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RESUMEN

Una empresa productora de pimiento por técnica de hidroponia en México,
detectdé un dafio en el pedunculo y el céliz del fruto. Las pérdidas poscosecha
debido a estos dafios se estimaron en 30,000 dolares en 2008. La presencia de
este hongo en pimiento morrén puede ser un factor que influya en el
establecimiento de bacterias patdgenas como Salmonella spp. y Listeria
monocytogenes. Los objetivos de este trabajo fueron: 1) aislar e identificar al
hongo causante del deterioro del pimiento morron, 2) determinar la distribucién de
los posibles reservorios del hongo(s) dentro de la empresa, y 3) evaluar el efecto
de la presencia del hongo en el comportamiento de Salmonella spp. y L.
monocytogenes en la superficie del pimiento morrén. Durante nueve meses se
colectaron 1144 muestras (pimiento morron, materiales diversos, soluciéon
hidroponica, superficies y equipo). Se cuantificaron microorganismos indicadores
(bacterias mesofilas aerobias (BMA), coliformes totales (CT), hongos/levaduras
(HL) y Escherichia coli, y se determind la presencia de L. monocytogenes y
Salmonella spp. Se evalu6 el comportamiento de Salmonella spp. y L.
monocytogenes a 22 y 10°C en la superficie del pimiento en ausencia y presencia
del hongo deteriorador. Los hongos aislados de pimientos deteriorados se
identificaron como Fusarium stilboides y Rhizopus stolonifer. En pimiento morrén
los niveles de BMA, CT y HL fueron de 5.3, 3.7 y 5.7 Log UFC/pimiento,
respectivamente. E. coli estuvo presente en pimiento (5%) y solucién hidropdnica
(33%). Salmonella se detectdé en pimiento morrén (3%) y en superficies de
empaque (2%). El género Listeria se recuper6 en el 12 y 25% de las muestras de
pimiento morrén y fibra de coco, respectivamente, mientras que L. monocytogenes
no se detectd en ninguna muestra. Salmonella y L. monocytogenes sobrevivieron
en la superficie del pimiento morron durante 14 dias de almacenamiento a 10 y
22°C; al final del estudio los niveles de ambos patégenos oscilaron entre 5 Log
UFC/g a 22°C y 4 Log UFC/g a 10°C. Los resultados mostraron que la
contaminacion esporadica puede ocurrir y dar lugar a la presencia de patdgenos
como Salmonella en los pimientos morrdn cultivados en el invernadero estudiado.
La capacidad de sobrevivencia de Salmonella y L. monocytogenes en la superficie
del fruto puede significar un riesgo para el consumidor. La capacidad de
Salmonella de sobrevivir en el fruto podria ser mejorada por la presencia de
Fusarium stilboides causante del deterioro en pimiento.

(Palabras clave: Fusarium stilboides, Capsicum annuum L., invernadero)



SUMMARY

In bell peppers produced in Mexican greenhouses a damage in the stem
and calyx of the fruit was detected. The post-harvest losses due to this damage
were estimated in 30,000 dollars in 2008. Additionally, the presence of this mold on
the surface of bell pepper could be a factor promoting the establishment of
pathogenic bacteria such as Salmonella spp. and Listeria monocytogenes. The
objectives of this study were 1) to isolate and identify the mold(s) causing the
damage to bell peppers, 2) to determine the distribution of potential reservoirs of
mold(s) within the company, and 3) to evaluate the effect of the presence of this
mold on the behavior of Salmonella spp. and L. monocytogenes on the surface of
bell pepper. During nine months, 1144 samples were collected (bell pepper,
materials, hydroponic solution, surfaces and equipment). Indicator microorganisms
were quantified (aerobic plate count (APC), total coliforms (TC), molds and
Escherichia coli), and the presence of L. monocytogenes and Salmonella spp were
determined. The behavior of Salmonella spp. and L. monocytogenes on the
surface of bell pepper at 22 and 10 °C in the absence and presence of the mold
(causing the damaged) were studied. The molds isolated from damaged bell
peppers were identified as Fusarium stilboides and Rhizopus stolonifer. In bell
pepper the levels of APC, TC and molds were 5.3, 3.7 and 5.7 Log CFU / pepper,
respectively. E. coli was detected on peppers (5%) and hydroponic solution (33%).
Salmonella was recovered in bell pepper (3%) and conveyor belts in the packing
area (2%). The genus Listeria was recovered in 12 and 25% of the samples of bell
pepper and coconut fiber, respectively, whereas L. monocytogenes was not
detected in any sample. Salmonella and L. monocytogenes survived on the surface
of pepper for up to 14 days of storage at 10 and 22°C, at the end of the study the
levels of both pathogens ranged from 5 log CFU/ pepper at 22°C and 4 log CFU /
pepper at 10°C. The results showed that sporadic contamination can occur and
lead to the presence of pathogens such as Salmonella on the peppers grown in the
greenhouse studied. Salmonella and L. monocytogenes can survive on bell
peppers, representing a health risk to the consumer. The ability of Salmonella to
survive on the fruit could be enhanced by the presence of Fusarium stilboides,
fungus responsible of the bell pepper decay.

(Keywords: Fusarium stilboides, Capsicum annuum L., greenhouse.)
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|. INTRODUCCION

La evolucion en los sistemas de produccion agricola en los ultimos afios
ha derivado en métodos de control de enfermedades en frutas y hortalizas mas
racionales y respetuosas del medio ambiente. La problematica de los cultivos
horticolas, su rapida evolucion y dinamismo y las exigencias de los mercados, han
hecho necesario un esfuerzo para adecuar las técnicas de produccion a las
nuevas practicas agrondmicas y de control de plagas y enfermedades. El hecho
de que productores de frutas y hortalizas, como el caso del chile pimiento morrén
(Capsicum annuum L.), provenientes de otros paises se establezcan en México,
hace que en este sector surja el interés por mejorar la produccion y evitar al
maximo pérdidas monetarias al reducir riesgos en sus empresas.

El cambio en la dieta hacia el consumo de mas frutas y hortalizas frescas
y la globalizacién del mercado, ha traido como consecuencia el incremento en el
ndamero de enfermedades relacionadas con productos frescos (Tauxe y col.,
1997).

Si bien los productos de origen animal son los vehiculos mas comunes en
los brotes de salmonelosis (FDA, 2001), el consumo de frutas y hortalizas crudas
muestra una participacion creciente entre los alimentos implicados en brotes
(Beuchat, 1996). En Estados Unidos se reporté un brote entre los meses de abril y
agosto del 2008 por Salmonella Saintpaul diagnosticada en 1407 personas en 43
estados. El alimento implicado fue chile jalapefio y serrano cultivados en un
rancho en México, y el Centro de Prevencion y Control de Enfermedades de
Estados Unidos (CDC por sus siglas en ingles) concluy6 que el brote fue derivado
del consumo de chiles crudos contaminados (Maki, 2009).

Derivado del Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN) la
exportacion de hortalizas de México a Estados Unidos se ha catalogado como un
negocio en franca expansion. México es el principal abastecedor de frutas y
hortalizas al mercado de ese pais. Entre los productos que se exportan destacan
el pimiento morrén, pepino y jitomate. La exportacion de pimiento morrén a
Estados Unidos ha crecido mas de cuatro veces en el periodo de 1996-2006
(FOCIR, 2008).



En una empresa mexicana localizada en estado de Querétaro productora
de chile pimiento morron se detect6 un dafio en el pedunculo y el caliz del fruto en
poscosecha causando pérdidas de hasta 30,000 délares en 2008. La presencia de
este hongo en el chile puede ser un factor que influya en el establecimiento de
bacterias patégenas como Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, trayendo
como consecuencia la solicitud de cooperacion del area cientifica para poder
identificar los riesgos microbiologicos y tomar medidas para obtener un producto
de buena calidad e inocuo que permita su exportacion y venta nacional, para
finalmente llegar a manos del consumidor.

La participacion de microorganismos deterioradores en frutos y hortalizas
han traido como consecuencia que los productores tengan pérdidas monetarias
importantes; se hace necesario considerar que el desarrollo de estos
microorganismos deterioradores como los hongos puede favorecer el
establecimiento de microorganismos patdgenos, debido a que los hongos podrian
permitir un exposicion de nutrientes debido a que sus enzimas pectinoliticas
pueden destruir la pared del fruto y dejar expuestos los nutrientes para que otro
tipo de microorganismos los aprovechen y favorezcan su establecimiento.

Es por esto que la colaboracion del sector cientifico como es el caso del
laboratorio de inocuidad microbiana de los alimentos del Programa de Posgrado
de Alimentos del Centro de la Republica con la industria es importante ya que en
conjunto se pueden aplicar los conocimientos generados para obtener un beneficio
tanto econdémico gracias a la reduccion de pérdidas en la produccién por el
rechazo del producto debido al deterioro; como un avance en la calidad del
producto mejorando su condicién microbiologica y reduciendo riesgos a la salud

del consumidor debido a la presencia de microorganismos patdgenos.



II. ANTECEDENTES

2.1 Microbiologia de frutas y hortalizas
La poblacion microbiana en frutas y hortalizas se localiza

fundamentalmente sobre sus partes externas, que por lo general corresponde a la
gue existe en el entorno (Fernandez, 2008).

Se designa como “filo plano” a la interface entre la hoja y su entorno. La
parte mas externa corresponde a la cuticula constituida por una matriz de
polimeros polisacéaridos y ceras. Funcionalmente es una barrera efectiva que evita
la pérdida de agua; las ceras son muy resistentes a la accién de microorganismos,
aunque algunos hongos muestran capacidad para degradarlas, lo que les da
caracter de fitopatdbgenos (Mandrell y col., 2006).

La presencia de microorganismos patdégenos esta determinada por las
practicas culturales que se sigan en la fertilizacion de la tierra y las condiciones
sanitarias prevalentes durante el cultivo y la cosecha de los productos. Pueden
identificarse diversos microorganismos intestinales: bacterias, virus, quistes y
huevecillos de parasitos. Su origen se localiza en el uso de aguas negras para
riego, fecalismo al aire libre, acceso a animales domésticos o de crianza o uso de
desechos animales como abono y los factores ambientales (Fernandez-Escartin,
2008).

Entre las bacterias mas comunes en las verduras predominan los bacilos
gram negativos aerobios, como Enterobacter, Citrobacter, Erwinia carotovora,
Pseudomonas spp.; destacan entre los gram positivos Lactobacillus spp.,
Enterococcus, Bacillus y Micrococcaceae (Fernandez-Escartin, 2008).

A diferencia de las verduras, las frutas exhiben un pH mas é&cido y
generalmente un mayor contenido de carbohidratos simples; por estas razones
presentan una flora un tanto diferente en la que predominan hongos y bacterias
acido lacticas (BAL). Entre los hongos deterioradores hay que destacar
Aspergillus, Penicillium, Mucor, Alternaria, Cladosporium y Botrytis (Brackett,
1994). Las especies de Aspergillus, Rhizopus y Penicillium sobresalen entre los
hongos que se encuentran en las fresas, peras liofilizadas, pasas, almendras y

avellanas (Weidenborner y col., 1995).



La presencia de bacterias patdgenas en el interior de frutas y hortalizas
integras, aunque posible no parece ser un acontecimiento comun, sobre todo si se
toman precauciones aplicando las practicas agricolas sanitarias (PAS).

En las partes externas de los frutos y hortalizas los microorganismos
(potenciales deterioradores y patdgenos) pueden persistir en periodos variados. La
supervivencia de los microorganismos intestinales en verduras y frutos es lo
suficientemente amplia para llegar a comprometer la salud de la poblacion que la
consume cruda.

Los microorganismos residentes en las superficies de las hojas de las
verduras se encuentran sujetos a condiciones estresantes que comprometen su
viabilidad, por ejemplo cambios en la humedad relativa y efecto de la luz
ultravioleta. La capacidad para superar estas adversidades contribuye a establecer
la diferencia entre una bacteria patégena a la planta o no.

En las frutas y hortalizas existen bastantes nutrientes para mantener la
multiplicacion de microorganismos, tanto deterioradores como patdgenos.

La actividad de bacterias, hongos y levaduras da lugar a la pérdida de
aproximadamente 15% de las frutas y hortalizas cosechadas (Harvey, 1978). Asi
mismo el estado fisioldgico de las plantas tiene influencia en el proceso de
descomposicion. En las frutas y hortalizas climatéricas (platano y jitomate) el
proceso de maduracién continla una vez cosechados. Hay una degradacion
progresiva de los tejidos (senescencia) promovida por la liberacién de enzimas
con aparicibn de sustancias que facilmente son metabolizadas por los
microorganismos. La refrigeracion retrasa el estado de senescencia de frutas y
hortalizas pero la temperatura 6ptima no es la misma para todas ellas. Si no se
controla la humedad ambiental el producto se deshidrata y perdera su valor
comercial. Un exceso de humedad, sin embargo, permite la proliferacion mas
activa de microorganismos deterioradores. Los microorganismos pectinoliticos
generalmente muestran potencial psicrétrofo. Debido al bajo pH que generalmente
muestran las frutas, los hongos y levaduras son mas activos agentes de deterioro

que las bacterias (Fernandez-Escartin, 2008).



2.2 Enfermedades asociadas al consumo de frutas y hortalizas

La epidemiologia de las enfermedades transmitidas por los alimentos
depende en gran medida de los cambios globales en los sistemas de produccion,
manejo y consumo de los alimentos, de las caracteristicas inherentes de los
microorganismos y de la susceptibilidad del individuo que los consume
(Hernandez-Iturriaga, 2003).

A partir de verduras crudas es posible recuperar una diversidad de
bacterias patdgenas, las entero patégenas son las mas frecuentes en aquellas
provenientes de terrenos expuestos a la contaminacion fecal evidente (riego con
aguas negras, uso de fertilizantes organicos, aves, ganado mayor y animales
domésticos préximos), pero también es posible su hallazgo en terrenos exentos a
estas practicas (Fernandez-Escartin, 2008).

Brotes por E. coli O157:H7 han ocurrido debido a lechuga y sidra (Tauxe,
1997); por Cyclospora cayetanensis en frambuesas (Herwald y col.,, 1997) y
Salmonella en jitomates (Tarok y col.,, 1997). En 2008 se reportd6 en Estados
Unidos un brote entre los meses de abril y agosto del 2008 por Salmonella
Saintpaul que afecté a 1407 personas en 43 estados. El alimento implicado fueron
chiles jalapefios y serranos cultivados en una granja en México, y el Centro de
Prevencion y Control de Enfermedades de Estados Unidos concluyé que el brote
fue derivado del consumo de chiles crudos contaminados (Maki, 2009).

La presencia de bacterias patdgenas en el interior de frutas y hortalizas
integras, aunque posible, no parece ser un acontecimiento comun, sobre todo
cuando se aplican programas preventivos como el de buenas practicas agricolas.
Sin embargo una vez eliminada la cascara, las partes internas se exponen a la
contaminacion y eventual proliferacién de microorganismos. En diversos estudios
se ha observado el potencial desarrollo que muestran algunas bacterias
patogenas en frutas y hortalizas. Por ejemplo en trozos de sandia, papaya y
jicama almacenadas a 25-27°C, S. Typhi eleva su ndmero en pocas horas
(Fernandez-Escartin y col., 1989). Se reconoce actualmente que el desarrollo de
bacterias patdégenas puede llegar a ocurrir en el exterior de frutas y hortalizas

crudas como el jitomate (Beuchat y Brackett, 1991).



Como cualquier otro alimento crudo, la falta de un tratamiento terminal
durante el proceso de frutas y hortalizas crudas o minimamente procesadas puede
resultar en la presencia de peligros bioldgicos en el producto cuando este llega al
consumidor.

El amplio espectro de enfermedades relacionadas con alimentos ha
cambiado en los Ultimos afios, de tal manera que patdégenos ya bien conocidos
han sido controlados o eliminados y nuevos han emergido. El éxito frente a los
nuevos desafios ocurrira en la medida en que se ponga atencién en la vigilancia
en la salud publica, en la investigacion cuidadosa de nuevos problemas y en la
atencion responsable a la inocuidad de los alimentos del campo a la mesa. Con
esta informacion es posible la creacion de programas de vigilancia adecuados
para la implementaciéon de medidas de control para evitar enfermedades (Tauxe,
2002).

