque efectivo y racional para asegurar la inocuidad
de los alimentos desde la cosecha hasta el consumo (FDA, 1998). Su objetivo es
prevenir los peligros microbianos en los alimentos y acercarse cuanto sea posible
al alimento inocuo. Los principios que le dan sustento estdn basados en el
conocimiento cientifico (Fernandez- Escartin, 2008). Funciona mas eficazmente
cuando se aplica de manera concurrente con los programas de aseguramiento de
la calidad. Elementos implicitos fundamentales del sistema son las operaciones
sanitarias de produccion y distribucion, la adecuada sanidad, y el disefio y
mantenimiento del equipo. Requiere la satisfaccion de ciertos prerrequisitos y
acciones preliminares entre las que se incluyen la capacitacion del personal y la
disponibilidad de recursos elementales, como la dotacién de agua potable,
proteccion contra la fauna y la implementacion de las PSAs y PSO
(Abadias et al., 2008).

Ejecutadas estas acciones es necesario identificar los peligros especificos
para implementar medidas de control que se monitorean de manera continua o
periddica. Finalmente, si las acciones en el proceso de elaboracién del alimento no
cancelan las oportunidades de contaminacién, sobrevivencia y desarrollo de
agentes  patdgenos, lo recomendable es modificar el proceso
(Abadias et al., 2008). Un plan APPCC es especifico para cada producto y

proceso.

2.7.2 Verificacion de procesos de lavado y desinfeccion de superficies y
hortalizas
La deteccion de patdogenos humanos en las F&H crudas y la ocurrencia de
brotes de ETAs asociados a alimentos contaminados, representan serios

problemas de salud publica con alto costo economico. Consecuentemente, es de
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interés para la industria alimentaria el desarrollo de acciones encaminadas a la
reduccion de la contaminacion microbiana. Si esta se presenta durante el cultivo o
la cosecha, la mejor opcion se apoya en la implementacién de practicas sanitarias
agricolas (Sapers et al., 2006). Como esta accién no permite una eliminacién
absolutamente segura, incluso ajustdndose a practicas sanitarias, el productor o
procesador dependerd de acciones correctivas de lavado y desinfeccidbn como
segunda barrera protectora.

Los procesos de lavado y desinfeccion tienen la funcion de remover la
suciedad y disminuir la carga microbiana de los materiales. Se admite en general
que la simple remocion de la suciedad con agua y detergente (lavado) puede
remover hasta 1 log de carga microbiana. Una desinfeccion adicional removeréa
alrededor de 2 - 5 log de la carga dependiendo del agente germicida y condiciones
de aplicacién que se utilicen. Resulta evidente la necesidad de comprobar la
eficiencia de estos tratamientos para asegurar la calidad microbiolégica de los

alimentos.

2.7.2.1 Germicidas aplicados a las frutas y hortalizas en la industria
En la industria se utilizan germicidas que reducen al menos 3 log la

poblacién de microorganismos. Los principales germicidas utilizados se pueden
agrupar como (Sapers et al., 2006):

e Mezclas de acido peracético con agua oxigenada

e Derivados halogenados

e Agentes de oxidacion

e Aldehidos

e Compuestos de amonio cuaternario

e Agua electrolizada

Dos de ellos son especialmente utilizados para tratar F&H y materiales
asociados a las etapas de cosecha y empacado: hipoclorito de sodio y sales
cuaternarias de amonio (Beuchat et al., 1998; Sidhu et al., 2002; Lu et al., 2010;
Luo et al., 2011).
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Hipoclorito de sodio (NaClO)

El cloro es el germicida mas comunmente utilizado en la industria para
tratar alimentos crudos (Foley et al., 2004). Su actividad antimicrobiana depende
de la cantidad de cloro disponible como acido hipocloroso no disociado (HCIO) en
el agua que se pone en contacto con los microorganismos (Pirovani et al., 2006).

Para desinfectar las F&H de manera comercial, se utiliza comunmente el
cloro en concentraciones de 50 a 200 ppm con tiempo de contacto de 1 a 2
minutos (CFSAN, FDA, 2001); con una reduccion de bacterias de no mas de 3 log
(Beuchat, 1998). Una ventaja del cloro es su amplio espectro antimicrobiano, facil
aplicacion y bajo costo; en contraparte, es altamente corrosivo. Presenta un
potencial mutagénico entre los productos secundarios de sus reacciones con los
compuestos organicos de los alimentos (Beuchat, 1998). Asimismo, cuando una
solucion clorada se pone en contacto con la superficie del producto, el
desinfectante reacciona con la materia organica (tejido celular, jugos celulares,
particulas de suelo, microorganismos), mermando los efectos del germicida
(Puig-Durén, 1999; Pirovani et al., 2006).

El ion hipocloroso (OCI) y el oxigeno (O) generados con la mezcla del
hipoclorito de sodio con el agua, no poseen efectos germicidas. La molécula sin
ionizar del HCIO, en cambio, puede penetrar la pared de la célula bacteriana e
interferir con enzimas que contienen sulfhidrilo, los cuales intervienen en el
metabolismo de la glucosa. La inhibicibn de sistemas enzimaticos esenciales

acarrea la muerte de la célula (Vignoli, 2008).

Sales cuaternarias de amonio

Los compuestos de amonio cuaternario son una familia de compuestos
antimicrobianos, considerados como agentes activos catidnicos potentes como
germicidas (Puig-Duran, 1999). Son activos para eliminar bacterias Grampositivas
y Gramnegativas, aunque afecta a éstas Ultimas en menor grado. Son
bactericidas, fungicidas y viricidas. Su actividad la desarrollan mas eficientemente
en medio alcalino. Se enlazan positivamente a los sitios negativamente cargados

de la pared bacteriana de la célula. Estos enlaces electrostaticos dan lugar a
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tensiones en la pared de la célula. También interfieren con el flujo normal de
compuestos criticos en la fisiologia de la membrana de Ila célula
(Puig-Duran, 1999).

Perdxido de hidrogeno

Son ejemplos de agentes oxidantes el ozono, el acido peracético y el
peroxido de hidrégeno, el cual se utiliza con mayor frecuencia. Concentraciones
de 3-6% el peroxido de hidrogeno destruye de manera eficaz la mayor parte de las
bacterias; en concentraciones mas altas (10 a 25%) provoca la destruccion de
todos los microorganismos, incluidas esporas. La forma oxidante activa no es el
peroxido de hidrégeno, sino el radical hidroxilo libre formado tras su
descomposicion (Murray et al., 2006). Es mas inocuo que el cloro para el ser
humano y para el medio ambiente.

Se suministra en forma de solucion al 3% lista para usar, 0 como solucion
acuosa al 30% que debe ser diluida hasta 5 a 10 veces su volumen en agua. Sin
embargo, estas soluciones al 3-6% por si solas son relativamente lentas y
limitadas como germicidas. Los productos disponibles hoy en dia tienen otros
ingredientes para estabilizar el contenido de perdxido de hidrégeno, acelerar su
accion germicida y hacerlo menos corrosivo.

El peréxido de hidrégeno y el acido peracético pueden ser corrosivos para
metales como aluminio, cobre, laton y zinc. También pueden decolorar tejidos,
cabellos, piel y mucosas. Se deben de almacenar lejos del calor y protegidos de la
luz (OMS, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Valorar la incidencia de Salmonella spp y de microorganismos indicadores en
seis diferentes hortalizas como recurso para verificar las précticas sanitarias
agricolas que se aplican durante su cosecha y empaque en diez empresas

exportadoras.

3.2 Objetivos particulares

1. Efectuar estudios observacionales sobre la infraestructura y condiciones
sanitarias de operacion en diez empresas exportadoras de hortalizas.

2. Determinar la incidencia de Enterobacteriaceae, coliformes fecales, E. coli,
Salmonella spp y L. monocytogenes en las hortalizas y materiales
asociados durante la cosecha y el empacado.

3. Determinar el grado de asociacion entre las practicas de operacion y los
niveles de los microorganismos indicadores y patdégenos en las hortalizas y
materiales asociados y valorar su empleo como recurso de verificacién de

las practicas agricolas.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Materiales

Autoclave eléctrica de mesa, 121 °C (Market-Forge, Sterilimatic)
Balanza analitica digital, 120g x 0.0001g (Sartorius)

Balanza granataria, sensibilidad 0.1 g, Modelo No. CT200-S (OHAUS)
Bafio Maria de precision de 44.5 £ 0.2 °C Modelo 251 (Precision Scientific)
Bolsas de poli-papel en rollo sin marca comercial diferentes tamafios
Bolsas de polietileno capacidad 500 mL (Whirl - Pack)

Campana de flujo laminar (Alder y Veco)

Centrifuga de mesa (HermLe)

Cuenta colonias (Québec Reichert-Jung)

Homogenizador (Stomacher, Seward 400)

Horno para esterilizacion (Shel-lab)

Incubadora de 35° (Pecision Scientific, Seward 400)

Incubadora de 30° (Pecision Scientific, Seward 400)

Lampara de luz U.V. Modelo 56 (Blas-Ray)

Microscopio luminoso (Leica)

Potenciometro Optico (Jenway), modelo 3510

Vortex, modelo G650 Scientific Industries Inc (Daiger Vortex Genie 2)
Micropipetas 2-1000 pl (Labsystems)

Unidades de filtracion (Millipore)

4.1.1 Medios de cultivo

Agar Base Sangre (ABS), (BD Bioxon)

Agar cuenta estandar (ACE), (BD Bioxon)

Agar rojo violeta bilis con 1% glucosa (ARVBG), (BD Bioxon)
Agar sulfito bismuto (ASB), (BD Bioxon)

Agar xilosa lisina desoxicolato de sodio (XLD), (BD Bioxon)
Agar soya tripticasa (AST), (BD Bioxon)
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Agar eosina azul de metileno (EMB), (Becton Dickinson)
Agar hierro y triple azucar (TSI), (BD Bioxon)

Agar hierro lisina (LIA), (BD Bioxon)

Caldo lactosado (CL), (BD Bioxon)

Caldo lauril sulfato mas MUG (CLF), (BD Bioxon)

Caldo tetrationato (CTT), (BD Bioxon)

Caldo Rappaport Vassiliadis (CRV), (BD Bioxon)

Caldo soya tripticasa (CST), (BD Bioxon)

Caldo urea, (BD Bioxon)

Caldo soya tripticasa con extracto de levadura al 0.6%

4.1.2 Soluciones

Diluyente de peptona 0.1% (DP) (Peptona de caseina, BD Bioxon)

Solucion salina isoténica (SSI) 0.85% (cloruro de sodio, Productos Quimicos
Monterrey

Alcohol al 70%

4.1.3 Reactivos y colorantes

Coloracion de Gram (cristal violeta, safranina, lugol, alcohol etilico 95%), (Sigma
Chemical Co.)

Rojo de metilo, (Sigma Chemical Co.)

Antisuero polivalente A-l'y Vi para Salmonella (DIFCO)
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4.2 Métodos

4.2.1 Estudio observacional de las condiciones sanitarias de operaciéon en
las empresas exportadoras de hortalizas.

Se realizaron de una a seis visitas a cada empresa productora de hortalizas
localizadas en los estados de Querétaro y Guanajuato. El periodo de muestreo se
extendio de junio de 2010 a marzo de 2011. En cada visita se observaron las
condiciones sanitarias de infraestructura y de operacion. De los lineamientos
sanitarios establecidos por SENASICA (2010) para la certificacion en sistemas de
reduccion de riesgos de contaminacion en la produccion primaria de alimentos de
origen agricola, se seleccionaron las violaciones mas significativas por su impacto
en la inocuidad de los productos agricolas y su cumplimiento se registré6 en un

formato (Anexo A).
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4.2.2 Enterobacteriaceae, coliformes fecales, E. coli, Salmonella spp y L.
monocytogenes en las hortalizas y materiales asociados durante la
cosechay empacado

4.2.2.1 Muestras. Programa de muestreo
Se colectaron hortalizas y superficies de materiales asociados durante su
cultivo y empaque. Las hortalizas estudiadas y los métodos de cultivo y lugar de

empaque se muestran en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Hortalizas y métodos de cultivo de cada empresa.

