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Resumen

El cultivo hidropoénico, que consiste en proveer a la planta de los nutrientes
necesarios para su crecimiento en ausencia de tierra, ofrece grandes expectativas
para abatir la presencia de microorganismos patdgenos. Esta tecnologia es
relativamente nueva y los estudios acerca de la microbiologia implicada son mas
bien escasos. En el presente trabajo se determiné la microbiologia del jitomate y
de diversos materiales dentro de invernaderos hidropénicos, que podian operar
como posibles reservorios y fuentes de contaminaciéon. Paralelamente, se
investigd la microbiologia de jitomate comercial. A lo largo de 20 meses se
colectaron 1603 muestras diversas involucradas en la produccién de jitomate
hidropénico y de jitomate del comercio. El jitomate hidropdnico presenté escasa
carga microbiana con medianas de <4 de bacterias meséfilas aerobias (BMA), 6
de Enterobacteriaceae, <3 de organismos coliformes totales (OCT), < 3 de hongos
y 2 de levaduras, expresadas en log ufc/ jitomate. En jitomates de mercado y
supermercado se obtuvieron niveles superiores estadisticamente significativos
(p<0.05) a los obtenidos en jitomate hidropénico, con medianas de 5.9'a 6.5 de
Enterobacteriaceae, 3.7 a 5.1de OCT, 4.3 a 4.6 hongos, y 4.9 a 5.1 levaduras,
expresadas en log ufc / jitomate. La presencia global de Salmonella spp en
jitomate hidropénico fue de 2.95% entre 541 muestras y en jitomate del comercio
de 44% de 114 muestras. Entre 1603 muestras de jitomate, tierra,
encharcamientos y materiales involucrados en la produccion de jitomate
hidropénico, la mayor incidencia de Sa/monella spp se observd en muestras de
esponjas nuevas (16.7%), encharcamientos (14.7%), trapos limpios (7.5%) y
jitomate hidropdnico sin limpiar (6.3%). Todas las muestras resultaron negativas a
Listeria y Listeria monocytogenes. La concentracion de Enterobacteriaceae y OCT
en jitomate de mercado, supermercado e hidropénico no se asocié con la
presencia de Salmonella spp. Escherichia coli tampoco funciond como indicador
de la presencia de Salmonella spp. El contenido de BMA de los jitomates
hidropénicos no difiere significativamente (p>0.05) respecto al nivel de altura del
fruto en la planta, localizacién o tipo de ventilaciéon del invernadero en donde se
encuentre. El lavado de manos permitié abatir hasta 3 logaritmos el contenido de
Enterobacteriaceae; hecho similar ocurri6 con el lavado de trapos con
decrementos hasta de 6 logaritmos de OCT. No se encontrd diferencia significativa
(p>0.05) entre el contenido de Enterobacteriaceae de las esponjas sucias y las
sometidas a lavado y desinfeccion. Si bien el estudio demuestra un bajo perfil de
contaminacion del jitomate cultivado en los invernaderos hidropénicos, es
necesario y posible conferir una mayor proteccion a su inocuidad modificando o
introduciendo practicas sanitarias de operacion en etapas criticas del proceso.

(Palabras clave: jitomate, cultivo hidropénico, Salmonella)
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Summary

Hydroponic cultivation, which consists of providing plants with the nutrients
necessary for their growth in the absence of soil, offers great expectations in
reducing the presence of pathogenic microorganisms. This work determined the
microbiology of the tomato and different material found in hydroponic greenhouses
as possible sources of contamination. At the same time, the microbiology of the
commercial tomato was studied. 1,603 different samples involved in the production
of hydroponic and commercial tomatoes were collected during a period of 20
months. Hydroponic tomatoes had a low microbian content with means of. BMA
<4, Enterobacteriaceae 6, OCT <3, fungus <3 and yeast 2, expressed in logio
ufctomato. In market and supermarket tomatoes, significantly higher statistics
(p<0.05) were obtained compared to hydroponic tomatoes with means of 5.9 to 6.5
for Enterobacteriaceae, OCT of 3.7 to 5.1, fungus 4.3 to 4.6 and 4.9 to 5.1 for
yeast, expressed in logiys ufc/tomato. The presence of Salmonella spp in
hydroponic tomatoes was 2.95% in 541 samples, and commercial tomatoes were
4.4% positive in 114 samples. Among 1,603 samples of tomatoes, soil, pools of
water and material used in hydroponic tomato production, the greatest incidence of
Salmonella spp was observed in samples of new sponges (16.7%), pools of water
(14.7%), clean cloths (7.5%) and unwashed hydroponic tomatoes (6.3%). All
samples were negative to Listeria and Listeria monocytogenes. The concentration
of Enterobacteriaceae and OCT in market , supermarket and hydroponic tomatoes
was not associated with the presence of Salmonella spp. Neither did E.coli
indicate the presence of Salmonella spp. The BMA content of hydroponic tomatoes
does not significantly differ according to greenhouse altitude, location or type
ventilation where they are grown. Hydroponic tomatoes are cleaned as they are
packed. This operation includes diverse material such as workers’ hands, cloths
and sponges. We evaluated the washing of hands, cloths and sponges. Hand
washing reduced Enterobacteriaceae to 3 10gio ; similar results were obtained by
washing cloths, reducing OCT to 6 logio. There is no significant difference (p<0.05)
between the Enterobacteriaceae content of dirty sponges and of those that were
washed and disinfected.

(Key Words: Tomato, hydroponic cultivation, Salmonella)
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. introduccion

La produccién de frutas y verduras en nuestro pais muestra un crecimiento
notable. Este incremento resulta en parte de las perspectivas de los mercados de
exportacion y de una mayor demanda por parte del mercado nacional. Obedece
ademas al desarrollo de nuevas tecnologias de produccion entre las que destacan
el cultivo en forma hidropénica.

Las verduras crudas se encuentran expuestas a contaminacion por
gérmenes patdgenos. Entre las fuentes de tales microorganismos tiene especial
importancia la materia fecal humana y animal a través de la tierra de cultivo y el
agua de riego. El cuiltivo hidropdnico abate notablemente este problema. Sin
embargo, por otras mas, persisten riesgos de contaminacion humana y de
contaminacion por patégenos extraintestinales.

Las empresas productoras y exportadoras de alimentos, enfrentan la
obligatoriedad de satisfacer normas microbianas que los importadores establecen,
especificamente, un bajo contenido de microorganismos indicadores y/o negativo
para patégenos. Esta rigidez se sustenta en el conocimiento de brotes de
enfermedades de naturaleza microbiana asociados al consumo de verduras, y de
manera particular de jitomate. Hay que sefialar ademas, que de estas alimentos se
han aislado patégenos como Listeria monocytogenes y Salmonella spp
(Beuchat.,1995).

En muchos paises (principalmente los industrializados) no suele recurrirse
a la aplicacién de estiércol como fertilizante, al fecalismo al aire libre y al riego con
aguas residuales crudas o mal tratadas, todas las cuales son reconocidas fuentes
de contaminacién de verduras crudas (Beuchat., 1995). En nuestro pais, por el
contrario, con cierta frecuencia se observan estas practicas. Es de esperar
enfonces, que las verduras puedan ser vehiculo de microorganismos patdégenos
que se encuentran participando en brotes de enfermedades -transmitidas por
alimentos (ETASs).

Desafortunadamente en México, cifras sobre la microbiologia de frutas y

verduras, incluido su contenido de bacterias patégenas y su papel como vehiculos
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de brotes de enfermedad, es limitada. Esta faita de informacion y el bajo control
sanitario que con frecuencia ocurre durante el cultivo, cosecha y distribucion de
estos productos, incrementa el riesgo de adquirir enfermedad debido a su
consumo.

Los datos epidemiolégicos provenientes de otros paises sobre brotes de
enfermedad y aislamiento de patdgenos en frutas y verduras, advierten sobre el
riesgo que puede existir al consumir frutas y verduras contaminadas. En varios
paises se han reportado brotes por una gran variedad de frutas y verduras,
incluidas aquellas consideradas tradicionalmente inofensivas como la cebolla y el
ajo (cit. en Fernandez, 1998).

En Estados Unidos, es mas vasta la informacion acerca de la frecuencia
con la que los alimentos se ven implicados (Bean y col.,1997).

El sistema de analisis de riesgos y puntos de control criticos (APPCC), fue
disefiado para asegurar la inocuidad de los alimentos producidos para los
programas espaciales en Estados Unidos (Bauman, 1990). Actualmente, es
considerado el mas confiable para producir alimentos inocuos (Buchanan, 1980).
El APPCC tiene un enfoque sistematico, e incluye la identificacion, evaluacion y
control de riesgos en etapas del procesamiento que son criticas para asegurar la
inocuidad de un alimento.

En el presente estudio una empresa productora y exportadora de jitomate
hidropdnico planted la necesidad de apoyo por parte de instituciones de educacion
superior, que . cuente con recursos humanos y materiales para realizar
investigaciones que permitan fundamentar las acciones que aplican dentro del
sistema APPCC que han instalado. El correcto disefio de este sistema para una
planta productora particular requiere inevitablemente de informacion basica acerca
de la microbiologia del producto (y factores que la determinan) a lo largo de la
produccion, empacado y distribucidbn del jitomate. Esta informacién permite
detectar peligros microbianos a lo largo del proceso de produccion e identificar
puntos criticos para su control, asi como disefiar medidas correctivas que permitan

obtener un producto inocuo y establecer criterios de verificacion del sistema.



il. Antecedentes

I.1 Enfermedades transmitidas por alimentos

El consumo de alimentos como frutas y verduras es una dicotomia en la
perspectiva de la salud ya que forman parte importante de la alimentacién
humana, ayudando a preservar y promover la salud y bienestar (Fernandez,1998).
Sin embargo, es factor determinante en la transmision de enfermedades
producidas por microorganismos (Cuadro 1), (Castro, 1999; IFT, 2001).

Entre 1995 y 1996, el 2% de las enfermedades causadas por alimentos en
América Latina fueron asociadas al consumo de frutas y hortalizas (IFT, 2001).
Los microorganismos patdgenos aislados de estos productos, provienen tanto de
animales como del hombre y algunos son comunes en el ambiente. Entre ellos se
encuentran Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio cholerae,
Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Clostridium botulinum vy Listeria
monocytogenes.

Alimentos como la leche, carne y quesos se involucran en mayor proporcion
en brotes de ETAs, en tanto que las verduras aparecen con menor frecuencia
como vehiculos de bacterias patdgenas.

Las ETAs constituyen uno de los problemas de salud més comunes en el
mundo, con gran impacto social y econdémico. En nuestro pais, las condiciones de
elaboracién y comercializacion son con frecuencia inadecuadas, pero no se cuenta
con suficiente informacién confiable sobre la incidencia de estas enfermedades.

En Estados Unidos, por ejemplo, algunos investigadores estiman que
anualmente se presentan entre 12.6 y 76 millones de casos de enfermedades
asociadas al consumo de alimentos. En Canada [a cifra es de 2.2 millones de
casos al aflo. En México, la media de los ultimos dos afios para los casos de
enfermedad diarreica es de 5, 147, 611 casos en todo el pais; considerando que
s6lo cerca del 1-4% de los casos reales se reportan y que entre el 50-60% son
transmitidos por alimentos, se estima que mas de 257.4 millones de casos de

ETAs se presentan anualmente (Fernandez, 2000).



Cuadro 1. Brotes de enfermedad por mic

frutas y verduras.crudas.

roorganismos patégenos asociados con

Microorganismo afio del brote Producto Pais
E. coli 0157:H7 1995 Lechuga E.UA
1995 Lechuga Canada
1995 Ensalada Canada
1996 Perejil Japdn
1997 Alfalfa E.UA
1998 Coliflor E.UA
Salmonella spp. 1979-1991 Sandia E.UA.
1988 Soya Reino Unido
1990 Semilla de soya  Suecia
1990 Melones México
S. Javiana 1991 Jitomate E.UA.
1993
S. Montevideo 1991 Meldn E.UA
1993 Jitomate E.UA
S. Bovismorbificans 1994 Alfalfa E.UA
S. Havana 1998 Alfalfa E.UA
S. Baildon 1998-99 Jitomate E.UA.
S. Enteriditis 2000 Alfalfa Canada
Shigella sonnei 1983 Lechuga E.UA
1986 Lechuga E.UA
Listeria 1979 Jitomate y lechuga E.U.A.
monocytogenes
Listeria spp. 1981 Ensalada de col  Canada
1997 Albahaca fresca E.U.A.

Fuente : Castro, (1999); IFT.( 2001).



Alimentos implicados con mayor frecuencia en brotes son la carne de res,

cerdo y pollo, productos marinos, huevo y lacteos (Park, 1999) (Cuadro 2).
Algunos de estos alimentos, por ejemplo la leche no pasteurizada ocasiona
frecuentemente infeccion por Salmonella spp en Inglaterra en 1950 y en Escocia
en 1980 (McClenlland y Pinder, 1994). En 1985, un queso estilo mexicano fue
responsable de un brote de listeriosis en el cual 48 peréonas de 142 infectadas
murieron. Las muestras de queso examinado contenian 10°-10* células de
L.monocytogenes /g de queso (FDA y USDA, 1991), y en 1989, S. Javiana estuvo
implicada en un brote de salmonelosis en Minnesota y Wisconsin causado por el
consumo de queso Mozzarella (Leyer y Jonson, 1992).
Estos alimentos de origen animal pueden contener patdgenos en bajo numero,
pero la gravedad del problema no es su presencia, pues si el alimento se somete a
un adecuado tratamiento térmico, se abate el problema. La preocupacion radica
en que se suscite una contaminaciéon por una inadecuada manipulacidon que
favorezca la diseminacidon hacia materiales que después tengan contacto con
otros alimentos listos para su consumo. Lo anterior no sélo se suscita cuando se
manejan productos de origen animal sino también de origen vegetal. Un brote de
salmonelosis en ‘Inglaterra en 1988 estuvo asociado con el consumo de
habichuelas (atribuido a S. Saint-paul) (Francis y col.,, 1999). Y un brote de
infeccién con L. monocytogenes durante el verano de 1979 afecté a 23 pacientes
de 8 hospitales de Boston; este brote fue atribuido al consumo de una ensalada de
verduras crudas (Francis y col., 1999).

Datos del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) indican
que el nimero de brotes de ETAs relacionados a productos crudos, y el nimero
de personas afectadas, se han incrementado en afos recientes (Cuadro 3). Un
sinnimero de razones ha sido propuesto para explicar este incremento de ETAs
con los productos crudos. Desde principios de los 70’s, ha sido observado un
significativo incremento en el consumo de productos crudos ha sido observado en
los Estados Unidos presumiblemente debido, en parte, a la activa promocién en
que las frutas y verduras son parte importante de una dieta balanceada.



Cuadro 2. Brotes y casos de enfermedades transmitidas por alimentos Estados

Unidos, 1993-1997.

Alimento Brotes Casos
Pescado 140 725
Ensaladas diversas g7 : 4 547
Carne de res 66 3,205
Frutas y verduras 66 12,357
Bivalvos 47 1,868
Pasteles : 35 853
Carne de pavo 22 758
Carne de polio 20 1,113
Huevos 19 367
Ensaladas pescado/pollo 16 1,381
Helado de crema 15 1194
Carne de cerdo 14 638

L eche 10 207

Fuente: modificado de Fernandez (2000).



Cuadro 3. Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, en Estados Unidos,

asociados al consumo de frutas 'y verduras crudas.

ARos 1982-1987 1988-1991 1992-1997
Reportados

Casos en brotes’ 4 8 14
Brotes? 2 4 2

' Un caso es definido como una persona enferma asociada con un brote.
2 Un brote es definido como dos 0 mas casos de una enfermedad similar resultante de la ingesta

de un alimento comun.

* Adaptada por €l comité regulador nacional de criterios microbiolégicos para alimentos, 1999 y el
CDC, 2000).



Desde 1982 a 1997, el consumo per capita de frutas y verduras incremento
de 91.6 a 121.1, es decir, 32% (Grafica 1) (IFT, 2001).

El minimo procesamiento requerido para productos crudos y por ello, la
ausencia de alguna etapa efectiva de eliminacién de microorganismos, da lugar a
alimentos que podrian contener microorganismos, algunos de los cuales son
potencialmente peligrosos para la salud humana.

El alimento puede contaminarse con un patdgeno y este sobrevivir hasta el
tiempo de consumo a niveles suficientes para causar enfermedad. La dosis
infectante (minimo nimero de organismos necesarios para causar enfermedad) es
muy baja en casos en donde sdlo es necesario contaminar el alimento y sobrevivir,
sin multiplicarse. Sin embargo, en otros puede ser esencial la multiplicacién del
patdégeno, ya sea para provocar enfermedad ante dosis infectantes elevadas o
para producir toxinas.

Los alimentos pueden liegar a contaminarse con patégenos microbianos por
una amplia variedad de mecanismos. La contaminacién puede ocurrir durante la

produccién, cosecha, procesamiento, 0 comercializacion, asi como en la cocina.

fl.1.1. Algunos microorganismos patogenos identificados en brotes por
consumo de frutas y verduras

Se tiene el conocimiento de brotes por consumo de frutas y verduras, de los
cuales en ocasiones se logra identificar el punto de contaminacién. La
consideracién pertinente para determinar dénde y cdmo se suscitdé la
contaminacién es conocer el habitat del patégeno y el vehiculo mas frecuente de
transmision. La shigelosis es usualmente transmitida de persona a persona, pero
puede también ocurrir por consumo de agua o alimentos contaminados,
incluyendo frutas y verduras. Por ejemplo, dos brotes de shigelosis estuvieron
relacionados con el consumo de fechuga contaminada con S. soneii. Se especula
que en uno de los brotes, la contaminacion ocurrié durante su crecimiento su
cultivo o durante el almacenamiento del producto; en el segundo brote por un
manejo inadecuado de la lechuga por parte de un trabajador portador, agravando
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el problema debido a su almacenamiento a temperaturas inconvenientes dentro de
una bolsa de plastico (Madden, 1992). En EUA, dos brotes fueron ocasionados por
el consumo de cebollas crudas contaminadas con S. flexneri. Las cebollas fueron
rastreadas en California, resuitando que procedian de México;, se cree que la
contaminacion ocurrié durante la cosecha o durante el empaque del producto
(Beuchat, 1995).