2.3 Fuentes y mecanismos de contaminacion en frutas y hortalizas

La produccion de frutas y hortalizas esta teniendo mas importancia debido
a la gran promocion que se hace para su consumo en paises desarrollados como
es el caso de Estados Unidos donde promueven el consumo de 3 a 5 frutas
diariamente . El cultivo de hortalizas y frutas esta muy asociado a la presencia de
microorganismos ya que estos pueden llegar al alimento por diversas fuentes de
contaminacion como son el aire, la tierra o el agua contaminados con materia
fecal, abonos, animales y el humano. Sin embargo, algunas bacterias patégenas
al hombre y transmitidas por alimentos no tienen antecedente de exposicion a la
contaminacion fecal. Tal es el caso de patégenos como L. monocytogenes,
Clostridium botulinum y Bacillus cereus que suelen provenir del medio ambiente,
en tanto Staphylococcus aureus llega a los alimentos a través de la piel o
descargas nasofaringeas (Fernandez-Escartin, 2008).

Por medio de agua que no ha sido tratada debidamente se incorporan
microorganismos patdogenos como es el caso de V. cholera y Salmonella. La
intervencién del humano en la produccion de estos alimentos es una fuente
potencial de contaminacion, el cual por no llevar acabo medidas de higiene
necesarias como el lavado de manos puede incorporar microorganismos al

producto (Fernandez-Escartin, 2008).



La contaminacion cruzada durante el empacado juega un importante
papel en la contaminacion de productos frescos (Beuchat y Ryu, 1997). Aunque
los vehiculos que propician la contaminacion no son conocidos, la evidencia
sugiere que esta contaminacion puede deberse al contacto con las manos de
obreros portadores asintomaticos de microorganismos patégenos (Jimenez y col.,
2007; Montville y col., 2001).

Los microorganismos pueden llegar a contaminar de manera interna el
producto por medio de algun dafo mecanico, permitiendo el acceso a los
nutrientes y favoreciendo su desarrollo. Este mecanismo puede llevarse acabo
gracias a la accién de microorganismos fitopatdgenos como es el caso de los
hongos pectinoliticos que llegan a causar dafio en superficie de frutos y permite la
entrada de bacterias (Fernandez-Escartin, 2008). La infiltracién por diferencia de
temperatura es otra forma por la que un microorganismo puede llegar al interior de
la hortaliza o fruto. Esto es debido a la generacion de presion negativa al someter
al fruto cosechado a una temperatura menor (lavado) que la que se encuentra en
el interior (Zhuang y col., 1995). Esta siendo estudiado el mecanismo por
infiltracion radicular como un posible mecanismo de contaminacion a frutas y
hortalizas. Otro mecanismo puede ser a través de nematodos, que al estar
contaminados con bacterias sirvan como vehiculos de los microorganismos hacia
el interior de las plantas y llegar al fruto.

En las frutas y hortalizas es comun el desarrollo de hongos seguido por el
desarrollo de bacterias, esto esta relacionado a que en la produccion de frutas y
hortalizas la humedad relativa es alta, lo cual favorece al desarrollo de los hongos
(Fernandez-Escartin, 2008)

Las medidas de prevencion para minimizar la presencia de
microorganismos, es haciendo uso de practicas agricolas y capacitando al
personal que labore en los invernaderos en cuanto a la importancia de las
medidas de higiene en la produccién, manejo y almacenamiento de los alimentos y
tener soporte cientifico en la aplicacion de medidas de higiene limpieza vy

prevencion en el campo.



2.4 Generalidades de pimiento

El pimiento cuyo nombre cientifico es Capsicum annuum L., pertenece a
la familia de las solanaceas, a la cual también pertenecen la papa, el tomate, la
berenjena y el tabaco. Es una planta originaria del continente americano. Fue
introducida a Europa primeramente por Cristbbal Colén y después, con mas
intensidad, por los conquistadores espafoles del siglo XVI (Vilmorin, 1977).

El pimiento es una planta anual bajo cultivo, perenne en estado silvestre.
Sus tallos son erectos, ramificados, semilefiosos, de una altura de 50 a 90
centimetros. Tiene hojas lanceoladas, o un poco anchas, terminadas en punta que
se van adelgazando en la base para formar un peciolo mads o menos alargado.
Sus flores son blancas, solitarias, localizadas en la insercién de las hojas y que
generan frutos de formas variadas, de pared un poco carnosa, primeramente
verdes, volviéndose rojos, amarillos o violeta oscuro al madurar, y que contienen
semillas blancas, aplanadas, de una viabilidad germinativa de cuatro afos
aproximadamente (Vilmorin, 1977).

El pimiento dulce tipo Bell se consume en grandes cantidades en Estados
Unidos, Canada y Europa. Se consume principalmente crudo como ingrediente en
ensaladas. También se conserva enlatado y encurtido. Tiene un alto valor nutritivo
ya que contiene vitaminas A y C asi como calcio, fosforo y hierro. Ademas,
neutraliza la acidez del estbmago. Con frecuencia es recomendado para las
personas que padecen de reumatismo y de artritis. Este fruto es usado en
ensaladas preparadas en restaurantes de comida rapida. El chile es caracteristico
por su textura crujiente y su sazon, pero éste sufre ablandamiento debido al
crecimiento de microorganismos (Liao y Wells 1987; Magnuson y col., 1990).

Los pimientos verdes son relativamente caros en sus costos de
produccion debido a sus requerimientos de fertilizantes, insecticidas, fungicidas,
nematocidas, herbicidas, cultivos y mano de obra (Vilmorin, 1977).

Los pimientos se producen mejor en un clima relativamente caluroso, en
el que la estacion de crecimiento es larga y donde existe poco peligro de heladas.
Aparentemente resiste mejor la sequia que el jitomate o la berenjena. Sin

embargo, los mejores rendimientos estan intimamente ligados a una abundante



cantidad de lluvia bien distribuida y a una temperatura media, al formarse la flor
(entre 18 y 27 °C); en regiones aridas se le debe regar.

La planta no solamente es destruida por las heladas sino que su actividad
se detiene a una temperatura de 4 a 6 °C. Su temporada 6ptima de desarrollo es
alrededor de 27 °C. Necesita cuando menos tres meses de calor para las
variedades precoces y de cuatro a cinco meses para las variedades tardias.

Aun cuando el pimiento crece en temperaturas tibias, una superior a 32
°C provoca la caida de las flores y una temperatura media superior a 27 °C causa
malformaciones del fruto. Las temperaturas superiores a 35 °C bloquean el
proceso de fructificacion (Vilmorin, 1977).

A partir de la década de los ochentas la produccién mundial de pimiento,
ha mostrado una tendencia a la alza en relacion a los niveles observados a finales
de los afos setenta e inicios de los ochenta. Esta hortaliza no registra una gran
importancia en el contexto internacional, como es el caso del jitomate, la papa,
entre otros, dado que no es muy demandado y su uso es aun muy limitado,
registrandose su mayor produccién en paises como China, Turquia, Nigeria,
Espafia y México, ya que forman parte de su alimentacion. En los paises
industrializados la demanda del mismo es en gran medida para su procesamiento
y posterior exportacion, y una parte es consumida internamente (Claridades

Agropecuarias, 1991).

2.4.1 Enfermedades causadas por microorganismos fitopatégenos
en el pimiento

El pimiento, como todas las plantas solanaceas, esta sujeto al ataque de
muchos fitopatbgenos que pueden resultar altamente destructivos bajo ciertas
condiciones especialmente cuando se cultivan grandes superficies sin una
adecuada rotacion de cultivos.

No es conveniente controlar las enfermedades una vez que se han
declarado. Es preferente prevenirlas mediante aspersion o espolvoreo de
fungicidas, insecticidas, desinfectantes, metodicos cada siete a diez dias y
mediante inspecciones minuciosas de las plantas efectuadas diariamente en

diversos lugares de la poblacion (Vilmorin, 1977).
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2.4.1.1 Enfermedades de la plantula

Estas son causadas por diversos géneros de hongos, entre los cuales
destacan: Phythium aphanidermatum, que causa secadera, Phytophthra capsici,
que causa marchitez; Fusarium que también causa marchitez y ocasionalmente
algunos Collectotrichum, Ascochyta y Mycospharella.

El dafio se manifiesta en las plantulas al no permitir su desarrollo y
propiciando su caida al suelo, en vez de permanecer erectas. Muchas de las
plantulas mueren, y las que sobreviven daran poca produccion de frutos mal
desarrollados. Las raices y los tallos, casi al nivel del suelo presentan colores
negros o café oscuro. El origen de estas enfermedades generalmente es la
presencia de estos hongos en la semilla. En general se le conoce a este grupo de

enfermedades con el nombre de ahogar lento (damping-of)f (Vilmorin, 1977).

2.4.1.2 Mancha Bacteriana

Esta enfermedad es causada por la bacteria Xanthomonas vesicatoria. Se
le conoce también con el nombre de afiublo bacteriano, y en otras ocasiones con
el nombre de mancha angular de la hoja.

Esta enfermedad bacteriana causa formacion, en las hojas y en los frutos,
de pequefias manchas café oscuro que parecen verrugas. Durante periodos de
elevada humedad relativa, la enfermedad se esparce rapidamente y puede causar
la casi completa defoliacién de las plantas. Las manchas de los frutos permiten la
entrada de mohos y de otros organismos que causan la pudricién (Vilmorin, 1977).

2.4.1.3 Tizén del tallo

Esta enfermedad es causada por el hongo Sclerotium rolfsii. Es una de
las enfermedades fungosas mas destructivas del pimiento, especialmente en las
regiones bajo la influencia del aire maritimo del Golfo de México y en otras zonas
gue reciban aire maritimo calido y de gran humedad.

Las plantas se ven atacadas cerca de la linea del suelo y durante
periodos secos, se destruyen las raices. Las plantas se vuelven amarillas y se

marchitan gradualmente (Vilmorin, 1977).
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2.4.1.4 Pudricion de la punta de floracion

La pudriciéon de la punta de floracion es una enfermedad de origen
fisiologico. Es provocada por falta de calcio. Causa la aparicion de manchas cerca
de la puntas de los frutos, durante periodos de secas, antes de que las plantas
hayan establecido un sistema radicular extenso.

Las cosechas tempranas, son las méas seriamente afectadas. Estas
manchas generalmente se infectan con el hongo Alternaria asi como otros

hongos, lo cual puede pudrir todo el fruto (Vilmorin, 1977).

2.4.1.5 Antracnosis

Esta enfermedad es causada por el hongo Gloeosporium piperatum. La
antracnosis frecuentemente causa un manchado serio de los pimientos tanto
verdes como maduros. El hongo vive sobre la cuticula de la semilla y también en
el interior de la misma. La parte que vive dentro de la semilla no puede eliminarse
mediante tratamientos a ésta. La semilla debe por lo tanto obtenerse de

productores que la certifiquen libre de esta enfermedad. (Vilmorin, 1977).

2.4.1.6 Pudricion del fruto

Es causada por el hongo Colletotrichum capsisi, orden de los
Melanconiales. Estos hongos son muy destructivos para la planta ya que atacan el
fruto después de que ha madurado. Al igual que el hongo de la antracnosis, este
hongo vive en el interior y en la cubierta de la semilla. Este hongo puede

permanecer viable en el campo de una temporada a otra (Vilmorin, 1977).

2.4.1.7 Marchitez

Esta enfermedad es causada por el hongo de la especie Fusarium. El
hongo generalmente penetra a la planta por lesiones causadas por los nematodos
de las raices. Se propaga entonces por la parte lefiosa de la planta y llega, por
medio de los vasos, a los peciolos y a las hojas. Este hongo genera sustancias
toxicas que dafian también a las plantas. La causa principal de marchitamiento se

debe a que este hongo tapa los vasos de las plantas, los cuales forman entonces
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callosidades. Se interrumpe la alimentacion normal de la planta ya que no puede
recibir sales minerales ni agua en forma adecuada (Vilmorin, 1977).

2.4.1.8 Pudricion blanda o suave

Esta enfermedad es de origen bacteriano ocasionado por Erwinia
carotovora. El dafio causado por las bacterias en las plantas generalmente no es
debido a toxinas sino a actividad enzimatica especifica. Las bacterias convierten
las sustancias alimenticias de las plantas, tales como almidones, azucares,
aminoécidos entre otros, en materias que pueden usar en su propio metabolismo.
Como resultado de su metabolismo, las bacterias producen frecuentemente 4cido
o alcalis que causan dafios a las plantas. La pudricion es una enfermedad que se

extiende rapidamente, matando los tejidos y descomponiéndolos (Vilmorin, 1977).

2.4.2 Comportamiento de microorganismos patégenos de interés
sanitario en pimiento

Normalmente las hortalizas son contaminados debido a su contacto con la
tierra y por el agua no apta para el riego o para el lavado de frutos (Beuchat,
1996).

En un estudio realizado en la India donde se utiliz6 Capsicum, presentd
una carga de bacterias meséfilas aerobias de 10°> UFC/gr y de 10* UFC/gr de
hongos, presentando también psicréfilos (10* UFC/gr) y coliformes (10° UFCI/gr).
De estas muestras fueron aislados Listeria y Yersinia con ausencia de Salmonella
(Ramamurthy y col., 2004).

Los brotes reportados de infecciones asociadas a productos frescos se
han relacionado a los equipos de empacado pobremente saneados. En 2004, un
total de 6464 casos se relacionaron con Salmonella spp, 1189 eran asociados con
el serovar Typhimurium (CDC, 2005). Normalmente, los productos animales como
los huevos y carne de pollo, son responsables de causar salmonelosis. Sin
embargo, se han implicado melones, mangos y sandias en los brotes de
Salmonella (CDC, 1991; Blostein, 1993; Penteado y col.,, 2004). Se han
encontrado tomates relacionados a brotes de salmonelosis, contaminados con

varios serotipos de Salmonella (Yoon y col., 2004). Aungue no se han relacionado
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los pimientos verdes directamente a brotes importantes de la enfermedad, algunos
investigadores han informado el aislamiento de Salmonella de las rodajas y los
pimientos verdes enteros (Beuchat, 1996; Mukherjee y col., 2004).

Los pimientos verdes han ganado la popularidad entre los consumidores.
Un estimado de 24 % de las poblaciones de Estados Unidos por lo menos
consumen una comida que contiene esta verdura (Lucier y Lin, 2001). México ha
sido un exportador importante de pimiento verde. En la temporada 2003-2004, se
exportaron 89 000 toneladas al mercado de Estados Unidos, representando 102
millones de délares a la industria agricola mexicana. Particularmente Sinaloa es
uno de los estados agricolas mas importantes y mas grandes de México
(Confederacion de Asociaciones el del de Agricolas Estado de Sinaloa [CAADES],
2004).

Los pimientos verdes podrian representar un posible vehiculo de
patégenos a humanos y podrian llegar a estar involucrados en brotes esporadicos
de enfermedades gastrointestinales. En vista de la incertidumbre acerca del
impacto econdmico de la presencia de Salmonella en pimiento y la importancia de
este producto a la economia mexicana, es necesario hacer estudios sobre la

incidencia de patégenos en este fruto.

2.4.3 Salmonella

Segun lo reportado por Centro de Prevencion y Control de Enfermedades
de Estados Unidos (CDC por sus siglas en ingles) la incidencia de salmonelosis ha
ido en aumento en los ultimos afios (Figura 1).

Los brotes reportados se asocian a alimentos crudos y procesados. Por
ejemplo, dos de los brotes mas grandes relacionados con productos frescos fue el
concerniente a melon. Uno de ellos debido a S. Chester, en el que se reportaron
casos en 30 estados de los Estados Unidos, y fueron estimados en mas de 25,000
personas infectadas (Ries y col., 1990). El segundo debido a S. Poona, en el que
se vieron implicados 185 casos en Estados Unidos y 56 en Canada (CDC, 1991).
El melon picado y servido en barras de ensaladas fue el vehiculo en los dos

brotes.
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Figura 1. Incidencia de Salmonella en el periodo 1992-2002. (Fuente:
CDC, 2003).

En Estados Unidos se reportaron tres brotes multiestatales asociados al
consumo de jitomate crudo. El primero en 1991 asociado al serotipo S. Javiana
(Wood y col., 1991), mas tarde en 1993 se presento el segundo por S. Montevideo
y abarco los estados de lllinois, Minnesota y Wisconsin (CDC, 1993). El tercer
brote ocurrié en 1999 debido a jitomates contaminados con S. Baildon un serotipo
raramente implicado en brotes por consumo de alimentos (Cummings y col.,
2001).