EMPRESA Hortaliza Tipo de cultivo Lugar de empaque
A Espéarrago Tradicional Empacadora
B Pepino gourmet Invernadero Empacadora
C Lechuga bola Tradicional Tabla de cultivo
D Brocoli Tradicional Tabla de cultivo
E Jitomate organico Invernadero Empacadora
F Jitomate Invernadero Empacadora
G Pimiento morrén Invernadero Empacadora
H Pepino europeo organico Invernadero Empacadora
I Lechuga bola Tradicional Tabla de cultivo
J Jitomate Invernadero Empacadora

El programa de muestreo se describe en el Cuadro 11. Las muestras de las
hortalizas y de las superficies estuvieron conformadas como se indica en el
Cuadro 12. Se analizaron muestras compuestas de hortalizas, que consisten en
un conjunto de unidades de cada hortaliza (Cuadro 12). De esta manera se amplia
el area de cultivo muestreada y se obtiene una imagen mas consistente y

representativa de las poblaciones microbianas estudiadas.
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Cuadro 11. Puntos de muestreo de las hortalizas, agua y superficies.

Muestra Punto de muestreo
Cultivo
Hortaliza Empacadora
Pozo
Agua Reservorio
Lavabo

Para consumo humano

Invernadero

Piso o tierra Tabla de cultivo

Manos y/o guantes
Superficies Equipo y maquinaria de la empacadora
Cajones de transporte de las hortalizas
Herramienta de corte

Cuadro 12. Conformacién de las unidades experimentales de las hortalizas y
superficies de trabajo estudiadas.

Tipo de muestra Unidad experimental
Brécoli* 109
Esparrago 6 piezas
Jitomate bola 6 piezas
Lechuga* 109
Pepino europeo 2 piezas
Pepino gourmet 5 piezas
Pimiento morrén 4 piezas
Manos y guantes 1 par
Tijeras, cuchillos 1 pieza
Contenedores y mesas de empaque 400 cm?

* Para la determinacion de los microorganismos indicadores se analizaron 10 gramos; y
para la determinacion de patdgenos 25 gramos. Mientras que para las demas hortalizas
(integras) se analizaron por unidades experimentales independientemente del tipo de
microorganismo a analizar.
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4.2.2.2 Preparacion de las muestras

4.2.2.2.1 Hortalizas

A las muestras compuestas de espérrago, jitomate bola, pepino europeo,
pepino gourmet y pimiento morron se agregaron 100 mL de DP. Cada fruto se
frotd durante un minuto con las manos desde el exterior de la bolsa para
desprender los microorganismos de la superficie, cuidando no dafar la integridad
fisica del alimento.

A las muestras de brocoli y lechuga se adicionaron 90 mL de DP y se

homogenizaron a velocidad media en el estomaquer durante un minuto.

4.2.2.2.2 Agua

Pozo profundo, estanque y lavabos

Todas las muestras consistieron en volimenes de 300 a 500 mL colectadas
en bolsas Whirl pak®. La parte exterior de las bolsas fue asperjada con alcohol a
70% antes de su uso.

Las llaves donde se colecté agua de pozo profundo y de lavabo fueron
previamente cepilladas con agua y jabon, y frotadas con alcohol a 70%. El agua se
dej6 correr durante 30 segundos antes de la toma.

A las muestras de agua clorada se les adiciond tiosulfato de sodio (NaSO3)

estéril para su inactivacion.

4.2.2.2.3 Pasillos dentro del invernadero

Se muestrearon 50 m a lo largo del pasillo de acuerdo con Harris et al.
(2007) arrastrando una torunda de Moore humedecida con leche descremada
estéril. La torunda se coloco en una bolsa de plastico comercial y se homogenizo

durante 1 minuto a velocidad media en estomaquer.
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4.2.2.2.4 Tierray composta
Se colecto tierra y/o composta de diferentes zonas de las tablas de cultivo
(aproximadamente un kilogramo por muestra). Se colocaron 10 g en 90 mL de DP

y se homogenizaron en el estomaquer durante un minuto a velocidad media.

4.2.2.2.5 Superficies

Se colectaron muestras antes y después del proceso de lavado/
desinfeccion. Se utilizaron 100 mL de DP para las superficies antes del
tratamiento, y 30 mL de caldo neutralizante (CN) para las tratadas. EI CN contiene
tween 80 y lecitina, agentes neutralizantes de antimicrobianos como cloro, yodo,
sales cuaternarias de amonio. Su funcién es inhibir residuos de germicidas en las

superficies muestreadas.

Manos y/o guantes

Entre trabajadores de la cuadrilla de cosecha y empaque seleccionados al
azar se muestrearon ambas manos y/o guantes. Se sumergieron las manos (una
por una) en la bolsa de plastico comercial con el DP o CN y se frotaron durante 1

minuto desde el exterior para desprender los microorganismos.

Contenedores para transporte de las hortalizas, mesas en empacadora y
equipo de corte

Se utilizé gasa estéril (3x4 cm) humedecida con DP o CN para frotar 400
cm? de los contenedores y mesas, o para el cuchillo y tijeras. Se deposité6 cada
gasa en bolsa de polipapel con los 100 mL de DP o en 30 mL de CN. El contenido

se homogeniz6 por un minuto a velocidad media en estomaquer.
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4.2.2.3 Analisis microbiolégicos
Las muestras fueron analizadas dentro de las 24 horas posteriores a la
colecta. En el Cuadro 13 se especifican los microorganismos indicadores y

patogenos determinados para cada tipo de muestra.

Cuadro 13. Especificacion de los microorganismos analizados en hortalizas,
superficies de trabajo, piso y agua.

. Manos y Contenedqres, Tierray
Hortalizas mesas, equipo de . Agua
guantes pasillos
corte
ENT ! ENT ENT CF CT
CF CF CF EC CF
EC EC EC SAL EC
SAL SAL BMA
LM LM

LENT, Enterobacteriaceae; CT, coliformes totales; CF, coliformes fecales: EC, E.
coli; SAL, Salmonella spp; LM, L. monocytogenes; BMA, bacterias mesofilas
aerobias.
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4.2.2.3.1 Bacterias indicadoras

BMA (vaciado en placa)
Se utilizé agar cuenta estandar (ACE) y las placas se incubaron a 35°C/24h
(Peeler y Maturin, 1992).

Enterobacteriaceae
Se utilizé la técnica de vaciado en placa con agar rojo bilis violeta mas 1%
de dextrosa (ARBV-G). Las placas fueron incubadas a 35°C durante 24 h segun

Kornacki y Johnson (2001).

Coliformes totales, coliformes fecales y E. coli
Se uso la técnica de NMP para coliformes totales, fecales y E. coli. El
esquema de aislamiento se describe en el Anexo B (Swanson et al., 2001). La

serie de tubos para la técnica del NMP se anotan en el Cuadro 14.

Cuadro 14. Serie de volimenes de muestra inoculados para el pre-

enrigquecimiento con caldo lactosado (CL).
Serie de tubos (mL del homogenizado o

Muestra
muestra)
Hortalizas' , manos®, guantes®
y superficies® 1 (10) 1(5) 1(0.1) 1(0.01)
Agua 5 (10) 2(1)
Tierra y composta 3(0.1) 3 (0.01) 3 (0.001)

! Unidad experimental (Cuadro 12)
% Dos manos o guantes
%400 cm®

El calculo se realizé6 empleando la aproximacion de Thomas (Swanson et
al., 2001).

NMP N
UE PxT

Formula

UE = Unidad experimental (g, mL)

N = namero de tubos positivos

P = volumen total de muestras en tubos negativos
T = volumen total de la muestra analizada
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4.2.2.3.2 Bacterias patégenas
Salmonella spp

La deteccion de Salmonella se efectué por la técnica de cultivo tradicional y
por PCR (Anexo B). La mitad del homogenizado (DP) se mantuvo de 4 a 7 °C para
la cuantificacion de Salmonella en las muestras positivas (Figura 6).

Muestra
(homogenizado)
100 mL
50 mL | 50 mL
v
Pre-enriquecimiento
|
PCR Cultivo tradicional
| [
v v 2 v
Negativo Positivo Colonias atipicas Colonias tipicas
! —
A 4 | \ 4
[}
Salmonella ! Salmopella Pruebas bioquimicas
negativo : negativo
|
: Patrén tipico
v : de Salmonella
| . .z
Refrigeracion ! Aglutinacion
(4-7°C) TTa I (antisuero poly A-l'y Vi)
' |
| ; : v
h 1
: Lo v Salmonella
! positivo
Cuantificacion
:
: > Cultivo > Cbémputo
v
NM
» PCR > Cémputo

Figura 6. Esquema general para la determinacion y recuento de Salmonella.
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La identifiacion de Salmonella por la técnica de cultivo (Anexo B) se realiz6
segun lo especificado en el CMMEF (Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods) (Andrews et al., 2001). Se seleccionaron 5-
7 colonias sospechosas y se confirmaron mediante pruebas bioquimicas (TSI, LIA
y Urea) (Edwards et al., 1972; Koneman et al., 1983). Las cepas con el patron
tipico de Salmonella se confirmaron mediante aglutinacién con antisuero poly A-l
yVi (Difco™).

La deteccién de Salmonella spp mediante PCR se realiz6 a partir de 1 mL
de la muestra preenriguecida en CST (Anexo B). Los iniciadores utilizados fueron
invA disefiados por Liu et al. (2002). Los genes invA son de composicion exclusiva
y altamente conservada del género Salmonella.

En esta investigacion no se evalud la especificidad de los iniciadores
aprovechando la experiencia de estudios anteriores en este laboratorio
(Orozco, 2008).

En caso de positividad a Salmonella (cultivo tradicional o PCR), se
cuantific6 por la técnica del NMP con la porciéon del homogenizado de DP

refrigerado (Figura 6) o de la muestra de tierra 0 composta.

L. monocytogenes

La deteccion de L. monocytogenes se realizé en superficies de trabajo
(mesas y herramientas de corte), y en hortalizas. Se utilizaron la técnica de cultivo
y la de PCR (Anexo B).

A partir del agar Mox se seleccionaron de 5 a 7 colonias sospechosas y se
confirmaron con seis pruebas: gram, movilidad en SIM, fermentacién de manitol,
xilosa y ramnosa, y produccion de B-hemolisis. Las cepas con el patron tipico
fueron confirmadas finalmente por PCR como se indica en el Anexo B. Los

iniciadores utilizados fueron hly disefiados por Aznar y Alarcon (2002).
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4.2.2.4 Analisis estadisticos

Para evitar una sub representacion de las cargas microbianas de las
muestras a los resultados estuvieron por debajo del limite de deteccién de la
técnica, se asigno un valor medio entre cero y el limite de deteccion de la técnica
(Shumway et al., 1989; Gagliardi et al., 2003; Johnston et al., 2005).

Los andlisis estadisticos (cuantiles, medias geométricas, comparacion de
medias) se realizaron en el programa JMP 5.0.1. Para la comparacion de medias
se utilizaron las pruebas de Tukey o t-student con nivel de significancia de
P < 0.05.