En el caso de Salmonella, que es uno de los microorganismos que con mas
frecuencia ocasiona brotes, los vehiculos mas frecuentes son el pollo y otros
productos carnicos, asi como los huevos y los productos lacteos (Cuadro 4)
(Beuchat, 1995, Tietien y Fung, 1995). Las frutas y verduras crudas estan
implicadas en menor grado; sin embargo, se han reportado brotes de gran
dimensiéon por el consumo de estos alimentos. Tres brotes multiestatales
estuvieron relacionados al consumo de jitomates crudos; uno de ellos por
Salmonella Javiana en 1992, otro por S. Montevideo en 1993 (Wei y col., 1995) y
un tercero en el 2000 involucrando a-S. Baildon (IFT, 2001). Subsecuentes
estudios de laboratorio revelaron que el patégeno pudo crecer en jitomates con
fisuras o heridas, rodajas o rebanadas de jitomate (pH 4.1-4.5) almacenados a 20°
a 30°C. De lo anterior es importante resaltar la caracteristica'capacidad de
tolerancia a la acidez por parte de este microorganismo que incluso, ha provocado
brotes por consumo de jugo de naranja no pasteurizado y sidra (cit. en Fernandez,
2000).

Otras fuentes de interés en brotes de salmonelosis han sido el meldn y la alfalfa.
El consumo de melén ha propiciado dos grandes brotes, ocurridos en 1990 y
1991, con S. chester y S. Poona como agentes patégenos; se estima que mas de
25,000 individuos estuvieron infectados, y dos personas murieron (Wei y col.,
1995). Lo que propicié el brote fue la conservacién de melones (en ensalada), por
varias horas a temperatura ambiente (cit. en Fernandez, 2000). Y recientemente
en Finlandia y EUA, grupos de poblacién enfermaron después de consumir
germinado de alfalfa. El serovar S. Stanley, fue aislado de los pacientes y del

alimento (cit. en Fernandez, 2000).
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Cuadro 4. Alimentos implicados en brotes de salmonelosis.
Estados Unidos, 1983-1987.

Casos Brotes
Vehiculo de Numero Porcentaje Numero Porcentaje
Transmision.
Leche 47 0.4 6 3.5
Cerdo 144 1.3 5 2.9
Frutas/verduras 234 2.2 5 29
Huevo 412 3.8 9 5.3
Pavo 763 7.1 7 4.1
Camne de res 938 8.8 19 11.2
Pollo 1800 16.8 15 8.8
Otros
(incluyendo
vehiculos
multiples). 6309 58.9 101 59.4
Total 10,707 100 170 100

Fuente: Tietjen y Fung (1995).
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No s6lo microorganismos de origen intestinal han provocado brotes sino
también de origen extraintestinal como L. monocytogenes que esta ampliamente
distribuida sobre frutas y verduras crudos (Beuchat, 1995).

En algunos paises se han propuesto normas para la tolerancia de
L.monocytogenes en verduras crudas. Esta normatividad responde a la severidad
del padecimiento que ocasiona el microorganismo y a la elevada letalidad (30%)
observada durante los brotes de listeriosis (Kamat y Madhusudanan, 1995).

En Francia, las autoridades han sefialado recientemente un limite de 10?
ufc/ g para las verduras crudas, listas para consumirse (Francis y col., 1999). En
Alemania se recomienda que si el microorganismo esta presente en numero
menor a 102 ufc/ g no se requieren medidas especiales, pero si es mayor se tomen
precauciones. La norma oficial para una ensalada mixta preparada con verduras
se presenta en el Cuadro 5 (Francis y col., 1999). La norma en el Reino Unido y
Estados Unidos de América es la ausencia de L. monocytogenes en 25 g de
alimento listo para consumirse (Francis y col.,1999).

Alimentos como la lechuga y las ensaladas de col son los vehiculos mas
frecuentes de listeriosis. Algunos brotes estuvieron asociados al consumo de col
cruda contaminada con heces de oveja que contenian al patdgeno; vy al consumo
de lechuga, apio y jitomates (Madden, 1992). Un brote ocasionado por
L.monocytogenes ocurridé en 1981 en las provincias maritimas en Canada., hubo
34 casos de listeriosis perinatal y 7 de enfermedad en adultos. El alimento
consistié de una ensalada que contenia col y zanahoria; el serotipo 4b fue aislado
tanto de la ensalada como de la sangre de uno de los pacientes. La fuente de
contaminacién fue el abono ovino; en efecto, dos ovejas del rebafio habian muerto
de listeriosis entre 1979 y 1981 (Beuchat, 1995). En ambos brotes las verduras
crudas fueron la causa de la enfermedad; de ahi la importancia de someter a las
verduras a un eficiente tratamiento de lavado y desinfeccién. Y una adecuada
manipulacion post tratamiento evitara la recontaminacion permitiendo obtener un

alimento inocuo.
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Cuadro.5. Norma oficial alemana de la microbiologia de ensaladas mixtas

preparadas con verduras.

Microorganismo Limite
Cuenta total < 5x10° ufc/g
E. coli < 107 ufclg

Salmonella spp.

L. monocytagenes

Recomendaciones de vida de anaquel

Recomendaciones de la temperatura de

refrigeracién durante su transporte.

ausenteen 259

< 10%ufc/g, no se toma -
ninguna accion

>107 ufc/g se investiga

7 dias (incluyendo el

dia que se produjo).

2-7°C

Fuente: Francis y col. (1999).
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Otro microorganismo muy persistente es la E coli enterotoxigénica (la
causante de la “diarrea del viajero”) que cada vez se asocia mas al consumo de
verduras crudas. En un brote, 78 huéspedes de un casa enfermaron después de
consumir ensalada servida como parte de una cena puffet. La ensalada contenia
varios ingredientes incluyendo cebolla, zanahoria, calabacin, pimientos, brocoli,
champifiones, y jitomates (Beuchat,1995; IFT, 2001). Hay pocos estudios sobre la
presencia de este microorganismo en productos crudos; sin embargo, de lechuga
y ensaladas mixtas analizadas en Estados Unidos no se aislé al patbégeno. Un solo
estudio realizado en Mexico revela muy alta tasa de aislamiento
(aproximadamente 20%) de este microorganismo en mezcla de verduras, cilantro
y apio (IFT, 2001).

Un brote de hepatitis A producido por fresas mexicanas se difundio por
varios puntos del oeste de los E.U.A. (Woo y col., 1997).

Estos hechos han puesto en entredicho la seguridad de las frutas y
verduras crudas que no son sometidos a ningun proceso para reducir o eliminar

los microorganismos patoégenos (FDA'y USDA, 1998).

I.1.2. Microbiologia de frutas y verduras

Los microorganismos contaminan a las frutas y las verduras a través del
suelo, agua, manipulacion humana y durante su cultivo, cosecha y procesamiento.
Algunos de ellos poseen capacidad de enfermar al hombre y a los animales.

En general, la presencia de microorganismos se limita a la superficie
externa del fruto, aunque algunos investigadores reportan la presencia de
bacterias en el interior de hortalizas (jitomates). Samish y Tulczynska (1963)
encontraron que dentro de jitomates sanos existia un gradiente de
microorganismos, con mayor numero en el tejido conectivo del pedinculo central
bajo la cicatriz de la union del pedunculo con el fruto, y disminucion hacia el centro
y tejido distal periférico. Dichos autores también reportaron bacilos gram negativos
moéviles (Pseudomonaceae y Enterobacteriaceae) de los géneros Pseudomonas,

Xantomonas y Aerobacter en el interior de verduras crudas integras.
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Una diversidad de microorganismos han sido aislados de verduras crudas,
entre ellos grupos indicadores como son: las bacterias mesdfilas aerobias (BMA),
Enterobacteriaceae, organismos coliformes, hongos y levaduras. Las BMA
determinan el grado de contaminaciéon ambiental a que esta expuesto, el efecto de
las condiciones de almacenamiento y el grado de deterioro. Las BMA pueden
estar en productos crudos desde 10° a 10° ufc/ g, y en minimamente procesados
desde 10° a 10° ufc/ g (Zagory, 1999). Por ejemplo, el contenido de BMA en
fresas y uvas es aproximadamente de 10° a 10° ufc/ g. En cambio, los jitomates
sélo contienen de 10' a 10% ufc/ g (Brackett, 1988). Tubérculos y otras verduras
gue estan en contacto directo con la tierra durante su cultivo liegan a mostrar
cuentas de hasta 107 ufc/ g (cit. en Vanderzant y Splittstoesser, 1992). Los
coliformes totales han sido tradicionaimente utilizados como un indicador de
contaminacion fecal y /o de calidad sanitaria en varios alimentos, mientras que la
familia de las Enterobacteriaceae pueden ser utilizadas como grupo indicador de
contaminacion por tierra (Oblinger y col., 1982). Se le asigna un significado similar
al de los coliformes, pero con una cobertura mayor cuando se aplica a los
alimentos (Fernandez, 2000) , y se sugiere su aplicacioén en frutas y verduras ya
que se puede asociar con el nivel de contaminacién por tierra (Senter y col.,1985).

Existen otros grupos microbianos cuya presencia esta limitada por las
caracteristicas de la fruta o verdura. Una caracteristica que funciona como un
agente selectivo es el pH. Las frutas generalmente tienen un pH por debajo de 4.5
y son muy afectadas y alteradas por hongos. Las verduras tienen un pH superior
de 4.5; consecuentemente, las bacterias que generan podredumbre son mucho
mas comunes (Will y col., 1989). La aita acidez y contenidos de azucar de las
frutas permite que las levaduras y los hongos predominen en el huésped (cit. en
Vanderzant y Splittstoesser, 1992). Ambos factores y la presencia de sustancias
bactericidas propias de la fruta, tienden a destruir algunos bacterias (McUntey y
Wilbur, 1971). En cambio, el alto contenido de carbohidratos y la baja acidez de
las verduras favorece a las bacterias lacticas (cit. en Vanderzant y Splittstoesser,

1992). Algunos investigadores como Mundt, Hammer y Sandine (cit. en
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Vanderzant y Splittstoesser, 1992) han aislado streptococos y lactobacilos a partir
de algunas verduras.

La presencia de microorganismos patégenos esta determinada por una
diversidad de fuentes y mecanismos de contaminacién. Antes, durante y después
de su cosecha entra en contacto con tierra, agua de riego, materia fecal humana o
animal, estiercol o fertilizantes, maquinaria y equipo, aire y trabajadores. Por
ejemplo: L. monocytogenes se aisld de tierra de campos de cultivo y tierra que no
es de cultivo. Es importante resaltar que una mayor positividad fue de campos que
no son para cultivo (cit. en Brackett, 1988). También se ha recuperado de agua
residual cruda y tratada (cit. en Brackett, 1988), lo cual implica un riesgo si el agua
se utiliza para regar hortalizas.

Senter y col., (1985) analizaron los efectos de las operaciones de
empacado y manejo sobre la microfiora de jitomate crudo. En dos meses del aio
(julio y noviembre) se encontré que el jitomate crudo obtenido directamente del
campo tiene un contenido (mediana) de 3.7 log ufc/ g de Enterobacteriaceae en
julioy de <1 log ufc/ g en noviembre. Las operaciones de lavado redujeron 2
logaritmos (julio) y el subsecuente manejo hasta el empacado permitié reducir o
mantener el contenido hasta < 1 log ufc/ g en ambos meses. Las condiciones de
proceso y temperaturas de manejo afectaron la flora microbiana del jitomate dando

lugar a un fruto con baja carga microbiana.

1.1.2.1. Deterioro microbiano en frutas y verduras

El deterioro de frutas y verduras por actividad microbiana desde el cultivo, la
cosecha hasta el consumo puede ser rapido y variado particularmente en areas
tropicales donde la temperatura y la humedad son altas (Will y col., 1989). EI
contenido microbiano y la calidad de la fruta se ven afectados significativamente
por la contaminacion por tierra, agua, insectos, condiciones climaticas, tipo de
fruta y estado de madurez (McUntey y Wilbur, 1971; cit. en Vanderzant y
Splittstoesser, 1992).

Las bacterias que causan deterioro en verduras predominantemente son

bacilos gram negativos aerobios como Enterobacter spp, Citrobacter spp,
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Flavobacterium spp, Proteus spp, Klebsiella spp, Xanthomonas spp, efc.
(Fernandez, 2000). Esta ultima, por ejemplo, causa ablandamiento de una
diversidad de verduras. Miembros de Pseudomonas, Bacillus y Clostridium, son
también importantes deterioradores (cit. en Vanderzant y Splittstoesser, 1992).

Algunos microorganismos nativos de la fruta llegan a convertirse en parte
de la microflora en la linea de procesamiento industrial. Entre ellos se encuentran
levaduras aciduricas y hongos. Geotrichum candidum ha sido denominado “hongo
de la maquinaria”, porque puede colonizar en el equipo de procesamiento de
frutas (cit. en Vanderzant y Splittstoesser, 1992). De las bacterias acido tolerantes,
el grupo de bacterias lacticas es el mas comun; sin embargo, especies de
Acetobacter, Gluconobacter y Zymomaonas, también puede desarrollar en
ambientes acidos en las lineas de procesamiento de frutas (cit. en Vanderzant y
Splittstoesser, 1992). Este grupo de bacterias llega a causar pérdidas econoémicas
significativas para las empresas, al provocar el deterioro de su producto en un
corto tiempo.

Ciertas bacterias, virus e insectos pueden invadir la fruta mientras ésta se
desarrolla en la planta. Esta bien establecido que\ la mayor pérdida ocurre durante
la poscosecha. Algunas especies de hongos causantes de deterioro, son:
Alternaria, Botrytis, Diplodia, Monilinia, Penicillium, Phomopsis, Rhizopus,
Phytophthora (cit. en Vanderzant y Splittstoesser, 1992), Sclerotinia y
Colletotrichum, éste Ultimo es capaz de penetrar la cascara sana de un fruto. Entre
las bacterias destacan Erwina y Pseudomonas (Will y col., 1989), y entre las
levaduras Torulopsis, Brettanomyces, Hansenula, Saccharomyces, y Torulaspora
(cit. en Vanderzant y Splittstoesser, 1992).

Puede suceder que las relaciones entre el huésped (fruto o verdura) y el
patdégeno sean razonablemente especificas, por ejemplo: Penicillium digitatum
afecta solamente citricos mientras que P.expansum a manzanas y peras, pero no
a citricos (Will y col., 1989).



i1.11.2.2. Microorganismos patégenos en frutas y verduras

La presencia de microorganismos patdgenos para el hombre y para la
planta es evidente. Las diversas fuentes de contaminacién a las cuales se
exponen tanto el fruto como la planta incrementan el riesgo de que el hombre o la
planta contraiga una enfermedad.

Microorganismos patégenos en frutas y verduras es un problema frecuente
en nuestro pais. Algunas de ellas comunmente utilizadas en la preparacién de
ensaladas (lechuga, pepino, rabano y oftros), llegan a albergar diversos
microorganismos, entre ellos: E.colii Salmonella spp, L. monocytogenes,
Aeromonas spp, Yersinia enterocolitica; algunos virus, amibas y nematodos (cit.
en Vanderzant y Splittstoesser, 1992; Zhuang y col., 1995).

La recuperacion de E. coli de los alimentos, implica que otros
microorganismos de origen fecal, incluyendo patégenos, probablemente estan
presentes. Algunas veces existe correlacion entre la abundancia de E.coli y la
probabilidad de aislar Salmonella spp. (Fernandez, 1981). Esta Gltima se ha
aislado en varios tipos de frutas y verduras crudas (Cuadro 6), entre ellas el
jitomate (Jaquette y col., 1996). Ercolani en 1976 (cit. en Wells y Butterfiel, 1999),
aislo Salmonella spp, del 68% de lechugas y 72% de hinojo, colectados en ltalia.

L. monocytogenes ha sido aislada de papas, rabanos, pepinos, col,
jitomate, esparragos, brocoli y coliflor almacenados a 4°C y de verduras que se
expenden en mercados y supermercados (Cuadro 7). En ensaladas de verduras a
base de col, apio, cebolla y lechuga que se adquirieron en supermercados en
Inglaterra se aislé en el 67% de las muestras (Beuchat, 1995); y en brécoli crudo
que recibia una planta procesadora del producto precocido y congelado en el
Estado de Querétaro, se recuperd Listeria spp en el 11% de las muestras
(Pérez,1998).

Farber y col.(1989) reportaron que de 110 muestras analizadas de diversos
vegetales entre ellos lechuga y jitomate, ninguno contenia Listeria monocytogenes
y solamente en una muestra de las 110 se recuperé Listeria spp. Petran vy
col.(1988) reportan resultados similares de muestras comerciales de vegetales

frescos y congelados donde no se encontrd L. monocytogenes. En cambio, Farber
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Cuadro 6. Incidencia de Salmonella en frutas y verduras crudas.