De acuerdo con el Centro para la Ciencia de interés Publico (CSPI por
sus siglas en inglés), aproximadamente 76 millones de Estadounidenses enferman
y 5000 personas mueren por enfermedades relacionadas con peligros biolégicos
relacionados a los alimentos. La presencia de Salmonella se ha relacionado en
alimentos frescos como: ensaladas (24%), lechuga (8%), papas (5%), melén (5%),
moras (3%), champifiones (3%), germinados (3%), conservas vegetales hechas en
casa (3%), otros vegetales (16%), otras frutas (10%). En los productos
mencionados la contaminacion de los alimentos ocurrié durante el desarrollo en el

campo (CSPI, 2006).
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2.4.4 Listeria monocytogenes

Listeria  monocytogenes se encuentra ampliamente distribuida en el
ambiente y ha sido aislada de gran variedad de materiales como la tierra, lodo
(Weis, 1975), agua (Dijkstra, 1982). El principal habitat de L. monocytogenes
aparentemente es la tierra y la vegetacion donde aparece como saprdfita; la tierra
es un reservorio que mas tarde podria contaminar los alimentos o servir como
vehiculo para infecciones en animales y humanos (Weis, 1975).

L. monocytogenes es un bacilo gram-positivo, ampliamente distribuido en
el ambiente. Tiene la capacidad de sobrevivir en un amplio rango de pH,
osmolaridad y temperatura (Sleator y col., 2003; Liu y col., 2005) lo cual esta
relacionado a los procesos de manufactura de los alimentos. L. monocytogenes es
un patégeno emergente y en las Ultimas décadas se ha relacionado con alimentos
listos para el consumo (Liu ,2008).

La listeriosis, es una enfermedad que puede ocasionar encefalitis,
septicemia y aborto; afecta principalmente a grupos vulnerables de la poblacién
como personas inmunocomprometidas, mujeres embarazadas y neonatos, Yy
ocasionalmente se presenta en individuos sanos en condiciones que los expongan
a la enfermedad, como es el consumo de alimentos contaminados (Slutsker ,1999,
Vazquez-Boland y col., 2001).

En los Estados Unidos durante agosto de 1998 a febrero de 1999, el
consumo de hot dogs se asocié a un brote de listeriosis con 101 casos reportados
en 22 estados. Alrededor del 80 % de las victimas eran adultos (mediana edad
hasta 70 afos), mas del 60 % sufrié una infeccion aguda. Un total de 21 pérdidas
fueron reportadas (15 muertes y 6 abortos) obteniendo un indice de mortalidad de
21 %. La cepa relacionada con este brote fue L. monocytogenes serotipo 4b, la
cual habia sido responsable de otros brotes en Estados Unidos (CDC, 1998).

L. monocytogenes es un contaminante frecuente en alimentos como leche
cruda, carne cruda, pollo y productos del mar, asi como en productos procesados
de leche, carne, pescado y productos delicatesen (Ryser y col., 1991). Listeria se
presenta con mas frecuencia en comida cocida y comida lista para su consumo
donde la contaminacion ocurre después del proceso térmico ya que éste

microorganismo es tipicamente hallado en el ambiente de manufactura. Se han
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confirmado como vehiculos en casos de listeriosis a ensalada de col (Schlech y
col., 1983), leche con chocolate (Dalton y col., 1997) queso fresco y madurado
(Bula y col., 1994, Jacquet y col., 1995), paté (McLauchilin y col., 1991) y pollo
cocido (Kerr y col., 1988), entre otros. También se han encontrado reportes de
listeriosis asociado a vegetales como el apio, jitomates y lechuga crudos en
Boston en 1979 y en ensalada de col en Canada 1981 (Farber y Peterkin, 2000).

2.5 Estrategias para el control de la contaminacién microbiana en
productos hortofruticolas

El estudio de los sintomas, las causas y los mecanismos del desarrollo de
las enfermedades de las plantas es de gran utilidad para el disefio adecuado de
métodos de control que mejoren la produccion y calidad de los productos
hortofruticolas.

Los métodos de control varian considerablemente de una enfermedad a
otra, dependiendo del tipo de patdgeno, del hospedero y de la interaccion que se
establece entre los dos. Los distintos métodos de control pueden clasificarse como
reguladores, culturales, biolégicos, fisicos y quimicos, dependiendo de la
naturaleza de las enfermedades. Las medidas reguladoras de control ayudan a
eliminar los patégenos de sus hospedantes o de cierta area geografica (Agrios,
1988).

El uso de componentes quimicos para el control del deterioro de los
productos hortofruticolas en poscosecha es el mas difundido entre los productores
pero la aplicacion de bacterias y levaduras (biocontrol) muestran ventajas y gran

potencial (Agrios, 1998).

2.5.1 Desinfeccion

Los agentes antimicrobianos quimicos, disueltos en agua son utiles en el
procesamiento de frutas y verduras reduciendo la carga microbiana en el agua y
en la funcion de los microorganismos (tipo y namero), del sustrato del cual se
encuentran (presencia de materia organica), y la estructura del material (que

permita el acceso directo del germicida a los microorganismos) y el germicida
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(concentracion, temperatura y tiempo de contacto) (FDA 1998; Fernandez
Escartin, 2008) lo que genera una gran variabilidad en su aplicacion.

La industria de alimentos cuenta con una diversidad de agentes
germicidas, cuyas caracteristicas deseables incluyen: amplio espectro de
actividad, actividad en presencia de materia organica, actividad a bajas
concentraciones, no corrosivos, activos en amplios limites de pH, facilmente
removibles, no imparticion de color, olor o sabor, no téxicos, efecto prolongado,
econdémicos (Fernandez-Escartin, 2008). Entre los principales agentes quimicos
usados en la desinfeccién se encuentran el hipoclorito de sodio o calcio, el 4cido
peracético y las sales cuaternarias de amonio (Beuchat, 1998).

2.5.2 Métodos biolégicos (Biocontrol)

La flora microbiana nativa presente en la superficie de frutas y hortalizas
juega un papel preponderante en la calidad e inocuidad de los productos crudos
minimamente procesados. Algunos de ellos son capaces de producir compuestos
antimicrobianos o activar mecanismos de defensa de la planta, que lleva a la
inhibicibn de microorganismos patdgenos y por lo tanto resultan benéficos. En
contraste, otros microorganismos son capaces de inducir deterioro de los
productos hortofruticolas durante el cultivo o en pos cosecha (Liao y Fett, 2001).

El control biologico de los patdégenos, es decir la destruccion total o parcial
de las poblaciones de patdgenos por medio de otros organismos, frecuentemente
ocurre en la naturaleza. En lo que respecta a los frutos, existe un gran numero de
posibles vias a explorar en la busqueda del control de enfermedades en
poscosecha como son: uso de microorganismos antagénicos, uso de fungicidas
naturales derivados de metabolitos del fruto y la manipulacion de la resistencia en
los frutos. En estas definiciones se apunta también que la relacion biologica entre
los agentes de control y los patdégenos es bastante especifica de tal forma que es
necesario recurrir a un método de control para cada enfermedad (Nigam y Mukeriji,
1988).
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2.5.3 Buenas practicas agricolas en el campo y el empaque

Un proyecto de prevencion de enfermedades asociadas al consumo de
frutas y hortalizas inicia desde su cultivo (Figura 2). En su concepcion es evidente
la necesidad de disponer de una cierta infraestructura sanitaria que prevea la
proteccion directa e indirecta contra todas las posibles fuentes de contaminacion.
La atencién a este punto se complementa con la aplicacion de précticas agricolas
sanitarias. Este es el aspecto operacional del programa, mas dificil de satisfacer,
por cuanto demanda, conviccidon y compromiso de todo el personal. En su
capacitacion se hace énfasis en mostrar los peligros potenciales de contaminacion
a los que se exponen las frutas y hortalizas durante su cultivo y cosecha, asi como
las consecuencias econémicas y sanitarias que resultan de no ajustarse a tales
practicas sanitarias. El responsable técnico del programa debe encontrarse
familiarizado con el proceso de configuracion de riesgos de enfermar asociado al
consumo de productos contaminados con microorganismos patdgenos.
Finalmente las consideraciones anteriores deberan ser motivo de una verificacion
periddica tendiente a garantizar la inocuidad del alimento (Fernandez-Escartin,
2008).

Prevencion

[ Requerimientos }

Infraestructura - _ Buenas Précticas
Sanitaria - l h Agricolas BPA
Asistencia Técnica ——
l Capacitacion
Conocimiento sobre Ay B
A.- Factores participantes B.- Sustento cientifico de las BPA
en la gestacién de peligros

Figura 2. Componentes de un proceso de prevencion de riesgos a la

salud durante el cultivo de frutas y hortalizas. (Fuente: Fernandez- Escartin, 2008).
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Los lineamientos para reducir los riesgos de contaminacién pueden ser
divididos en buenas préacticas agricolas (BPA) y buenas practicas de manufactura
(BPM). Se considera ambas acciones y se les engloba como BPA, separando las
secciones de campo (desde la preparacion del cultivo hasta la cosecha y
transporte al empaque), de las secciones de empaque (desde la recepcion del
producto hasta su envio a los mercados) (SAGARPA 2002).

El objetivo de las BPA de manejo en campo y el empaque es establecer
estdndares que aseguren mantener la sanidad de estas areas en un nivel
aceptable que facilite la produccion consistente de productos seguros y limpios,
basados en un programa de sanidad para la industria de frutas y hortalizas
frescas.

Las Buenas Practicas Agricolas en campo inician desde la seleccion del
terreno y sus alrededores, la calidad del agua de riego, la aplicacion de
plaguicidas, la higiene y sanidad del trabajador y las instalaciones sanitarias, entre
otras. Las Buenas Practicas Agricolas en el empaque incluyen tépicos como las
instalaciones, el disefio y la construccion de la planta y el equipo, el control de
plagas, las practicas de proceso y las practicas personales, entre otros
(SAGARPA,2002).

2.5.4 Andlisis de peligros y puntos criticos de control (APPCC)

Una alternativa de control, ahora ampliamente reconocida, lo constituye el
sistema de analisis de peligros y puntos criticos de control. Este sistema fue
concebido y desarrollado para atender un problema de abasto de alimentos que
imponian la condicion de inocuidad total.

El sistema de APPCC es un enfoque sistematico que pretende identificar,
evaluar y controlar los peligros en los alimentos. Los principios que dan sustento al
sistema APPCC estan basados en el conocimiento cientifico, mientras que su
implementacion para cada caso es especifica. Este sistema esta concebido
primeramente para prevenir los peligros microbianos en los alimentos y acercarse
cuanto sea posible al alimento inocuo. Este sistema es critico, obliga a la
observacion cuidadosa y reflexion; es un proceso de pre control por parte de la

gerencia y de control durante las operaciones por parte de los trabajadores a lo
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largo de la linea de produccion, en la preparacion y en el servicio de alimentos
(Fernandez-Escartin, 2008).

El sistema APPCC elimina virtualmente la necesidad de analizar
productos terminados al identificar los peligros inherentes al alimento; y disefiando
medidas preventivas que sean monitoreadles permitira poner bajo control el
proceso de fabricacion. Si el sistema de APPCC se disefia y aplica correctamente,
resulta preventivo, racional, extensivo, integral, dinamico y verificable (Fernandez-
Escartin, 2008).
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I1l. JUSTIFICACION

Se ha detectado en México la presencia de un dafio en poscosecha que
afecta al pedanculo y al céliz del pimiento morrén, caracterizado por la abundancia
de un micelio blanquecino que con el tiempo provoca la necrosis parcial o total del
pedunculo y que aparentemente afecta por igual a todas las variedades. Este
problema se detectdé en particular en los dos ultimos afios en una empresa
ubicada en el municipio de Colon Querétaro, y que cuenta con 7.5 hectareas de
invernadero destinadas a la produccién de pimiento morron (Capsicum annuum
L.).

En 2008 se presentaron multiples quejas de los clientes en el extranjero
en alrededor del 30 % de los embarques, lo cual se tradujo en pérdidas estimadas
en 30,000 ddlares. Este mismo problema ha sido detectado en frutos adquiridos a
otros productores y comercializados por esta empresa ubicada en México.

La contaminacion de los frutos pudiera ocurrir desde la semilla, la
plantula, durante el cultivo en el invernadero, o durante la seleccion y empacado.
Existe la posibilidad de que el estado fenoldgico y nutrimental de la planta durante
los primeros cortes propicie una mayor sensibilidad de los frutos al ataque de este
microorganismo fitopatdégenos, también es posible que la variacidén en la incidencia
del hongo se vea afectada por los niveles de humedad y temperatura causados
por cambios estacionales.

Por lo anterior, se requiere de un enfoque integral preventivo que nos
permita, por un lado, aislar e identificar al agente causal para reproducirlo in vitro.
Por otro lado, detectar los puntos criticos del proceso productivo donde pudiera
ocurrir la mayor contaminacion del fruto por este fitopatbgeno y detectar si en el
proceso de produccion existe la presencia de microorganismos patégenos como
es el caso de Salmonella y L. monocytogenes, ya que son microorganismos de
importancia para la salud de los consumidores y de los cuales se han reportado
brotes relacionados con el consumo en frutos y hortalizas contaminadas (Schlech
y col., 1983).
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Eventualmente la informacion generada puede ser de utilidad para otras
empresas que cuenten con la misma infraestructura y tecnologia para el cultivo de
hortalizas en invernadero, pudiendo prevenir la incidencia de patdgenos y poder

prolongar la vida de anaquel del pimiento.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar e identificar el hongo causante del deterioro del chile pimiento
morrén, y determinar su influencia en el comportamiento Salmonella spp. y Listeria

monocytogenes en la superficie del fruto.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Identificar el hongo(s) causante de la infeccion del pimiento morrén.

2.- Detectar la existencia y distribucion de posibles reservorios y fuentes
de contaminacién del hongo(s) problema.

3.- Determinar las poblaciones de bacterias indicadoras y la presencia de
Salmonella spp. y Listeria monocytogenes en pimiento y materiales asociados a su
cultivo, cosecha y empaque.

4.- Evaluar el comportamiento en pimiento morron de Salmonella spp. y

Listeria monocytogenes en ausencia y presencia del hongo deteriorador.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Descripcion de la empresa productora y exportadora de pimiento
morron

La empresa productora y exportadora de pimiento morrén se encuentra
ubicada en Colon, Querétaro, México y cuenta con 7.5 hectareas de invernadero
destinadas a la produccion de esta especie. Esta superficie esta dividida en dos
invernaderos en los cuales se cultiva pimiento morrén por medio de la técnica de
hidroponia. En el inicio de la temporada el invernadero es fumigado y lavado para
el montaje de la fibra de coco la cual sera soporte para colocar a las plantulas de
chile y posteriormente colocar los goteros por los cuales se distribuye la solucion
hidroponica que proporciona los nutrientes a la planta para su crecimiento.
Durante el desarrollo de la planta los tallos son sostenidos mediante hilos atados
desde la base de las canaletas donde esta montada la planta hasta el techo del

invernadero para poder ir guiando el crecimiento vertical de las plantas (Figura 3).

Figura 3. Montaje de plantas de pimiento morron en el invernadero

hidropénico

La cosecha de los frutos se realiza haciendo un corte en el tallo donde
nace el fruto dejando un pedunculo de aproximadamente de 3 a 4 centimetros de
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largo. Son recolectados por personal capacitado y el fruto es colocado en
contenedores metalicos especiales en donde se recopilan los frutos de las lineas
de los invernaderos; posteriormente son colocados en vagones transportadores
enganchados a carros manejados por un operador, para ser trasladados a la zona
de empacado. En esta zona, los chiles son depositados a una banda de recepcién,
transportados a una banda de seleccion en donde el personal capacitado
selecciona los chiles que presentan las caracteristicas deseadas para su
exportacion o bien para su venta en el mercado nacional. Los chiles que presentan
las caracteristicas establecidas son empacados manualmente en cajas
plastificadas para exportacion y de cartén para mercado nacional. Al terminar su
empacado las cajas son almacenadas en una camara fria a 10°C y una humedad

relativa de 97% hasta su comercializacion.

5.2 Aislamiento e identificacion del agente etioldgico de la infeccion

del pimiento morrén

5.2.1 Recoleccion de muestras con dafio para identificacion de
hongos

Se recolectaron frutos con dafio evidente en el pedunculo de los cuales se
partid para la identificaciéon del agente causal de deterioro en el chile. La mayor
incidencia de éste dafio ocurre en los meses de septiembre y octubre que

corresponden a los primeros cortes realizados al pimiento.