49



5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio observacional

El aseguramiento de la inocuidad de los alimentos se reconoce como una
causa mayor de preocupacion por los gobiernos de los paises, debido a las
consecuencias sanitarias y socioeconomicas severas que origina. Por ejemplo,
muy recientemente en 2011 en Alemania se desencadend un mega brote causado
por E. coli 0104:H4 contenida en germinado de soya organica; este se extendio a
otros paises e incluso a otros continentes. El brote provocé 3,351 casos de
diarrea, 38 muertes y 824 episodios de sindrome urémico hemolitico
(Marler, 2011).

El consumo de F&H frescas ha sido creciente en las Ultimas décadas a nivel
mundial (CDC, 1996; Diaz y Vernon, 1999). Es muy conocido que estos productos
han estado involucrados como vehiculos de tales brotes (WHO, 2010). Los
estudios epidemioloégicos permiten concluir que la mejor manera de producir F&H
con el minimo riesgo de contaminacion es aplicando los nuevos enfoques
sanitarios de produccion (Diaz y Vernon, 1999). Estos enfoques se basan en la
prevencion de la contaminaciéon con el patégeno en el alimento y en evitar su
desarrollo y/o sobrevivencia (Fernandez- Escartin, 2008).

En este estudio se trabajé con diez empresas mexicanas productoras y
exportadoras de seis tipos de hortalizas: una de esparrago, dos de pepino, dos de
lechuga, una de brdcoli, tres de jitomate y una de pimiento morrén. Todas las
empresas participan en el programa de Sanidad Vegetal de SAGARPA. Se
realizaron de una a seis visitas por empresa durante nueve meses y en cada visita
se registraron las violaciones a las PSAs. El encargado de inocuidad del proceso
de cada empresa y/o personal de SENASICA estuvo presente durante los
muestreos.

En general, los ranchos cuentan con buena infraestructura y tecnologia en
el area de cultivo y de empaque (Cuadro 15, Figura 7); fueron evidentes, sin
embargo, violaciones a las PSAs. La extension de los terrenos fue desde 1 a 150
ha. En todos los cultivos se utiliza el sistema de riego por goteo con agua extraida

de pozos profundos (Figuras 8 y 9).
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Cuadro 15. Infraestructura sanitaria de las diez empresas.

EMPRESA INFRAESTRUCTURA

Empresa Hortaliza cultivo empacadora
A esparrago +1 +
B pepino gourmet + +
C lechuga + +
D brocoli + +
E jitomate orgénico + E*
F jitomate + +
G pimiento + E
H pepino europeo + +
I lechuga + +
J jitomate + +

! +, aceptable; +, marginalmente aceptable; -, inaceptable
* E, La empresa no cuenta con el area de empaque

La condicibn de aceptabilidad o no aceptabilidad de operaciones,
situaciones y una infraestructura sanitaria no resulta en ocasiones facil de medir.
Las violaciones pueden ocurrir de manera generalizada y frecuente o sélo
esporadicamente. Algunas tienen mayor impacto sanitario que otras. Cuando el
resultado de estas violaciones involucra una contaminacion fecal, se trata de una
violacién critica. Para contar con criterios minimos de infraestructura, se
consideraron:

e Predio colindante con crianza de animales con insuficiente proteccion

e Materia fecal animal o humana

e Presencia de animales

e Equipo sucio y estado de conservaciéon

e Material sucio y estado de conservacion

¢ Instalacion de sanitarios en area separada del area de cultivo y empaque

¢ Una instalacion sanitaria por cada 20 trabajadores
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e Con equipamiento sin agua potable, jabon liquido, papel higiénico, toallas
de papel, cesto de basura con bolsa plastica y gel antibacteriano

e Tapetes sanitarios sin germicida

e Materia organica en recovecos

e Trampas para fauna nociva en mal estado

e Calzado de calle dentro del invernadero o empacadora

e Uso de fertilizantes organicos inseguros

e Deficiente construccion del pozo profundo

Empresa A Empresa C Empresa D

Figura 7. Tipos de proteccion al cultivo entre las 10 empresas.
Empresa A, malla inadecuada; C: malla ciclonica; D, lienzo de piedra con malla ciclonica.
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Figura 8. Tipo de cultivo y de riego en las empresas.

Empresa A, cultivo de esparrago a cielo abierto; C, cultivo de lechuga a cielo abierto; D, cultivo de brocoli a cielo abierto; E, cultivo de jitomate
orgéanico en invernadero; F, cultivo de jitomate en invernadero; G, cultivo de pimiento morrén en invernadero; |, cultivo de lechuga a cielo abierto;
J, cultivo de jitomate en invernadero.
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Empresa A 7 Empresa C Empresa E

Empresa F Empresa G

Figura 9. Nivel de proteccion del pozo profundo en las empresas A, C, E, F, Gy K.
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Es necesario destacar que existe gran diferencia de las condiciones de
trabajo entre las empresas que comercializan a nivel nacional respecto a las de
exportacion. La exigencia que ejerce el gobierno de México y los clientes a los
productores es mayor cuando la comercializacidon se realiza en el extranjero.
Como era de esperar, fue menor la frecuencia de violaciones en las empresas que
hemos estudiado respecto a lo reportado en aquellas de produccién nacional
(Rangel, 2009).

Entre las diversas fuentes y mecanismos potenciales de contaminacion a
las hortalizas, destaca el agua de riego y los propios trabajadores
(Marteau et al., 1998; Greig et al., 2007). La calidad microbiana del agua de
irrigacion depende mayormente de la fuente de extraccion del agua. La mas
segura es la de pozo profundo. Puede, sin embargo, llegar a contaminarse por
fuentes cercanas al pozo o por dafios fisicos en su construccion. Por ejemplo, en
Argentina detectaron alta prevalencia de E. coli en el agua de pozo asociada a una
baja profundidad y por su proximidad a colecciones de aguas negras
(Marteau et al., 1998).

En los ranchos productores de hortalizas objeto de estudio, se almacena el
agua extraida de los pozos en estanques. La contaminacién puede generarse ante
un mantenimiento deficiente o si no se encuentra debidamente cercado o
protegido contra el ingreso de animales, sean silvestres o domésticos. Rangel
(2009) detectdé fauna domeéstica dentro del reservorio de agua en 50% de las
visitas a una empresa productora de zanahoria. Los niveles de E. coli detectados
fueron de 10.8 a >3,400 NMP/ 100 mL.

En general, en las 10 empresas los reservorios de agua se mantienen en
condiciones aceptables de proteccion y mantenimiento (Figura 10). Sin embargo,
especificamente en las empresas D y E el programa de mantenimiento es
inadecuado. Ambos estanques requerian desazolve. Peor aun, dentro del
reservorio de la empresa D se detectd un anfibio (Figura 11). Afortunadamente,

ante estos hallazgos, las empresas tomaron acciones de correctivas de inmediato.
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Empresa C Empresa D

Empresa E

I oty S w0 '

———— e —

Empresa K

Figura 10. Reservorios de agua en empresas productoras de hortalizas.

Empresa C, reservorio con infraestructura y proteccién aceptable; D, reservorio de concreto con
infraestructura y proteccion aceptable; E, reservorio de concreto con infraestructura aceptable; F,
reservorio de metal con infraestructura aceptable; G, reservorio de metal con infraestructura

aceptable; K, reservorio de piedra con infraestructura aceptable.

El Cuadro 16 muestra la frecuencia de violaciones a las PSAs de cada

empresa. Lamentablemente, el nUmero de visitas realizadas fue escaso, lo que

resta consistencia a los resultados evaluatorios. Entre las maniobras y condiciones

de trabajo con potencial peligro microbiano destaca de manera recurrente la falta

de uso de zapatos de trabajo y tapetes sanitarios sin germicida en la empacadora,

omision de guantes, cofia y mandil. Durante las visitas a las empresas se
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detectaron maniobras de los trabajadores que ponen en riesgo la inocuidad de la
hortaliza y estas maniobras fueron agrupadas como conducta antihigiénica de
trabajadores para incluirlas como violaciones a las PSA (Cuadro 16, Figuras 11y
12). Generalmente la mayoria de los trabajadores proviene de pueblos cercanos a
las empresas. No es raro que el trabajador durante su traslado a la empresa
contamine sus zapatos con materia fecal. La falta de eficacia en su desinfeccién
ya ha sido demostrada por Rico Romero (2003): pisar el tapete sanitario no redujo
significativamente el contenido de Enterobacteriaceae ni la positividad de E. coli.

Los trabajadores que tienen contacto directo con los alimentos durante su
produccién han sido reconocidos frecuentemente como responsables de la
diseminacién de patégenos causantes de brotes de ETA (Guzewich, 1999). En
EE.UU., el CDC (Centers for Disease Control) estimé que el 20% de los brotes
causados por agentes bacterianos son provocados por transmisién del patdgeno
al alimento a partir de manejadores infectados (Bryan, 1978).

La identificacion de cada evento de contaminacién a través de inspeccion
visual y muestreos para analisis microbiolégicos es virtualmente imposible. El
lavado correcto de las manos se ha reconocido como un método para la
prevencion de la contaminacion microbiana a los alimentos (Green et al., 2006).

El uso de guantes durante la cosecha y empacado de las hortalizas de
manera general no fue la regla; se observo sélo en el 50% de las empresas. Sin
embargo, su empleo para la proteccién de los alimentos no recibe reconocimiento
universal (Todd et al., 2010). Existen pros y contras para su uso: protegen al
trabajador de alimentos de posibles heridas y reciprocamente, protegen al propio
alimento de contaminacién. Uno de los principales inconvenientes es la sensacion
de seguridad, que propicia deficiente higiene de las manos y de los guantes
mismos (Todd et al., 2010; Paulson, 1996).
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Cuadro 16. Frecuencia de las violaciones a las condiciones que pueden afectar significativamente la inocuidad de las

hortalizas.
Etapa/ procedimiento/ accion Empresa

A B C D E F G H | J Total
Pr.edlo.c.ollndante con crianza de animales sin proteccion /6l 0/6 0/3 0/2 0/2 0/3 0/3 03 03 03 0/34
o insuficiente
Uso de ferti“zantes Orgé_nicos 0/3 0/6 0/3 0/2 2/2 0/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/31
Restos de alimentos 0 sus empaques 2/6 2/6 0/3 0/2 0/2 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 4/34
Materia feca| anima| 0 humana 0/6 0/6 0/3 0/2 0/2 0/3 0/3 0/3 0/3 3/3 3/34
Presencia de anima|esz 0/6 1/6 0/3 0/2 0/2 0/3 0/3 0/3 3/3 1/3 5/34
Equipo sucio 1/6 0/6 - 0/2 2/2 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 3/31
Instalacion 3sr;mltana en area separada del area de cultivo 0/6 0/12 03 02 012 03 03 0/3 0/3 0/3 0/40
y empaque
{\r":g‘gjz g;;s“a instalacion sanitaria por cada 20 o6 o012 03 02 | 02 03 o3 o3 o3 03 | 0/40
Equipamiento sin agua potable, jabén liquido, papel
higiénico, toallas de papel, cesto de basura con bolsa 6/9 0/12 0/3 0/2 0/2 0/6 0/3 0/3 0/3 0/3 6/46
plastica y gel antibacteriano
Tapetes sanitarios sin germ|c|da 0/6 15/21 - - 4/4 0/6 0/6 0/9 - 0/3 19/55
Materia Orgénica en recovecos 1/3 0/12 - 0/2 0/2 0/3 0/3 0/3 - - 1/28
Trampas para fauna nociva en mal estado 0/3 0/12 - - 0/2 0/3 0/3 0/3 - - 0/26
Aseo de| persona| (aparente) def|c|ente 0/6 0/12 0/18 0/12 2/12 0/18 6/18 0/18 0/18 0/18 8/150
F;?] gﬁo‘"Ste calzado exclusivo para trabajo dentro del 18/18  36/36 = 18/18 = 12/12 & 12/12 = 18/18 @ 18/18 18/18 18/18 18/18 186/186
:\'egr:‘jé’;f“;iﬁag: d?;"”os después de ir al bafio o al o/6 | 012 018 = 012 = 012 = 0/18 = 018 = 0/18 = 0/18 = 0/18 & 0/150
Conducta ant|h|g|én|ca de trabajadores 0/3 2/6 2/3 2/2 0/2 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 7/31
Total 35/123 83/254 38/365 14/94 12/98 21/135 28/132 39/135 39/120 22/123

" Frecuencia/nimero de observaciones
2 Dentro del rancho
% Mayor a 400 metros del area de cosecha
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Empresa A Empresa D, Empresa D,

Empresa D3

Empresa E;

Empresa F

i-' =

Figura 11. Principales violaciones a las PSAs detectadas en las empresas productoras de hortalizas.