Producto ARo Pais de origen Numero de
muestras Positivas(%)
analizadas
Berenjena/ 1976 Inglaterra 60 7 (11.7)
Pimientos
Tomates/ 1978-80 Grecia 266 0(0)
Pimientos
Aceituna 1979 Iraq 19 5(26.3)
Miscelaneos' 1981-83 Espafa 849 46 (5.4)
Melon 1990 Importado® 1440 11 (0.8)
1990-91 Importado® 2200 24 (1.1)
Lechuga/Eneldo  1973-75 ltalia 209 146 (69.9)
Lechuga/Perejil 1978-80 Grecia 157 3(1.9)
Tubérculos 1981-83 Espaia 204 10 (4.9)
Lechuga 1985 Espafia 65 5(7.7)

' Berenjena, calabaza, haba, frijol, pepino, pimiento, tomate.
2 |mportado por USA desde Centroamérica, México y el Caribe.

3 Importado por Canadéa desde USA, Centroamérica, México y el Caribe.

Fuente: D’Aoust, (1994).
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Cuadro 7. Positividad de algunos patogenos en frutas y verduras que se expenden

en mercados Yy supermercados

Patogeno Tipo Pais Incidencia Porcentaje
+/n (%)
L. monocytogenes Lechuga us 1/92 1.1
Ensalada  Ucrania 4/64 6.3
mixta
Coliflor us 0/92 0.0
Brocoli us 0/92 0.0
Repollo us 1/92 1.1
Zanahoria us 1/92 0.0
Pepino us 2192 2.2
Champifiones US 10/92 11.0
Papa us 211132 16.0
Tomate Canada 0/20 0.0
Tomate Pakistan 2/15 13.0
Tomate us 0/92 0.0
Campylobacter Lechuga Canada 2/165 1.2
Pereijil Canada 1177 0.6
Cebolla Canada 1/180 0.6
Papa Canada 1/153 0.7
Espinaca Canada 2/183 1.1
Rabano Canada 21174 1.1
Cryptosporidium Lechuga Costa Rica 2/80 2.5
Cilantro Costa Rica 4/80 5.0
Tomate Costa Rica 1/80 1.3
Salmonella Lechuga ltalia 82/180 68.0
Lechuga Espana 5180 6.3

Fuente: IFT, (2001).



y col. (1989) reportaron que en muestras empacadas de ensaladas de vegetales
s6lo resultaron positivas a L. monocytogenes 4 de las 60 muestras y
Steinbreugge y col., (1988) reportaron 9% de positividad en lechugas
almacenadas. Tanto Farber (1989) como Steinbreugge (1988) reportan que L.
monocytogenes fue capaz de desarrollar en los vegetales a 4°. Es importante
mencionar que las lechugas fueron analizadas durante los meses frios del ario.

La gran ubicuidad de L. monocytogenes le permite encontrarse en verduras
crudas y minimamente procesadas (Cuadro 8), con gran dispersién en cuanto a
los valores de incidencia registrados.

Asi como es preocupante la presencia de un microorganismo patdégeno
para el hombre en un alimento, para una planta genera una situacion que debe ser
controlada.

El proceso de infeccion, particularmente en poscosecha, se debe en gran parte a
las lesiones mecanicas producidas en la cascara y las lesiones por insectos al
fruto. Algunas bacterias pueden tener acceso al fruto huésped a través de
aberturas naturales, lenticelas y grietas. Un ejemplo sobre el mecanismo de
infeccidn, es la penetracidon de esporas de Phlyctagna vagabunda a través de las
lenticelas en la manzana previo a la cosecha. El dafio se manifiesta por si mismo

como pudricion durante el almacenamiento (Will y col., 1989).

I1.1.3. Sobrevivencia y multiplicacion de microorganismos patégenos en
frutas y verduras

LLa sobrevivencia y/o crecimiento de patdgenos sobre frutas y verduras esta
influenciado por el organismo, el alimento, las condiciones ambientales en el
campo, las de almacenamiento. En general, los patégenos sobreviven pero no
crecen sobre la superficie externa de frutas y verduras crudas, debido en parte a
las barreras protectoras naturales de la planta.

En el campo, el ambiente fisico de la superficie de cultivo es considerado
desfavorable para el crecimiento y sobrevivencia de la bacteria (Dickinson, 1986;
IFT, 2001) (por ejemplo, pobre de nutrientes y humedad, fluctuaciones de

temperatura y humedad, y luz ultravioleta).

21



Cuadro 8. Listeria monocytogenes en verduras crudas

listas para consumirse (diferentes paises).

y minimamente procesadas

Verduras Numero % de muestras Pais
positivas

Verduras intactas

Habichuelas e/7 85% Malasia

Col 6/18 33% Sri. Lanka

Pepinos 2/92 2.2% Unioén Soviética
115 6.7% Pakistan

Lechuga 10/20 50% Sri. Lanka

Papas 28/132 21.2% E.UA.
19/70 27.1% E.UA.

Rabanos 19/32 14.4% EUA

Jitomates 2/15 13.3% Pakistan

Verduras minimamente procesadas y listas para consumirse.

Pepinos cortados 4/5 80% Malasia

Ensalada de col ~ 4/92 2.2% Canada
5/50 4% Singapur

Preparado de 8/42 19% Inglaterra

verduras mixto

Verduras crudas  11/25 44% Holanda

y cortadas

Ensalada de 4/16 25% Irlanda del norte

verduras.

Fuente: Manzano y col. (1997).
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Después de la cosecha los patdégenos pueden sobrevivir pero no crecer
sobre la superficie de frutas y verduras crudas, especiaimente si la humedad no es
elevada. En algunos casos, la concentracidon de patdgeno disminuye sobre la
superficie externa. La tasa de disminucidbn depende del tipo de producto,
humedad, y temperatura asi como la atmésfera y el tipo de empaque usado. El
crecimiento sobre las superficies intactas no es comun porque los patégenos
transmitidos por alimentos no producen las enzimas necesarias para penetrar la
cascara. Existen excepciones como es el crecimiento de E.coli 0O157:H7 sobre la
superficie de meldn (IFT, 2001).

Es bien sabido que patdgenos como S. enteriditis, S. infantis, S.
typhimurium y L. monocytogenes, son capaces de crecer en jitomate (Beuchat,
1995).

La infiltracibn de agua de lavado dentro de frutas intactas ha sido
demostrado con varias frutas y verduras, lo que permitié explicar un brote de
salmonelosis asociado con jitomates crudos del comercio (IFT, 2001). Se ha
observado que la infiltracidn ocurre a través de los espacios intercelulares al
crearse una diferencia de presiones debido a que la temperatura del fruto era mas
elevada que la del agua (Bartz, 1999; IFT, 2001).

I.2. Jitomate

El jitomate (Solanum lycopersicum o Lycopersicum esculetum), pertenece a
la familia ®alangceae. Es una planta herbacea, semilefiosa, de floreg amarillas
agrupadas en racimos.

Su fruto es una baya que puede mostrar diversas formas (alargada,
eéférica), de superficie lisa y brillante, y con numerosas semillas aplanadas al
interior de dos cavidades (INEGI, 1997).
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1.3 Agroindustria del jitomate en México

i1.3.1 Situacién nacional y mundial

El jitomate es uno de los cultivos que presenta mayor productividad en
hidroponia. En una hectarea se pueden cosechar de 200 a 700 toneladas, a
diferencia de la agricultura tradicional, con la que se obtienen alrededor de 30
toneladas/hectarea (Asociacion Hidropénica Mexicana, 1999). En 1998, 89.8
millones de toneladas de jitomate se cosecharon en el mundo, de los cuales
aproximadamente 11.6 miliones de toneladas fueron cultivadas en invernaderos
hidropénicos (Dorais y col., 2001).

El cultivo de jitomate en 1997 generé en nuestro pais divisas por 592
millones de ddlares representando el 34% del total de las divisas captadas por
exportacioén de hortalizas. Como parametro de comparacion, el café en ese mismo
afio captd divisas por 827 millones de dbélares en su exportacién, siendo el
producto horticola numero uno a nivel nacional, seguido del jitomate (Yanez,
2000).

El cultivo en invernadero al terminar el afio de 1998, se estimd por
los constructores de diversas empresas en un crecimiento en Canada del 8%. En
Estados Unidos se han sumado 123 hectareas mas, que representan algo asi
como un tremendo incremento del 16%, mientras que en México, el crecimiento
fue aproximadamente de 88 hectareas de invernaderos, es decir un incremento
del 34% (Bringas, 1999b).

Actualmente Espafa se ubica en el primer lugar de la lista de exportadores
de hortalizas y México ocupa el sexto sitio. Embarca mas de dos millones de
toneladas a los mercados internacionales, o que comprende el 4% del mercado
internacional mundial de hortalizas (Ennis, 1999).

Los principales productos exportados por México a Estados Unidos y
Canada de 1996-1992 se enlistan en el cuadro 9 (Bringas, 1999a), siendo el
jitomate el fruto de mayor exportacion. En la Tabla 1 se enlistan los principales

paises productores de jitomate en el periodo 1996-2000 (FAO, 2000).
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Cuadro

Canada y paises europeos, 1996-1999.

9. Principales productos horticolas crudos exportados de México a EUA,

EUA Canada Alemania, Francia y Gran Bretana.
Jitomates Jitomates Esparrago
Pimientos Pimientos Meldn
Chiles Melbn Cebollas
Pepinos Sandia Ajos
Cebolla Uvas Mangos
Calabacita Fresas Aguacate
Sandia Cebollas
Meldn Esparrago
Esparrago Berenjena
Berenjena - Ajos
Ajos
Apio
Brocoli
Elote.

Fuente: Modificado por Bringas, (1999a).






A principios de la década de los 90's el jitomate mexicano representé el
13% de las compras de jitomate de invierno que efectuaron los consumidores en
Estados Unidos. En la actualidad, la mitad del volumen del jitomate de invierno
consumido por ese pais proviene de México (Ennis, 1999).

En los Ultimos cinco anos, ademas del jitomate, otros productos como la
cebolla, los chiies, los pimientos, los pepinos, la calabaza, la uva, la sandia, el
melén, el mango y el aguacate, se han colocado entre los 10 primeros lugares de
las exportaciones mundiales (Bringas, 1999a; Gatzionis, 2000). Sin embargo, la
exportacion de frutas y verduras requiere de un sistema de normalizacién de la
calidad (Gatzionis, 2000), pues pueden provocar dafos a la salud de consumidor
por la presencia de microorganismos patbégenos.

Los horticultores del sector social de nuestro pais generaimente carecen de
la infraestructura necesaria para poder cumplir con las normas que se imponen, y
permitir asi la comercializacidén del jitomate tanto para mercado nacional como de
exportacion (Lépez, 2000).

El 92% de las exportaciones de hortalizas en México tienen como destino
los Estados Unidos, destacando también los mercados de Canada, Francia vy
Japbn (Cuadro 10).

La exportaciéon de frutas y verduras requiere de un sistema de
normalizacién y estandarizacién de calidad, que determine un estandar minimo
que permita incursionar en los mercados internacionales. Por ello, son necesarias
normas de calidad, de inocuidad, de residuos toxicos, de marca, de envase, de
transporte, de almacenamiento y de comercializaciébn. Si se cubren estas
expectativas basadas en normas oficiales mexicanas obligatorias, se estarian
generando productos de clase mundial, capaces de ser aceptados sin restriccion

alguna en cualquier pais al que se exporten (Gatzionis, 2000).
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Cuadro 10. Porcentaje de exportacion de hortalizas de México a diversos paises.

Pais % de exportacion
E.U. 92.0
Canada 5.8
Francia 1.2

Japon 0.5

Otros mercados 0.5

Fuente: Yanez, (2000).
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11.3.2 Comercializacion

El comportamiento del mercado de las frutas y verduras en México esta
directamente vinculado con la estacionalidad de los cultivos, y se divide en dos
ciclos: primavera-verano y otofo-invierno. En el primer ciclo las frutas y verduras
presentan sus mayores variaciones de produccion y en el segundo es en donde
México realiza la mayor parte de las operaciones de exportacion.

En la Gltima década ia produccién de frutas y verduras en invernadero ha
aumentado. Dado que los jitomates de invernadero suelen alcanzar elevadas
cotizaciones en los mercados, se requiere un severo control en la seleccién, no
solamente de frutos defectuosos y danados, sino también de la uniformidad en el
tamarno y color (Serrano, 1978; Yanez, 2000).

Los aspectos comerciales presentan cada vez mayor complejidad. Los retos
mas relevantes se encuentran en el manejo en poscosecha de los cultivos, en los
aspectos sanitarios y de inocuidad, en mercados mas competitivos (solamente en
Ja temporada 1999-2000 concurrieron 12 paises al mercado de tomate de
invernadero de los Estados Unidos), y la consolidacién de los compradores
(Steta, 2000).

Ante los problemas de comercializacion del jitomate, de las 300 mil cajas
que salen a diario al extranjero, el 23%- (70 mil cajas)- es el volumen que se

desecha, debido a la sobreoferta (Lopez, 2000).

1.4 Cultivo hidropoénico

El diccionario define a la agricultura como el * arte de cultivar la tierra”. La
tierra o el suelo, sirven de soporte para que las plantas se ancien y constituyan un
magnifico almacén de agua, oxigeno y sales minerales en donde se completara su
ciclo biolégico. Como tal almacén, €l suelo es generoso en sus aportes pero muy
complejo en cuanto a los mecanismos de retencion y de liberalizaciéon de sus
contenidos (Gazquez, 2000).

El hombre, en su afan de controiar los procesos de nutricién de las plantas
y con el objeto de aproximarse al potencial productivo de las mismas, ha ido
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buscando alternativas de medio de cultivo hacia sustratos que interaccionen
menos en los procesos de aporte-absorcion (Gazquez, 2000; Morgan, 2000).

No obstante, hay que recordar que la capacidad productiva de la planta esta
en funcion de factores: genéticos, climaticos y/o medioambientales, de
disponibilidad de agua, tecnolégicos y culturales.

La hidroponia es un sistema de cultivo para las plantas sin necesidad de
que sean puestas en el suelo; siendo precisamente este su fundamento: sustituir a
la tierra.

Se les llama cultivos hidroponicos o sin tierra pues las plantas se
desarrollan en un medio totalmente artificial, donde los nutrientes necesarios para
su crecimiento se suministran por medio de una solucién de agua y sales
minerales (Hernandez, 1981).

Las técnicas de cultivo sin suelo o hidropénicas intentan incrementar la
eficiencia de los sistemas de produccién en base a tres ventajas fundamentales
(Gazquez, 2000):

-Optima relacion aire/agua.

-Disminucién radical de enfermedades y plagas.

-Control perfecto de la nutricion.

Existe una clasificacion para este sistema que estd basada en
caracteristicas especificas de donde se distinguen dos modalidades (Hernandez,
1981: Morgan, 2000), la primera es el medio exclusivamente liquido, siendo en
este caso una solucion nutritiva, en la cudl las plantas tienen inmerso el sistema
radicular. La segunda es el medio sélido, donde el cultivo se desarrolla sobre un
sustrato solido pero inerte y poroso para que se haga circular la solucién y pueda
nutrirse la planta sin problemas. Algunos de los sustratos utilizables son: la arena,
vermiculita, agrolita, turba volcanica y la grava.

Recientemente los trabajos sobre hidroponia se han enfocado a dos
aspectos principales (cit. por Hernandez, 1981):

Ja busqueda de sistemas hidropénicos mas econdémicos y faciles de

manejar.



-estudios que incluyen aspectos de nutricion vegetal.

Ventajas y desventajas de la hidroponia (cit. por Hernandez, 1981; Asociacion

Hidroponica Mexicana, 1999):

comparado con el sistema de cultivo tradicional, la hidroponia esté considerada

como un sistema de produccién agricola con gran nimero de ventajas:

Suministro éptimo de aire, nutrientes y agua.

Mayor control fitosanitario.

Reduccién del consumo de agua, pues las pérdidas por evaporacion son
limitadas.

Permite el monocultivo ( cultivo repetitivo de la misma especie).

Posibilidad de cultivar en cualquier tipo de terreno, lo que no seria posible
realizar por cultivo tradicional.

Obtencién de cosechas extraestacionales.

Reduccion de gastos en lo laboral.

Obtencioén de productos de mejor calidad.

No depende de fendbmenos meteoroldgicos.

Requiere mucho menor espacio y capital para una mayor produccion.
Mayor limpieza e higiene en el manejo del cultivo desde la siembra hasta la
cosecha.

Uniformidad en los cultivos

No se fertiliza con materia organica

Se utilizan nutrientes naturales y limpios

El equipo de produccion es de alta tecnologia

La temperatura, nutrientes, ventilacion, luz y humedad relativa son
controlados por los productores.

Mayor control de la contaminacion por patbégenos.

Entre las desventajas destacan:

la inversion inicial a nivel comercial se considera elevada, pues se

requieren instalaciones y maquinaria especial.
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Los cuitivos hidroponicos se encuentran menos expuestos a la
contaminacién (ingreso de animales superiores, corrientes de aire, uso de aguas
negras, entre otras), a diferencia de cultivos en el campo en donde operan
diversas fuentes de contaminacion (Riser y col., 1985).

Algunas frutas y verduras que crecen en el campo tienen un ambiente
adecuado para el desarrollo de muchos tipos de bacterias (Riser y col., 1984). En
1978, Maxey (Riser y col.,, 1985) inoculd E. coli, Staphylococcus aureus y
S.Typhimurium en lechuga y observé que su nuamero incrementé ligeramente
durante 6 h, sugiriendo que el microambiente exterior de la lechuga podria ser
favorable para estas microorganismos.

Estudios realizados sobre la microbiologia de la lechuga que crece bajo
sistema hidroponico, indican que bacterias patdgenas humanas no se encuentran
en estos productos (Riser y col., 1985).

La calidad microbiolégica de productos de campo no es regulada por
agencias como la FDA y la USDA en EE.UU. (Riser y col., 1984), o por SSA en
México, que son las encargadas de establecer estandares microbianos para
productos agricolas. Probablemente la calidad microbiana de productos
hidropénicos tampoco es controlada por estas agencias. Al no haber informacién
en la literatura acerca de esta tecnologia, se desconoce el riesgo que implica el
consumo de productos asi cultivados.