5.2.2 Asilamiento del hongo deteriorador

Se describid la estructura, color, extension y tiempo trascurrido desde el
corte hasta la aparicion del primer signo de dafio. Se tom6 una muestra del micelio
del hongo con una asa fungica y se inocularon sobre placas de agar papa
dextrosa (APD; BD.Bioxon), las placas se incubaron a 22 °C por cinco dias. Fue
necesario purificar el cultivo mediante pases sucesivos en placas APD. Finalmente
las cepas aisladas se sembraron en tubos con APD inclinado para su

conservacion.
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5.2.3 Identificaciéon microscopica

Para la identificacion del hongo se realizd la técnica de microcultivo
(Malloch 1981) con la cual en base a las estructuras de reproduccion y haciendo
uso de manuales especializados (Banett y Hunter, 1999) se pudo identificar
taxondmicamente el o los hongos presentes.

Se esterilizé una caja petri, en cuyo interior se colocé un tubo de vidrio en
U, un portaobjetos y un cubreobjetos. Sobre la superficie del porta objetos se
coloca en forma aséptica un cuadro de medio de cultivo (APD) de
aproximadamente 1 cm?. Se inoculé el hongo por picadura en los cuatro bordes
del cuadro de agar se cubre con un cubreobjetos estéril. En el fondo de la caja se
colocé glicerina al 10% para conservar la humedad y se incubé a 22°C.

Después de tres dias de incubacién (6 hasta observar el desarrollo del
micelio del hongo) se retiré en forma cuidadosa el cubreobjetos y se monto en un
portaobjetos estéril, se colocd una gota de acido lactico y se sellé con esmalte
para ufias. Se retiré con cuidado el trozo de medio de cultivo y se le agregd una
gota de acido lactico, se colocé un cubreobjetos y se selld.

Se utiliz6 azul de metileno al momento del montaje, con la finalidad de
tefiir las estructuras de los hongos y facilitar su observacién con el microscopio
optico (40X). Las estructuras observadas se identificaron con manuales de Barnett
y Hunter (1999).

5.2.4 Identificacion bioquimica
La identificacion bioquimica del hongo se hizo mediante el equipo

denominado Biolog MicroStation ™

, el cual es un sistema miniaturizado que
emplea placas de microtitulaciéon para obtener informacion de crecimiento y
reacciones bioquimicas del microorganismo. Primeramente se obtuvo un cultivo
puro en agar malto dextrosa (BD,DIFCO), se obtuvieron las estructuras conidiales
del microorganismo y después se resuspendié en medio liquido para obtener una
densidad de 6 log UFC/mI. Cada pozo de la microplaca se inoculé con 100 pl de la
suspension y se incub6 de 24 a 96 hrs a 26°C, para posteriormente observar la
aparicion de un color rojo en los pozos que indica la utilizacion de las diferentes

fuentes de carbono. Los resultados obtenidos se comparan con los perfiles
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bioquimicos tipicos de los microorganismos que se tienen dentro de una base de
datos (Micro Log ™) incluida en un software para su identificacién (Fung, 2002).

5.2.5 Reproduccion del dafio en pimiento morrén

Con el objetivo de confirmar que los hongos aislados de pimientos
dafiados, fibra de coco, mangueras y aire eran los causantes del deterioro en el
pimiento morrén, se inocularon por separado las cepas recuperadas en pimientos
sin dafio y se observaron los cambios que resultaron del proceso infeccioso
mediante el registro de las caracteristicas y extension del dafio. Este dafio se

compard con los signos registrados en los primeros pimientos infectados.

5.3 Deteccién y distribucion de posibles reservorios y fuentes de

contaminacién del hongo(s) problema, Salmonella spp. y L. monocytogenes

5.3.1 Plan de muestreo

Para determinar los posibles puntos de contaminacién, fue necesario en
primer término, llevar a cabo muestreos en base a un estudio observacional del
cultivo del pimiento a lo largo del proceso de produccion: corte, transporte,
seleccién, empacado y almacenamiento. Se colectaron muestras ambientales, de
materiales y chiles en las diferentes areas de la empresa como se indica en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Areas de muestreo en la empresa

Areas Materiales muestreados

Area de cultivo Pimiento
Fibra de coco
Solucién hidropdnica
Agua
Cuchillos
Carros transportadores
Aire de invernadero

Goteros con manguera

Area de empacado Bandas transportadoras
Area de almacenamiento Aire
Pimiento

Se llevaron a cabo muestreos semanales en diferentes etapas:
Mayo 2009 (fin de temporada 2008-2009)

Septiembre- Diciembre 2009 (Inicio de temporada 2009-2010)

Febrero-Mayo 2010 (mediados y fin de temporada 2009-2010)
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5.3.2 Andlisis microbioldgicos
Debido a la variedad de muestras a analizar cada una de ellas tuvo una

preparacion diferente que se desglosa en la Tabla 2.

Tabla 2. Preparacion de muestras para su analisis microbioldgico.

Muestra Preparacion

Pimiento Se coloco un pimiento en bolsa de plastico con 50 ml de
peptona de caseina BD Bioxon (DP). Se froté
enérgicamente con las manos desde afuera de la bolsa,

durante 1 minuto.

Fibra de coco Se pesaron 25 g de fibra de coco en bolsa de plastico y se
adicionaron 225 ml de DP. Para desprender a los
microorganismos se homogeneiz6 (BagMixter ®

interscience) por 1 minuto.

Superficies Se emplearon esponjas (Nasco Whirl-Pak®) para
(bandas, muestrear las superficies y se adicionaron 25 ml de DP. Se
herramientas, agitaron por 1 min (BagMixter ® interscience).

transportes)

Goteros Se analizaron individualmente. Se cortaron las mangueras
(drippers) y se colocaron en bolsa de plastico con 100 ml de DP y se

agitaron por 1 min en Stomacher.

Las muestras se colectaron con guantes, material estéril y fueron
transportadas al laboratorio para su andlisis. El transporte de las muestras
colectadas se realiz6 en condiciones tales que se pudo reducir la multiplicacion de
la flora asociada, 6 merma de la viabilidad 6 a muerte de los microorganismos
(Fernandez, 1981).

En las muestras colectadas se determind la presencia del hongo
problema, microorganismos indicadores bacterias mesofilas aerobias (BMA);
coliformes totales (CT) E. coli; hongos y levaduras (H/L), y de microorganismos

patdogenos a humanos (Salmonella y L. monocytogenes).
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El recuento de BMA, CT, y H/L se efectud por los métodos tradicionales
(Pouch, 2001). Se llevaron a cabo por vaciado en placa agar cuenta estandar
(ACE) para BMA, agar rojo violeta billis (ABRV) para CT, agar papa dextrosa

suplementado con ampicilina al 1% y rosa de bengala al 6% (APD) para H/L.

5.3.3 Deteccion y aislamiento de coliformes y E. coli por la técnica de
numero mas probable (NMP)

Para el analisis de solucion hidroponica y agua se utilizé la técnica de
NMP empleando una bateria de 7 tubos (5 inoculados con 10 ml, 1 con 1 ml y uno
con 0.1 ml). La prueba presuntiva se realiz6 en caldo lactosado y los tubos que
resultaron positivos (es decir los que presentaron produccion de gas dentro de las
24 a 48 hrs de incubacion a 35°C) fueron confirmados en caldo lactosa bilis verde
brillante (CLBVB) (BD Bioxon). A la par se inocularon tubos con caldo lauril sulfato
con MUG (BD DIFCO) para determinar la presencia de E. coli. En este caldo se
detecto la presencia de gas, la enzima - glucoronidasa (GUD) e indol. GUD es
comunmente producida por E. coli y ha sido utilizada como caracteristica
diferencial en los medios de recuperacion de coliformes, que contienen varios
sustratos acido B-D-glucorénicos. Por ejemplo, acido 4- metilumbeliferol-B-D
glucuronico (MUG) que al ser utilizado por GUD produce el 4-metilumbeliferona el
cual produce fluorescencia cuando es expuesta a luz UV (365 nm) en un caja
obscura. La presencia de florescencia indica que E. coli est4 presente. Después
de este paso se agreg6 reactivo de Kovac para evidenciar la produccion de indol,
ya que el 95 % de las cepas de E.coli son indol positivo. La combinacion de la
produccion de gas a partir de la fermentacion de la lactosa, prueba de indol y GUD
a 44.5 °C nos aumenta la especificidad y la rapidez para determinar E. coli (Pouch,
2001).

5.3.4 Muestreo de aire
Se analizé el aire del invernadero con el objetivo de determinar la
presencia del hongo problema y conocer la concentracion de los microorganismos

que pueda contener.
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El método utilizado fue el de impacto, el cual implica colectar los
microorganismos en el aire en una placa con medio especifico de acuerdo al tipo
de microorganismos a evidenciar. Se utilizaron placas de ACE y APD para
determinar BMA y H/L, respectivamente. Se utilizO el muestreador de aire
(Mikrobiologie MAS 100 Merck) durante un minuto (100 L de aire). Las placas de
ACE y APD fueron incubadas a 35° C por 48 horas y 22 °C por cinco dias,

respectivamente.

5.3.5 Deteccion y Aislamiento de Salmonella por el método
tradicional

La muestra se sometid a un tratamiento previo de enriquecimiento, y se
realizd en caldo lactosado (BD Biox6n); partiendo de una muestra compuesta de
cuatro chiles pimiento, la cual se mezclé y enriquecié. El caldo lactosado se incub6
24 h a 35 °C, se tomo6 un mililitro de la muestra y se inocularon tubos con caldo de
enriguecimiento (tetrationato y caldo Rappaport) (BD Bioxdn) los cuales contienen
sustancias inhibitorias y pretenden, por una parte, favorecer la multiplicacion de
Salmonella y por otra, impedir la proliferacién de la flora asociada. Los tubos de
incubaron a 43 °C durante 24 h y posteriormente se procedié al aislamiento de
Salmonella en medios de cultivo sélidos: agar XLD (agar xilosa lisina desoxicolato
BD Bioxo6n) y agar sulfito bismuto (BD Bioxén). Las colonias que presentaron la
morfologia caracteristica se aislaron e inocularon en TSI (agar triple azlcar hierro,
BD Bioxon) y LIA (agar lisina- hierro BD Biox6n) como pruebas presuntivas de
identificacion por serologia (BD DIFCO Salmonella O. Antisuerum poly-A- | &Vi).

La confirmacién se hizo por medio de PCR (Liu y col., 2002).

5.3.6 Deteccion y asilamiento de L. monocytogenes por el método
tradicional

Se parti6 de una muestra compuesta por cuatro chiles pimiento se
mezclaron y enriquecieron. El procedimiento empleado para el aislamiento de L.
monocytogenes fue el del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(USDA). Las muestras se pre-enriquecieron en caldo UVM (Acumedia) por 24 h a

30 °C, posteriormente se transfiri6 un ml a caldo de enriquecimiento Fraser (FB)
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(BD DIFCO) y finalmente se tom6 una asada del cultivo para estriarlo agar MOX
(Medio Oxford Modificado, Acumedia). Las placas se incubaron a 30 °C durante 24
a 48 h (USDA, 2001). Se seleccionaron aquellas colonias que mostraron un
desarrollo caracteristico en MOX y se sometieron a pruebas bioquimicas (SIM (BD
Bioxdn), ramnosa, xilosa (Sigma) y manitol (Merck)) y confirmaron posteriormente
por PCR (Aznar y Alarcon, 2002).

5.3.7 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Las colonias aisladas por el método tradicional (presuntivas mediante
pruebas bioquimicas para Salmonella o L. monocytogenes) fueron activadas a
35°C por 24 horas en caldo soya tripticasa (CST). Se tom6 1 ml del cultivo, y se
centrifugd a 45009 por 15 min, se decanto el sobrenadante, se resuspendieron las
células con 1 ml de agua estéril y se calent6 la muestra en bafio de agua a 100°C
por 20 minutos. Se tomé 1 pl de cultivo lisado para amplificar empleando la mezcla
de reaccién Platinum supermix (Invitrogen®), iniciadores especificos para cada
microorganismo (1.25uM para Salmonella y 1uM para L. monocytogenes) en un
volumen final de 20ul. Para Salmonella se emplearon los iniciadores InvAl e InvA2
gue reconocen una region del gen InvA referente a la invasividad y para L.
monocytogenes los iniciadores LM1 y LM2 que reconocen el gen hlyA que codifica
para la listeriocina. Las condiciones de amplificaciébn se muestran en la Tabla 3y 4
usando el termociclador (TC-3000).

Tabla 3. Condiciones de amplificacion para Salmonella

Condiciones Iniciadores | Secuencia # De
Bases
Desnaturalizacion 93°C/5 minutos
Amplificacién 93°C/10 seg InvAl CTGTTGAACAACCCATTTGT 20
30 ciclos 42°C/ 10 seg
72°C/45 seg
Extension final 72 °C/ 10min InvA2 CGGATCTCATTAATCAACAAT 21

(Liu y col., 2002)
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Tabla 4. Condiciones de amplificacion para L. monocytogenes

Condiciones Iniciadores | Secuencia # De
Bases
Desnaturalizacion 94°C/5 minutos
Amplificacién 94°C/ 1min LM1 CCT AAG ACG CCAATCGAA | 18
30 ciclos 50°C/ 1 min
72°C/ 5 min
Extension final 72 °C/ 10min LM2 AAG CGC TTG CAACTG CTC | 18

(Aznar y Alarcon, 2002).

Al cabo de este tiempo se tomaron 3.5 pl de cada muestra y se mezclaron
con 1 ul de buffer de carga, se analizaron por electroforesis corriendo en gel de
agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X por un tiempo de 90 minutos a 100 V junto el
marcador molecular. El gel se revel6 con solucion de bromuro de etidio (1 ppm)
por 20 minutos y se obtuvo la imagen del gel en el transiluminador UV.

5.4 Comportamiento en pimiento morron de Salmonella spp. y L.

monocytogenes en ausenciay presencia del hongo deteriorador

5.4.1 Material biolégico

Chiles pimiento morrén. Se utilizaron chiles pimientos dulces tipo Bell
(Capsicum annuum L.) rojos, sin lesiones y maduros obtenidos de los
invernaderos. Los chiles se almacenaron a 10°C por no mas de 5 dias y
solamente se incluyeron en el estudio frutos libres de lesiones y magulladuras. El

dia del experimento los chiles se atemperaron a 22°C previo a su inoculacién.

Cepas

Hongo deteriorador. Se empled la cepa de Fusarium stilboides (CFNL-
2769) aislada de pimientos que presentaban el dafio.

Salmonella spp. y L. monocytogenes. Se utilizaron mezclas de cuatro
cepas de Salmonella (S. Montevideo, S. Abaetetuba, S. Typhimurium, S.
Thompson) y cinco cepas de L. monocytogenes (Scott A, LCDC, V7, 101-M, 101-
14) resistentes a rifampicina obtenidas del Laboratorio de Microbiologia e

Inocuidad Microbiana de los Alimentos de la Universidad Autonoma de Querétaro.
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Los cultivos se mantuvieron en congelacion en caldo soya tripticasa (CST) con
glicerol (15 %).

5.4.2 Activacion de las cepas de Salmonellay L. monocytogenes

De cada cepa se tomaron 30 pl y se inocularon por separado en tubos
con CST (3ml) se incubaron 24 h a 35 °C; después de este tiempo se hizo un
segundo pase de 30 pl a un nuevo tubo con 3ml CST y se incub6 por 18h a 35°C

para tener aproximadamente 10° células por ml.
5.4.3 Preparacion de inéculo

Salmonella spp. y L. monocytogenes

Se tomo una alicuota de 1ml de cada cepa activada en un tubo cénico, se
centrifugo (3500 g, 15 min) y se decanto el liquido y los paquetes celulares se
lavaron y se resuspendieron en solucién salina isotonica (SSI, 0.85% NaCl), se
repitié el procedimiento de lavado y finalmente las células se resuspendieron en
agua estéril. Se prepararon diluciones decimales en DP para obtener un indculo
aproximado de 10’ células /100 pl. El recuento de la suspension celular utilizada
como indculo se efectudé en agar soya tripticasa suplementado con rifampicina
(400 ppm) y pimaricina (100 ppm) (ASTRP) mediante la técnica de extension por
superficie. Las placas se incubaron a 35°C por 48 horas.

Fusarium stilboides

Para la preparacion del inoculo con el hongo se inocularon frascos con
APD inclinado, por cinco dias a 22 °C. Se adicion6 solucion salina al 0.85 % y se
homogeneizo, la suspension obtenida se filtr6 en gasa estéril, y se almaceno en
refrigeracion (4-6 °C). El recuento de esporas viables se realiz6 por vaciado en
placa en medio APD (Sanchez y col., 2008; Rodriguez y col., 2008).