Empresa A, carencia de solucién clorada para el lavado de la hoz y cubeta en la cosecha de esparrago; D, personal de la cuadrilla de cosecha
sentado en las mesas de empaque durante la cosecha de brdcoli; D1; cajas para empaque de brécoli en contacto con lodo; D2, animal silvestre
en reservorio de agua; E, pozo no protegido. Encharcamiento de agua permanente; E1, reservorio de agua descuidado; E2, tapetes sanitarios
secos. Mal concepto de tapete sanitario; E3, tapetes sanitarios secos; F, zona de composteo de estiércol justo afuera de la empresa (entrada
principal).
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Empresa F; Empresa F». Empresa F3

Empresa |,

Figura 12. Principales violaciones a las PSAs detectadas en las empresas productoras de hortalizas.

Empresa F,, disposicion de agua deficiente; F,, transito de animales domésticos y silvestres dentro de la empresa; F3, tlacuaches dentro del
invernadero; F4, herramientas de trabajo y accesorios personales sobre el producto empacado; G, invernadero en funcionamiento con &area
expuesta al ambiente; |;, paso comun para la poblacién a pocos metros de las tablas de cultivo; |,, presencia de animales domésticos dentro del
rancho; J;, tapetes sanitarios con tierra; J,, excretas de animales silvestres dentro del rancho.
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Para conocer de manera diferencial cobmo afectan a las hortalizas las
violaciones a las PSAs segun el tipo de cultivo, las diez empresas se
clasificaron en dos grupos: en cultivo abierto y en invernadero. Se eligieron
aguellas PSAs que estdn mas relacionadas con contaminacion fecal

(Cuadro 17) a partir de la lista de verificacion (Anexo A).

Cuadro 17. Violaciones a las PSAs. Porcentajes de violacion a las PSAs en
las 10 empresas segun el tipo de cultivo.

% violaciones

Situacion / procedimiento / accion _ _ Cultivo
Cultivo abierto

invernadero
Predio colindante con crianza de animales
. L - 0.0 0.0
sin proteccion o insuficiente
Materia fecal animal o humana * 0.0 16.7
Fauna doméstica o silvestre * 25 12.5
Bafios portatiles o fijos distantes** 0.0 0.0
Equipamiento sin agua potable, jabon
liquido, papel higiénico, toallas de papel,
e 0.0 0.0
cesto de basura con bolsa plastica y/o gel
antibacteriano
Falta lavado de manos después de ir al
~ L 6.3 0.0
bafio o al reanudar actividades
Tapetes sanitarios sin germicida 0.0 33.3
No se viste calzado de trabajo 100 83.3
Comportamiento inadecuado 22.1 17.2
% global 20" 18.3

% Letras iguales, no existe diferencia significativa entre el porcentaje de violaciones a las
PSAs entre tipos de cultivo (P < 0.05)

* dentro del rancho

** mayor a 400 m

Se analizaron y compararon los porcentajes de violaciones a estas PSAs
entre los dos grupos de empresas (Cuadro 17). No existe diferencia
significativa (P < 0.05) entre los porcentajes globales a las violaciones a las
PSAs entre las empresas segun el tipo de cultivo. Sin embargo, es necesario
insistir en que la trascendencia de las diferentes clases de violacion no tiene

la misma repercusion en cuanto al nivel de exposicién de los materiales a la
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materia fecal. Asi, la presencia de heces dentro de una empresa tienen un
impacto muy diferente que la carencia de toallas de papel en el bafio. Por otra
parte, debemos subrayar que el total de visitas y nimero de observaciones es

reducido, sobre todo tomando en cuenta que el estadio incluyé 10 empresas.
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5.2 Incidencia de microorganismos indicadores, Salmonella spp y L.
monocytogenes en hortalizas y superficies asociados a su cosecha
y empacado

El conocimiento de la abundancia y distribucion de los
microorganismos en las hortalizas y materiales es fundamental, como
referencia, para valorar la relacion entre esas poblaciones y la comisién de
violaciones de las PSAs al tiempo del muestreo. Elementalmente, en la
medida en que las poblaciones microbianas se presentan sin grandes
variaciones en los diferentes muestreos de un mismo material, mas
significativa sera el grado de asociacion con respecto a una o mas violaciones
especificas. Adicionalmente, la asociacion se hace mas consistente conforme
el numero de unidades analizadas es mas elevado. Como ya se indico,
algunas violaciones (manos sucias manejando directamente la hortaliza en la
zona de empaque) tienen un efecto inmediato y directo en el nivel de las
poblaciones microbianas detectadas. Tal tipo de violacién no sélo es pasajera,
sino que llega a resultar inconsistente, en términos de la oportunidad para ser
detectada en contraste con lo que ocurre ante una violacion que persiste de
manera mas 0 menos constante (agua de pozo inadecuadamente protegido, o

inadecuada desinfeccion del agua).

5.2.1 Incidencia global

A lo largo del estudio se analizaron 371 muestras compuestas de los
seis especies de hortalizas correspondientes a esparrago (26.7%), brocoli
(3.2%), lechuga (22.4%), jitomate (25.6%), pepino (17.5%) y pimiento morron
(4.6%).

De manera global, los rangos de Enterobacteriaceae (ENT), coliformes
fecales (CF) y E. coli (EC) fueron de 1.4 a 8.8 Log UFC ENT/unidad, 0.52 a
2.68 Log NMP CF/unidad y 0.52-2.68 Log NMP E. coli/unidad (Figura 13). La
mediana de ENT en las hortalizas fue de 4.34 Log UFC/unidad, y las de CF y
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E. coli estuvieron por debajo del limite de deteccion (<0.82 Log NMP/unidad)
(Cuadro 18). La positividad (valores mayores al limite de deteccion) de CF y
E. coli fue significativamente diferente (P< 0.05); con 10.3 y 4.3%,

respectivamente.
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Figura 13. Coliformes fecales (CF), E. coli (EC) y Enterobacteriaceae (ENT)
en 371 muestras de hortalizas de 10 empresas exportadoras.

Cuadro 18. Distribucién de los microorganismos indicadores en 371 hortalizas
de las 10 empresas.

Grupo

indicador @ N Media Minimo 25% Mediana 75% 90% Maximo
ENT 313 421+1.89° 140 277 434 552 636 883
CF 225 062+038 052 052 052 052 067 268
EC 312 055+020 052 052 052 052 052 268

% Log UFC ENT/ unidad, Log NMP CF/ unidad, Log NMP E. coli/ unidad
®|Log UFC + error estandar
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Sagoo et al. (2003), al examinar 3,826 muestras de ensaladas de
verduras crudas en Inglaterra, observaron que la mayoria de las muestras
(99.3%) mostraban una calidad microbiol6gicamente satisfactoria 0 aceptable
de acuerdo a las Directivas Microbioldgicas del Laboratorio de Servicio de
Salud Pdblica de aquel pais (Cuadro 19). Por otra parte, la Comision
Internacional de Seguridad Microbioldgica de los Alimentos (ICMSF) también
sugiere limites microbiologicos para productos horticolas (Anénimo, 1978): de
5 muestras de hortalizas frescas de un lote, 2 pueden tener valores mayores a
10 UFC E. coli/ g, pero menores a 100 UFC E. coli /g. Salmonella debe de
estar ausente en 25 g de 10 muestras de un lote.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la calidad microbiana (en
funcion de la presencia de E. coli) de las hortalizas producidas en las
empresas exportadoras estudiadas resultan aceptables (cumplen ademas con
infraestructura sanitaria y apego a las PSAs). Este sefialamiento, ademas,
estd en armonia con los limites microbianos establecidos en otros paises
(Sagoo et al., 2003; An6nimo, 1978).

Esta situacion general contrasta con la que suele reportarse para otras
empresas en las cuales las hortalizas se exponen a diversas fuentes de
contaminacion en el campo: contacto con estiércol no tratado, agua
contaminada, trabajadores infectados, contenedores, herramientas sucias y
presencia de animales (FDA, 2008) (primeras empresas Mx/Mx del Cuadro
20). Resulta concluyente en principio: el apego a las PSAs generalmente

excluye la presencia de patdgenos en las hortalizas.
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Cuadro 19. Criterios microbiolégicos del Laboratorio de Servicio de Salud Publica para el aseguramiento de la calidad
microbiolégica de algunas muestras de alimentos listos para su consumo en el punto de venta. Reino Unido

Criterio de calidad microbiol6gica
Patégeno Satisfactorio Aceptable No satisfactorio Inaceptab{l)(z/"g(r)éigmalmente
E. coli <20 UFC/g 20 a <100 UFC/g >1 00 UFCl/g No aceptable
L. spp <20 UFC/g 20 a < 100 UFC/g >100 UFC/g No aceptable
L. monocytogenes < 20 UFC/g 20 a< 100 UFC/g NA >100 UFCl/g
Campylobacter spp Negativo en 25 g Detectado en 25 g
Salmonella Negativo en 25 g Detectado en 25 g
E. coli O157:H7 Negativo en 25 g Detectado en 25 g
Fuente: Sagoo et al., 2003.
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Cuadro 20. Incidencia de E. coli y Salmonella en hortalizas segun el lugar de

produccion.
i Incidencia
p/C? Er;: 2 HO;ta I.Zas (%) Observaciones Fuente
p producidas EC Salm?
Lechuga, L .
L Deteccion de animales .
MX /MX* 4 chlcorla,,jltor.nate 73 silvestres en area de cultivo Ruiz
y brocoli ) (2007)
lechuga 12 93 y reservorios de agua
Abuso de las violaciones a
1 zanahoria 58 94 las PSAs. Deteccién de.
aves muertas en reservorio Rangel
MX IMX de agua (2009)
Deteccion de animales
1 Zanahoria 19 4 silvestres en area de cultivo
y empacadora.
. Buena infraestructura y Orozco
MX/ EEUU 1 Jitomate 3.6 3 apego a las PSAs (2008)
. Buena infraestructura y Castafieda
MX/ EEUU 1 Apio 35 05 apego a las PSAS (2010)
Jitomate,
lechuga, Empresas orgénicas
EEUU/ 32 pimiento morrén, 43 15 certificadas. Buena Mukherjee
EEUU pepino, brécoli, ' infraestructura sanitariay et al (2004)
calabaza, apego a las PSAs
manzana, fresa
. Estudio de 3.5 afios de Luedtke et
CAN/CAN NE° Jitomate y 0 duracién. Empresas al
pepino certificadas. (2003)
E_Spafr ago, Empresas certificadas. .
MX/ EEUU pepino, Jltomat?’ 0 Buena infraestructura Estudio
lechuga, brécoli, actual

L , sanitaria.
pimiento morrén

" Lugar de produccién / Lugar de comercializacién del producto
% Nimero de empresas

® Salmonella

4 MX, México; EEUU, Estados Unidos; CAN, Canada

®> NE, No especificado
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5.2.1.1 Incidencia de microorganismos indicadores segun el tipo de
cultivo

Diversos estudios muestran que el cultivo en invernadero protege
mayormente la calidad microbiana de las hortalizas que el cultivo a cielo
abierto. Por ejemplo, Luedtke et al. (2003) reportaron que de 246 muestras de
hortalizas (jitomates y pepinos) cultivadas en invernadero ninguna resulté
positiva a E. coli o Salmonella, mientras que productos cultivados a cielo
abierto como brocoli, lechuga, calabaza y col tuvieron una prevalencia de
E. colide 0, 12.5, 2.78 y 5.88%, respectivamente (Mukherjee et al., 2006).