Puede no resultar facil mantener un invernadero hidropénico libre de
microorganismos como E.coli, Salmonella spp, Shigella spp, etc, debido a la
facilidad con la que pueden ser vehiculizados por humanos, insectos, reptiles y
aves. Por tal razén, se deben implementar medidas de saneamiento periddicas.

La capacitaciéon constante a los trabajadores en las buenas practicas de
higiene es esencial debido al estrecho manejo del producto, asi como a la
magquinaria utilizada para la cosecha y transporte. Por ello, la importancia de
proporcionar el equipo necesario que evite el ingreso de materiales que sirvan de

vehiculo de patdgenos ( uniforme, guantes, zapatos, etc.).



I..4.1 Desarrollo, maduracién y cosecha de jitomate hidropénico

El cultivo hidropdnico de jitomate permite a los agricultores obtener una
mayor produccion y mejor calidad del fruto de lo que se obtendria en el cultivo
tradicional. La calidad del jitomate esta influenciada por el cultivar (variedad), las
condiciones ambientales (intensidad de la luz, humedad relativa, temperatura, y
concentracion de CO, ) y las practicas de cultivo (sistema utilizado, densidad de
las plantas, sistema de irrigacion, composicion y concentracion de nutrientes en la
solucion nutritiva, tiempo de cosecha y condiciones de almacenamiento). Lo
anterior se refleja en su apariencia (color, tamano, firmeza, jugosidad y textura),
sus cualidades organolépticas (sabor, atribuido a los aromas volatiles, azlcares y
contenido de acidos) y propiedades nutritivas (contenido de minerales, vitaminas,
carotenoides, etc.) (Dorais y col., 2001).

El sistema hidropénico incrementa la firmeza del fruto, la concentracién de
vitamina C, azlcares, acidos, fosfatos, potasio, caicio y magnesio en el jitomate
(Dorais y col., 2001).
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Hl. Objetivos

lil. 1. Objetivo General
Delinear el perfil de contaminacién microbiana de interés sanitario dentro de
una planta productora de jitomate hidropénico e identificar reservorios y fuentes

potenciales de contaminacion.

lil. 2. Objetivos especificos.

Objetivo 1. Describir una planta productora de jitomate hidropénico y elaborar el

diagrama de flujo.

Objetivo 2 Seleccionar los materiales y productos cuyo estudio microbiologico

permita detectar reservorios y fuentes de contaminacion al fruto.

Objetivo 3 Aislar, identificar y en su caso efectuar el recuento de microorganismos

de interés sanitario en los materiales y producto.

Objetivo 4 Computar los resultados y elaborar un perfil de contaminacion de los

invernaderos y factores que determinan la calidad microbioldgica del jitomate.

Objetivo 5 Comparar la microbiologia del jitomate hidropdnico con la del jitomate

obtenido del comercio.
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IV. Materiales

Equipo y materiales

Autoclave eléctrica de mesa, Market-Forge

Balanza analitica, sensibilidad 0.0001g, Ainswoth, Modelo 100A
Balanza granataria, sensibilidad 0.1g, OHAUS, Modelo No. CT200-S
Barfio Maria de precision de 43 £ 0.2 °C , Modelo 251.

Bario Maria de precisidén de 44.5 + 0.2 °C Modelo 251.
Campana de flujo laminar, Alder y Veco

Centrifuga de mesa, Sol-Bat J300

Cuenta colonias, Québec Reichert-Jung

Microbiological Air Sampler for 90mm standard (petridishes MAS-100 Merck).
Homogenizador Stomacher, Seward 400

Horno para esterilizacion, Shel-lab.

Incubadora de 30° y 35°, Felisa.

Incubadora refrigeradora 6-70° (22°), Precision Scientific
Lampara de luz U.V. Blak-Ray, Modelo 56.

Microscopio luminoso

Potencidmetro, Accumet, Modelo 10

Vortex, Fisher Scientific Ind.

Membranas de filtracién Millipore de poro 0.45u de 13y 17 mm.
Micropipetas 5-1000 pL, Labsystems

Espatulas de madera.

Unidades de filtracién Millipore

Material de uso comun en el laboratorio de microbiologia

Bolsas de polietileno en rollo sin marca comercial
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Medios de cultivo (Vanderzant y Splittstoesser, 1992)

Agar cuenta estandar (ACE), Bioxon

Agar papa dextrosa (APD), Bioxon

Agar rojo violeta bilis (ARVB), Bioxon

Agar rojo violeta bilis con 1% glucosa (ARVBG), Bioxon

Agar verde brillante (AVB), Bioxon

Agar sulfito bismuto (ASB), Bioxon

Agar xilosa-lisina-desoxicolato de sodio (XLD), Bioxon

Agar salmonelia-shigella (S§S), Bioxon

Agar cloruro de litio-feniletanol-moxalactamo (LPM), Oxoid
Agar oxford modificado (MOX), Oxoid

Agar soya tripticasa con extracto de levadura (AST-EL), Bioxon
Agar eosina azul de metileno (EMB), Bioxon

Agar hierro-fisina (LIA), Bioxon

Agar hierro y triple aztcar (TSI), Bioxon

Agar de hierro de Kligler (KIA), Bioxon

Medio de SIM (sulfhidrico, indol y movilidad), Bioxon

Medio MIO, Bioxon

Medio citrato de Simdn, Bioxon

Caldo de preenriquecimiento de la Universidad de Vermont (UVM), Oxoid
Caldo de enriquecimiento para Listeria (LEB), Oxoid

Caldo de enriquecimiento secundario Fraser (CF), Oxoid

Caldo lauril fluorocult (CLF), Bioxon

Caldo lactosado (CL), Bioxon

Caldo soya tripticasa con extracto de levadura (0.6%) (CST-EL), Bioxon
Caldo selenito cistina (CSC), Bioxon

Caldo tetrationato (CTT), Bioxon

Caldo soya tripticasa (CST), Bioxon

Caldo lactosa bilis verde brillante (CLBVB), Bioxon

Caldo EC (EC), Oxoid



Caldo rojo fenol, Bioxon
Caldo urea, Bioxon
Caldo rojo de metiloy Voges Proskauer (RM-VP), Bioxon

Soluciones

Diluyente de peptona (0.1%)(DP), Bioxon
Solucion salina isoténica (0.85%), Productos Quimicos Monterrey

Sol. ampicilina (1%)

Reactivos y colorantes

Gram (cristal violeta, safranina, lugol, alcohol etilico 95%), Sigma
Creatinina, Sigma

Rojo de metilo, Sigma

Manitol, Sigma

Ramnosa, Sigma

Xilosa, Sigma

a-naftol 5% (sol. alcohdlica), Sigma

Hidroxido de potasio (KOH) 40% (sol. acuosa), J.T.Baker

Kovac.

Sol. rosa de bengala (0.6%), Sigma

Buffer de fosfatos, Productos Quimicos Monterrey

Sol. formaldehido (0.3%), Productos Quimicos Monterrey
Peréxido de hidrogeno

Antisuero polivalente A-1 para Salmonella (INDRE)

Antisuero monovalente para L. monocytogenes serotipo 0:1y 0:4, Difco

Kit para hibridacion de DNA Gene-Trak para Listeria spp.
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V. Metodologia:

Objetivo 1. (Describir una planta productora de jitomate hidroponico y elaborar el
diagrama de flujo).

La investigacion se realizé en la empresa Agros S.A. de C.V., productora de
jitomate hidropénico situada en el Municipio de Bernal, Colén , Querétaro. E!

estudio se extendid a lo largo de 2 ciclos de produccién.

V.1.1 Descripcidn y elaboracion del diagrama de flujo del proceso. (Diagrama 1).

La empresa cuenta con invernaderos cubiertos, protegidos con paredes de
plastico, mosquitero y techos de vidrio. Estan dotados de 3 tipos de tuberias, unas
transportan la solucién hidropdnica, por otras circula agua caliente que permite
controlar la temperatura interior y unas terceras son drenajes. Estan dotados de
cortinas situadas en el techo que regulan la entrada de luz. El suelo se encuentra
cubierto con plastico. Mediante un sistema computarizado se mantiene bajo
control la humedad relativa y la temperatura.

El ciclo de produccidn se divide en cinco etapas: la germinacion de semiilla,
desarrollo de jitomate, cosecha, empacado y almacenamiento.

En un invernadero exclusivo las semillas importadas de Holanda se hacen
germinar en vermiculita (material poroso inerte parecido a la arena), humedecida
con solucién hidropénica. La plantula generada debe alcanzar 10 cm de altura
aproximadamente para ser trasplantada al bloque de lana de roca. Este ultimo
material es poroso y esponjoso, y en él la planta pasara toda su vida productiva.
La solucién hidropénica se suministra automaticamente a la planta de acuerdo con
un programa computarizado. Los bloques de lana con las plantulas se colocan
sobre la superficie de plastico que cubre el suelo y dentro de un recipiente que
contiene tezontle (piedra porosa) el cual sirve de soporte a la planta.

Cuando la plantula ha crecido entre 15 y 20 cm, se transporta a los

invernaderos para iniciar el crecimiento de la planta y desarrollo del jitomate.

38



‘r

Vermiculita
Sol. hidropénica
Bloque de lana

Tezontle

Trabajador

Esponjas

6¢

Trabajador

Diagrama 1

Produccion de jitomate hidrop6nico
Germinacion *

> Semilla <«4—— Encharcamientos

Desarrollo de jitomate *
Tierra

i .
» Jitomate ——— Encharcamientos
Aire ambiental

Cosecha*

»  Jitomate

Transporte l <+— Tiemra

Empacado *

Jitomate sin limpiar

v
» Proceso de limpiado

Trapo

* Puntos de muestreo

v

Jitomate limpiado ———— Almacenamiento (13°)

\
Transportacion

(caja cerrada, 13°)






V. 1.2 Seleccion de los puntos de muestreoy recoleccion de muestras

A) Puntos de muestreo (Diagrama 1)

En la seleccion de los puntos de muestreo se consideraron las siguientes

variables:

Tipo de invernadero segun ventilacion
superior
lateral
Localizacion del jitomate dentro del invernadero.
periferia
cruceros
centro de las parcelas
altura del jitomate con respecto al suelo (40 cmy
1.5 mt).
Posibles reservorios de microorganismos.
tierra de los pasillos y agua de encharcamientos,

dentro del invernadero.

tierra exterior de la periferia de los invernaderos

Trabajadores

Materiales diversos trapo
esponjas
Epoca del afio. '
calurosa (Febrero- Mayo).

fria (Noviembre- Enero).
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B) Recoleccion de muestras

El muestreo se llevo a cabo a lo largo de dos ciclos completos de produccion.
La planeacion del muestreo sé bas6 en el programa vigente de produccion; sé
incluyen los procesos de saneamiento y desinfeccion de invernaderos.

Las muestras de jitomate se colectaron en dos épocas . calurosa (Febrero a
Mayo) y fria (Noviembre a Enero); las muestras de las manos de los trabajadores,
tierra, agua de encharcamiento y esponjas se colectaron a lo largo de los dos
ciclos de produccion.

Se realizo el muestreo de la superficie de las suelas de zapatos ¥ del polvo
del suelo de los pasillos con torundas. De las esponjas sé cortaron porciones con
tijeras estériles. Los jitomates s€ colectaron de dos lugares en bolsas de rollo: de
los invernaderos (directamente de la planta) y del drea de empacado (de cajas de
plastico y de carton).

Las muestras sé€ colectaron en bolsas de plastico Y se transportaron al
|aboratorio; el analisis se inicid 2.3 h después de su recoleccion.

En el caso de jitomate, s€ colectaron muestras compuestas de 6 jitomates;

para otras muestras, la cantidad fue variada segun el tipo de material.

Especiﬁcamente, las muestras colectadas segun etapa incluyen:
1. Invernadero destinado a la germinacion de las semillas:
vermiculita
bloque de lana de roca
solucién hidropénica

agua de encharcamientos

2 Invernadero para el desarrollo de la planta
Interior del invernadero
tezontle
solucion hidropénica

manos de trabajadores
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jitomate

nivel bajo : 30 cm

nivel alto: 1.5 mt
agua de encharcamientos
polvo del suelo de los pasillos
tierra del piso
aire

suelas de zapatos de trabajadores

3. Exterior del invernadero
tierra
laterales de invernaderos
campos de cultivo cercanos
agua de pozo
aire
4. Area de empacado
jitomate
sin limpiar
limpiado
trapo
recién lavado-desinfectado-secado
lavado-almacenado
sucio-

manos de trabajadores

El jitomate cosechado se colectd en cajas de plastico que contienen una esponja.
Estas son reutilizadas varias veces durante el dia, y al término, son lavadas y

desinfectadas.

5. Area de lavado de esponjas
esponja
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nueva
lavada-desinfectada

sucia

aire
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Objetivo 2 (Seleccionar los materiales y productos cuyo estudio microbioldgico

permita detectar reservorios y fuentes de contaminacién al fruto).

La cuantificacién de los microorganismos indicadores se realizé siguiendo las
técnicas tradicionales (Vanderzant y Splittstoesser,1992) (Diagrama 2 y 3). A partir
de la misma muestra preparada se efectué el recuento de los diversos grupos

indicadores y de los microorganismos patégenos (Diagrama 4, 5, y 6).

V.2.1. Preparacion de las muestras.

Procedimiento.

1. En una bolsa de polietileno con caldo lactosado (CL) se coloco segun el caso:
- 6 jitomates con 100 ml de CL.

- 3 porciones de 100 cm? de una esponja con 90 ml de CL.

- una torunda (muestreo de las 2 manos del trabajador) con 30 mi de CL.

- 10 g de tierra con 90 ml de CL.

- un trapo con 100 ml de CL.

- 10 mi de solucion hidropdnica con 90 mi de CL.

2. La remocién de los microorganismos se realizd segun el tipo de muestra. Cada
jitomate se froté manualmente durante 1 minuto, de la misma forma se trato a las
esponjas y trapos. El resto de las muestras (torunda, liquidos, tierra) se
homogenizaron en Stomacher a velocidad media por 30 seg. La suspension se
utilizé para el recuento de los grupos indicadores y la investigaciéon de Salmonella.

V.2.2 Grupos indicadores
A) Bacterias meséfilas aerobias (Peeler y Maturin, 1992) (Diagrama 2).

Recuento por la técnica de vaciado en placa utilizando ACE e incubando a

22°/48h.
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B) Enterobacteriaceae (Oblinger y col.,1982) (Diagrama 2).
Recuento por la técnica de vaciado en placa con bicapa, utilizando ARVB con 1%

de glucosa e incubando 35° 24 h.

C) Organismos coliformes

1. Coliformes totales (Hitchins y col., 1992) (Diagrama 2).

Recuento por técnica de vaciado en placa con bicapa, utilizando ARVB e
incubando 35°/ 24 h.

Para las muestras de agua de pozo se siguid la técnica de numero mas probable
(NMP) (Greenberg y col., 1992). Mediante un preenriquecimiento en tubos con CL
(a doble concentracion) se inocularon 100 mi de agua distribuidos en 10 tubos con
10 ml, seguido de confirmacién en CLBVB (35°/24-48 h).

2. Coliformes Fecales (Hitchins y col., 1992).
Se aplicé Unicamente en muestras de agua de pozo. Con la técnica de NMP se
preenriquecié en CL (doble concentracion), seguido de enriquecimiento y
confirmacién en EC (44.5°+ 0.2°C/ 24-48 h).

D) Hongos y levaduras (Mislivec y col., 1992) (Diagrama 2).

Recuento por técnica de vaciado en placa utilizando APD e incubando a 22°/ 3-5
dias. A 100 ml de agar temperado a 45° se adicion6 1 ml de solucién de
ampicilina al 2% y 0.5 ml de rosa de bengala al 0.6% con el proposito de inhibir el

desarrollo bacteriano y la extensién del micelio de los hongos respectivamente.

E) Escherichia coli (Hitchins y col., 1995a) (Diagrama 3).

El recuento se realiz6 por la técnica de NMP mediante la prueba de fluorescencia
con el acido 4-metilumbeliferii  0-D-gludurénido (MUG). Esta técnica multiple
permite aplicar tres pruebas caracteristicas del metabolismo de E.coli a 44.5° *
0.2° fermentacion de la lactosa con producciéon de gas, produccion de indol y
actividad de la enzima R-glucuronidasa sobre el sustrato MUG presente en el

caldo lauril fluorocult (CLF). Cuando el MUG no fluorescente es hidrolizado por la
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enzima R-glucuronidasa se genera 4—metilumbeliferona, que exhibe fluorescencia
al exponerse a la luz ultravioleta con longitud de onda de 365 nm. Para la técnica
de NMP se requiri6 una etapa de preenriquecimiento en CL, y posterior

confirmacién con la prueba multiple referida.
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Diagrama 2

Investigacion de la microbiologia de jitomate
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Diagrama 3

Determinacion semicuantitativa de E. coli en jitomate

Suspension (D)

v
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v
35°/24 h

v
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V.2.3 Microorganismos patoégenos
A) Salmonella (Flowers y col., 1992) (Diagrama 4).

Las muestras se preenriquecieron en CL a 35°/ 18 h, se preenriquecieron
en dos caldos de enriquecimiento selectivo (CTT y CSC) y se incubaron a 43° y
35° respectivamente durante 24 h. E| aislamiento se obtuvo en 4 medios
selectivos: AVB, ASB, XLD y ASS. Las colonias sospechosas se confirmaron

bioquimica y serolégicamente.