5.4.4 Inoculacién de los pimientos
Los pimientos se inocularon con 10’celulas/100 pl de la suspension

celular de Salmonella spp. y L. monocytogenes en experimentos separados,
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distribuidos en 10 gotas (10 pl) en la superficie del chile. Los frutos se colocaron
en charolas de aluminio para su inoculacion y se dejaron secar por 45 minutos.
Posteriormente los chiles se pusieron dentro de camaras ajustadas a una
humedad relativa (HR) de 100 % con sal de K,;SO, (Karal) cerrados
herméticamente. Las camaras se incubaron a 22 y 10°C durante 14 dias
monitoreando la temperatura y la HR (One Wire Viewer version 0.314.7).

Para la inoculacion del chile con el hongo primeramente se utiliz6 un
indculo de 10° esporas /100 pl distribuidos en 10 gotas (10 pl) sobre el pedtnculo,
caliz y pulpa del pimiento. Los pimientos fueron incubados durante 48 h a 10°C;
posteriormente se inoculé Salmonella y L. monocytogenes en pedunculo, caliz y

pulpa. Los chiles se incubaron a 10°C durante 14 dias.

5.4.5 Recuento de células

El recuento de células se realiz6 a las 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144,
168,192, 216, 264 y 336 h de almacenamiento. Cada chile se coloc6 en una bolsa
de polietileno que contenia 25 ml de DP 0.1 % y se frotd vigorosamente desde el
exterior durante 1 minuto. El recuento se realizé a partir del DP en ASTRT,
mediante la técnica de extension por superficie. Las placas se incubaron a 35°C
por 24 h. Los resultados se analizaron por medio del programa DMFit.

(www.combase.cc), el cual permite calcular los parametros de crecimiento:

duracion de la fase lag, velocidad de desarrollo (L) y maxima poblacion alcanzada
(MP).

El recuento del hongo se realizé en placas de APD adicionado con
ampicilina al 1% y rosa de bengala al 6% mediante la técnica de extension por

superficie.
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5.4.6 Disefio experimental y analisis estadistico

La unidad experimental fue un chile pimiento morron. Se empleo un
disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones, en arreglo
bifactorial, siendo los factores de estudio: temperatura, presencia y ausencia del
hongo deteriorador. Los datos se sometieron a un analisis de varianza de las
variables de crecimiento obtenido, y la significancia entre las medias de los
tratamientos se determind mediante la prueba de Tukey usando el programa JMP
5.0.1.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Descripcion de las instalaciones y de las préacticas realizadas en
los invernaderos

Los muestreos se realizaron durante un afio (mayo 2009 — mayo 2010)
procurando una visita por semana. En ese periodo se realizO un analisis
observacional para detectar las posibles violaciones a las buenas préacticas
agricolas que pudieran afectar a la inocuidad microbiana del pimiento. El chile
pimiento morrén producido en los invernaderos en estudio es cultivado por técnica
de hidroponia, la cual es una tecnologia para cultivar plantas en soluciones que
proporcionen elementos esenciales para el buen desarrollo de la planta como
sulfato de magnesio, potasio, zinc, fosfatos monopotasicos, nitritos de potasio y
calcio, hierro, acido borico, cloruro de magnesio y cobre y trioxido de molibdeno
(Bar-Tal y col., 1996) con o sin apoyo mecanico al vegetal (como la fibra de coco).
Dentro de los invernaderos la temperatura es controlada, asi como la humedad.

El agua empleada en los invernaderos incluida la que se ocupa para la
preparacion de la solucién hidropénica es obtenida a partir de pozo profundo
protegido adecuadamente. El agua es tratada mediante osmosis inversa y
recolectada en contenedores ubicados en la parte exterior del invernadero
cubiertos con una lona plastificada. Es importante mencionar que la solucién
hidropoénica que se derrama durante el riego de las plantas de pimiento se colecta
por medio de tuberias y es conducida hacia una cisterna. Esta solucién es tratada
con luz ultravioleta (UV), combinada con el agua limpia proveniente de la osmosis
inversa, para finalmente adicionar las sales para generar nuevamente la solucién
hidropénica. La mezcla es enviada a las plantas por tuberias y dispensada por
medio de mangueras con goteros enterrados en la fibra de coco que sirve de
soporte para las raices de la planta. Este soporte se encuentra suspendido en
canaletas a una altura aproximada de 50 cm del piso.

El invernadero consta de 7.5 hectareas de cultivo dividido en dos éreas
una de 2.5 hectareas y otra de 5 hectareas donde se producen diferentes
cultivares de pimiento caracterizados por su diferencia de color (amarillo, rojo y
naranja). Los chiles son cosechados por personal capacitado utilizando cuchillos o

navajas. Al inicio del estudio los trabajadores sumergian en leche los utensilios de
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corte para “impedir” la infeccidn de las plantas con virus. Esta practica se erradico,
y en su lugar se implemento el uso de desinfectantes como sales cuaternarias de
amonio (400 ppm). Los chiles cosechados se transportan en vagones hasta el
area de empacado.

El personal que labora en el invernadero cuanta con calzado exclusivo
para uso dentro del invernadero, tapetes sanitarios a los cuales se les realiza dos
cambios al dia de desinfectante a la entrada del invernadero.

El lavado de manos de los trabajadores después de ir al bafio es un punto
gue no se encontraba monitoreado o regulado por la empresa al menos al inicio de
este estudio. Posteriormente la empresa vio la necesidad de capacitar a su
personal para poder certificarse y exportar sus productos a Europa. Para ello fue
necesario implementar las normas y medidas establecidas en el Global GAP
(Good Agricultural Practices), y por ende el lavado de manos fue un punto de
control para disminuir riesgos de contaminacion durante la produccion, cosecha y
empaque del chile pimiento morron. Montville y col. (2001) han sefialado que el
adecuado lavado de manos no elimina todos los patégenos potencialmente
presentes, pero puede reducir significativamente la contaminacion a los alimentos
y superficies.

En el area de empacado, los chiles son descargados (vertidos) sobre dos
bandas transportadoras que los conducen a la zona de seleccién en donde el
personal los clasifica de acuerdo a su tamafio, forma y color para ser empacados y
destinados al mercado nacional o bien de exportacion. En esta zona en dias de
alta produccidn la limpieza de las bandas dejaba de hacerse por semanas ya que
el paro en el empacado representaba, aparentemente, cuantiosas pérdidas. Al
implementar las GAP’s durante la produccion del chile, se implementé un sistema
de limpieza cada 15 dias con sales cuaternarias de amonio y ya no sélo con agua
como lo realizaban al principio de este estudio. La limpieza del piso del area de
empaque se realiza con cloro a 200 ppm.

El presente estudio aporta datos utiles en la interpretacibn de los
resultados microbioldgicos y permitio la identificacion de las fallas mas frecuentes

y la confirmacion en el laboratorio de los peligros latentes.
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Para conocer si existia un reservorio del hongo deteriorador dentro de los

invernaderos, o bien en las areas de seleccién, empaque y almacenamiento, se

muestrearon materiales diversos como fibra de coco que sirve de soporte a la

planta, solucion hidroponica, agua, cuchillos, vagones transportadores, bandas de

empacado, aire de invernadero y de cdmara fria donde se almacenan los chiles, y

pimientos recién cosechados y almacenados en la camara fria. En la Tabla 5 se

concentra el numero de muestras colectadas durante el estudio. Destaca el

namero total de muestras (1144) y en especial de muestras de pimiento (529).

Tabla 5. Numero total de muestras colectadas en la empresa productora de

pimiento morron.

NUMERO DE MUESTRAS

2009 2010

MUESTRAS MAYO SEPT-DIC FEB-MAYO TOTAL
Chiles 79 200 250 529
Semillas 2 - - 2
Fibra de coco nueva 6 - - 6
Fibra de coco usada 5 15 4 24
Mangueras con gotero
usadas 20 - - 20
Agua osmosis - - 10 10
Agua de tanque recolector - - 6 6
Sol. hidropénica antes de
tratamiento uv - - 11 11
Sol. hidropoénica después de
tratamiento UV - - 8 8
Solucién hidroponica en uso 4 40 15 59
Cuchillos - 10 20 30
Vagones - 10 20 30
Bandas transportadoras 17 54 90 161
Aire invernadero 18 80 80 178
Aire camara fria - 10 60 70
TOTAL 151 419 574 1144

-: No se recolectaron muestras
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6.2. Aislamiento e identificacion del hongo deteriorador del pimiento
morron durante la poscosecha

A partir de chiles que presentaban deterioro se aislaron dos cepas de
hongos. Las cepas se inocularon en los pimientos y se logré la reproduccion del

dafo en pimientos sanos (Figura 4).

{
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Figura 4. A y D: Reproduccion del dafio en pimiento morrén. B: Estructura
filamentosa de Fusarium stilboides en peduanculo. C y F: Desarrollo de F.

stilboides en la pulpa de pimiento. E: pimiento sin dafio aparente.

La identificacion de las dos cepas de hongos deterioradores de acuerdo a
la morfologia microscépica y las pruebas bioquimicas se identificaron como
Fusarium stilboides (Figura 5) y Rhizopus stolonifer (Figura 6).

La identificacién bioquimica de Fusarium stilboides de acuerdo a la base
de datos de Biolog MicroStation arrojé los siguientes parametros: probabilidad
negativa (no asigndé un valor numérico de probabilidad para asociarlo con el
género), y una similitud de 0.33. Para Rhizopus stolonifer los parametros de
identificacion fueron: probabilidad de 99% y similitud de 0.727 (Tabla 6).
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Figura 5. Imagenes macroscopicas y microscopicas de Fusarium

stilboides obtenidas de la base de datos de Biolog MicroStation ™

Figura 6. Imagenes macroscopicas y microscopicas de Rhizopus

stolonifer obtenidas de la base de datos de Biolog MicroStation ™
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Esto coincide con lo reportado por Martin y col. en el 2005 donde
encontraron que en pimenton ahumado los hongos predominantes fueron
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium y Fusarium (en cantidades de 4 log UFC/g).

Los hongos son contaminantes comunes de los pimientos. El secado y la
conservacion del pimenton ahumado son puntos criticos porque pueden
proporcionar las condiciones adecuadas para el crecimiento y proliferacion de
hongos. En un estudio realizado por Ruiz-Moyano y col. en el 2009 se identificaron
mediante la técnica de PCR-RFLP los hongos presentes en pimentén ahumado.
Los géneros identificados fueron: Fusarium spp., Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Cladosporium spp., Mucor spp. y Phlebia spp.

El genero Fusarium es generalmente causante de marchitamiento en
plantas como el tomate perteneciente a la familia de la solanaceas al igual que el
pimiento morron (Agrios, 1988). Fusarium se caracteriza por un micelio incoloro al
principio, pero conforme madura adquiere un color crema o amarillo palido y bajo
ciertas condiciones adquiere tonalidad rosa palido o ligeramente puarpura. Este
patdgeno produce tres tipos de esporas asexuales. Microconidios, macroconidios,
y clamidosporas. Estos tres tipos de esporas se forman en los cultivos del hongo
y quiza también en el suelo, aunque cabe decir que sélo las clamidosporas
sobreviven en este Ultimo sustrato durante mas tiempo (Agrios, 1998).

Fusarium a sido aislado de plantas de pimiento e identificado en lesiones
gue aparecen en la planta, caracterizandolo como Fusarium solani (Fletcher,
1994).

El patégeno es un organismo que habita en el suelo y que sobrevive entre
los cultivos en los restos de plantas infectados que yacen en el suelo en forma de
micelio y en cualquiera de sus formas de esporas.

Se propaga a cortas distancias a traveés del agua y el equipo agricola
contaminado, y a grandes distancias principalmente en los transplantes infectados
0 en el suelo que va en ellos. Es frecuente que una vez que un area haya sido
infectada por Fusarium se mantenga asi por tiempo indefinido (Agrios 1998).

Fusarium produce los "mohos” en plantas de ornato y hortalizas de
poscosecha, especialmente de cultivos de raices, tubérculos y bulbos, pero las

plantas de poca altura, como las cucurbitdceas y los tomates, también son
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afectadas. Fusarium también ocasiona la pudriciéon café de las naranjas y los
limones que se mantienen almacenados durante mucho tiempo. Con respecto a la
mayoria de las hortalizas, la contaminacién por Fusarium se produce en el campo
antes o durante la cosecha, aun cuando la infeccion pueda desarrollarse durante
el almacenamiento de ellas. Las pérdidas son particularmente considerables en el
caso de cultivos tales como el de papa, que son almacenados durante largos
periodos. Los tejidos afectados aparecen ligeramente humedos y muestran un
color café claro al principio, pero mas tarde adquieren un color café oscuro y se
secan un poco. Conforme se extienden las areas putrefactas, a menudo se
hunden, la cdscara del fruto se arruga y aparece sobre ella un pequefio penacho
de moho de color blanquizco, rosa o amarillo, como el presentado en la pudriciéon
en chile pimiento morrén caracterizado por micelio blanquecino con centro purpura
y que reblandece la pulpa cuando ésta es infectada (Agrios, 1998).

Poca es la informacién reportada de Fusarium stilboides var. minus
(Wollenw); también es conocido con el nombre de Gibberella stilboides, Fusarium
fructigenum var. minus Wollenw, Fusarium lateritium var. longum Wollenw.,

(http://zipcodezoo.com/default.asp).

La infeccién promovida por patégenos de plantas como es el caso de las
especies de Fusarium no solo son capaces de reducir la calidad de los alimentos
sino que también pueden sintetizar micotoxinas que pueden afectar la salud de
animales y humanos (Edwards, 2004). En particular hongos como F. oxyporum, F.
solani, F. moniliforme y F. lateritium (Di Pietro y col., 2003; Neves Filho y col.,
2009).

Por su parte Rhizopus stolonifer ocasiona la pudricion blanda de frutos y
hortalizas se encuentra ampliamente distribuida en todo el mundo y aparece en
organos carnosos de hortalizas, en plantas florales y en frutos cosechados, es
importante durante el almacenamiento, transporte y venta en el mercado de estos
productos. Entre las plantas de cultivo que son atacadas con mayor frecuencia por
esta enfermedad se encuentran las fresas, camotes, todas las cucurbitaceas, los
duraznos, cerezas, cacahuates, entre otros. Al principio, las zonas infectadas de
los 6rganos carnosos aparecen como si estuvieran embebidas en agua y son muy

blandas. Aun cuando la cascara de los tejidos que han sido infectados se
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mantenga intacta, el 6rgano carnoso ablandado pierde humedad gradualmente
hasta que se arruga y momifica. Sin embargo, es mas frecuente que la cdscara
ablandada se rompa durante su manipulacion o cuando se le aplica cierta presion,
como ocurre cuando se amontonan los frutos; esto hace que de ellos salga un
liguido amarillo blanquizco (Agrios, 1998).

Las enzimas pectinoliticas que secreta el hongo avanzan por delante del
micelio y separan a las células antes de que el micelio se fije en ellas. Las células
de los tejidos macerados son entonces atacadas por las enzimas celuloliticas del
hongo, las cuales degradan la celulosa de la pared celular y, debido a ello, las
células se desintegran. El micelio del hongo crece inter-celularmente y al parecer
no invade a las células de la planta; so6lo lo hace cuando han muerto y han
empezado a desintegrarse. Todo esto parece indicar que el micelio nunca entra en
contacto con las células vivas del hospedante y que queda rodeado por células
muertas y sustancias organicas inertes, de ahi que viva mas bien como una forma
saprofita que como parasito. EI hongo emerge entonces a través de las heridas
preexistentes en el fruto o bien a través de desgarres posteriores de la epidermis y
produce esporangiéforos aéreos, esporangios, estolones y rizoides, siendo estos
ultimos los que perforan la epidermis ablandada del fruto (Agrios, 1998).

Las pérdidas debidas a las enfermedades de poscosecha se estiman en
un 10 a 30% de la pudricion total de los cultivos, y en algunos cultivos perecederos
no son raras las pérdidas superiores al 30%, sobre todo en los paises en vias de
desarrollo (Agrios, 1998). Fusarium stilboides es el posible causante del deterioro
caracterizado por el micelio blanquecino siendo Rhizopus stolonifer un hongo
oportunista el cual infecta al pimiento cuando Fusarium ha producido un dafio en

la pared del fruto y asi puede iniciar su colonizacion.
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6.3 Aislamiento e identificacion de Fusarium y Rhizopus en
materiales relacionados con el cultivo, cosecha y almacenamiento de
pimiento morron

Se analizaron muestras de materiales como: cuchillos, fibra de coco,
mangueras con goteros, aire del invernadero y de la camara fria, bandas
transportadoras, pimiento recién cosechado y pimiento almacenado en camara
fria. De estos materiales se aislaron 15 cepas que presentaban estructuras
macroscopicas y microscopicas semejantes a las estructuras de Fusarium y
Rhizopus identificados como causantes de deterioro en el chile pimiento morron.
De las 15 cepas se seleccionaron 8 para su confirmacién por medio del sistema

Biolog MicroStation ™: los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Hongos aislados e identificados en diversos materiales, aire y

chiles colectados en la empresa productora de chile pimiento morrén.