Los resultados de nuestro estudio muestran que el nivel de
contaminacion por E. coli en las hortalizas en ambos ambientes puede llegar
a ser muy bajo.

Es notable que las poblaciones de Enterobacteriaceae se encuentren
entre 1.4 y 8.8 log UFC/unidad, en tanto los CF y E. coli tienden a estar
ausentes independientemente del ambiente de produccion; por otra parte,
aunque las concentraciones de unos y otros son reducidas, el andlisis
estadistico mostr6 una diferencia significativa entre los dos grupos
microbianos. Sin embargo, no existe diferencia significativa con el contenido
de E. coli para ambos tipos de cultivo (5.9% en cultivo abierto y 2.1% en
invernadero) (Figura 14). Esta observacién subraya la limitada confiabilidad

en el uso de los coliformes fecales como indicadores de contaminacion fecal.
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Figura 14. Resumen de carga de 1) Enterobacteriaceae; 2) coliformes
fecales; 3) E. coli en hortalizas segun el tipo de cultivo.
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La mayoria de las muestras para cualquier tipo de cultivo, presentan

niveles de CF y E. coli tan reducidos, que incluso la mediana se localiza por
debajo del limite de deteccion (< 0.82 Log NMP/ unidad y Cuadro 21). Tales

cifras pueden considerarse como la expresion del grado de proteccion que las

empresas aplican durante la produccion de las hortalizas, hasta el punto de

diluir el efecto negativo de la empresa D por laborar con condiciones menos

rigidas de operacién en comparacion con las demas empresas.

Cuadro 21. Resumen del contenido de Enterobacteriaceae (ENT), coliformes
fecales (CF) y E. coli (EC) en hortalizas de 10 empresas segun el tipo de

cultivo.
_ Enterobacteriaceae Coliformes fecales E. coli
Hortaliza Log UFC / unidad Log NMP / unidad Log NMP / unidad
N min | med | max | N min | med | médx | N min | med | max
gt‘;g‘xg 181 | 1.40 | 5.00 | 8.83 | 97 | 0.52 | 0.52 | 2.60 | 169 | 0.52 | 0.52 | 2.38
Invernadero | 132 | 1.40 | 2.76 | 853 | 128 | 0.52 | 0.52 | 2.68 | 143 | 0.52 | 0.52 | 2.68
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5.2.1.2 Incidencia de microorganismos indicadores segun el tipo de
hortaliza

Si se examinan las poblaciones de Enterobacteriaceae entre los seis
tipos de hortalizas, se advierte una gran variabilidad. Este grupo contempla
microorganismos que no necesariamente tienen como hébitat el tracto
intestinal. Es un indicador mas relacionado con la flora gram negativa
ambiental en las hortalizas que las bacterias meséfilas aerobias en lo
referente a la proteccion contra fuentes de contaminacion humana, animal o
ambiental y a la eficiencia de los procesos de lavado y desinfeccion de las
hortalizas, como se refiere mas adelante con el esparrago.

El 4.3% de las hortalizas resulto positivo a E. coli. Los valores mayores
de contaminacion fecal pertenecen a pepino gourmet, pepino europeo brocoli
y lechuga (Cuadro 22), situacion que mas adelante se comentara. De
cualquier manera, 95.7% de las muestras tuvo poblaciones de E. coli por
debajo del limite de deteccion (< 0.82 NMP /unidad), observacion que apoya
la buena calidad sanitaria de las hortalizas en general.

Una vez mas, la flora bacteriana de cada tipo de las hortalizas se
caracteriza por niveles de varios log UFC/unidad de Enterobacteriaceae, y de

niveles reducidos de CF y E. coli (Figura 15 y Cuadro 23).

Cuadro 22. Incidencia de E. coli en hortalizas.

Hortaliza % E. coli (+/N)*
Esparrago 1.3 (1/79)
Pepino gourmet 6.9 (2/29)
Pepino europeo organico 3.1 (1/32)
Lechuga 10.3 (8/78)
Brocoli 8.3 (1/12)
Jitomate organico 0 (0/23)
Jitomate convencional 0 (0/46)
Pimiento morrén 0 (0/13)

(+/N), muestras positivas/namero total de muestras
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Figura 15. Contenido de microorganismos indicadores segun el tipo de hortaliza.
1) Enterobacteriaceae; 2) coliformes fecales; 3) E. coli.
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Cuadro 23. Resumen de Enterobacteriaceae (ENT), coliformes fecales (CF) y E. coli en hortalizas de diez empresas.

Hortaliza

Enterobacteriaceae (Log UFC)

Coliformes fecales (Log NMP)

E. coli (Log NMP)

N min med max N min med max N min med max
Esparrago " 90 2.70 5.75 8.83 15 0.52 0.52 2.60 79 0.52 0.52 1.11
Lechuga ° 80 1.40 4.30 6.54 72 0.52 0.52 2.38 78 0.52 0.52 2.38
Pepino europeo “ 32 1.40 5.04 7.84 32 0.52 0.52 1.04 32 0.52 0.52 1.04
Pepino gourmet " 29 1.40 4.30 8.53 17 0.52 0.52 2.68 29 0.52 0.52 2.68
Brécoli 9 11 2.23 2.90 3.67 10 0.52 0.52 2.38 12 0.52 0.52 0.89
Jitomate “ 60 1.40 1.40 5.98 69 0.52 0.52 0.52 69 0.52 0.52 0.52
Pimiento morréon “ 11 1.40 1.40 5.40 10 0.52 0.52 0.52 13 0.52 0.52 0.52
9Log UFC/ g

Y Log UFC/ unidad
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E. coli se detectd en el 1.8% de las hortalizas organicas (pepino europeo y
jitomate), 2.6 veces menor que su incidencia entre las de cultivo convencional,
aunque éstas diferencias no fueron significativas (P <0.05). En contraste, algunos
estudios insisten que las hortalizas organicas se encuentran mas expuestas a la
contaminacion fecal. Por ejemplo, Mukherjee et al. (2004) analizaron F&H
organicas y convencionales producidas en EE.UU. La mayor positividad a E. coli
se encontraba entre las hortalizas organicas (seis veces mayor que las

convencionales) con diferencia estadisticamente significativa, P< 0.05.
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5.2.2 Incidencia de patdgenos en los seis tipos de hortalizas

Salmonella spp no fue detectada en ninguna muestra de hortaliza
(Cuadro 24), condicion que no suele ser la regla. Estudios en empresas
mexicanas productoras y exportadoras de hortalizas, que cuentan con
infraestructura sanitaria aceptable y apego a las PSAs, han detectado Salmonella
spp aunque con baja incidencia (Orozco, 2008; Castafieda, 2010).
Mukherjee et al, (2006) estudiaron empresas productoras de hortalizas en EEUU
durante dos afios y no detectaron Salmonella en ninguna de las 2,029 muestras
analizadas.

Las fuentes mas importantes de patégenos durante la pre-cosecha es el
agua de irrigacién y el abono aplicado como fertilizante. Numerosos estudios han
demostrado la sobrevivencia por largos periodos de E. coli O157:H7 y de
Salmonella en abono (Matthews, 2006). Existe una gran controversia entre la
calidad microbiana de productos horticolas organicos versus los convencionales.
Se ha sugerido que las F&H pueden contener elevada positividad de patdgenos si
los cultivos han sido fertilizados con estiércol (Castafieda, 2010).

En este estudio se analizaron muestras de composta de dos de las
empresas, una productora de jitomate y la otra de pepino europeo. Sélo en la
segunda se detectd Salmonella. Los niveles oscilaron entre 0.04 y >24 NMP
Salmonella/g de composta. Aunque no se detectdé Salmonella en el pepino
europeo, el riesgo de contaminacién es considerable.

L. monocytogenes fue detectada en lechuga y jitomate con una positividad
global de 9.4% (8/85) (Cuadro 25). Este microorganismo es ampliamente ubicuo,
por lo que no es sorprendente su deteccion en hortalizas frescas
(Rocourt y Cossart, 1997). Una de las razones de la importancia de
L. monocytogenes en F&H es la “tolerancia cero” que EE.UU. mantiene como
politica para productos de importacion. La incidencia del patdgeno en un producto
determinado, podria sugerir una contaminacion intermitente y asociada a la
formacion de biopeliculas en el equipo que tiene contacto directo con las hortalizas
(Prazak et al., 2002).

75



Cuadro 24. Incidencia de Salmonella spp en hortalizas colectadas en las diez
empresas.

Hortaliza N positividad (%)
Esparrago 78 0 (0/78)*
Lechuga 63 0 (0/63)
Pepino europeo organico 32 0 (0/32)
Pepino gourmet 26 0 (0/26)
Brécoli 12 0 (0/12)
Jitomate organico 29 0 (0/29)
Jitomate 43 0 (0/43)
Pimiento morrén 17 0 (0/17)
Total 300 0 (0/300)

! muestras positivas/ muestras analizadas

Cuadro 25. Incidencia de L. monocytogenes hortalizas colectadas en las diez
empresas.

Hortaliza N Positividad (%)
Esparrago 15 0 (0/15)!
Lechuga 17 35.3 (6/17)
Pepino europeo 4 0 (0/4)
Pepino gourmet 16 0 (0/16)
Brécoli 6 0 (0/6)
Jitomate 27 7.41(2/27)
Pimiento morrén - -

Total 85 9.41 (8/85)

! muestras positivas/ muestras analizadas

Las hortalizas se contaminan con L. monocytogenes principalmente a partir
de la terra en que se cultivan (Al-Ghazali y Al-Azawi 1990;
Renterghem et al., 1991). Alun asi, la incidencia en las hortalizas es baja. Por
ejemplo, Heisick et al (1989) analizaron mil muestras de hortalizas crudas y solo
50 mostraron la presencia de L. monocytogenes; siendo negativas muestras de
brécoli, zanahoria, coliflor, lechuga, champifion y jitomate. En otro estudio,
Simoén et al. (1992) analizaron pepinos con el porcentaje de positividad de
L. monocytogenes, en pepinos fue de 2.2, col 1.2 y rabanos 14.4%. En general

reportan 7.8% de positividad a L. monocytogenes en verduras crudas.
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Ferndndez et al (1999) en un estudio realizado en una empresa productora
de brocoli precocido y congelado, detectaron la presencia de Listeria spp en 11 de
101 muestras de brécoli crudo; s6lo 3 correspondieron a L. monocytogenes. La
positividad al patdgeno, sin embargo, se elevo a 35% en el producto precocido y
congelado. Esta contaminacion se asocidé basicamente a deficiencias en el

proceso de enfriamiento con agua clorada previo a la congelacion.
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5.2.3 Incidencia de indicadores en superficies con contacto directo con las

hortalizas en las diez empresas

Las superficies que entran en contacto con las hortalizas desde el cultivo
hasta el empaque pueden aportar microorganismos indeseables. Algunas de las
principales fuentes de contaminacion son las manos y guantes de los
trabajadores, herramienta de corte, contenedores y mesas en la zona de
empague.

En nuestro estudio se investigd la incidencia de Enterobacteriaceae,
coliformes fecales, E. coli y Salmonella spp en materiales asociados a la
produccion y empaque de hortalizas. En el Cuadro 26 se especifica el tipo de

muestras colectadas en cada empresa.