B) Listeria spp. y Listeria monocytogenes (Diagrama 5 y 6).
Todas las muestras, excepto la tierra, se analizaron mediante la técnica de la
USDA (Donnelly y Brackett, 1992), preenriqueciendo en caldo UVM a 35°/24 hy
enriqueciendo 0.1 ml en caldo Fraser (35°/48 h). Los tubos ennegrecidos se
estrian en medios selectivos de MOX y LPM, de los cuales se aislaron de 3 a 4
colonias presuntivas de Listeria, se purificaron en placas de AST-EL y se
conservaron en tubo inclinado con el mismo medio. Las cepas aisladas se
confirmaron bioquimicamente, y por serologia e hibridacion de DNA (Ryser y
Marth, 1991).

Las muestras de tierra se analizaron por la técnica de la FDA (Hitchins,
1995b), sometiendo a enriquecimiento en caldo LEB a 30°/48 h y continuando de

manera similar a la técnica de la USDA.

Considerando la importancia de recuperar patégenos como Salmonella y
Listeria a partir de un alimento con caracteristicas tan peculiares y que es
ampliamente consumido crudo, se evalto la sensibilidad de las dos técnicas

tradicionales de recuperacién de patégenos utilizadas en este estudio.



Diagrama 4

Investigacion de Salmonella spp. en jitomate
Bolsa con 6 jitomates

+ — Frotar ] min. ——» 35°/18h
100 ml caldo lactosado l
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jitomates Transferir 1 mL
v ‘ v
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v
35°/24h
v

Seleccionar ciolonias tipicas

Pruebas bioquimicas y serologia

APHA, 1992.
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Diagrama 5

Investigacion de Listeria spp. y L. monocytogenes en jitomate
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+
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Diagrama 6

Investigacion de Listeria spp. y L. monocytogenes en tierra
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V.2.4. Recuperacion de bacterias mesofilas aerobias del aire

| a recoleccion de las muestras de aire se realizd con un aparato automatico
que muestrea aire a una velocidad de flujo de aire de 100 Lt / min con opcién de
programar el volumen que se desee muestrear. Mediante muestreos preliminares
se determiné que 100 Lt de aire era una cantidad de aire adecuada para comparar

las poblaciones microbianas en diferentes areas durante el proceso.

Area Almacenamiento
Empacado
Lavado de esponjas
invernaderos
Ventilacioén superior
Ventilacién lateral

Periferia exterior de invernaderos

Localizacién periferia
crucero
centro
nivel alto (1.5 mt)

nivel bajo (10 cm)

Condicién antes de barrer.

después de barrer

Se determiné el contenido de BMA del aire, en 9 ocasiones. El muestreo se
aplicé durante las etapas de cosecha, empacado y almacenamiento en diferentes
horarios. Los muestreos para cada érea se realizaban dentro de los mismos
horarios, cuando las actividades eran semejantes.

Se utilizaron placas con agar cuenta estandar. Las placas se incubaron a
22°/48 h.

55



V.2.5 Evaluacion de la técnica de la USDA para recuperar Salmonella spp. a partir

de jitomates (Diagrama 7).

En ausencia de una técnica especifica para recuperar Salmonella a partir

de jitomate, se evalud la técnica tradicional recomendada por la USDA.

Procedimiento:
1. Se prepararon cultivos frescos de 4 serovares de Salmonella ( S. Typhimurium,
S. Agona, S. Goonariemburg, S. Gominarum ) mediante 3 transferencias
sucesivas en 3 mi de CST incubados 35°/18 h. Cada cepa se lavo dos veces con 3
ml de SSI y se centrifugo a 3500 rpm/ 5 min entre cada lavado. Se prepard la
mezcla a partir de las cuatro cepas en DP y se homogenizo.
2. Se inoculd la superficie de un jitomate con 10 gotas de 10 ul c/u de la
suspension diluida para contener 5 ufe/ 0.1 ml. Se coloca el jitomate inoculado
junto con otros 5 jitomates en una bolsa de plastico y se adicionaron 100 ml de CL.
El estudio se realiz6 por triplicado.
3. La recuperacion de Salmonella se llevé a cabo como se describe en el inciso a
del apartado 2.3.
4 El recuento de la mezcla de cepas utilizadas como inéculo se efectio por

triplicado en AST por la técnica de Miles Misra con 20 L de las diluciones 5,6y 7.
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Diagrama 7

Evaluacién de la técnica de la USDA para recuperar Salmonella spp. a partir de jitomates.
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V.2.6 Evaluacion de la técnica de la USDA para recuperar Listeria spp. a partir de

jitomates (Diagrama 8).

Procedimiento:
1. Se prepararon cultivos frescos de 2 cepas de Listeria ( L. monocytogenes Scott
A, y otra nativa aislada de brécoli en nuestro laboratorio) y las especies L. innocua
y L. welshimeri mediante 3 transferencias sucesivas en 3 mi de CST-EL incubados
35°/18 h. La mezcla se prepar6 como se indica en el paso 1 de 2.2.4.
2. Se prepararon diluciones decimales de la mezcla en DP de manera que sé
obtuvieran aproximadamente 5 ufc/ 0.1 ml.. Se inoculd la superficie de un jitomate
con 10 gotas de 10 pl c/u de la respectiva dilucién. Se coloco el jitomate inoculado
junto con otros 5 jitomates en una bolsa de plastico y se adiciono caldo UVM. La
técnica se realizd por triplicado.
3 El recuento de la mezcla de cepas utilizadas como in6bculo se efectto por
triplicado en AST-EL por la técnica de Miles Misra con 20 pL de las diluciones 56
y’7.
4. La recuperacion de Listeria se llevo a cabo como se describe en el inciso b del

apartado 2.3.
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Evaluacion de la técnica de la USDA para recuperar Listeria spp. a partir de jitomates.
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Objetivo 3. (Aislar, identificar y en su caso efectuar el recuento de

microorganismos de interés sanitario en los materiales y producto).

V.3.1 Identificaciéon de microorganismos patdgenos de jitomate hidroponico y del

comercio

A) Las cepas de Salmonella aisladas de colonias sospechosas de los medios

selectivos mencionados se confirmaron, mediante las siguientes pruebas:
1 Caracteristicas morfolégicas y de cuitivo (Flowers 'y col., 1992).

A partir de un cultivo en AST incubado a 35°/ 18- 24 h se prepar6 un frotis y
tincion de Gram para confirmar su pureza al microscopio.

Las pruebas bioguimicas incluyen:

_Fermentacion de lactosa, sacarosa y glucosa (medio TSI)

_Descarboxilacién de lisina y ornitina (medio LIA, MIO)

-Produccion de acido sulfhidrico (TSI)

-Movilidad (MiO)

-Produccién de Indol (MIO)

_Utilizacién del citrato como Unica fuente de carbono (medio de citrato)

_Produccién de amoniaco a partir de urea (caldo urea)
2. Identificacion serolégica.

Procedimiento:

1.Reconstituir el antisuero A-1 en 1 ml de solucion salina isotonica esteril.

2 Inciuir un control positivo (S. Typhimurium) como referencia y un control
negativo (E. coli).

3 Probar las cepas problemas a partir de un cultivo de 18 h en AST.

4. Efectuar la aglutinacién en laminilla.
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Las cepas confirmadas fueron enviadas al Instituto Nacional de Diagnéstico

y Referencia Epidemiolégica, INDRE, SeSa, para su serotipificacion.

B) ldentificacion de género y especie de Listeria .
Se confirmé la pureza del cultivo en AST-EL e identificé morfolégicamente
al microorganismo mediante la observacion de un frotis tefiido al Gram y movilidad

al microscopio.
1. Género (Ryser y col., 1991):

- hidrélisis de la esculina

- produccién de catalasa

- movilidad en medio de SIM
- rojo de metilo

- Vogues-Proskauer

- hidrélisis de la urea

- fermentacién de lactosa y glucosa

2. Especies (Ryser y col., 1991):
- fermentacién de manitol, xilosa y ramnosa.
- beta-hemdlisis en gelosa sangre de borrego.

3. Identificacién serolégica (Difco, 1975).

La identificacién con antisueros especificos se realizb en las cepas

identificadas como L. monocytogenes.
Procedimiento:
1 Diluir los antisueros comerciales (Difco) O tipo 1 y 4 en solucién salina

estéril 1:20.
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2. Incluir un control positivo usando la cepa Scott A como referencia y un
control negativo (un buffer de fosfatos adicionado de formaldehido al 0.3 % final).
3.Probar las cepas problemas a partir de un cultivo de 18 hen CST-EL.

4 Efectuar la prueba con la técnica de aglutinacion en laminilla.

4. Hibridacion de DNA
La confirmacion del género es mediante la prueba de hibridacion de DNA

con un Kit comercial en las cepas identificadas presuntivamente como Listeria.
A partir del cultivo puro se prepararon cultivos de 18 h en CST-EL
incubados a 35°.
La prueba consta de 6 etapas (Gene-Trak, 1992)
a. Lisar la célula.
Liberar el DNA
Hibridar del DNA del microorganismo con la sonda de prueba.
Captura del complejo hibridado

Marcacién enzimatica del complejo

-~ 0o o o0 T

Desarrollo del color y deteccién fotométrica.

C) Identificacién de la flora nativa de jitomate hidropdnico y del comercio.

1. Seleccion de cepas de Enterobacteriaceae.

Se estudiaron 200 cepas de Enterobacteriaceae a partir de colonias
caracteristicas en las placas de ABRVG. Se seleccionaron colonias de diferentes
diametros (0.5 - 4.0 mm), purpura oscuro, purpura claro y rosa, cony sin halo de
precipitacion de sales biliares. Se transfirieron al medio selectivo EMB para su
purificacién. Las colonias aisladas en EMB se resembraron en AST y se incubaron
a 35° / 18-24 h. Mediante la tincién de Gram se confirmd su pureza al microscopio.

Se conservaron en AST.
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2. ldentificacion de género y especie.

A partir de un cultivo de 24 h se aplicaron diversas pruebas de
metabolismo, de forma tradicional:

-Fermentacioén de lactosa, sacarosa y glucosa (medio TSI)

-Descarboxilacion de lisina y ornitina (medio LIA, MIO)

-Produccion de acido sulfhidrico (TSIH)

-Movilidad (MIO)

-Produccién de Indol (MIO)

-Utilizacién del citrato como tnica fuente de carbono (medio de citrato)

-Produccién de amoniaco a partir de urea (caldo urea)

- Fermentacion de manitol (caldo manitol)

-Prueba de Rojo de metilo (caldo RM-VP)

-Prueba de Vogues- Proskauer (caldo RM-VP)

Los géneros y especies fueron determinados apoyandose en la novena edicion del

manual Bergey's, 1994.
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Objetivo 4 (Computar los resultados y elaborar un perfil de contaminacion de los

invernaderos y factores que determinan la calidad microbiologica del jitomate).

V.4.1 Cémputo de resultados y elaboracion del perfil de contaminacion.

V.4.2 Analisis estadistico.

Para determinar el significado de diferencias en el contenido microbiano de
jitomate hidroponico y materiales involucrados en el cultivo hidropénico, asi como
de jitomate proveniente de mercados y supermercados, se utilizé la prueba
estadistica de Kruskal-Wallis la cual detecta diferencias significativas de medianas

(Montgomery, 1991).

Objetivo 5. (Comparar la microbiologia del jitomate hidropdnico con la del jitomate

obtenido del comercio).

V.5 Microbiologia de jitomate comercial.

V.5.1 Seleccién de puntos de muestreo y recoleccion de muestras.

En 4 mercados publicos y 4 supermercados de la ciudad de Querétaro se
colectaron 114 muestras de jitomate “saladette”, a lo largo de 9 meses, que
incluyen tres épocas del ario: calurosa (Febrero-Mayo), lluviosa (Junio-Julio) y fria
(Noviembre-Enero).

Se seleccionaron jitomates relativamente limpios (sin residuos de tierra). La

unidad de muestreo fueron 6 jitomates.

V.5.2. Microbiologia

En cada muestra se investigd el contenido de 5 grupos indicadores
(Enterobacteriaceae, organismos coliformes, hongos, levaduras y E. coli) y la
presencia de Salmonella y L. monocytogenes. Las muestras se trasladaron al
laboratorio y se analizaron dentro de 2 a 3 horas despues de la recoleccion,

siguiendo las técnicas descritas en los apartados V.2.2 y V.2.3.
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VI. Resultados y discusion

Los resultados y discusién se presentan en el siguiente orden:

VI.1. Microbiologia de jitomates hidroponicos.
VI.1.1. Recién cosechado.
V1.1.2. Sin limpiar y limpiado del area de empacado.

VI.2. Reservorios de microorganismos.
VI1.2.1.Tierra.

VI.2.2.Encharcamientos.

V1.2.3.Polvo de la superficie de los pasillos.

V1. 3. Fuentes de contaminacion en el interior de los invernaderos.
VI.3.1.Materiales utilizados durante la germinacion.
VI.3.2. Trabajadores.

V1.4. Fuentes de contaminacion externas a los invernaderos.
VI.4.1.Esponjas.

V1.4.2. Trapos sucios y limpios.

VI1.4.3.Polvo de la superficie del piso del area de almacenamiento de

jitomate.

VI 5 Eficiencia de los tratamientos que se aplican a diversos materiales.
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Desafortunadamente en México no se cuenta con informacidn sobre ia
magnitud de la participacion de las verduras como agente etiologico en brotes de
ETAs. Y es mas escasa aun sobre la frecuencia de bacterias patdgenas en estos
productos.

En la actualidad los convenios de comercio internacional presentan
restricciones severas para aceptar productos que contienen este tipo de
microorganismaos.

La necesidad de generar frutas y verduras libres de microorganismos
patégenos para el humano ha impulsado el desarrollo de tecnologias de cultivo
gue toman en consideracion este problema. El cultivo hidropdnico ofrece amplias
expectativas al respecto. La tierra no es necesaria, aunque se requiere cuidar la
calidad bacteriolégica del agua.

La mayoria de los estudios en el jitomate se han enfocado principalimente a
la obtencidn de mayores rendimientos y a la prevencion de enfermedades en las
plantas. Un objetivo central .es generar mayor. resistencia a diversos factores
ambientales y enfermedades que actualmente provocan pérdidas econdmicas
considerables. En contraste, los estudios sobre la importancia sanitaria de los
microorganismos Son escasos.

La persistencia de los microorganismos suele ser afectada por factores
intrinsecos de las verduras como la actividad de agua (Brackett, 1997), el tipo de
verdura (Brackett y Splittstoesser, 1992) y las caracteristicas del suelo. Las
bacterias dentro del tejido de las frutas generalmente se asocia con condiciones
patolégicas del fruto. En frutas sanas la flora bacteriana esta limitada a la
superficie, mientras el interior es virtuaimente estéril (Samish y col., 1963). Las
frutas tienen una cascara o cubierta externa que protege al fruto de la invasion
microbiana. Cuando la cubierta es dafada, los microorganismos pueden ingresar
facilmente, desarrollar y deteriorar al fruto (Mountney y Wilbur, 1971).

La altura o proximidad a la que se encuentra el fruto con respecto al suelo,
el lugar donde se localiza dentro del invernadero, el tipo de ventilacién del
invernadero y la estacion del afo, son factores que pueden determinar el

contenido microbiano. Muchas verduras se desarrollan cerca o por debajo de la
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superficie del suelo, y por ello, estdn sujetos a presentar una microfiora muy
heterogénea (Mountney y Wilbur, 1971).

Para mejorar la calidad microbiolégica de los jitomates cultivados en
condiciones de hidroponia es necesario lievar a cabo estudios pongan de
manifiesto las fuentes de contaminacion mas relevantes. Los invernaderos difieren
en ocasiones en el tipo de ventilacién, en la estructura y tipo de piso, y en las
condiciones de temperatura y humedad relativa.

Entre los grupos microbianos de interés en los vegetales crudos que
pudieran guardar una correlacién con la presencia de microorganismos patégenos
destacan las Enterobacteriaceae y los organismos coliformes. Es recomendable el
uso de la familia Enterobacteriaceae como indicador de la calidad sanitaria de
alimentos en lugar de los tradicionales coliformes, debido a que la primera esta
mejor definida taxonémicamente y es mas abundante (Mossel y col., 1979; Mercuri
y Cox, 1979). No se limita a los fermentadores de la lactosa ya que existen
patégenos no fermentadores que pueden desarrollar en los alimentos (Oblinger y
col., 1982).

La mayoria de los laboratorios de control sanitario de los alimentos aplican
rutinariamente el analisis de Enterobacteriaceae, de organismos coliformes totales
(OCT) (De Boer, 1998), y de E.coli, este ultimo como indicador de contaminacién
fecal. Suelen incluirse ademas bacterias meséfilas aerobias (BMA) y hongos y
levaduras como indicadores de frescura, y patégenos como L. monocytogenes y
Salmonella. En este trabajo hemos incluido a todos los mencionados en un primer
enfoque, para apreciar su posible relacidn con las condiciones sanitarias
prevalentes a lo largo del proceso de produccion.

A partir de la misma muestra de los diversos materiales analizados se
investigaron todos los microorganismos anteriormente mencionados, excepto
Listeria debido a la peculiar metodologia que se requiere para su recuperacion.

El muestreo cubrié el periodo de Mayo 1999- Octubre 2001, con 185 visitas
a lo largo de dos ciclos de produccién de jitomate. Cada ciclo comprende 6 etapas:
germinacion de la semilla, crecimiento de la planta, desarrollo del jitomate,

cosecha, empacado y almacenamiento.
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Los jitomates provenian de 2 invernaderos de ventilacion lateral y de 3 de
ventilacién superior. Las muestras se colectaron en bolsas de plastico y se
transportaron al laboratorio protegiéndolas de cualquier contaminacion externa.