Material

Hongo

Lectura Biolog

Chile deteriorado
original

Fusarium stilboides Wollenw BGB

Rhizopus stolonifer var stolonifer (Ehrenb.
Fr) Lindner BG

Prob (-) SIM (0.33)
Dist (10.89)

Prob (99%) SIM (0.727)
Dist (4.13)

Fibra de coco

Trichoderma atroviride Karsten

Rhizopus microsporus var microsporus V.
Tiegham

Prob(-) SIM (0.213)
Dist (11.90)

Prob(-) SIM ( 0.18)
Dist (15.46)

Gotero

Rhizopus stolonifer var stolonifer (Ehrenb.
Fr) Lindner BG

Prob (-) SIM (0.516)
Dist (7.69)

Aire Invernadero

Rhizopus stolonifer var stolonifer (Ehrenb.
Fr) Lindner BG

Acremonium charticola (Lindau) W Gams

Prob (-) SIM (0.333)
Dist (11.38)

Prob (-) SIM (0.215)
Dist (11.38)

Chile rojo de Fusarium Oxysporum Schlecht Fr. BGA Prob. (91%) SIM (0.639)
invernadero Dist(4.53)

Chile rojo de Fusarium stilboides Wollen BGB Prob (-) SIM (0.376)
camara fria Dist (9.81)

Rhizopus stolonifer var stolonifer (Ehrenb.

Fr) Lindner BG

Prob(-) SIM (0.238)
Dist (4.53)

Prob: Porcentaje de similitud
SIM: Valor de indice de similitud debe ser cercano a 1.00
Dist: Distancia debe ser cercano a 0.00
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Con estos resultados se llegd a la ubicacion de las posibles fuentes de
contaminacion del Fusarium y Rhizopus. Para el caso de Rhizopus se logro aislar
de fibra de coco, manguera con gotero, aire del invernadero y en chiles pimiento
morron almacenados en la camara fria. Estos resultados eran de esperarse, ya
gue este microorganismo es de tipo ambiental el cual puede llegar a deteriorar con
mayor facilidad los frutos cuando estos llegan a presentar algin dafio mecéanico ya
sea por su manejo en la cosecha o durante el empacado. En el caso del género
Fusarium se logré detectar directamente de la superficie del chile, tanto de chiles
ubicados en la zona de invernadero como chiles almacenados en la camara fria.
Es sabido que la contaminacion por Fusarium se produce en el campo antes o
durante la cosecha, aun cuando la infeccién en el fruto pueda desarrollarse
durante el almacenamiento (Agrios, 1998). El uso de fungicidas es una alternativa
para el control de estos microorganismos, por lo que la empresa productora
decidio utilizar fungicidas como el bicarbonato de potasio en los cepillos ubicados
en el area de empacado cuya funcién es retirar el polvo o tierra que los frutos
pudieran presentar antes de ser empacados. El bicarbonato de potasio ha sido
evaluado para controlar la presencia de hongos como el Penicilium en la
superficie de naranjas usandolo al 3% y en combinacién con la aplicacién de
suspensiones de Pantoea agglomerans como antagonista. Este tratamiento puede
ser una alternativa a los fungicidas quimicos para el control del moho verde en
naranjas (Zamni, 2007). Otra medida correctiva empleada es mantener la
humedad relativa al 87 % en épocas calurosas y en la etapa juvenil de la planta

dentro del area del invernadero.

6.4 Incidencia de microorganismos indicadores en pimiento y
materiales asociados a su cultivo y empaque

Conocer el perfil microbiolégico dentro del invernadero y la zona de
empacado permite determinar la calidad microbiolégica de los productos y valorar
las condiciones higiénicas prevalentes a lo largo de la produccion, cosecha y
empaque. En consecuencia es posible detectar las fuentes de contaminacion de

microorganismos patogenos al humano.
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En las muestras examinadas se cuantificaron las poblaciones de BMA,
CT, H/L y E. coli. Es practica comun durante la fabricacion y control sanitario de
los alimentos determinar el nidmero de microorganismos que contienen. Los
objetivos son variados pero en especial para este proyecto fue de interés saber la
existencia de una relacion entre la abundancia de determinados microorganismos
indicadores y la calidad sanitaria del pimiento, asi como evaluar la eficacia de los
procesos de desinfeccion que se aplican en la empresa.

Otro grupo indicador que se estudi6 fue el grupo de CT, aplicandose este
término a todas las bacterias semejantes a E. coli, en su habitat, morfologia y
cultivo. Este indicador se refiere a calidad sanitaria del agua y de los alimentos. La
definicion mas adecuada del grupo las describe como “bacterias aerobias o
facultativamente anaerobias, Gram negativas, no esporuladas que fermentan la
lactosa con produccion de gas dentro de las 48 hrs de incubacion a 35°C”
(Fernandez, 1981). Tipicamente dentro del grupo coliforme se encuentran géneros
de la familia Enterobacteriaceae que fermenta facilmente la lactosa: Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella. De hecho el grupo no se configura a base
de géneros microbianos, sino de cepas que en el desarrollo de la prueba cumplen
con la definicién. Algunas cepas de Salmonella, por ejemplo, se comportan como
coliformes por el hecho de fermentar la lactosa, en tanto que cepas de E. coli
lentas fermentadoras de lactosa (incluso patdégenas) quedan fuera de la definicion
(Fernandez, 2008).

El grupo de hongos y levaduras (H/L) también se determindé en este
estudio, ya que una variedad de ellos pueden contaminar y desarrollarse en los
alimentos o simplemente permanecer en ellos y adquirir un especial significado
desde el punto de vista econdmico como es el caso en este proyecto. La
consecuencia de su actividad en los alimentos se manifiesta en dos sentidos: la
produccion en ciertos casos de sustancias toxicas para el hombre y los animales,
y la descomposicién o aparicion de alteraciones en el alimento. La importancia de
su estudio se justifica debido a que al desarrollar en los alimentos dan lugar a
cambios indeseables en su aspecto, consistencia, color, etc. Muchos hongos son

patdogenos para los vegetales, incluso frutos y causan serios trastornos
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econdmicos por los dafios que en ellos producen mediante las enzimas que
elaboran (Fernandez, 2008).

En este estudio se abarcaron todas las etapas de produccion del chile:
cultivo, cosecha y empacado. La investigacion se dividid en tres periodos: ultima
cosecha (mayo 2009), época fria (septiembre- diciembre 2009) y época calurosa
(Febrero- Mayo 2010); en estos periodos se incluyd el muestreo de producto y

materiales diversos asociados a su produccion.

6.4.1 Pimiento morrén

Los niveles de BMA, CT Y H/L encontrados en el chile se muestran en la
Tabla 7. Para evaluar la calidad microbiolégica de los pimientos colectados
durante los tres periodos de muestreo sefialados se realiz6 una comparacion de
medias encontrandose diferencias significativas entre las poblaciones (P<0.05).
Se observé que al final de la temporada 2009 (muestreo realizado en mayo del
2009) los niveles de BMA son mayores que en la época de frio de la siguiente
temporada (2010) y que estas poblaciones se disminuyen nuevamente en la

época de calor.

Tabla 7. Medias de BMA, CT y H/L en chile pimiento morrén en los tres

periodos de muestreo.

Periodo N1 Log UFC/chile
BMA CT H/L
Mayo 2009 79 6.7+082° a® 24+093 a 6.2+053 a
Sep. - Dic. 2009 200 57+087 b 42+154 b 57+0.69 b

Feb. - Mayo 2010 250 45+1.09 ¢ 36+151 ¢ 55+067 c

' Muestras analizadas.

2 Valor de media + desviacién estandar.

% Letras iguales no hay diferencia significativa (P<0.05) entre temporadas de muestreo.
Comparacion de medias por prueba de Tukey.

El nivel promedio alcanzado en el periodo de febrero a mayo del 2010

para BMA fue de 4.5 Log UFC/ pimiento; en el Reino Unido en las hortalizas listas
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para su consumo el limite satisfactorio de BMA (a 30°C/48h) debe ser <10° UFC/g,
aceptable de 10° <10’, e insatisfactorio > 10" (Fernandez-Escartin, 2008).

En cuanto a los valores de CT, sorpresivamente fueron mayores en la
época de frio que en la época de calor. En un estudio realizado por Orozco (2008)
se reporta una mediana de 0.5 log UFC/ fruto para CT en jitomate cultivado por
técnica de hidroponia. Los valores encontrados en pimiento en este estudio son
elevados (4.2 log UFC/pimiento) en comparacion con lo reportado para jitomate
cultivado empleado la misma técnica.

El contenido de H/L fue disminuyendo desde el final de temporada 2009
(Mayo) hasta el periodo de febrero-mayo del 2010. Este hallazgo puede tener
relacion con el uso de fungicidas como es el bicarbonato de potasio, en los
cepillos limpiadores de pimiento ubicados en la linea de empacado lo cual ayudo a
que se presentard un disminucién en el contenido de hongos en la superficie de
los frutos.

E. coli fue detectada en 5 % de los chiles, con limites de 1.7 hasta 28
NMP/chile (Tabla 8). Al respecto Rangel en 2009 reporta valores de <1.4 hasta 28
NMP en zanahoria y resalta que la mayor incidencia se presentd en zanahoria ya
cosechada. En otro trabajo Garcia-Villanova (1987) encontr6 que en hortalizas
cultivadas en campo el contenido de E. coli fue en promedio de 12 NMP/g. Orozco
(2008) en una encuesta realizada en el 2007 detecté la presencia de E. coli en el
0.7 % de los jitomates cultivados en un invernadero mediante la técnica de
hidroponia (< 0.5 NMP/jitomate); mas tarde en el 2008 el porcentaje de positividad
se incremento hasta 2.7 %. En nuestro estudio la mayor incidencia de E. coli se
observé en chiles recién cosechados. Estos resultados pueden relacionarse por un
lado con el manejo directo del chile por el personal, y por otro con el lavado de
manos de los trabajadores, ya que no es una practica que se vigila y controla
dentro de la empresa. Los valores de incidencia encontrados de E. coli en
pimiento morron son elevados para productos cultivados por hidroponia.
Mukherjee y col. (2004) detectaron E. coli en el 1.6 % de muestras de vegetales
cultivados de forma tradicional. Thunberg y col. (2002) detectaron una muestra
positiva de 50 analizadas para E. coli; los productos analizados fueron alfalfa,
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brocoli, coliflor, lechuga y cilantro. Serna (2004) encontré un 5.2 % de positividad
de E. coli en jitomate hidropdnico.
La positividad a E. coli, Salmonella, Listeria y L. monocytogenes

detectada en pimiento morrén se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. E. coli, Salmonella, Listeria y L. monocytogenes en superficie de

pimiento morrén producido en invernadero hidropénico.

E. coli Salmonella Listeria L. monocytogenes
+IN (%)* NMP/unidad +/N (%) +/N (%) +/N (%)
27/529 (5) 2° 4/132 (3) 17/132(12) 0/132 (0)
(1.7-28)

'Muestras positivas/muestras analizadas (% positividad).
’Mediana (limites)

La frecuencia de Salmonella suele ser baja en frutas y verduras (0-3 %)
(Castillo y col., 2004; Rico-Romero, 2003).

La positividad para Salmonella en chile fue del 3%; las cepas aisladas
mediante la técnica tradicional fueron confirmadas por serologia y posteriormente
por PCR (Figura 7). Este valor concuerda con lo reportado por Orozco en 2008, en
donde para jitomate hidroponico el porcentaje de positividad a Salmonella fue del
2.8%. Otros autores reportan la ausencia de E. coli y Salmonella en productos
cultivados por hidroponia. Sin embargo en esos estudios el nimero de muestras
analizadas fue menor que en el nuestro: 12 lechugas, 157 jitomates y 89 pepinos
(Luedtke y col., 2003; Riser y col., 1984). La presencia de Salmonella en nuestro
estudio puede tener relacion con el nimero y el tamafio de muestra analizada. En
muchos trabajos se analizan 25 g de muestra homogenizada en nuestro caso se
frotd externamente la superficie de cuatro chiles y el contenido del liquido se
mezclo para formar una sola muestra (muestra compuesta) y determinar en ella la
presencia de los patégenos.

Como es sabido, la presencia de Salmonella en los alimentos es una
manifiesta expresion de la exposicion directa del alimento a la materia fecal
humana o animal (Fernandez- Escartin 2008). Las fuentes de contaminacion de
Salmonella pueden ser diversas y operar en forma simultanea. Durante el cultivo
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se debe poner atencion en el suelo, aire y agua de riego, la presencia de materia
fecal humana o animal, el tipo de abono utilizado y personal que cultiva la tierra
(Beuchat, 1996). Por lo anterior se muestrearon diferentes materiales relacionados

al cultivo de pimiento morroén.

g

MPA B 1 2 34 56 78 9 A MP

Figura 7. Identificacion mediante PCR de las cepas de Salmonella
aisladas de chile pimiento morron. Marcador de peso molecular de 50 pb (MP).
Control negativo (A). Control positivo Salmonella Typhimurium (B). Cepas aisladas
de pimiento morrén (1-9).

El género Listeria se detecté en el 12 % de las muestras, mientras que L.
monocytogenes no se recuperd en ningdn caso. Nuestros resultados concuerdan
con lo reportado por De Simon y col. (1992) donde encontraron Listeria en el
18.2% de muestras de verduras crudas. En brécoli recién cosechado el
microorganismo se detect6 en el 11 % (Alvarez-Mayorga 1998). Varios estudios
reportan baja incidencia de L. monocytogenes en productos hortofruticolas, como
es el caso en zanahoria en donde se encontré positividad de 9.5 % para L.

monocytogenes (Rangel, 2009). Peltran y col. (1988) analizaron muestras de
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remolacha, brécoli, col, coliflor, lechuga, champifiones, papas y no detectaron la
presencia de L. monocytogenes. En 110 muestras de verduras analizadas solo se
encontré una muestra con el genero Listeria mas no se detect6 L. monocytogenes
(Farber y col., 1989).

6.4.2 Incidencia de bacterias indicadoras, Salmonella, Listeria y L.
monocytogenes en materiales asociados al cultivo de pimiento morrén

Entre los materiales analizados para conocer el contenido de hongos se
encuentran las semillas y mangueras que dispensan la solucion hidroponica y que
son reutilizadas en cada temporada. Aunado al conteo de los hongos en los
materiales se hizo especial énfasis en la identificacion de F. stilboides. Se ha
reportado que la presencia de hongos fitopatbgenos en diversos productos
hortofruticolas puede tener su origen en la semilla, por ejemplo en chile la
presencia de hongos como Aspergillus sp., Penicillium sp. y Rhizopus sp. fue de
12.8 %y 2.6 % para Cladosporium sp. y Fusarium sp. (Medina, 2009). En nuestro
estudio los niveles de hongos fueron bajos de 3 Log UFC/10 semillas y no se logré
recuperar el hongo de interés. En cuanto a las mangueras con gotero, se pudo
aislar Rhizopus uno de los hongos recuperados de los chiles deteriorados, y el
nivel de hongos fue elevado (5 log UFC/manguera). Esto es de esperarse debido a
gue la manguera esta en contacto con la fibra de coco que permite guardar
humedad para la planta, por medio de esta manguera se provee de nutrientes a la
planta que junto con la humedad favorece que los hongos se desarrollen y
encontrarlos en este material en niveles altos (Tabla 9).

También se analiz6 fibra de coco (nueva y usada) que se emplea como
soporte de la planta. El contenido de hongos en la fibra nueva fue de 4.6 log
UFC/g; no se detectaron los hongos aislados de los chiles deteriorados. El nivel de
hongos es bajo en comparacién con el nivel alcanzado cuando esta fibra esta en
uso en el invernadero (6.8 log UFC/g). La fibra de coco es usada como soporte a
la planta. En ella se encuentran las raices y se difunde la solucién hidropoénica que
provee de nutrientes a la planta de pimiento y puede llegar a ser un reservorio
importante de microorganismos. Esto se refleja en los valores elevados para las

bacterias indicadoras (Tabla 9). Si bien la fibora de coco no tiene las mismas
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caracteristicas que la tierra de cultivo, su microbiologia depende de los materiales
gue sobre ella se depositen, inclusive del aire que circule por el invernadero y
algunos factores como pH, humedad, penetracion del aire y luz. En las muestras
de fibra de coco colectadas en el invernadero Salmonella no fue detectada
(Tabla 10). Salmonella ha sido aislada a partir de tierra utilizada en cultivos de
zanahoria (del 6 al 7 %) asocidndose esta contaminacion a la existencia de
caminos cercanos de terraceria donde circula la maquinaria agricola y
trabajadores (Rangel, 2009). En un estudio realizado por Rico (2003) se detecto
Salmonella en el 3.1 % de muestras de tierra colectada del interior y exterior de
invernaderos hidropdnicos de jitomate. Listeria por ser una bacteria de vida libre
fue encontrada en un 25% en fibra de coco (Tabla 10), mas no se detectd la
especie monocytogenes la cual se ha asociado a numerosas muertes debido a su
alta letalidad.