Cuadro 26. Tipos de superficies analizadas en cada una de las diez empresas.
SUPERFICIE

Empresa Manos Guantes H%réaglﬁgta Contenedores Mesas
A v
B v 4 v v d
C v v v
D 4 v d
E 4 v
F v v v v d
G v v v
H v v v d
| v v
J v v 4

Segun se indicé, se habia observado congruencia entre la ejecucion de las
PSAs y la calidad microbioldgica de las hortalizas. En general la incidencia de ENT
en las superficies varid0 considerablemente (<2.18 a 8.29 Log UFC/unidad),
mientras que los CF y E. coli mostraron rangos de <0.52 a >3.38 Log UFC/unidad
para ambos grupos. La incidencia de CF fue del 20 y de E. coli de 6.8% (todos,

valores mayores a 0.82 NMP/ unidad, Figura 16) lo que sugiere que en general las
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condiciones sanitarias de trabajo podrian considerarse aceptables
(Ruiz, 2007).

Hay que subrayar que los resultados y comentarios siguientes tienen un
valor limitado considerando el reducido nimero de muestras disponibles. No se

trata pues, de una imagen absolutamente consistente de la realidad objeto de

estudio.
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Figura 16. Enterobacteriaceae (ENT), coliformes fecales (CF) y E. coli (EC) en superficies
con contacto directo en la produccién de hortalizas de las diez empresas exportadoras.
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En general, las cargas microbianas en las diferentes superficies siguen
patrones semejantes a los de la empresa F (Figura 17).

La empresa D presentd el mayor nimero de muestras de superficies con
diferencias significativas en el contenido de los microorganismos indicadores en
comparacion con las demés empresas, incluso de contaminacioén fecal por E. coli,
situacién que se asocia bien con una mayor frecuencia de violaciones a las PSAs.

La carga de ENT en los contenedores fue de 2.8 Log UFC/400 cm? con
diferencias menores entre empresas, exceptuando a los contenedores de la
empresa B que mostraron la mayor carga de ENT (4.2 Log UFC ENT/400 cm?).

Sin embargo, la contaminacion por E. coli sélo se detecté en los
contenedores de las empresas F (11%) y H (5%). Estos materiales en ambas
empresas, no fueron almacenados adecuadamente; por ejemplo, en la empresa F
estaban expuestos al medio ambiente y durante las visitas se detecto la presencia
de animales dentro del invernadero y del rancho (tlacuaches, liebres y perros).

Muchos de los manejadores de los alimentos, en parte influenciados por
antecedentes culturales, asumen que ya que las hortalizas se originan a través del
suelo, no habra diferencia entre el equipo de corte si es o no higienizado y
almacenado adecuadamente (Angelillo et al., 2001; Brackett, 1999). Una de las
formas de minimizar el riesgo de contaminacion es recurriendo a herramientas de
acero inoxidable (tijeras, cuchillos, mesas) o de plastico (contenedores) de facil
limpieza (Pabrua y William, 2004). Si la higienizacion es nula o deficiente, estas
herramientas pueden diseminar al patégeno independientemente del material con
el que estan fabricados.

En los resultados de nuestro estudio destacan las empresas B y D por
mostrar mayores diferencias en la incidencia de los tres grupos microbianos ENT,
CF y E. coli en herramientas de corte en comparacion con las demas empresas
(Cuadro 27).
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Cuadro 27. Mediana de ENT, CF y E. coli en herramienta de corte de 8 empresas.

Empresa Log UEC Log NMP CF/ Log NMP EC/
ENT/ unidad unidad unidad
B 4.87%+0.29* 1.28°+0.18 0.52°+0.09
C 4.05°+0.28 058°+0.12 0.58°+0.08
D 5602+0.44 2.06%+0.20 1.20%+0.13
F 276°+0.35 0.52°+0.15 0.52°+0.11
G 2239+042 052°+0.17 0.52°+0.13
H 293%+042 0.74°+0.17 0.74°+0.13
| 3.34+0.32 052°+0.13 0.52°+0.09
J 2.18%+054 0.52°+0.25 0.52°+0.18

abed ) etras iguales entre columnas no existe diferencia significativa (P<0.05)
carga del indicador en herramienta de corte
* Log medias * desviacion estandar

En 90.9% de las muestras de superficie de mesas y 100% de las de
guantes positivas a E. coli provenian de la empresa D. Los rangos de positividad
fueron de 0.9 a 3.38 Log NMP/400 cm? de mesa y de 1.07 a 3.08 Log NMP/guante
(Figura 18). Las demas empresas tuvieron valores menores al limite de deteccion
(0.82 Log /unidad) para mesas y guantes.

Los muestreos de brocoli tuvieron lugar en la temporada de lluvia.
Generalmente el suelo de las tablas de cultivo se torna lodoso, aumentando la
probabilidad de que los trabajadores resbalen, ensucien los materiales que

manejan y transporten microorganismos indeseables.
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Figura 17. Resumen de los grupos indicadores en cinco tipos de superficies de la
empresa F. 1) Enterobacteriaceae; 2) coliformes fecales; 3) E. coli.
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En las manos, la incidencia de E. coli fue de 4.1%. La concentracion de los
diferentes microorganismos indicadores fue de 3.4 Log UFC ENT/mano, < 0.52
Log NMP CF/mano y 0.3 Log NMP E. coli/mano. ElI 60% de las muestras de
manos positivas a E. coli provenian de la empresa C (Figura 18).
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Figura 18. Resumen de contenido de E. coli en tres superficies de las empresas..

Mejorar las practicas de higienizacion de las manos de los trabajadores es
critico para la reducciébn de enfermedades transmitidas por los alimentos
(Green et al., 2006). Es conocido que los manejadores de alimentos pueden
propagar enfermedades a través del contacto de agentes patdégenos del tracto
gastrointestinal con las manos a objetos que tengan contacto con los alimentos o
directamente a estos. Guzewich (1999), encontré6 que de 81 brotes de ETAs

atribuidos a alimentos contaminados por trabajadores 89% de esos brotes la

83



transmision de patdgenos fue mediante las manos de los trabajadores. Un lavado
adecuado puede significar la reduccién a la transmisién de patdgenos a los
alimentos o a otros objetos (Montville et al., 2002; Michaels et al., 2004). Cuando
son alimentos que no son listos para consumir se minimiza el peligro de
contaminacion al usar barreras como guantes y utensilios (Green et al., 2006). No
obstante, algunos profesionales creen que el uso de guantes promueve practicas
deficientes de lavado de manos (Fendler et al., 1998; Lynch et al., 2005;
Green y Selman, 2005).

Entre las superficies colectadas en cultivo abierto y en invernadero no se
encontré diferencia significativa en la incidencia de E. coli (media por debajo del
limite de deteccion, es decir, menor a 0.82 NMP/unidad, Figura 19). No obstante,
los valores maximos encontrados del microorganismo fueron detectados en
superficies que se muestrearon en cultivo abierto (Cuadro 28). Esta situacidén en
congruente con la deficiente o nula higienizacion en algunas superficies y a las
malas practicas agricolas que fueron detectadas sobre todo en la empresa D,

productora de brocoli.
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Figura 19. Frecuencia de E. coli en contenedores, herramienta de corte, manos,
guantes y mesas segun el tipo de cultivo: invernadero o cultivo abierto. Rangos
expresados en Log NMP/unidad.

Cuadro 28. Resumen de ENT, CF y E. coli en superficies segun el tipo de cultivo.

. Enterobacteriaceae Coliformes fecales E. coli
Cultivo (Log UFC/ unidad) (Log NMP/ unidad) (Log NMP/ unidad)
N min med max| N min med max| N min med max
Abierto 182 1.70 3.23 8.29|167 0.22 052 3.38|199 0.22 052 3.38
Invernadero | 288 0.74 2.28 8.04 | 221 052 1.65 3.08 285 0.22 0.52 1.89
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5.3 Asociacion entre las practicas sanitarias de operacion y los niveles de
microorganismos indicadores y patdégenos en las hortalizas y en

materiales asociados a su cultivo y empaque.

La buena infraestructura sanitaria en conjunto con la ejecucion de las PSAs
deben cumplirse con mayor rigurosidad en aquellas empresas dedicadas a la
exportacion (aunque no limitarse a ellas) de F&H como estrategias para mejorar la
situacion sanitaria durante su produccion. La Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) es la dependencia
gubernamental facultada para expedir documentos que sirven de base para la
aplicacion de estas PSAs y PSO, asi como normar, verificar y certificar los
sistemas de reduccion de riesgos de contaminacion fisica, quimica vy
microbioldgica durante la produccién primaria (FDA, 2001). La SAGARPA también
esta facultada para que los sitios de produccién de estas hortalizas sean objeto de
evaluacion, auditorias, verificacion y certificacion del cumplimiento de estas
practicas sanitarias a través de normas oficiales, disposiciones legales aplicables
o lo requerido por las autoridades de otros paises. La libre comercializacién de
productos agricolas mexicanos esta condicionada al cumplimiento de requisitos
que en materia de Sistemas de Reduccion de Riesgos le requieren otros paises.
Su cumplimiento es un requerimiento técnico obligado para la distribucion de esos
productos en el mercado (SAGARPA, 2010).

Uno de los requisitos para obtener el certificado como empresas
exportadoras consiste en comprobar que los procedimientos de higienizacion de
las hortalizas y superficies que tengan contacto directo con ellas sea eficiente.
Esta eficiencia generalmente se valora en términos de una disminucién de 3 a 5
logaritmos de determinados grupos indicadores.

En este trabajo se estudidé el comportamiento de los microorganismos
indicadores en las hortalizas 0 materiales antes y después de que se llevaran a
cabo algunas précticas de trabajo como:

e El uso de jergas para la limpieza del pepino europeo y jitomate en las

empresas Hy J.
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La eficiencia del procedimiento de lavado y desinfeccion del esparrago
Comportamiento de las densidades de microorganismos indicadores en
pepino gourmet antes y después la remodelacion del piso en el &rea de
empague.

Eficiencias de los procedimientos de higienizacion de superficies en las

empresas
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5.3.1 Limpieza de pepino europeo Yy jitomate con jerga antes de su

empacado

Durante esta operacidbn no es raro incurrir en maniobras que pueden
perjudicar la imagen microbiana de los productos.

Al pepino europeo (empresa H) y al jitomate (empresa J) se les retira el
polvo de la superficie con jergas. El contenido microbiano de estos trapos se
muestra en la Figura 20.

HENT
BCcF
BEC

Log microorganismo indicador / trapo

0 T )

Empresa

Figura 20. Contenido de microorganismos indicadores en jergas utilizadas para
remover el polvo del jitomate y del pepino europeo (empresa H y J) justo antes de
su empacado.

Los fomites se definen como materiales inanimados que circunstancial y
temporalmente suelen encontrarse contaminados por un microorganismo de
interés (Fernandez- Escartin, 2008). Con el tiempo, los trapos llegan a acumular
materia organica, y con la humedad que se va incorporando, se facilita la
proliferacion de microorganismos constituyendo reservorios activos de gérmenes
indeseables. Esta situacién no se limita a las hortalizas durante su empacado. Por
ejemplo, Enriquez et al. (1997) detectaron Salmonella en 15% de los trapos

usados en cocinas de hogares en EE.UU., mientras que en Holanda,
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Beumer et al. (1996) reportaron que los mayores reservorios de L. monocytogenes
en el ambiente de los hogares fueron precisamente los trapos de cocina (47%).

En nuestro estudio se muestrearon las hortalizas durante su cultivo y
empaque. Dos productos fueron objeto especial de valoracion, el esparrago y el
pepino gourmet porque son las Unicas dos hortalizas que reciben un tratamiento

de lavado y desinfeccion.