La estructuracion y acondicionamiento dentro de los invernaderos permite
amortiguar los cambios bruscos de temperatura del exterior. Los registros de las
condiciones ambientales dentro de los invernaderos, fueron las siguientes: en
época de calor la humedad relativa oscilo entre 75 a 82% y temperaturas de 25°a
35°, y en época de frio la humedad relativa desciende ligeramente entre 70 a 75%

con temperaturas extremas de 15° a 29°, pero regularmente de 26°.
VI. 1. Microbiologia de jitomates hidropénicos

VI.1.1. Jitomate recién cosechado:

En frutos sanos, la flora bacteriana esta limitada a la superficie, mientras el
tejido interno es virtualmente estéril. Sin embargo, esta flora epifita puede ingresar
al fruto por aperturas naturales o a través de las heridas ocasionadas por agentes
externos. Las bacterias muestran potencial para penetrar los tejidos mas
facilmente en las etapas tempranas de desarrollo del fruto, cuando los diferentes
canales o aperturas todavia no se cubren por corcho o materiales cerosos
(Samish y col., 1963).

Los resultados que obtuvimos es esta investigacibn se refiere a
microorganismos de la superficie del jitomate. En la literatura encontramos
reportes de carga microbiana en verduras que crecen enterradas en el suelo
(tubérculos) o sobre la superficie de la tierra (la lechuga y el perejil) con niveles de
hasta 10" microorganismos por gramo. Aun en un mismo tipo de verdura, la
poblacion microbiana suele variar de manera considerable; en la col, por ejemplo
se han obtenido recuentos desde 10* hasta 10° microorganismos por gramo, (cit.
Vanderzant y Splittstoesser, 1992). En las fresas y las uvas oscilan entre 10° y 10°
microorganismos por gramo. En contraste, los jitomates suelen contener

Unicamente entre 10" y 10° (cit. Vanderzant y Splittstoesser, 1992).
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Resultados semejantes a los mencionados en la literatura detectamos en
jitomate hidroponicos (Tabla 2), aunque con variaciones segun el tipo de
invernadero, localizacion, nivel de altura y época del afio.

Entre las 207 muestras compuestas de jitomate colectadas durante las
épocas calurosa, fria y lluviosa, los coliformes totales y Enterobacteriaceae fueron
escasos. Las cifras generalmente oscilan entre <0.5 y 0.8 log ufc/ jitomate como
medianas, y méximos de <4 a <6 log ufc/ jitomate para los primeros y cifras algo
superiores para las segundas (Tabla 2). Estos niveles son congruentes con la
amplia proteccion que ofrecen los sistemas cerrados y ausencia de tierra de
cultivo dentro de los invernaderos.

Otro microorganismo de nuestro interés fue E. coli, que estd muy bien
relacionado con ia deficiencia en précticas de sanidad. Estas incluyen el uso de
aguas contaminadas para la irrigacidn, la presencia de heces de animales y de
humanos en la zona, asi como contaminacién por parte de los trabajadores o del
equipo de trabajo (Vanderzant y Splittstoesser, 1992). Este microorganismos
estuvo ausente en todas las muestras (Tabla 2)(<0.5 NMP/ jitomate). La deteccidn
de un numero tan bajo (mediana de 0.8 log ufc/ jitomate) de Enterobacteriaceae y
la ausencia de E. coli, pone de manifiesto una aceptable calidad de los jitomates
obtenidos bajo condiciones de hidroponia. No obstante, y de manera sorprendente
se detectdé Salmonella, en algunos especimenes. Es evidente que ni los grupos
coliforme y Enterobacteriaceae, ni la E. coli, pueden ser utilizados como recurso
para sugerir la presencia de bacterias patogenas entéricas en jitomate. Situacién-
similar se ha observado en el caso de la fresa (Alvarez, 2002).

Ante tan reducidas cifras de los tres grupos indicadores, se optd por
seleccionar uno mas amplio, de manera que aportara niveles significativos de
microorganismos para estadisticamente determinar el efecto de las variables de
interés que puedan afectar la microbiologia del jitomate. Las bacterias mesofilas
aerobias (BMA); aplicado a los jitomates, se encuentran variaciones marcadas
dentro de los limites para BMA, hongos y levaduras (Tabla 2), que son la
expresion de la diversidad de factores ambientales relacionados con la

contaminacion por polvo en el ambiente principalmente externo a los invernaderos.
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Tabla 2

Resumen de seis grupos microbianos en jitomates muestreados en el centro, cruceros y partes laterales
procedentes de invernaderos de ventilacién superior y lateral, durante los periodos caluroso, frio y lluvioso.

minimo
mediana
maximo
media
desv. Estandar
No. Muestras

(log ufc/jitomate) (NMP/jitomate)

BMA Enterobacteriaceae OCT Hongos l.evaduras E. coli
<1.2 <0.5 <0.5 <0.9 <0.9 <0.5

3.2 0.8 <0.5 238 1.2 <0.5

6.5 5.3 3.9 6 5.8 <0.5

46 36 21 46 3.9

5.5 4.3 3 52 4.7

122 207 62 146 146 541




El comportamiento de las BMA en el jitomate en funcién del nivel de altura,
localizacion, tipo de ventilacion y época del afno, resulto significativo en funcion del
tipo de ventilacion en la época fria (Figura 2) y de la época del afio (Figura 3). La
comparacion de los resultados se realizd en términos de medianas (p<0.05)
(prueba de Kruskal-Wallis).

El nivel de probabilidad utilizado fue menor de 0.05. Debido a la amplia
dispersion de los datos fue recomendable utilizar las medianas para la toma de
decisiones. En el caso de la media, ésta resultaria desplazada drasticamente por
algun valor individual extremo.

La época del afio fue factor relevante en los niveles de carga microbiana de
los jitomates. Durante la época fria hubo un ligero descenso de temperatura y de
humedad relativa en el interior de los invernaderos, cambios que no se observaron
en la época calurosa. La diferencia repercutié en un ligero incremento (mediana)
en el contenido de BMA en los frutos recolectados en la época de calor.

La presencia de patégenos como Salmonella fue esporadica en tanto que Ia
Listeria spp siempre estuvo ausente (Tabla 3). La incidencia de Salmonella en
algunas verduras crudas puede variar desde ausente en brécoli 6 hasta 68% en
lechuga (segun recopilacién de Fernandez, 2000). Nosotros la detectamos en el
2.95% de 541 muestras de jitomate. La positividad no se mantuvo a io largo del
ano. En época calurosa, fue de 4.2 %, en la fria de 3.9% vy en la lluviosa de 1.6%
(Tabla 3), no difiriendo significativamente (p>0.05).

La presencia de Salmonella en los jitomate que resultaron negativos a E.coli
sugiere una mayor capacidad de Salmonella para sobrevivir en el medio ambiente
y en particular en el jitomate. Se ha reportado que E.coli dificilmente sobrevive y
mas bien tiende a morir en frutas y verduras (Fernandez, 2000). Por el contrario,
Salmonella mantiene mejor su viabilidad en las hortalizas: en hojas de betabel por
21 dias, mas de 40 dias en papas, mas de 10 dias en zanahorias, mas de 5 dias
en col y de 3 a 20 dias en jitomates (Bryan, 1977). En este ultimo existen
posibilidades de multiplicacién, a pesar de la aparente escasez de nutrientes, bajo
contenido de humedad y pH entre 4.0-4.5. Esta ultima cifra esta ligeramente por

arriba del pH minimo para el patégeno (3.8) (Fernandez, 2000).
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Tabla 3

Positividad a E.coli, Salmonella y Listeria spp en jitomates muestreados en el centro, cruceros y partes laterales
procedentes de invernaderos de ventilacién superior y lateral,durante los periodos caluroso, frio y lluvioso.

Positividad (+ / n (%))
Epoca
E.coli Salmonella Listeria
calurosa 0/164 (0) 7/164 (4.2) 0/164 (0)
fria 0/128 (0) 5/128 (3.9) 0/128 (0)
lluviosa 0/249 (0) 4/248 (1.6) 0/75 (0)
total 0/541 (0) 16 /541 (2.95) 0/367 (0)




La Salmonella ha provocado brotes por consumo de jitomate crudo. EJ
serovar implicado (S. Montevideo) fue capaz de crecer en la superficie de
jitomates almacenados a 20° (Beuchat, 1995). Resultados similares se han
reportado con otros serovares incluidos S. Enteritidis, S. Infantis y S. Typhimurium.
Muestran capacidad para desarrollar en jitomates frescos partidos (pH 3.99- 4.37)
a 22° y 30° (Beuchat, 1995).

Ante esta singular capacidad de sobrevivencia planteamos la hipotesis de
que cepas de Salmonella (serovar S. Typhimurium y S. Agona) identificadas entre
las muestras positivas pudieron haber colonizado el ambiente interior de los
invernaderos. Tanto el patégeno como el indicador muestran un habitat y una
susceptibilidad a la desecacién y temperatura muy proximas. Teniendo una fuente
de contaminacién semejante (la materia fecal humana y de animales) y siendo
mucho mas abundante la E.coli, no era de esperar la presencia del patégeno en
ausencia del indicador.

Resulta en consecuencia fundamental prevenir fa contaminacidn con
materia fecal de los substratos que pudieran entrar en contacto con las frutas y
verduras dentro de los invernaderos, tales como las manos de los trabajadores, la
tierra, el agua, y los materiales utilizados durante el desarrollo de la planta,
cosecha, empacado y distribucion.

La ausencia de Listeria en las muestras examinadas es una situacién poco
frecuente, debido a la gran ubicuidad que caracteriza a este microorganismo. No
es descartable su presencia, si bien podria ser muy esporadica y encontrarse en
muy baja densidad. Existen reportes de aisiamiento de L. monocytogenes a partir
de verduras crudas y ensaladas (Garcia-Gimeno, 1996). Generalmente, la
incidencia del patégeno es baja. En un estudio realizado por Farber y col. (1989)
sobre la presencia de especies de Listeria en verduras, no se aislé en ninguna de
las muestras L. monocytogenes; y sélo en 1 de 110 muestras se recuperé Listeria
spp. En remolacha, brécoli, col, zanahorias, coliflor, lechuga, champifiones, papas
y jitomates, y verduras congeladas como ejotes, chicharos y espinacas tampoco
se detectd L. monocytogenes ni Listeria spp (Hettmansperger, 1984; Petran y col.
,1688). En braocoli crudo se detectd Listeria spp y L.monocytogenes enun 7 y 3%,
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respectivamente (Pérez, 1998). Por el contrario, Heisick y col. (1989) observaron
que la positividad de Listeria spp. fue significativamente mas alta en rabanos y
papas que en otros vegetales.

En una planta productora de ensalada de verduras listas para su consumo
(lechuga, zanahoria y col roja), se aislé L. monocytogenes en el 30% de las
muestras (Garcia-Gimeno,1996). Este porcentaje fue marcadamente elevado en
comparacion con los hallazgos de otros investigadores, quienes reportaron 7% en
muestras de ensaladas de verduras, 1% en col cruda y 9% en lechuga (Garcia-
Gimeno, 1996).

Aunque en verduras crudas o procesadas tales como la lechuga, col,
esparragos, brécoli y espinacas se ha observado sobrevivencia de L.
monocytogenes, no existen reportes de sobrevivencia en jitomate (Garcia-Gimeno,
1996).

V1.1.2 Jitomate sin limpiar y limpiado del area de empacado:

Las verduras crudas minimamente procesadas pueden contaminarse por
contacto con el equipo, cuya sanidad no es facil de implementar con eficacia
(Kaneko y col., 1999).

Como se menciond anteriormente, los jitomates cosechados son sometidos
a un tratamiento al limpiado antes de ser empacados. En este punto del proceso
se muestrearon jitomates antes y d‘e'spués de ser sometidos a dicho tratamiento.
Se investigaron seis grupos microbianos. Los resultados para los jitomates sin
limpiar (Tabla 4) y los limpiados (Tabla §), mostraron una muy amplia dispersion
de los valores para los diferentes grupos microbianos estudiados. En
consecuencia, al realizar el analisis estadistico en funcién del contenido de
Enterobacteriaceae (Figura 4), no se detectaron diferencia significativas al
comparar medianas (p>0.05) por efecto de limpiado.

Asi, en términos de las poblaciones de Enferobacteriaceae entre los
Jitomates del invernadero (de <0.5 a 5.3 log ufc/ jitomate) y los que fueron
limpiados (de < 0.5 a 6.7 log ufc/ jitomate) del area de empacado, la diferencia de

las medianas es de aproximadamente 1.5 log, (0.8 y 1.8 log, respectivamente).
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Ante la ineficiencia del proceso de lavado y desinfeccion, no es de extranar
la esporadica presencia de E.coli y Salmonella aun en esponjas recién lavadas y
desinfectadas (Tabla 17). Por otro lado, la presencia de Salmonella en esponjas
nuevas sugieren mecanismos de contaminacion cruzada ocasionado por el propio
empleado, que maneja indiscriminadamente tanto esponjas sucias como recién

lavadas, asi como por un almacenamiento inadecuado.

V1.4.2. Trapos sucios y limpios:

En el area de empacado los jitomates se limpian con un trapo para eliminar
el polvo. Este material consiste en una toalla de tela (30 x 30 cm?). Y lo emplea
cada trabajador durante 2 a 6 horas; posteriormente se lavan, desinfectan y secan
en lavadora y secadora automaticas. Las condiciones de estos tratamientos eran
imprecisas e inconstantes.

El estudio se efectud con trapos sucios y limpios, colectados del area de
empacado. En ellos se determinaron cinco grupos microbianos y dos patégenos.
El contenido de Enterobacteriaceae nos proporcioné informacién que podria
asociarse con el grado de suciedad residual en el trapo. Los valores de este grupo
indicador fueron de < 2 a 3.9 log de ufc/ trapo, con mediana de 2 log ufc/ trapo
(Tabla 18). También el contenido de hongos fue significativo. Los resuitados
revelan claras deficiencias en el proceso de lavado y desinfeccién o un
inadecuado manejo post-lavado. En general, son elevados los niveles de
Enterobacteriaceae, coliformes totales, hongos y levaduras en los trapos sucios
(Tabla 18). Funcionan entonces como una fuente potencial de contaminacioén
hacia el fruto y las diversas superficies que entran en contacto con él.
Adicionalmente, se investigd la presencia de E.coli Salmonella y Listeria;
tnicamente se detecté Salmonella con cifras de 7.5 % entre los trapos limpios y
7.7% entre los sucios.

Los resultados subrayan la necesidad de evaluar e implementar
tratamientos de lavado y desinfeccion efectivos, asi como de establecer las

condiciones de uso del trapo y manejo ulterior.
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Tabla 17

Positividad de Salmonelia y E,coli en esponjas nuevas osucias, lavadas, almacenadas y sin atmacenar
utilizadas durante la cosecha.

Descripcion - (300 cm2 de esponja)
E.coli  Salmonella
+/n 0/12 2/12
Esponja nueva (%) 0 16.7
No. Muestras 12 12
Esponja usada +/n 1/64 1/64
(%) 1.6 1.6
No. Muestras 64 64
Esponja lavada-desinfectada +/n 1/48 1/48
(sin almacenar) (%) 21 2.1
No. Muestras 48 48
Esponja lavada-desinfectada +/n 1/34 0/ 34
(almacenada 24-48 h) (%) 29 0
No. Muestras 34 34
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es cuatemarias de amonio.

7. Enterobacteriaceae en las suelas de zapatos de trabajadores, cuando se pisa o0 no el tapete
sanitario (800 ppm de sal cuaternaria de amonio).

109









VL.5.4.La practica de limpiado de jitomate en el area de empacado:

Ordinariamente, los jitomates que llegan al &rea de empacado se frotan con
un trapo asperjado con solucién germicida (hipoclorito de sodio, 200 ppm) durante
2-3 seg. Su finalidad es proveer una mejor présentacién del jitomate. Atiende
variables como volumen y lapso de tiempo entre aspersiones de la solucién
germicida al trapo, asi como el periodo de uso del trapo (condicion subjetiva en la
que cada trabajador determiné cada cuando era necesario cambiar el trapo sucio
por uno limpio). Estas variables no han sido estandarizadas en la empresa; se
aplican con el criterio de cada trabajador.

Una cierta proporcion (entre 30 y 40%) de los jitomates fueron sometidos a
frotamiento con trapos humedecidos con solucién de cloro activo (100 ppm).

Se realiz6 el muestreo a lo largo del proceso, en dos ocasiones.

Las muestras se tomaron después de 1 y 2 h de iniciado el trabajo, y -
consistid en jitomates limpiados, trapos y manos de los trabajadores. Los
resultados demostraron que tanto el trapo como las manos después de 1a primera
hora de trabajo se convirtieron en una fuente de contaminacion (Tabla 23). La
carga microbiana que pueden llegar a transferir seria de casi 6 log. El trapo recibe
y aporta una diversidad de microorganismos. Sin embargo,. no se observd un
incremento  significativo en el contenido de Enterobacteriaceae del jitomate
limpiado con respecto al no limpiado (muestreado en el area de empacado).

Aungue se mejora su presentacion, implica un riesgo potencial de contaminacion.

VI.5.5.El lavado de trapos empleados para limpiar los jitomates:

El procedimiento de lavado de trapos consiste en: blanquear, lavar,
enjuagar y secar.