La contaminacién de frutos y hortalizas como melén jitomates y pimiento
con Salmonella se ha asociado al uso de cuchillos mal saneados. Esta y otras
practicas como la contaminacion cruzada debido al mal manejo del producto, asi
como la falta de limpieza en los vehiculos de transporte de los productos
hortofruticolas se han identificado como factores determinantes en la gestacion de
brotes de salmonelosis (Chia-Min y Cheng-l Wei, 1997). El analisis de cuchillas
con las que se realiza la cosecha del pimiento morron mostré niveles bajos de
bacterias indicadoras y ausencia de Salmonella. En las muestras de las
superficies de los vagones en general, los microorganismos indicadores se
encontraron en cantidades aceptables y no se detect6 la presencia de Salmonella
ni de Listeria Tabla 10.
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Tabla 9. Medias de BMA, CT y H/L en materiales relacionados con el cultivo y cosecha de pimiento morrén en los tres
periodos de muestreo.

Mayo 2009 Sep - Dic 2009 Feb-Mayo 2010
Materiales BMA | CT H/L BMA CT H/L BMA CT H/L
Semillas 3.0
(Log UFC/10 semilla) ND ND +0.98° ND ND ND ND ND ND

Manguera con gotero 6.05 3.3 5.05

(Log UFC/manguera) +0.79 +1.10 +0.66 ND ND ND ND ND ND
Fibra de coco nueva 4.6

(Log UFC/25g) ND ND +0.25 ND ND ND ND ND ND
Fibra de coco usada 5.7 7.4 7.1 6.8 6.5 4.9 5.2
(Log UFC/259) ND ND +16ab +048a®> +0.18a +0.45a +0.29b +0.17b +0.54b
Navajas 3.4 2.6 4.2 3.2 2.2 3.7
(Log UFC/navaja) ND ND ND +0.30a +040a +0.48a +0.70a +0.93a +0.95a
Carros tranportadores 5.6 55 3.8 3.6 2.4 4.6

(LogUFC/100 cmz) ND ND ND +1.73a +183a +14a +057b +0.84b +1.05a

1: Log medias + desviacion estandar
2: Letras iguales no hay diferencia significativa (P< 0.05) entre periodos de muestreo. Comparacién de medias por prueba de Tukey.
ND No determinado
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Tabla 10. Incidencia de Salmonella, Listeria spp y L. monocytogenes en

materiales asociados al cultivo de pimiento morrén

Salmonella Listeria L. monocytogenes
Muestra +/N (%)* +/N (%) +/N (%)
Semillas 0/1 (0) 0/1 (0) 0/1 (0)
Fibra de coco nueva 0/6 (0) 0/6 (0) 0/6 (0)
Fibra de coco usada 0/24 (0) 6/24 (25) 0/24 (0)
Manguera con gotero 0/20 (0) 0/20 (0) 0/20 (0)
Cuchillos 0/30 (0) 0/30 (0) 0/30 (0)
Vagones transportadores 0/30 (0) 0/30 (0) 0/30 (0)

"Muestras positivas/muestras analizadas (% positividad).

6.4.3 Incidencia de BMA y hongos en el aire de invernadero y camara
fria

Al mismo tiempo que el monitoreo de los diversos materiales asociados al
cultivo de pimiento, se dio seguimiento a la calidad del aire del invernadero. La
atmaosfera no tiene una microbiota autdctona pero es un medio para la dispersion
de muchos tipos de microorganismos (esporas, bacterias, virus y hongos),
procedentes de otros ambientes. Algunos han creado adaptaciones especializadas
gue favorecen su supervivencia y permanencia. Los microorganismos dispersados
por el aire tienen una gran importancia biolégica y econ6mica. Los
microorganismos pueden producir enfermedades en plantas, animales y humanos,
causan alteracion de alimentos y materiales organicos y contribuyen al deterioro y
corrosion de monumentos y metales (De la Rosa y col., 2002). En las muestras de
aire se cuantifico el contenido de BMA y hongos en el aire. En las placas de APD
en donde se realizd el recuento de hongos se llevd a cabo la identificacion
macroscopica y microscopica de los hongos de interés Rhizopus y Fusarium. Los
niveles de BMA y hongos fueron bajos (Tabla 11). Podemos decir que la calidad
microbioldgica del aire en este invernadero es apropiada. Los resultados sugieren
gue el nimero de hongos en el aire no esta relacionado con la incidencia de la
infeccion en el pimiento morrén. Esta se puede relacionar con la edad de la planta

y factores ambientales como la humedad y temperatura.
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Tabla 11. Medias de BMA y H/L en aire de invernadero y camara fria de

almacenamiento en los tres periodos de muestreo.

Log UFC/100 L

Tipo de Mayo 2009 Sep-Dic 2009 Feb-Mayo 2010
Muestra BMA H/L BMA H/L BMA H/L
Aire de

invernadero 1.1+ 0.55" a* ND 14+ 046b 2.1+0.33a 1.1+039a 22+055b

Aire de Camara
Fria ND ND 1.4+0.17a 22+019a 09+043b 21+020a

*- Valor de media + desviacion estandar.

% Letras iguales no hay diferencia significativa (P<0.05) entre temporadas de muestreo. Comparacion de
medias por prueba de Tukey.

ND No determinado

6.4.4. Incidencia de bacterias mesofilas aerobias (BMA), coliformes
totales (CT), fecales (CF) y E. coli en agua y solucién hidropdnica

En el agua de fuentes naturales suele encontrarse gran variedad de
microorganismos. Debe distinguirse la flora nativa de aquellas que se presentan
Gnicamente tras un incidente de contaminacion. La microflora del agua estd muy
determinada por los sitios con los que estuvo en contacto. Es una de las fuentes
de contaminacion de mayor relevancia para la industria, los servicios de alimentos,
la agricultura y la explotacién de animales acuaticos y terrestres, también es
vehiculo reconocido en brotes de enfermedades por agentes microbianos
(Fernandez-Escartin, 2008). El recuento de BMA pone de manifiesto una amplia
diversidad de microorganismos por lo que se considera como indicador de la
integridad fisica y limpieza de los sistemas de conduccién y almacenamiento. Los
coliformes totales sugieren un tratamiento inadecuado de desinfeccion. Su
presencia puede revelar un reingreso de materiales objetables incluidos desechos
humanos o de animales, reanudacion de desarrollo o formacion de biopeliculas. El
indicador de contaminacién fecal mas confiable en agua es E.coli; el agua
destinada al consumo debe estar exenta de esta bacteria (Fernandez-Escartin
2008). Warrington (1988) publico una guia microbiana para diferentes tipos de

agua en donde se sefala que los valores promedio para E. coli y coliformes
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fecales en agua de irrigacion para verduras que se consumen crudas debe ser de
< 77/100 ml y <200/100 ml respectivamente.

En la Norma Oficial Mexicana (NOM 127 SSA1-1994) establece como
limite para CT < 2 NMP/100ml y para coliformes fecales (CF) no detectable
(NMP/100ml) en el agua destinada a consumo humanao.

El seguimiento en el invernadero se inici6 analizando la solucion
hidropdnica que llegaba hasta la planta determinando BMA, CT, CF y E. coli.
Posteriormente se realizo el analisis del agua utilizada para elaborar la solucién
hidroponica la cual se somete a tratamiento de osmosis inversa y almacenada en
tanques cubiertos con plastico que se ubican en el exterior del invernadero;
finalmente también se analizé la solucién hidroponica que se reciclaba y
posteriormente era tratada con luz UV. Los resultados de los analisis se muestran
en las Tablas 12, 13 y 14. El agua utilizada para preparar la solucién hidropénica y
que también se destina a otros usos dentro de la empresa cubri6 los
requerimientos establecidos en la NOM127 SSA1-1994. Se observé un aumento
(aunque discreto) en la cuenta de BMA y CT, cuando esta es recolectada y
almacenada en los tanques de almacenamiento final, lo que puede deberse a que
la proteccién no esta siendo efectiva contra los animales silvestres y tierra. En
cuanto a la solucién hidroponica reciclada, antes de ser tratada con luz UV
presentd niveles elevados de BMA (6.1 log UFC/100ml) y CT (NMP 200/100 ml)
los cuales disminuy6 considerablemente después del tratamiento (BMA 4.3 log
UFC/100 mly CT NMP 2/100 ml). Respecto a la incidencia de E. coli en solucién
hidroponica tratada con UV esta también disminuye, mas no se eliminé (Tabla 14).
Como se sabe la presencia de E. coli es un indicador de contaminacion fecal, y en
nuestro caso, los resultados sugieren gue este tipo de contaminacion ocurre
dentro de los invernaderos y en un momento dado la presencia de patégenos de
origen intestinal puede ocurrir.

La solucion hidropénica después del tratamiento con UV es mezclada con
solucion nueva y enviada hasta las plantas. En el paso por las tuberias hasta las
mangueras, la incidencia de E. coli en la solucién aumenté tal como se muestra
en la Tabla 14. Si bien la presencia de E. coli en agua, en ausencia de materia

organica, expresa claramente una contaminacién fecal reciente por su
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imposibilidad de mantenerse viable en este material, en el caso de la solucién
hidropdnica su hallazgo podria no tener la misma interpretacion ya que su
composicién podria dotar de fuentes de energia a la bacteria para permitirle
sobrevivir o desarrollar a partir de nimeros muy bajos. Orozco en el 2008 analizo
8 muestras de solucion hidropdnica no detectando la presencia de E. coli (limite de
deteccion de < 0.28 MNP/ml).

Xuan y col. (2002) demostraron que patdégenos como Salmonella pueden
ser transportados en solucion nutritiva a plantas de jitomate a través de los
cotiledones, tallos y hojas.

Si bien en el agua es importante el contenido de CT y CF, su presencia
sobre frutas y hortalizas crudas no necesariamente provee un indice de
contaminacion fecal (Beuchat, 1998). En general es dificil encontrar territorios u
objetos ajenos a la contaminacién por coliformes totales; el impacto de este
indicador en las hortalizas sobre la salud no es relevante (Johnson y col., 2005).

Tabla 12. BMA en agua y solucién hidroponica colectada en el

invernadero
Mayo 2009 Sep - Dic 2009 Feb-Mayo 2010
Muestra
N* Log UFC/100 ml

Agua tratada con osmosis inversa 10 ND ND 2.8+ 1.04 **3'
Agua almacenada en tanque 6 ND ND 3.83+0.30 b
Solucién hidropdnica antes de UV 11 ND ND 6.1+0.15a°
Solucién hidropdnica después de UV 8 ND ND 4.3+0.89 b°

Solucién hidropdnica que llega a la planta 59 6.1+0.69a° 6.0+ 0.54 a° 6.1+0.37a°

*: NUmero de muestras totales

**: Media + desviacion estandar. Comparacion de medias por la prueba de Tukey.

! Letras iguales no hay diferencia significativa (P< 0.05) entre lugar de recoleccion de agua.

% Letras iguales no hay diferencia significativa (P< 0.05) entre antes o después de tratamiento con
UV.

% Letras iguales no hay diferencia significativa (P< 0.05) entre periodo de muestreo.
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Tabla 13. Coliformes totales (CT) y coliformes fecales (CF) en agua y solucién hidroponica en la empresa productora de

pimiento morron.

Mayo 2009 Sep -Dic 2009 Feb-Mayo 2010
NMP/100 ml

Muestras N* CT CF N CT CF N CT CF
2

Agua tratada con osmosis inversa - ND ND - ND ND 10 (2-9) <2
7

Agua almacenada en tanque - ND ND - ND ND 6 (2-200) <2

200

Solucién hidropdnica antes de UV - ND ND - ND ND 11 (21-200) <2
2 4

Solucién hidroponica después de UV - ND ND - ND ND 8 (2-2) (2-40)

Solucién hidroponica que llega a la 265 2 2 154 2 130 2

planta (264-265)  (2-5) 40 (9-270) (2-12) 15 (9-200) (2-12)

Total 4 40 50

1Muestras analizadas
2Mediana (limites)
ND No determinado
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Tabla 14. Incidencia y concentracion de E. coli en agua y solucion

hidroponica utilizada para el cultivo de pimiento morrén

E. coli
Muestra +/N (%) NMP/100ml
Agua tratada con osmosis inversa 0/10 (0) <2
Agua almacenada en tanque 0/6 (0) <2
Solucién hidropdnica antes de UV 9/11 (81) 4 (2-40)
Solucién hidropédnica después de UV 1/8 (12) <2
Solucién hidropdnica que llega a la planta 18/59 (33) 2 (2-12)

'Muestras positivas/muestras analizadas (% positividad).
’Mediana (limites)

6.4.5. Incidencia de bacterias indicadoras, Salmonella, Listeria y L.

monocytogenes en bandas de empacado

El pimiento cosechado es transportado hasta la zona de seleccion,

empaque, etiguetado y almacenamiento transportado sobre bandas (Figura 8).

Figura 8. Transporte y etiquetado de pimiento morron sobre bandas
transportadoras.
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En el &rea de seleccibn y empaque (bandas transportadoras) se
cuantificaron las poblaciones de BMA, CT y HL durante los tres periodos; los

resultados se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Medias de BMA, CT y H/L en bandas de empacado en tres
periodos de muestreo

Log UFC/100 cm?

Periodo N*
BMA? CT” H/IL™
Mayo 2009 17 6.1+1.56° a* 294298 a 454132 a
Sep. - Dic. 2009 54 43+0.73 b 29+143 a 364079 b
Feb. - Mayo 2010 90 3.6+0.83 ¢ 194070 b 4.0+0.73 a

! Muestras analizadas.

% Bacterias mesdfilas aerobias (BMA), organismos coliformes totales (CT), hongos y levaduras
HI/L).

g: Valor de media + desviacién estandar.

% Letras iguales no hay diferencia significativa (P<0.05) entre temporadas de muestreo.
Comparaciéon de medias por prueba de Tukey.

Los niveles de BMA y CT disminuyeron a lo largo de los periodos de
muestreo. Se sabe que el indice de BMA indica de manera general las
condiciones de higiene prevalentes en el proceso, asi como también puede
emplearse como un indicador de la eficiencia de tratamientos aplicados. En el
altimo periodo de estudio (febrero-mayo 2010) la empresa adopté medidas de
limpieza rutinarias debido a su interés por exportar al mercado europeo. Dentro de
las medidas adoptadas se implement6 un sistema de desinfeccion periédico de las
bandas transportadoras con sales cuaternarias de amonio. Las sales cuaternarias
de amonio son compuestos sintéticos tensioactivos y las mas comunes son de tipo
cationico. Tiene un escaso poder detergente, pero con buen poder germicida; son
bastante estables, inodoras e incoloras y las soluciones muestran un pH alcalino.
No son irritantes ni corrosivos su actividad disminuye en aguas duras y son
antagonizadas por detergentes anionicos (Fernandez — Escartin, 2008). El empleo
de estas soluciones desinfectantes tuvo efecto en el contenido de CT, y en menor
medida en la cuenta de hongos. En estos ultimos las poblaciones practicamente

permanecieron sin cambio en los tres periodos.
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Al principio de este estudio logré detectarse Salmonella en la banda
donde el personal selecciona los chiles manualmente. En los dos periodos de
muestreo posteriores no se encontrd este patdogeno observando una incidencia
global al final del estudio de 2 %. El género Listeria se encontré en 5 %; sin
embargo, la especie L. monocytogenes no se identificé en ninguna muestra (Tabla
16). El uso de guantes no es un requisito para los trabajadores, cosechan,
seleccionan y empacan los productos con la mano desnuda. Ha sido reportado
que el uso de guantes no garantiza que los trabajadores dejen de contaminar con
microorganismos los alimentos/productos que manipulan. Por lo tanto es
indispensable implementar un buen programa de lavado de manos de los
trabajadores para evitar la contaminacién de los frutos.