5.3.2 Lavado y desinfeccion del esparrago

El esparrago se cosecha en la temporada de lluvia (junio a septiembre), por
lo que es comun que llegue a la empacadora con una carga inaceptable de tierra;
por lo que es necesario someterlo a un tratamiento de lavado y desinfeccién
(Figura 21).

Cosecha R Transporte a .| Pre-lavado* . Lavado**
> empacadora » agua a presion > 150 ppm cloro
A 4
Hidroenfriado Empacado Seleccion
Em barque < 150 a 200 ppm cloro < <
manual

Figura 21 Proceso de cosecha-empaque del esparrago.
* Sélo se lleva a cabo el pre-lavado cuando el esparrago cuenta con gran cantidad de lodo
** Recirculacion del agua de lavado aproximadamente durante 1.5 h

El esparrago se deposita dentro de contenedores de plastico perforados. Se
hace pasar agua a presion entre los contenedores que se encuentran apilados y
se vierte el contenido de cada uno en una banda que los transporta y somete a un
bafio por aspersion con agua clorada (150 ppm) aproximadamente por 10
segundos. Esta agua recircula alrededor de hora y media antes de ajustar de
nuevo el contenido de cloro libre. A continuacion se seleccionan segun su calidad
comercial (tamafo, grosor e integridad), se corta parte del tallo (que tuvo contacto
con la tierra) y se colocan en cajas de plastico. ElI esparrago empacado se
desinfecta con agua clorada por aspersion (cloro a 150-200 ppm durante 15
minutos, 4- 6°C).
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En esta empresa (A), (durante dos muestreos) se determiné las poblaciones
de bacterias en la tierra, esparrago en cultivo, espéarrago recién lavado y
esparrago recién desinfectado. En el primer muestreo no habia llovido cuando se
colectaron las muestras, situacion contraria en el segundo muestreo. En ambos
casos, aun existiendo diferencia en el contenido de materia extrafia en los
esparragos, el lavado no disminuyé la carga de ENT de forma significativa
(P<0.05) con respecto al espérrago en cultivo; sin embargo, la diferencia si fue
significativa para este grupo indicador entre los esparragos muestreados durante
el cultivo respecto al empacado y desinfectado (Cuadro 31). Se recomienda en
general una reduccion minima de 3 a 5 logaritmos en el contenido bacteriano
(Sapers et al., 2006).

La media de ENT en el esparrago durante el cultivo fue de 6.40
(Log/esparrago), y en el empacado y desinfectado de 4.40, es decir, 2 logaritmos

de disminucion (Figura 22).
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Figura 22. Reduccion de las poblaciones de Enterobacteriaceae durante el
proceso de cosecha-empacado del esparrago en la empresa A.

Cultivo, lavado y desinfectado se refiere a los esparragos colectados durante esa parte del
procedimiento.
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El proceso de lavado de las hortalizas lleva implicita la posibilidad de
provocar una contaminacion cruzada, especialmente cuando el agua es reusada o
recirculada (Luo et al., 2011). Por lo tanto, la presencia de un agente germicida en
el agua de lavado es critica para prevenir por un lado, la sobrevivencia, por otro la
transferencia del patdégeno. Atencidon especial merece cuidar que la materia
organica no interfiera en la efectividad del tratamiento.

Al medir la concentracién de cloro del agua de lavado al inicio del proceso y
monitorearla durante la hora y media en la que recircula, en la empresa A (durante
el lavado del esparrago), se encontré que a los 30 minutos de iniciado el proceso
ya no era posible detectar cloro libre. No se observd una disminucién de la carga
de Enterobacteriaceae en el esparrago después de su lavado. Por lo que el ajuste
de la concentracion inicial y la frecuencia del monitoreo resultan esenciales para
garantizar una operacion exitosa de lavado- desinfeccion.

El cloro es ampliamente utilizado por la industria que produce hortalizas y
ensaladas, permitiendo tan solo un impacto minimo en su calidad nutricional y
sensorial (Liu et al., 2002). Cuando las hortalizas son puestas en contacto con el
sistema de lavado, el aumento repentino de materia organica proveniente de los
tejidos de la planta ocasionara una disminucion rapida del acido hipocloroso. Si la
demanda de cloro excede la disponibilidad se propicia la contaminacién cruzada
mencionada. Aumentar la concentracion de cloro en el sistema puede estar
indicada, si bien se favorece la formacion de bioproductos toxicos que podrian
afectar la salud de los trabajadores de esa area (Gil et al., 2009). Por estas
razones, la mayoria de los sistemas que utilizan cloro para la desinfeccion de las

hortalizas procuran mantener la concentracion de cloro con limite de 200 ppm.
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5.3.2.1 Poblacion de Enterobacteriaceae en pepino gourmet durante la
remodelacion del &rea de empaque

En la empresa B, productora de pepino gourmet, se llevd a cabo una
remodelacion del piso del area de empaque a partir de la tercera visita (seis en
total). La remodelacion consistié en lijar el piso para re-cementar. Aparentemente
el polvo liberado y suspendido en el aire no sélo afect6 el area de empaque, sino
el de cosecha (Figura 23). El aumento en la poblacién de ENT fue de casi 5
logaritmos (2.25 a 7.21 Log UFC ENT/pepino), mientras que la incidencia de
E. coli paso de 0 al 16.7% con niveles promedio de 2.48 log NMP E. coli/ pepino.
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Figura 23. Enterobacteriaceae en pepino gourmet antes y durante la remodelaciéon
del &rea de empacado.

En la practica, podria desconocerse el antecedente de la obra de
remodelacion al efectuar los muestreos y de la propia hortaliza con el propdsito de
valorar las practicas de trabajo que ahi se realizan. La consecuencia seria una
interpretacion erronea de los factores que determinan una elevacion en el
contenido del grupo indicador de los materiales examinados ajenos a la verdadera
situacion prevalente en el sitio implicado. Es claro que el acto de muestreo por si

solo (y fuera de contexto) debe evitarse en todos los casos.
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5.3.3 Lavado y desinfeccibn de contenedores, manos, guantes,
herramientas de corte y mesas
En general la reduccion de la carga de ENT fue similar o menor a un
logaritmo después del lavado y/o desinfeccion de las superficies (Cuadro 29). Los
guantes y herramientas de trabajo no mostraron diferencia significativa entre la

carga de ENT antes y después del lavado y desinfeccion (Cuadro 29).

Cuadro 29. Enterobacteriaceae en superficies antes y después del proceso de
lavado y desinfeccion de superficies.

Cultivo Media*
N Antes N Lavadoy desinfectado Reduccion*
Contenedor 58 2.922+1.25%* 52 2.38" +0.40 0.54
Guante 14 3.37%+1.39 12 3.05%+0.93 0.32
Herramienta de corte 38 3.06%*+1.39 40 3.16%+1.18 -0.1
Mano 44 3.34%+1.26 48 2.58°+0.84 0.76
Mesa 15 3.332+1.21 18 2.30°+0.35 1.03

2P etras iguales en renglones no existe diferencia significativa (P<0.05) de carga del indicador en
superficies antes o después de su higienizacion.
* Log UFC ENT/ unidad

** | og media + desviacion estandar

Los CF y E. coli estuvieron en la mayoria de los casos por debajo del limite
de deteccion, incluso antes de aplicar el tratamiento de higienizacion. La
incidencia de E. coli antes del tratamiento fue del 7.1 y de CF del 10.5% (niveles
de 0.9 a 3.38 Log NMP/ unidad). Las superficies desinfectadas tuvieron una
positividad de E. coli de 5.9% y de CF de 8.33% con niveles de 1.07 a 2.56 Log
NMP/unidad. No existe diferencia significativa en la incidencia de E. coli como
consecuencia de la higienizacion (P <0.05), pero si es menor el grado de
contaminacion.

Es evidente lo innecesario de incluir a los CF en adicién a la E. coli para la
valoracion de la calidad sanitaria de las superficies. Durante varias décadas los
CF han sido utilizados como indicadores de contaminacion fecal. Sin embargo, la
capacidad de fermentar la lactosa con produccion de gas a temperaturas de 44 -
445 °C no es un parametro consistente para identificar microorganismos
provenientes  del tracto intestinal o] de las heces fecales

(Kornachi y Johnson, 2001). Bacterias como Klebsiella spp, Enterobacter spp y
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Citrobacter freundii, por ejemplo, pueden colonizar sustratos ajenos al tracto
intestinal (Kenittel et al.,, 1977; Splittstoesser et al., 1980; Cox et al., 1988;
Ruiz, 2007). Por tal razén, el empleo de E. coli adquiere mayor significado que los
CF para este proposito (APHA, 1992). Por otra parte, las ENT son mucho mas
abundantes que CF en las superficies de trabajo y hortalizas. Mientras mas
elevadas las poblaciones microbianas de un cierto grupo en un material, son
mayores los margenes para evaluar la relacion entre los cambios en la
concentracion, y los factores que contribuyen a tales cambios (en muchos casos
las PSAs). Resumiendo, existen buenas razones para prescindir de los CF y
recurrir a las ENT y la E. coli como microorganismos indicadores de eficacia de
algunas practicas de trabajo y de posible exposicion directa o indirecta a la materia
fecal en los materiales que tienen contacto con los alimentos.

En los resultados de nuestro estudio destacan las empresas B y D por
mostrar mayores diferencias significativas en la incidencia de los tres grupos
microbianos ENT, CF y E. coli en herramientas de corte (Figura 24). En la
empresa B, la irregularidad del lavado y desinfeccién de las herramientas no fue
frecuente y en la D, era muy marcado el comportamiento inadecuado de los
trabajadores durante la cosecha. Estos resultados también se observaron en las
mesas de empaque y guantes.
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Figura 24. Resumen de la carga de microorganismos indicadores en la

herramienta de corte de siete empresas.
1) Enterobacteriaceae; 2) coliformes fecales; 3) E. coli.

A primera vista podria esperarse que la diferencia observada entre la
frecuencia de E. coli (como indicador de contaminacion objetable en las hortalizas)
es congruente con el nivel de proteccion que provee el invernadero con respecto
al que se observa durante el cultivo a cielo abierto. El andlisis estadistico muestra
sin embrago, que dicha diferencia (5.32 contra 2.05%) no es significativa (P<0.05).
Una postura racional al respecto es reconocer la proteccion que provee el
invernadero contra dicha contaminacion. Podria plantearse que un incremento en
los valores de N condujera a un nivel de significancia estadistica entre las dos
poblaciones de E. coli en las hortalizas.

Como en el caso de los materiales inertes, en las hortalizas no se detecto la

presencia de Salmonella en 315 muestras. Esta condicion se observé tanto en
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presencia como en ausencia de E. coli. El sefialamiento anterior también es
aplicable si las hortalizas provienen de cultivos en invernadero o en cielo abierto
(Cuadro 30). La ausencia de Salmonella no excluye obligadamente la eventualidad
de que haya ocurrido una contaminacion fecal, lo que es explicable. Por un lado, la
materia fecal que llegara a contaminar las hortalizas podria encontrarse libre de
Salmonella. Por otra parte, es posible una contaminacion lejana en el tiempo que
ha propiciado la inactivacion del patégeno por accion de factores ambientales tales
como desecacion, accion de la luz UV o temperatura adversas al patdégeno
(Collins, 1971; Brandl et al., 2002; Gruzdev et al., 2010). En estas condiciones,
aun es posible el hallazgo de E. coli de origen fecal, que puede detectarse (con
resultados negativos para Salmonella) partiendo del hecho que la concentracidon
del indicador suele estar presente en niveles mucho mas elevados del patdgeno.
Generalmente se acepta que el cultivo en invernadero protege mayormente a las
hortalizas que a las cultivadas a cielo abierto; en este estudio se encontrd que es
posible mantener una calidad sanitaria similar en las hortalizas para ambos tipos

de cultivo.