En el blanqueado se sumergen los trapos sucios en una solucién germicida
de hipoclorito de sodio (700-800 ppm). Durante 4 horas se mantienen en remojo y
sin agitacién y se transfieren a una lavadora donde se agregan dos soluciones que
contienen como agente activo: peréxido de hidrégeno y nonilfenol etoxilado. El
lavado se extiende por 10 minutos y se transfieren entonces a otra lavadora

donde se enjuagan con solucion de hipoclorito de sodio (150-160 ppm) por 10 min.
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Tabla 23
Enterobacteriaceae en jitomates, trapos y manos de trabajadoras durante el proceso de limpiado en el 4rea de empacado
( resumen de 2 estudios)

Enterobacteriaceae
tiempo de (log ufc)
uso material minimo mediana maximo |desv.estandar no.muestras
(hn

1 jitomate <0.9 2.4 6.7 6 16

trapo sucio 3.7 5.8 7.6 7 16

manos <1.3 3.9 55 4.9 16

jitomate <0.9 2.4 5.8 4.2 14

2 trapo sucio <22 54 7.2 6.7 15

manos 1.9 3 4.3 3.7 15




El exprimido es manual y el secado se aplica en una maquina secadora que
mantiene aproximadamente a 48° (temp. promedio). El trapo alcanzé una
temperatura promedio de 42°, por un lapso de 1.3 h. El trapo seco se almacena en
bolsas de piastico. Por ultimo, se traslada al area de empacado.

El lavado de los trapos sobre el contenido de organismos coliformes (Tabla
24), muestra que entre los trapos sucios y los recién lavados-secados existe
diferencia significativa en términos de las medianas. Es posible concluir que el
proceso de lavado resulta eficiente para la remocion de la carga microbiana del
trapo sucio (Tabla 24). Lo importante es destacar la presencia de coliformes
totales en algunos trapos que habian sido sometidos al proceso de lavado, pero
que se encontraban almacenados (colectados en el area de empacado) (Tabla
24), evidencia clara de una contaminacion post-lavado.

La contaminacién cruzada no se descarta, debido a que la persona
encargada del area de lavado maneja indistintamente los trapos sucios y limpios.
Adicionalmente hay que anotar lo inadecuado de su almacenamiento.

Se investigd la presencia de E.coli y Salmonella en los trapos (Tabla 25).
Sélo se detectd E.coli en el 3.2 % de 31 trapos sucios. En los recién lavados-

secados ambos microorganismos estuvieron ausentes.

VI.6. Evaluacién de la técnica de la USDA para el aislamiento de Salmonella
spp

Salmonella spp. fue aislada a partir de diversas muestras cuando se siguid
la técnica de la USDA: preenriquecimiento en CL y enriquecimiento en CSC Y
CTT. El aislamiento se efectto en ASB y AVB, que son los mas comunmente
utilizados. La sensibilidad de la técnica se incrementé incluyendo los medios de
XLD vy SS.

El CTT es mas selectivo que el CSC, y puede llegar a tener un efecto
inhibitorio contra Salmonella (Vanderzant y Ssplittstoesser, 1992). En la mayoria
de las placas de medios selectivos (AVB, ASB, XLD, SS) previa transferencia del

CTT, tanto la presencia de colonias sospechosas del patégeno como el desarrollo
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Tabla 24

Persistencia de coliformes en trapos, utilizados en el area de empacado, sometidos a lavado-desinfeccion
(resumen de tres estudios)

Gll

organismos coliformes
condicién descripcion de (ufc x 10 E 3)
muestra n minimo mediana maximo | desv.estandar
sucio trapo 31 <01 1000 65000 14000
(una jornada
de trabajo)
recién lavado trapo 30 <0.025 < 0.025 <0.025 0
y secado
lavado, trapo 30 <0.025 <0.025 0.35 0.055
secado y
almacenado
(area de

empacado)




Tabla 25

Positividad a E.coli y Salmonella en trapos sucios, recién lavados y secados, y secados y almaceriados
(restimen de tres estudios)

91l

condicién descripcion de E. coli Salmonella
muestra +/n (%)
sucio trapo 1/31 (3.2) 0/31 (0)
(una jornada
de trabajo)
recién lavado trapo 0/30 (0) 0/30 (0)
y secado
lavado, trapo 0/30 (0) 0/30 (0)
secado y
almacenado
(area de
empacado)




de la flora asociada fueron nulos. Los medios de aislamiento mas eficientes fueron
el medio XLD seguido del ASB.

Se confirma el beneficio de recurrir a dos medios selectivos de aislamiento
y a dos caldos de enriquecimiento como minimo, para incrementar la mayor
sensibilidad de la técnica y evitar resultados falsos negativos.

Se analizaron asi 289 muestras diversas, de las cuales 43 resuitaron
positivas (Tabla 26). La mayoria de las veces el aislamiento se logré en ASB y
XLD.

Por lo anterior, se opt6 por investigar la Salmonella a través de la via CSC,
ASB y XLD, cuando el nimero de muestras se increment6 ya que resultaba muy
laborioso analizar 1603 muestras por ambas vias (CSC Y CTT con los 4 medios
selectivos). Esta via permitié la mayor recuperacién de Salmonella a partir de
jitomate.

En un estudio preliminar se probé la sensibilidad de la técnica, logrando la
recuperaciéon del patégeno con ambas vias (CTT Y CSC y los 4 medios
selectivos). Se logré una recuperacion cualitativa a partir de muestras de jitomate

que se habian inoculado con aproximadamente 5 células / muestra.
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Tabla 26

Recupecion de Salmonella spp. de diversas muestras en dos caldos de enriquecimiento (CSC, CTT)

y cuatro medios selectivos (AVB,ASB,XLD,SS)

positivas (%)
caldo de enriquecimiento CSC CTT
medio de aisIarﬁiento A\_IB ASB XLD >SS AVB ASB XLD SS
material |No. Muestras | No. Muestras
analizadas positivas
tierra 82 11 3(27.3) 7 (63.6) 8 (72.7) 7 (63.6) 3(27.3) 0 (0) 10.1) 161
esponja 39 4 0 (0) 2 (50) 4 (100) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 2 (50) 1 (25)
jitomate 138 23 7(30.4) 16(69.5 21(91) 13(56.5) | 5(21.7) 4 (174) 5@1.7) 2@B.7)
trapos 30 5 0() 1 (20) 4 (80) 1 (20) 0 (0) 0 © 0(0) 0
total 289 43

nota: 289 muestras analizadas por estas vias , resultando 43 positivas.




VI. 7. Microbiologia del aire

El aire es considerado una fuente importante de contaminacion para transportar
microorganismos provenientes del suelo. Las turbulencias naturales en la
atmosfera cargan al aire de microorganismos cuya naturaleza estd determinada
por los materiales de donde se liberan. La naturaleza (bacterias, virus, hongos,
levaduras y parasitos) y abundancia de los microorganismos es muy variable
(Fernandez, 2000).

En esta investigacion se generd informacion acerca de la microbiologia del
aire dentro y fuera de los invernaderos, como fuente de microorganismos al
jitomate. Se ha reportado (Hedrick y Heldman,1969) que dentro de las plantas
procesadoras el contenido microbiano en el aire se encuentra muy afectado por la
circulacidn de personas que transitan cerca de los sitios donde se ha instalado un
muestreador de aire. En dicha comunicacion se mencionan las siguientes fuentes
de aportacién de microorganismos al aire en orden decreciente: trafico humano,
ropa del personal, polvo, aire exterior que rodea al edificio y sistemas de
ventilacion.

Debe advertirse que las poblaciones de microorganismos en la atmésfera
se modifican facilmente y de manera transitoria cuando se generan corrientes de
aire. Los resultados de los monitoreos que se realizaron en las diferentes areas de
trabajo revelaron sin embargo, que en general el aire ambiental no constituyo una
fuente significativa de microorganismos, en tanto las actividades que ahi se
llevaban a cabo no se vean perturbadas por operaciones Como excesivo
movimiento del aire, barrer, o descargar materiales que liberaran cantidades

considerables de polvo.

VI.7.1.Area de almacenamiento:

En el area de almacenamiento la temperatura se mantiene mediante un
sistema de enfriamiento a base de ventiladores. Estos estan situados en la parte
superior del area. El aire se muestreo antes y después de barrer a dos niveles de

altura (nivel bajo 10cm y nivel alto 1.5 mt).
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Los ventiladores dispersan las particulas de polvo, pero también
contribuyen a homogenizar la carga microbiana en toda el area. En efecto antes
de barrer se detectaron diferencias en las poblaciones de microorganismos segun
altura en la que se coloca el muestreador. La diferencia no se present6 después
de barrer.

Los recuentos de microorganismos monitoreados a 10 cm del piso no
mostraron diferencia significativa antes y después de barrer (Figura 8a), lo que no
ocurrié cuando el muestreo se realizé a 1.5 mts de altura (Figura 8b).

Al observar que no existié diferencia significativa entre ambos niveles de
altura después de barrer el area de almacenamiento, se opto por realizar los
muestreos en el nivel alto de la periferia (7 zonas) y en el centro (Figura 9a). No se
presentd diferencia en el contenido microbiano (p>0.03), independientemente del

lugar donde se muestreo.

VI.7.2.Area de Empacado:

El muestreo en esta area se realizd al cabo de 1 hora del inicio de las
actividades, y a un nivel de 1.5 mts en 9 zonas del interior del cuarto de
empacado. El muestreador se ubicd a la entrada, entre los pasillos donde se
empaca, y en-el centro, donde se encuentra la banda transportadora del jitomate
empacado. No se observéd diferencia significativa (p>0.05) en el contenido
microbiano entre las diferentes zonas, ni aun de la puerta de acceso al
montacargas (Figura 9b). Aunque el drea de empacado se consideré el Iuga'f con
mayor actividad, el contenido microbiano no difiri® mucho del observado en otras
areas.

En condiciones ordinarias de trabajo la poblacién de microorganismos
mostré limites entre 1.5 y 2.8 log ufc/ 100 Lt de aire con mediana de 2.2 log ufc/
100 Lt de aire.
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minimo
mediana
maximo

media

desv. estandar
No. Muestreos

antes después
BMA
(ufc/ 100 Lt aire)
65 95
73 647
3000 3000
1046 1371.2
138.2 1344.6
3 5
condicion
antes después
BMA
(ufc /100 Lt aire)
5 120 .
56 232
57 3000
39.3 864
243 1091.1
3 5

difieren significativamente

8. Bacterias mesofilas aerobias en aire al nivel del piso (a) y a 1.5 mts de altura (b)), antes y después
de barrer dentro del area de almacenamiento de jitomate hidroponico.
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V1.7.3.Area de lavado esponjas:

El area de lavado de esponjas estd comunicada con el area de empacado
mediante una puerta que permanentemente esta abierta. En este sitio se lavan las
esponjas sucias y también sirve de almacén de las mismas.

Se muestreé el aire junto a la puerta, y a las tres estanterias, donde se
encuentran las esponjas sucias, recién lavadas-desinfectadas y lavadas-
desinfectadas almacenadas, respectivamente.

Se esperaba un mayor contenido de BMA en el aire de la zona donde se
manipulan las esponjas sucias, pero una vez analizados los resultados no se

detecté diferencia significativa (p>0.05) entre medianas (Figura 9c).

V1.7.4.Invernaderos:

Los invernaderos fueron las areas con mayor control en el ambiente, un
factor importante en el control es el tipo de instalacion implementado. El muestreo
se realiz6 en dos invernaderos uno de ventilacion superior y otro de ventilacion
lateral. Los muestreos se realizaron 3 horas después de que los trabajadores
iniciaron su jornada de trabajo. Se comenzaba el muestreo en el centro de cada
parcela a dos niveles de altura, con respecto al suelo (Figuras 10a-10b). No se
detecto diferencia significativa en funcién del nivel de altura. Segun la localizacién
sélo se detecto diferencia entre zonas del invernadero de ventilacién lateral
(Figura 11a) y no en el de ventilacién superior (Figura 11b). Esto ocurrié por un
efecto directo del aire sobre dos laterales del invernadero. Esta condicién origino
una ventilacion mas activa, pues se generan corrientes de aire. En cambio, la
ventilacién por la parte superior es mas pasiva.

Los contenidos microbianos tendieron a ser mas elevados en la zona de
empaque y almacén frio que en los invernaderos. Esto guarda relacion con la

intensidad de la actividad de los trabajadores en cada localidad.
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BMA
(ufc / 100 Lt aire)

minimo 18
mediana 285
maximo 3000
media 800
desv. Estandar 1063.5
No. datos 57
No. Muestreos 5

no difieren significativamente

BMA
(ufc/100 Lt aire)

minimo 31
mediana 163
maximo 652
media 209
desv. Estandar 145.2
No. datos 82
No. Muestreos 6

no difieren significativamente.

BMA
(ufc/ 100 Lt aire)

minimo 20
mediana 61
maximo 2628
media 286
desv. Estandar 654.9
No. datos 15
No. Muestreos 4

no difieren significativamente

las aerobias en aire colectado de diversas zonas dentro dei area de
empacado (b) y de lavado de esponjas (G ).
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(ufc/100 Lt aire)
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15 16
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alto bajo
BMA
(ufc/ 100 Lt aire)
32 11
335 225
3000 3000
1147.5 765
1210.2 1134
10 10

no difieren significativamente.

aire a dos niveles de altura en el centro de un invernadero
de ventilacion superior (a )y ventilacion lateral (b).
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1 11. Bacterias mesofilas aerobias en aire de diversas zonas dentro del invernadero de ventilacion

lateral ( @) y ventilacion superior (b).
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VI1.7.5.Ambiente externo:

Con la finalidad de conocer la variabilidad del contenido de BMA segun la
zona de la periferia exterior de los invernaderos y su influencia sobre el ambiente
interior de los mismos, se muestreo aire de 3 zonas alrededor de ambos
invernaderos. E! invernadero de ventilacion superior colinda con dos campos de
cultivo y un invernadero de ventilacion lateral. El invernadero de ventilacion lateral
esta rodeado por invernaderos del mismo tipo y un aljibe descubierto que expone
el agua al medio ambiente.

A pesar de la diferencia fisica entre zonas no sé presento diferencia
significativa en el contenido de BMA en el exterior de ambos invernaderos. Se
presentaron valores limites entre 0.5y 3.5 log ufc/ 100 Lt de aire. En general, se
puede inferir cierta homogeneidad microbiana entre las zonas que rodean a
ambos invernaderos (Figura 12).

Se esperaba que difiriera el contenido de BMA del exterior del invernadero con
respecto al interior, pero €so no ocurrie. No se detecté diferencia significativa
(p>0.05) entre el exterior y el interior de ambos tipo de invernadero (Figura 13).

Es importante resaltar la similitud del contenido de BMA en dos ambientes
tan distintos. En el interior del invernadero se mantiene una amplia vigilancia'y
control de las instalaciones, y en el exterior la exposicion a una diversidad dé’

factores modifican drasticamente el ambiente.
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Figura 12. Bacterias mesofilas aerobias en aire de diversas zonas externas a los invemnaderos.
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VI.8. Microbiologia de jitomates del comercio.

Los microorganismos con mayor significado epidemiologico asociados a
frutas y verduras, son los de origen fecal. En muchos paises (principaimente ios
industrializados), no se recurre a la aplicaciéon de estiércol como fertilizante, ni se
practica el fecalismo al aire libre o el riego con aguas residuales crudas o mal
tratadas. Todas estas acciones son reconocidos mecanismos de contaminacion de
verduras crudas (Beuchat., 1995). En nuestro pais, todavia se observan estas
practicas. Es de esperar, que las verduras puedan ser vehiculo de
microorganismos patégenos que se encuentren participando en brotes de ETAs, si
bien no se cuenta con informacién al respecto.

Como una extension al estudio de la microbiologia del jitomate hidropénico,
se incluyé el de jitomates maduros que se expenden en mercados publicos y
supermercados. El producto se colectdé durante las épocas calurosa, lluviosa y fria
del afo.

Dentro de la época calurosa no se presentd diferencia significativa en el
contenido de Enterobacteriaceae al contrastar ambos tipos de expendio (Figura
14a). Es importante destacar que la apariencia general de los jitomates de ambos
lugares fue muy similar y con un buen grado de madurez. Los jitomates de
mercado eran expuestos para su venta en cajas de madera de apariencia poco
higiénica. Los jitomates en los supermercados pueden llegar a ser limpiados por
empleados del propio lugar. Esto confiere mejor apariencia. Se depositan en
contenedores de madera en mejores condiciones de limpieza.

En contraste el contenido de Enterobacteriaceae difirid significativamente
(p<0.05) entre ambos tipos de expendio tanto en la época lluviosa (Figura 14b)
como en la fria (Figura 14c). La carga microbiana fue mayor en las muestras
colectadas en supermercados.

Los resultados de la microbiologia de los jitomates muestreados en
mercados y supermercados estan resumidos en la tabla 27.

En realidad, es dificil proponer factores especificos ambientales, de manejo

comercial e inciuso de naturaleza microbiana, para explicar la influencia del clima
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Cinco grupos microbianos en jitomate "saladette” colectado en mercados y supermercados en periodo frio, caluroso y lluvioso.

Tabla 27

Lugar Epoca Ebc a CTa Ha La Ecb.
Mercado fria min. 2.2 < 0.5 26 33 <0.5
Publico med. 44 2.5 42 46 <05
max. 7 5.4 47 5.3 6
No. Muestras 30 15 15 15 30
calurosa min. 5.7 2.4 42 4.4 <7
med. 6.7 4.9 5 53 <7
max. 8.3 6.4 6.3 7.7 220
No. Muestras 15 15 15 15 15
lluviosa min. 6
med. 6.8
max. 7.8
No. Muestras 12
Supermercado fria min. 3.2 <09 2.1 3.1 <0.5
med. 5.7 4.6 3.2 4.1 <0.5
max. 7.5 6.1 4.2 6.1 6
No. Muestras 30 15 15 15 30
calurosa min. 3.1 2.1 34 3.9 <7
med. 5.9 57 54 6.1 <7
max. 8.2 7 6.9 79 > 950
No. Muestras 15
fluviosa min. 6.9
med. 8
max. 8.9
No. Muestras 12

a log10 ufc/ jitomate

b NMP/ jitomate.