Las superficies dentro de las industrias suelen albergar multiples
microorganismos. La falta de una efectiva limpieza y desinfecciébn de las
superficies puede permitir que los microorganismos se multipliquen en ellas y
propiciar que se conviertan en fuentes de contaminacion hacia los productos, en
este caso el pimiento. Los datos obtenidos para BMA concuerdan con lo reportado
por Rangel en el 2009, donde analizaron bandas dentro de una empacadora de
zanahoria. Las bandas muestreadas en el primer periodo no desinfectadas
presentaron un valor de 6.4 Log UFC/100 cm? y en el periodo del tercer muestreo
en donde aplicaron proceso de desinfeccion el contenido se redujo a 3.8 Log
UFC/100 cm?. En ese mismo trabajo Salmonella se encontré en el 5y 4% de las
bandas transportadoras en dos empresas empacadoras de zanahoria. La

incidencia del patogeno fue similar a la observada en nuestro estudio (2%).

Tabla 16. Incidencia de Salmonella, Listeria spp. y L. monocytogenes en

bandas transportadoras de pimiento morron en la zona de empacado.

Salmonella Listeria L. monocytogenes
Muestra +IN (%)* +IN (%) +IN (%)
Bandas transportadoras 1/54 (2) 3/54 (5) 0/54 (0)

‘Muestras positivas/muestras analizadas (% positividad).
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6.5. Efecto de la temperatura en el comportamiento de L.
monocytogenes y Salmonella spp. en la superficie de pimiento morrén

La sobrevivencia y/o desarrollo de microorganismos en frutas y verduras
crudas esta influenciada por el tipo de microorganismo, el producto y las
condiciones ambientales en el campo y poscosecha (incluyendo condiciones de
almacenamiento). Los microorganismos, en general, sobreviven pero no crecen
adecuadamente sobre la superficie intacta de frutas y verduras, debido en parte, a
las barreras protectoras del producto. La cuticula, cascara o testa intactas, que
cubren a las frutas y verduras, y adicionalmente una capa cérea externa son una
importante barrera contra la penetracion y eventual colonizacion microbiana. La
pérdida de integridad del fruto abre camino a los microorganismos hacia las partes
internas, hasta entonces libres de ellos, y puede promover su multiplicaciéon. Las
propiedades metabdlicas de los microorganismos patdégenos determinan su
habilidad para sobrevivir y desarrollar en frutas y verduras. La manifestacion de
esta capacidad se ve influenciada por factores intrinsecos (propios de cada
alimento) y extrinsecos (ecoldgicos) condiciones a las que se expone el producto o
aplicados a los largo de su obtencién, procesamiento, distribucion y preparacion
en el sitio de consumo (Fernandez- Escartin, 2008).

Los microorganismos patégenos sobre la superficie de las verduras
normalmente se encuentran estresados y ese estrés puede verse incrementado si
después de la cosecha las verduras son procesadas y sometidas a diversos
tratamientos a lo largo del proceso de produccién, llevando a las bacterias a un
estado vulnerable que propicia eventualmente la muerte (Capozzii y col., 2009)

Se evaluo el comportamiento de Salmonella y L. monocytogenes sobre la
superficie de chiles pimiento morron a temperatura de refrigeraciéon (10°C) y
ambiente (22°C) a una humedad relativa (100%).

La poblacion de Salmonella disminuyé durante el almacenamiento a
10°C; la reduccion observada después de catorce dias de almacenamiento fue de
2.6 log UFC/chile, mientras que a 22°C la disminucion fue de 1.6 log UFC/chile
(Figura 9). Si bien el patégeno no desarrolld6 bajo las condiciones de

almacenamiento estudiadas, si tuvo la capacidad de sobrevivir por catorce dias,
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periodo en el cual los chiles permanecen sin cambios en sus caracteristicas

organolépticas y pueden ser consumidos (Figura 9, Tabla 17).
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Figura 9. Comportamiento de Salmonella spp. en superficie de pimiento
morrén rojo a 10y 22°C y 100 % de HR.

Neri (2007) estudid el comportamiento de S. enterica en cilantro
almacenado a 22°C y 100% de humedad relativa observandose desarrollo del
microorganismo.

Durante el almacenamiento en refrigeracion (10°C) L. monocytogenes
disminuyé en 1.8 log UFC/chile después de 14 dias de almacenamiento. La
reduccion de la poblacion a 22°C fue similar (1.5 log UFC/chile) (Figura 10 ,Tabla
17). Al igual que Salmonella, L. monocytogenes fue capaz de sobrevivir sobre la
superficie del chile pimiento morrén durante el periodo de estudio.

Carranza (2009) observé el desarrollo de L. monocytogenes bajo
condiciones de almacenamiento de 35 y 22°C y HR de 97% sobre hojas de
espinaca cruda, mientras que a 10 y 4°C el microorganismo sobrevivid. El
desarrollo de L. monocytogenes también ha sido observado en hojas de perejil a

una temperatura de almacenamiento de 20°C y 100% de HR (Dreux y col., 2007).
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Figura 10. Comportamiento de L. monocytogenes en superficie de
pimiento morron rojo a 22 'y 10 °C y HR de 100%.

Tabla 17. Velocidad de muerte de L. monocytogenes y Salmonella en
chiles pimiento morron almacenados a 10°C y 22°C.

Microorganismo 10°C 22°C
u! (log UFC/h)
L. monocytogenes -0.0047 a° -0.0045 a
Salmonella spp. -0.0146 a -0.00102 a

' Velocidad de muerte
’Letras iguales no hay diferencia significativa (p<0.5) entre velocidades de muerte. Comparacion de
medias de Tukey

En un trabajo realizado en nuestro laboratorio por Cortez (2009) se
observd que L. monocytogenes y Salmonella spp inoculados en chile jalapefio
mostraron una clara tendencia a la inactivacion al cabo de 72 hrs de
almacenamiento a 22 y 4°C. Independientemente de la temperatura de incubacion
la poblacion de L. monocytogenes se redujo por debajo de 10 UFC/chile.
Salmonella fue ligeramente mas resistente: se inactivo por completo (~5 log UFC

de reduccion) después de 5y 6 dias de incubacion a 22 y 4°C, respectivamente.
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Aunque ambos microorganismos no desarrollaron en la superficie del chile
jalapefio, tienen la capacidad de sobrevivir.

El contraste obtenido con nuestros resultados a una temperatura de
almacenamiento de 22°C puede deberse a que la sobrevivencia del
microorganismo también depende del producto donde se encuentre. Capsicum
annum contiene propiedades antibacterianas, antifingicas y antivirales (Cereaga y
col., 2003). Esta actividad se relaciona con el contenido de capsaicina (Molina-
Torres y col. 1999) que expresa efecto que retarda el crecimiento de
microorganismos Gram-positivos y Gram negativos como Staphylococcus aureus,
L. monocytogenes, Bacillus subtilis, E. coli y Pseudomonas aeruginosa (Barber y
col., 2000; Dorantes y col., 2000; Boboye y Odekunle, 2008).

6.6. Efecto de la presencia de Fusarium stilboides en el
comportamiento de L. monocytogenes y Salmonella spp. a 10°C

Como se comenté previamente, el hongo causante del dafio en
poscosecha que afectd al pedunculo y al céliz del pimiento, caracterizado por la
abundancia de un micelio blanquecino, fue identificado en este trabajo como
Fusarium stilboides y el hongo caracterizado por micelio gris con esporas negras
fue identificado como Rhizopus stolonifer. Se especulé que la presencia de un
organismo deteriorador, como es el caso de este hongo, podria influir en el
establecimiento de bacterias patdbgenas como Salmonella spp. y L.
monocytogenes como se ha reportado por otros investigadores ( Wells vy
Butterfield, 1999). Para conocer el efecto de la presencia de F. stilboides en el
comportamiento de Salmonella y L. monocytogenes en el chile pimiento, se
inocularon los chiles con aproximadamente 10° esporas/chile, se incubaron
durante 48 horas a 10°C y posteriormente se inocularon (por separado) los
patogenos (Salmonella y L. monocytogenes).

Cabe recordar que el recuento diferencial del hongo se llevé a cabo en
placas de APD; la diferenciacion del hongo F. stilboides del resto de los hongos
presentes en las placas fue muy clara de acuerdo a su morfologia colonial

(Figura 11). ElI comportamiento de F. stilboides fue monitoreado a lo largo de los
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14 dias de almacenamiento (Figura 12). EI hongo mostr6 un comportamiento
inconstante, pero con tendencia al desarrollo, y al final del estudio la poblacién
final fue de 4.6 log UFC/chile en presencia de Salmonella spp. y de 4.9 log UFC/
chile en presencia de L. monocytogenes.

s

Figura 11. Morfologia colonial de F. stilboides en placas de APD. A)
Recuento de inoculo inicial de F. stilboides en APD. B) Recuento de F. stilboides
durante los 14 dias de almacenamiento en APD.
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Figura 12. Comportamiento de F. stilboides en la superficie de pimiento
morrén durante el almacenamiento a 10°C y HR de 100%. (a) tiempo en el cual se
inocularon los dos microorganismos patégenos.
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A 10 °C en presencia del hongo L. monocytogenes redujo su poblacién en
1.5 Log UFC/chile. Al comparar estos resultados con el comportamiento de L.
monocytogenes en el chile sin la presencia del hongo, se puede concluir que el
hongo no tuvo un efecto significativo en su comportamiento (la reduccion en este
caso fue de 1.8 Log UFC/chile) (Figura 13). Para valorar el efecto se calculé la
velocidad de muerte para ambas dinamicas de L. monocytogenes (W). La
velocidad de muerte para L. monocytogenes en ausencia y presencia del hongo
deteriorador fue de -0.0044 y -0.0047 Log UFC/h respectivamente (Tabla 18).
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Figura 13. Comportamiento de L. monocytogenes en la superficie de
pimiento morrén rojo a 10°C y HR de 100% en presencia y ausencia de F.

stilboides. Las curvas fueron ajustadas mediante el programa DMfit.

Por el contrario, Salmonella disminuyé 2.6 Log UFC/chile en ausencia del
hongo con una velocidad de muerte (1) de -0.0145 Log UFC/h y en presencia de
F. stilboides se redujo unicamente 0.71 log UFC/chile presentando una velocidad
de muerte (1) de -0.0042 Log UFC/h; la diferencia entre las velocidades de
muerte en ambos casos fue significativa (p< 0.05). Evidentemente la velocidad de

muerte de Salmonella fue mayor en ausencia del hongo (Figura 14).
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Figura 14. Comportamiento de Salmonella spp. en la superficie de
pimiento morrén rojo a 10°C y HR de 100% en presencia y ausencia de F.

stilboides. Las curvas fueron ajustadas mediante el programa DMfit.

Estudios de incidencia de Salmonella en frutas y hortalizas afectados por
ataque de hongos y por lesiones fisicas en el fruto indican que de 341 frutas y
hortalizas colectadas en la mercado tanto sanas como afectadas por pudriciones
por hongos resultaron positivas para Salmonella el 20.2 % de los frutos sanos y
26.4 % de las muestras cariadas, dos tercios de estas lesiones fueron causadas
por Alternaria y Botrytis. En un estudio similar de 121 muestras de vegetales
lesionados mecanicamente (cortes, grietas y magulladuras), hubo una pequefa
diferencia en la incidencia de Salmonella entre las porciones lesionadas por
hongos y la sanas (Wells y Butterfield ,1999) (Tabla 17).

En otro estudio, jitomate, papa y tejidos de cebolla se inocularon con
Salmonella Typhimurium; las poblaciones de esa bacteria aumentaron en uno o
dos logaritmos después de la incubacion durante 48 horas a temperatura ambiente
(21°C). Cuando estos frutos fueron co-inoculados con S. Typhimurium y Botrytis o

Rhizopus se observé un aumento significativo en las poblaciones de Salmonella
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en comparaciéon con los productos no inoculados con los hongos (Wells y
Butterfield ,1999).

Tabla 18. Incidencia de Salmonella en frutos sanos y con dafio causado

por hongos
Positivos para Salmonella
Muestras
Fruto ; Frutos en buen Frutos con
analizadas ~
estado Darfo
Pimiento morron 57 12 16
Melén 9 2 3
Chile jalapefio 4 0 1
Jitomate 91 15 19

Fuente: Wells and Butterfield, 1999

La multiplicacion de Salmonella en tejidos infectados por hongos en el
estudio de Well y Butterfield (1999) sugiere que fue favorecido por la putrefaccion
y la accion de las enzimas pectinoliticas.

Cibelly y col. (2008) realizaron un estudio para conocer la capacidad
proteolitica de algunas cepas de Aspergillus, Fusarium, y Penicillium y el efecto
metabidtico de Fusarium oxysporum y Penicillium expansum sobre Salmonella. La
actividad proteolitica de los hongos se determiné en agar jugo de jitomate y jugo
de jitomate, mientras que el efecto metabidtico de F. oxysporum y P. expansum
sobre la Salmonella se evalué en un modelo que consistioé en caldo soya tripticasa
adicionado de diferentes cantidades de jugo de tomate. Observaron que la
sobrevivencia de Salmonella se mejor6 en caldo soya tripticasa mas 20 y un 50%
de jugo de tomate previamente inoculado con F. oxysporum.

En el caso de pimiento morrén inoculado con Salmonella se pudo
observar que la velocidad de muerte fue menor cuando el hongo esta presente, es
decir la disminucion de logaritmos por hora es menor que cuando Salmonella se

encuentra sola en la superficie del fruto (Tabla 18).
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Tabla 19. Velocidad de muerte de L. monocytogenes y Salmonella en
presencia y ausencia de F. stilboides a una temperatura de 10°C y humedad
relativa del 100%.

Microorganismo Ausencia de Presencia de
F. stilboides F. stilboides
u! (log UFC/h)
L. monocytogenes -0.0047 a* -0.0044 a
Salmonella spp. -0.0146 a -0.0042 b

' Velocidad de muerte
’Letras iguales no hay diferencia significativa (p<0.5) entre velocidades de muerte. Comparacion de
medias de Tukey

Aunque no se observé desarrollo de Salmonella, cabe aclarar que la
presencia del hongo no demostré un dafio fisico aparente por lo que podemos
sugerir que los nutrientes no estaban totalmente al alcance de Salmonella para
favorecer su desarrollo. La flora asociada del chile puede ejercer antagonismo
contra bacterias patdgenas como es el caso de Pseudomonas y Enterobacterias y
levaduras que inhiben el crecimiento de L. monocytogenes y Salmonella Chester
en chile pimiento morrén (Francis y O'Beirne, 1998; Ching-Hsing y William F. Fett,
2001).

Con base en los resultados obtenidos, la presencia de F. stilboides
favorece la sobrevivencia de Salmonella mas no significativamente la de L.

monocytogenes.
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VII. CONCLUSIONES

Los hongos causantes del deterioro del chile pimiento morron fueron identificados
como Fusarium stilboides y Rhizupus stolonifer. Estos hongos también se
detectaron en muestras de aire, mangueras, fibra de coco y chiles sin dafio
aparente. Las posibles fuentes de contaminacion fueron las mangueras y el aire

dentro del invernadero.

Los muestreos microbioldgicos indicaron que las condiciones de cultivo del chile
pimiento morrén son en términos generales adecuadas para garantizar que los

frutos pueden considerarse con una calidad bacteriolégica aceptable.

A pesar del nivel de proteccién que la técnica de hidroponia confiere al pimiento
hidroponico, Salmonella fue detectada en el fruto y en las bandas transportadoras.
La implementacién de buenas practicas agricolas es una solucién para disminuir la

incidencia de patdégenos en frutas y hortalizas.

La contaminacion esporadica con microorganismos de origen intestinal (E. coli)
puede ocurrir y podria dar lugar a la presencia de patégenos como Salmonella. La
prevencion de la contaminacion fecal en el ambiente del invernadero debe ser

enfatizada.

La implementacion de buenas préacticas agricolas como la desinfeccion de area de
empacado y cuchillas durante el cultivo del pimiento morrén se vio reflejada en la
disminucién del contenido de las bacterias indicadoras en el fruto y en los

materiales asociados a su procesamiento.

Salmonella y L. monocytogenes sobreviven en la superficie del fruto durante 14
dias, tiempo en el cual el producto es sensorialmente aceptable, por o que puede

ser ingerido por el consumidor representando un riesgo a su salud.
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e La presencia de F. stilboides causante del deterioro en pimiento favorece la
sobrevivencia de Salmonella en la superficie del fruto disminuyendo la velocidad

con la que muere. Este efecto no fue observado sobre L. monocytogenes.

e La informacion generada en este trabajo puede ser tomada como guia para otros

productores de chile pimiento morrén.
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