Cuadro 30. Porcentaje de E. coli, Salmonella en las hortalizas y violaciones a las
practicas sanitarias agricolas y de operacion de las diez empresas segun el tipo de
cultivo

Tipo de N* E. coli Salmonella Violaciones a las PSAs
cultivo (%)" (%) n¥ %
Abierto 169 5.32° 0 7/98 7.14°
Invernadero 146 2.05% 0 20/171 11.70%
Total 315 3.81 0 27/269 10.04

% Letras iguales entre % E. coli o de violaciones a las PSAs segun el tipo de cultivo, no existe
diferencia significativa (P<0.05)

* Muestras de hortalizas analizadas

T La muestra se consideré positiva cuando Log NMP E. coli > 0.82

* Violaciones detectadas/nimero maximo de violaciones posibles
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La verificacion de las practicas sanitarias de trabajo implica una seleccion
cuidadosa de los microorganismos indicadores idéneos. Como se ha sefialado, la
deteccidn/ cuantificacion de E. coli permite evidenciar maniobras o situaciones que
sugieran directa o indirectamente una contaminacion fecal. Tanto la frecuencia
como la densidad de E. coli en las superficies de trabajo, fueron en general de
bajo nivel. En tales condiciones, puede intentarse una asociacion entre el grado de
exposicion a la contaminacion fecal (en términos de E. coli) y las violaciones a las
PSAs observadas.

Durante el muestreo se estimé de manera visual el grado de suciedad.
Siguiendo una escala visual del 1 al 4, donde 1 significa suciedad nula y, 2, 3, 4;
baja, media y alta respectivamente. En las Figuras 25,26, 27, 28 y 29 se advierte
el nivel de asociacion entre el grado de suciedad en diversos materiales y la
poblacion de E. coli. La frecuencia del indicador en la mayoria de las muestras de
superficies (manos, guantes, mesas, contenedores y herramienta de corte)
muestran niveles de E. coli menores a 7 células/unidad independientemente del
grado de suciedad. Mas aun, muestras visiblemente limpias llegan a contener
poblaciones de E. coli mas elevadas que aquellas con alto nivel de suciedad
aparente. Aparentemente no existe una relacién entre el grado de suciedad y la
presencia de E. coli.

En la mayoria de las muestras de superficie en su conjunto no se detectd
E. coli (93.2% con niveles menores al limite de deteccion, esto es 0.82 Log
E. coli/unidad). Excepcionalmente se obtuvieron valores maximos de E. coli, que si
embargo no sobrepasan 3.5 Log NMP/unidad independientemente del grado de
suciedad (Figuras 25, 26, 27, 28 y 29). Es interesante destacar que los maximos
niveles de E. coli se detectaron en superficies de la empresa D, justamente la que
mostro la mayor frecuencia de violaciones a las practicas sanitarias. Es notorio
que el patron de distribucion cuantitativo de E. coli, se mantiene muy préximo
entre las diferentes superficies valoradas.

Es pertinente dejar establecido que los términos suciedad y materia fecal no
tienen equivalencia que les de validez dentro de la valoracion de las PSAs. La

presencia de materia fecal en un sustrato puede ser insignificante y aportar
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nameros inaceptables de E. coli, sin que esta condicidbn pueda ser detectada
visualmente. La suciedad mas bien, debe entenderse (en su connotaciébn mas
amplia) como la expresion de una sanidad inadecuada ajena o no a la presencia
de materia fecal. No por eso ha de ser tolerable, y debe de ser evitada
rigurosamente dentro de un programa de sanidad. Materia extrafia en el equipo y
otras superficies pueden estar presentes en ausencia de materia fecal. En este
caso es pertinente recurrir a los grupos microbianos indicadores de deficientes
PSAs o de procesos de higienizacion en los materiales como las
Enterobacteriaceae y eventualmente los organismos coliformes que resultan méas
sensibles que la E. coli. Tal es la situacién de los resultados de los procesos de
lavado y desinfeccién de hortalizas y superficies de trabajo en las empresas
estudiadas. Las Figuras 25, 26, 27, 28 y 29 muestran la baja incidencia de E. coli
en los diferentes materiales (medianas menor al limite de deteccion, 0.82 Log
NMP E. coli/unidad) independientemente del grado de suciedad. Si se desea
conocer el efecto de los procesos de higienizacién, llega a ser notorio cuando se
cuantifica el grupo de las Enterobacteriaceae (Cuadro 29), caso contrario cuando
sélo se apoya con la determinacion de las poblaciones de E. coli.
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6 CONCLUSIONES

No se detectd Salmonella spp en ninguna muestra de hortaliza ni de
superficie. Este resultado negativo puede estar determinado por:

e la ausencia del patégeno en las hortalizas o en la materia fecal.

e el bajo numero de hortalizas analizadas por empresa. Efectivamente las
hortalizas resultaron negativas al patdgeno, lo que no excluye la eventual
contaminacion por materia fecal dentro de las tablas de cultivo.

e el patdgeno podria encontrarse en muy bajos nimeros méas all4 de los
limites de deteccién con las técnicas de analisis seguidas: cultivo tradicional
y PCR.

e la hortaliza podria haberse contaminado con el patégeno, y al tiempo del
andlisis se habria inactivado.

Por tanto, la Salmonella no constituye un parametro confiable de
verificacion de las PSAs en lo referente a su hallazgo en los materiales. El
resultado negativo no es concluyente, es decir, no implica inocuidad en las F&H.

La frecuencia de E. coli en las hortalizas y superficies que con ellas tienen
contacto directo tienden a ser congruentes con la incidencia de las violaciones a
las PSAs en donde se involucra directa o indirectamente la contaminacion fecal.

No fue significativamente diferente (P <0.05) la incidencia de E. coli en
hortalizas procedentes de cultivo abierto respecto a las de invernadero.

Es pertinente recurrir a grupos microbianos con significado mas general, por
ejemplo, Enterobacteriaceae y eventualmente organismos coliformes. Es decir,
como indicadores de deficientes PSAs o de procesos de lavado y desinfeccion,
estos grupos bacterianos resultan mas sensibles que la E. coli, tomando en cuenta
una abundancia mayor en los materiales, previo a los tratamientos
descontaminantes.

El apego a las especificaciones que establece SAGARPA para minimizar el
riesgo de contaminacion por patégenos en las hortalizas, que hace énfasis en la

disponibilidad de una infraestructura sanitaria, ejecucion de PSAs y las PSO, y
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capacitacion al personal que interviene en el proceso de -cultivo-empaque,
promueve la inocuidad de las hortalizas.

El enfoque mas consistente para procurar la inocuidad microbiana de las
F&H continua siendo la aplicacion de PSAs apoyadas con pruebas de laboratorio
de verificacion en etapas o localidades criticas a lo largo del proceso de
elaboracion hasta el producto empacado.

El trabajo presenta algunas limitaciones:

e soOlo se incluyen empresas que en general siguen practicas sanitarias

de trabajo

¢ un reducido y diferente nimero de visitas entre las empresas

¢ un limitado numero de observaciones y muestras analizadas

Los resultados de este estudio resultan de utilidad como base de datos o
referencia con valor para la planeacion y ejecucién de un programa con objetivos

similares que se lleve a cabo en mayor escala.
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Anexo A

1. Formato para registro de las condiciones que pueden afectar significativamente

la inocuidad de las hortalizas

LISTA DE VERIFICACION
VISITA NUM: FECHA:

INVERNADERO:

ETAPA/PROCEDIMIENTO/ACCION

SI

NO

AREA DE CULTIVO

1. Predio colindante con crianza de animales sin protecciéon o
insuficiente

Uso de fertilizantes organicos

Restos de alimentos 0 sus empaques

Materia fecal o animal

ok iwin

Presencia de animales

COSECHA

6. Equipo sucio

7. Material sucio

SANITARIOS

8. Instalacion en area separada del area de cultivo y empaque

9. Una instalacién sanitaria por cada 20 trabajadores

10.Equipamiento con agua potable, jabon liquido, papel higiénico,
toallas de papel, cesto de basura con bolsa plastica y gel
antibacteriano

INSTALACIONES EN EMPACADORA

11. Tapetes sanitarios con germicida

12.Lavabos con agua potable, jabon liquido, toallas de papel, gel
antibacteriano

13.Bandas transportadoras aparentemente limpias

14.Materia organica en recovecos

15. Trampas para fauna nociva

VESTIMENTA

16.Aseo del personal (aparente)

17.Calzado exclusivo dentro del invernadero

18. Ausencia de lavado de manos después de ir al bafio o al reanudar
actividades

19.Uso de guantes, cofia y/o mandil

Notas: escribir al reverso de la hoja las observaciones
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Anexo B

1. Recuento de coliformes totales, fecales y E. coli por la técnica del NMP

Muestra

v

Diluciones
decimales

y

Caldo lactosado
35°C/ 28h

A 4

Tubos positivos
(Produccién de gas)

Coliformes totales
CLBVB
35 °C/24h

A 4

Coliformes fecales
CLBVB
445 +0.2 °C/ 24h

\ 4

Produccién de gas

(+)

A 4

Cémputo (NMP)

A 4

Caldo fluorocult
(40 pL)
445+ 0.2 °C/ 48h

v

Produccién de gas

(+)

A

Fluorescencia (+)
(Luz UV)

Indol positivo (+)
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2. Técnica tradicional para la deteccién y aislamiento de Salmonella spp

Muestra

Lactosa (-)
Glucosa (+)
H.S (+/-)
Gas (+/-)

\ 4

TSI

CST Pre- enriquecimiento
35 °C/ 24h
A 4
v v
CRV CTT Enriquecimiento
| |
43 °C/ 24h
0
XLD SB Aislamiento
35 °C/ 24h
I ¢ Pruebas bioauimicas
LIA Urea 35 °C/ 24h
Descarboxilacion de la Ureasa (-)
lisina (+)
H,S (+/-)
v
Antisuero Poly A-l y Vi Confirmacion
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3. Deteccion de Salmonella spp mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (Liu et al., 2002)

Muestra
\ 4
csT _ Pre-
enriquecimiento
35°C/ 24 h

v
90 °C/ 20 } Lisis celular

*Iniciacion: 93 °C/ 5 min

A 4 *30 Ciclos de:
Amplificacion *93 °C/ 10 seg
(Gen blanco: InvA) | < *42 °C/10 seg
*72 °C/45 seg

*Extension final
*72 °C/ 10 min

Agarosa 1.5% \ 2 : \
100V/ 90min Electroforesis

v BrEt
Revelado 10 ppm/ 20 min
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4. Deteccion de Listeria spp y L. monocytogenes (APHA, 1992).

Enriguecimiento
35°C/ 48 h

v
Caldo Fraser

Tubos ennegrecidos

MOX

Muestra
4
Pre- enriquecimiento
UVM 30°C/ 24 h
0.1 mL 1mL
v
PCR

4
4

Aislamiento

35°C/ 48 h

y
Identificacién de género y

especie

A
Pruebas

bioquimicas

v

PCR
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5. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa. Especificaciones para L. monocytogenes (Alzar y Alarcon, 2002).

Cepa o muestra pre-enriquecida en UVM

v
90 °C/ 20 } Lisis celular

( *Iniciacion: 94 °C/ 5 min

*35 Ciclos de:
v *94 °C/ 30 seg
Amplificacion { *50 °C/45 seg
(Gen blanco: hly) *72 °Cl45 seg
*Extension final
\ *72 °C/ 5 min
Agarosa 1.5% } v
100V/ 90min Electroforesis
v BrEt
Revelado {10 ppm/ 20 min
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