* Cada muestra contiene 6 jitomates.
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en la distribucion y abundancia de microorganismos en los jitomates de una y otra
fuente. Las causas y factores determinantes del problema podrian encontrarse &
través de estudios especialmente disefiados para ese fin.

Otra variedad de jitomate analizado fue el “bola’. Sélo se cobtuvieron
muestras en fa época lluviosa (Tabla 28). Presentd resuitados similares a los
obtenidos para el jitomate “saladette”. Se detectd diferencia significativa (p<0.05)
segun el fugar de expendic (Figura 15). Se obtuvo una mediana ligeramente
mayor en muestras colectadas de supermercados que en las de mercados. De ia
misma forma la apariencia general del jitomate de supermercado, era mas
deplorabie. Present6 mayor grado de deterioro asi como una apariencia
sumamente grasosa.

El efecto de la época del afo se determino al comparar los datos obtenidos
de muestras del mismo lugar de expendio pero que diferian en la época. Se
detecto diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras de supermercado que
provenian de la época de fria con respecto a las épocas lluviosa y calurosa
(Figura 16a). Las dos ultimas épocas no presentaron diferencia significativa
(p>0.05). La dispersidén de los datos fue mayor en la época calurosa, a pesar de
que la apariencia entre los jitomates fue muy similar.

El comportamiento de las Enterobacteriaceae en los jitomates de mercado
de la época calurosa y fria no difirié significativamente (Figura 16b). La diferencia
se obtuvo al confrontar con la época lluviosa. Presentan una mayor dispersién los
valores de la época calurosa.

El efecto de la época de colecta sobre el contenido de Enterobacteriaceae
de jitomate es modificado por el grado de manipulacién a que fue sometido en
cada Jugar de expendio. Las condiciones del jitomate en cuanto al grado de
madurez y apariencia, manejo y condiciones de almacenamiento contrastan en
gran medida.

La incidencia de E.coli en jitomate “saladette” (Tabla 29) fue mayor en
muestras provenientes de supermercado, independientemente de la época. Es
evidente las deficientes practicas de sanidad que aun persisten en el cultivo y
manejo posterior de frutas y verduras. Se han reportado niveles de E. coli (en log
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Tabla 28

Enterobacteriaceae de jitomate "bola" comercial colectado en mercados y supermercados

durante el periodo llyvioso.

lugar de Poblacién
expendio (log ufc / jitomate)
minimo 5
mercado mediana 1.7
publico maximo 8.1
desv.estandar 7.5
n 16
minimo 6.1
supermercado mediana 7.2
maximo 8.9
desv.estandar 8.4
n 16
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NMP/ g) en verduras crudas de mercados, de 2-3 para col, 3 para zanahoria, 3-6
para hojas de cilantro, 4-5 para lechuga, 3-4 rabanos y 1-2 jitomates (cit. en
Fernandez, 2000). Se detectd en mercados desde <0.1 a 2.3 log NMP/ jitomate y
en supermercados desde <0.1 a >3 log NMP/ jitomate.

Para la variedad "bola”, las muestras colectadas soélo fueron de la época
Huviosa (Tabla 30), E. coli tuvo mayor presencia en muestras de mercado.

La presencia de Sa/monella (Tabla 29-30) en jitomate “saladette” y “bola”,
fue muy baja independientemente de la época y lugar de expendio. Listeria estuvo
ausente (Tabla 29-30) en las diversas muestras colectadas

A pesar de que el niumero de muestras de cada expendio y para cada
época fue bajo, permitié tener una visién de la carga microbiana y la incidencia de
patégenos presentes en este fruto. Con la informacién obtenida podemos inferir
sobre el riesgo que representa esta hortaliza si es consumida en forma cruda.

Al contrastar valores de Enterobacteriaceae de los jitomates hidropdnicos y
los del comercio nos damos cuenta que el jitomate hidroponico aporta valoreé que
distaron en mucho a los presentados por jitomate de comercio (Tabla 31). La
superficie expuesta a la contaminacion por parte de los jitomates del comercio fue
2 veces mas pequefa que la del hidropénico. Lo importante ha considerar es el
efecto de la comercializacion que puede modificar los valores obtenidos de
productos de campo, si no se procura control durante el manejo, almacenamiento

y venta.



Tabla 29

Pasitividad de Salmonelfa, E. coli y Listeria en jitomate “saladette” colectado en mercados y
supermercados en periodos frio, caluroso y lluvioso.

Ll

tugar Epoca No. Positividad  n (%)
muestras E.coli Salmonella Listeria
fria 30 2 (6.6) 1(3.3)
Mercado 16 0 (0)
Plblico )
calurosa 15 3 (20) 0 () 0 (0)
lluviosa 12 0(0) 1(8.3) 0(0)
total 57 5(8.8) 2(3.5) 0(0)
fria 30 4 (13.3) 2(6.7)
Supermercado : 15 ) 0
calurosa 15 8 (53) 1 (6).7) 0 (0)
lluviosa 12 4(33.3) 0(0) 0(0)
total 57 16(28.1) 3(5.3) 0(0)
TOTAL 114 21(18.4) 5(4.4) 0(0)

n: muestras positivas
= Cada muestra contiene 6 jitomates.
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Positividad de Salmonella, E. coli y Listeria en jitomate “bola" colectado en mercados y durante

Tabla 30

y supermercados en periodo liuvioso.

Lugar No. Positividad n (%)
muestras
E.coli Salmonella Listeria
Mercado 16 8(56.25) - 1(6.25) 0
Publico
»
Supermercado 17 2{11.8) 0(0) 0(0)

n: muestras positivas
* Cada muestra-contiene 6 jitomates.




Tabla 31

Resumen del contenido de Enterobacteriaceae en jitomate.

lugar de procedencia No. muestras| __minimo mediana___ maximo desv. Sta.
(log ufc/ jitomate)

empresa productora 346 <0.5 0.8 6.7 5.5

comercio 114 2.2 6.7 8.9 0.75

contenido general: 460 <0.5 1.5 8.9 2.7




VI.9. Identificacion de cepas aisladas de los diversos materiales

Las cepas consideradas de importancia sanitaria fueron L.. monocytogenes,
Salmonella, E.coli y otros miembros de la Familia Enterobacteriaceae. Ambos
patégenos se identificaron en funcién de su morfologia microscdpica, de cultivo,
. pruebas bioquimicas y aglutinacién con antisueros comerciales. Para los
serovares se utilizaron los antisueros 1 y 4 contra L.monocytogenes y polivalentes
para Salmonella ; las cepas positivas se enviaron al Instituto de Diagnéstico y
Referencia Epidemiolégica para la identificacion del serovar.

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae (Tabla 32) se aislaron a .
partir de colonias desarrolladas sobre las placas de agar bilis rojo violeta con 1%
de glucosa usadas en el recuento de Enterobacteriaceae. Consisten en 200 cepas
provenientes de 220 muestras colectadas dentro de la empresa y 60 de jitomates
del comercio; se siguieron las técnicas tradicionales para las pruebas bioquimicas
(Bergey's, 1994).

Los géneros con mayor presencia fueron Enterobacter, Rahnella y
Klebsiella. Se trata de bacterias que se distribuyen ampliamente en tierra, agua,
plantas, vegetales, heces de animales y humanos (Manual Bergey’s, 1994).

Géneros como Enterobacter, Hafnia, Cedecea y E.coli, tienen significado
clinico, toda vez que como patdégenos oportunistas, pueden llegar a provocar
infecciones en humanos.

Ademas de la asociacidén de algunas de estas especies con las plantas,
tierra, agua y otros substratos que pertenecen al ambiente natural en donde
desarrollan las frutas y verduras, se aislan también de los propios alimentos. De
jitomates de mercado se aislé E. agglomerans, E. cloacae y Serratia marcescens.
Probablemente estos microorganismos provenian de la tierra (Senter y col., 1985).

Los géneros mencionados estuvieron presentes en jitomate colectado del
comercio, asi como del cultivado de forma hidroponica. Es muy posible que éstos
géneros formen parte de la flora nativa del jitomate.

Concluido el periodo de muestreo, ninguna cepa sospechosa de pertenecer

a L. monocytogenes fue identificada como tal. Incluso el género Listeria no fue
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detectado (Tabla 33). No es de extrafar la ausencia de éste microorganismo aun
siendo muy ubicuo, ya que presenta una amplia dispersion en cuanto a los valores
de incidencia registrados. Puede desde no estar presente hasta detectarse en el
67% de muestras de ensalada de verduras (Beuchat, 1995). Salmonella se
recuperd de 56 muestras diversas jitomates y materiales asociados) en la planta
productora, y en 6 muestras de jitomate del comercio a partir de 1443 y 160
muestras examinadas respectivamente.

Se identificaron cuatro serovares (S. Typhimurium , S. Agona, S. Thompson
y S. C1 monofasica)(Tabla 33). EI mayor porcentaje lo presentd S. Typhimurium
(61.3%), seguida de S. Agona (24.2%), lo que sugiere una fuente comun de

contaminacion.
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Tabla 32

Enterobacteriaceae identificadas de diversos materiales durante la produccién de jitomate hidropdnico

y de jitomate comercial saladette

Material

tierra interior y exterior invernadero
trabajadores

polvo del piso de andadores
esponjas sucias y lavadas

jitomate hidropénico
trapos limpios

jitornate saladette de mercado y
supermercado.

Enterobacteriaceae

Enterobacter aerogenes
Hafnia alvei

Klebsiella terrigena
Enterobacter sakazaki
Enterobacter cloacae
Cedecea davisae
Rahnella aquatillis
Escherichia coli

Enterobacter aerogenes
Hafnia alvei

Klebsiella terrigena
Enterobacter sakazaki
Enterobacter cloacae
Cedecea davisae
Rahnella aquatillis

Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Hafnia alvei
Escherichia coli



Tabla 33

Salmonella y Listeria recuperadas de diversos materiales durante la produccién de jitomate hidroponico

y en jitomate comercial ("saladette”).

al

Salmonella (serotipos)
No.muestras material muestras positivas (%) [Typhimurium  Agona Thompson C1 monofasica
analizadas (b) muestras positivas (%)(a)
jitomate (6 unidades/ muestra)
541 invernadero 16 (2.97) 10(1.8) 2(0.37) 1(0.18) 3(0.6)
empaque
144 limpiado 4(2.8) 3(2.1) 1(0.7)
71 sin limpiar 2(2.8) 2(6.3)
comercio
72 saladette de supermercad 34.2) 34.2)
72 saladette de mercado 2(2.8) 2(2.8)
— 16 bola de mercado 1(6.25) 1(6.25)
& trapo (400 cm2)
40 limpio 3(7.5) 1(2.5) 1(2.5) 1(2.5)
66 sucio 2(3.0) 2(3.0)
esponja (300 cm2) .

12 nueva 2(16.7) 1(8.3) 1(8.3)

64 sucia 1(1.6) 1(1.6)

48 recién lavada 1(2.1) 12.1)

462 tierra (10 @) 20(4.35) 7(1.5) 11(2.4) 2(0.4)
34 encharcamientos (10ml) 5(14.7) 5(14.7)

1603 62 (3.9) 38(61.3) 15(24.2) 6(9.7) 3(4.8)

a.

No se aislo una sola cepa de Listeria.

Las cepas son tipificadas en SSA.

(a) con respecto a las positivas a Salmonella
(b) con respecto al total de muestras.




Vii. Conciusiones

Los jitomates hidropénicos presentan niveles de contaminaciéon microbiana

significativamente mas reducidos que los jitomates obtenidos del comercio.

A lo largo de 20 meses, Salmonella spp se recuperé globalmente del 3.9% de
1603 muestras de jitomate hidropénico, jitomate comercial y diversos materiales
relacionados al cultivo hidropdnico. Listeria spp y L. monocytogenes no se

aislaron de ninguna de las 1603 muestras analizadas.

La incidencia de Salmonella spp fue de 16.7% en las esponjas, 14.7% en los
encharcamientos, 7.7% en los trapos sucios y 7:5% en los trapos limpios (7.5%), -

6.3% en los jitomates sin limpiar.

La positividad a Salmonella fue independiente de la época del afio.

Salmonella spp estuvo presente en ausencia de E.coli; en las.muestras de jitomate

hidropénico.

Grupos indicadores como la familia de Enterobacteriaceae y organismos

coliformes no se asocié con la presencia de Salmonella spp.

E coli no fue un buen indicador de la presencia de Sa/monella spp. Del 3.9%

global de muestras positivas a Salmonella, el 2.4% no contenian E.coli.

Los jitomates hidropdnicos provenientes de los invernaderos presentaron los
siguientes valores: la mediana de BMA en 222 muestras de jitomate fue de < 4
log, con limites de < 1.2 hasta < 7 log ufc/ jitomate respectivamente. Las cifras
respectivas para el grupo Enterobacteriaceae fueron 0.8 log ufc, y de < 0.5 hasta <
6 log ufc/ jitomate. Para los OCT la mediana fue de < 0.5 log ufc/ jitomate, con

limites ligeramente inferiores a los ias Enterobacteriaceae.
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Salmonella spp fue recuperada del 2.95% de 541 muestras de jitomate, en tanto
que E. coli resultd negativa. No se detectd Listeria spp o L.monocytogenes en 367

muestras.

Tomando en cuenta que tanto Salmonella como E. coli tienen una fuente comun
de contaminacién (materia fecal humana y de animales), aunque con mayor
abundancia de E.coli , y que por otra parte ambas muestran en general una
susceptibilidad a la desecacion y temperaturas muy préximas la presencia de
Salmonella en ausencia de E.coli en las muestras de jitomate, sugiere que las
cepas del patbgeno (serovar S. typhimurium y S.agona) pudieron colonizar el

ambiente interior de los invernaderos.

Para explicar la presencia de Salmonella spp. en los jitomates hidropdnicos es
fundamental caracterizar molecularmente las cepas del patégeno, y evaluar su
capacidad para sobrevivir a la desecacion y colonizar la tierra y .agua de

encharcamientos de los invernaderos.

El contenido de BMA en jitomate hidropénico, proveniente de invernaderos, no
difiere significativamente segun el nivel de altura o diferente localizacién dentro del

invernadero.

Existe una diferencia significativa entre el contenido de BMA de los jitomates en
invernaderos de dos tipos de ventilacion en época de fria (Noviembre a Enero), lo
que no ocurre en época de calor (Febrero a Mayo). La época del ano modifica

significativamente los niveles de BMA en el jitomate.
La incidencia de E. coli y Salmonella en tierra exterior a los invernaderos (11.3% y

6.1%, respectivamente) resulté dos veces mayor a la que se presento en la tierra

del interior de los invernaderos (6.1% y 3.6%).
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En ninguna ocasion se detectd Listeria spp. y L. monocytogenes en jitomates,
tierra, encharcamientos, y otros materiales provenientes de los cultivos.

hidropénicos.

Las esponjas recién lavadas-desinfectadas, lavadas-desinfectadas-almacenadas-y
sucias presentan niveles de 3.9 a 9 log ufc de Enterobacteriaceael 300 cm? de

esponja, y valores ligeramente menores de OCT.

La porosidad de las esponjas .puede interferir en la - accion germicida del
desinfectante , una vez que el contenido de Enterobacteriaceae es similar entre
esponjas lavadas y desinfectadas respecto a la sucias, no difiriendo

significativamente ambos valores.

Es posible lograr una desinfeccion efectiva para las esponjas mediante
tratamientos térmicos (se redujeron hasta 5 log de Enterobacteriaceae) sin afectar

las caracteristicas del material.

El lavado de manos por parte de los trabajadores abate hasta 2 log el nivel de
Enterobacteriaceae en sus manos mientras estdn en estrecho contacto con el

jitomate.

El contenido de organismos coliformes en trapos sucios se reduce hasta en 5 log

por efecto del mismo lavado.

La utilizacion de tapetes sanitarios a la entrada de los invernaderos no mejora los
niveles de Enterobacteriaceae en los zapatos. El 60 a 80% de personas todavia
mostraban E. coli en uno 0 ambos zapatos.

El jitomate de mercado y supermercado se encontrd contaminado por E. coli

(15.2%), en oposicién a lo observado con el jitomate hidroponico.
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La diferencia en el contenido de Enterobacteriaceae en jitomate ‘de mercado
publico y supermercado en la época calurosa no fue significativa, contrario a lo

observado durante la época lluviosa vy fria.

Se observé una diferencia significativa en las poblaciones microbianas de los
jitomates por efecto de las siguientes variables Enterobacteriaceae de mercado

publico y supermercado en la época lluviosa y fria, pero no en la calurosa.

El jitomate del comercio presenté baja incidencia de Salmonella (4.4%), a pesar de
que las condiciones de cultivo y de comercializacion no son las mas favorables
para evitar la contaminacién con este patégeno. La ausencia de Listeria spp ¥ L.

monocytogenes fue persistente.

E. agglomerans, E. cloacae y Serratia marcescens forman parte de la flora nativa
del jitomate; estuvieron presentes tanto en jitomate hidropénico como en el del

comercio.

Se identificaron cuatro serovares de Salmonella (S. Typhimurium, S. Agona, S.
Thompson, S. C1 monofésica). El mayor porcentaje lo presenté S. Typhimurium
(6.1%), seguida de S. Agona (2.4%), lo que sugiere una fuente comun de

contaminacion.

La actividad de barrer aunado a la presencia de ventiladores en el area de
almacenamiento de jitomate contribuyé a dispersar las particulas de polvo por todo
el cuarto frio y asi contaminar los jitomates. En las 14 muestras de polvo del piso

del cuarto frio, colectadas en diversas ocasiones siempre estuvo presente E. coli.
La técnica para investigar Salmonella resulté ser mas sensible siguiendo la via

CSC, XLD y ASB. Mediante este procedimiento se analizaron 1603, lo que

permitié recuperar al patégeno en el 3.9% de las muestras.
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