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RESUMEN

Los productos frescos importados de México, incluyendo melones, tomates y
jalapefios, han sido vinculados en el pasado a brotes asociados a enfermedades transmitidas
por los alimentos (ETAS). Sin embargo, poco se sabe acerca de la contaminacion del
producto durante su cadena de produccion que incluye: precosecha, cosecha y los procesos

de distribucion y empaque.

En este estudio se evalud los niveles de microorganismos indicadores y patégenos
en el proceso de produccion del meldn cantaloupe (Cucumis melo L.) producido en la
region de Parras de la Fuente, Coahuila. Las muestras incluyeron el enjuague de melén, el
enjuague de manos (en las etapas de precosecha, cosecha, distribucion y empaque), agua de

sitio/irrigacion, agua de fuente y suelo.

Se analizaron un total de 276 muestras, que se colectaron durante el periodo de julio
del 2011 a agosto del 2012. El primer periodo de muestreo (verano del 2011) las muestras
colectadas fueron melones durante la precosecha (26), y cosecha (26), manos en la cosecha
(26), agua sitio/irrigacion (24), agua fuente (11), suelo (24), meldn durante la distribucion
(9), manos en la distribucién (9), melén en el empaque (5), manos en el empaque (5). Para
el segundo periodo de muestreo en el verano del 2012 el nimero de muestras fue de meldn
en precosecha (14), y cosecha cosecha (14), manos en cosecha (14), agua sitio/irrigacion
(14), agua fuente (5), suelo (14), mel6n en la distribucion (14), manos en ladistribucién

(14), meldn en el empaque (4), y manos en el empaque (4).

En este estudio los rangos mayores obtenidos en cuanto a microorganismos
indicadores correspondieron a coliformes fecales 10'° UFC, E. coli genérica 108UFC,
Enterococcus faecalis 10 UFC y colifagos con 4000 UFP. La presencia de
microorganismos patdgenos fue negativa para las muestras tanto por microbiologia

convencional como utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).



ABSTRACT

Fresh produce imported from Mexico, including melons, tomatoes and peppers have
been historically linked to outbreaks associated with food-borne diseases (ETAS). Little is
known about the contamination of the product during its production line which includes:

pre-harvest, harvest, distribution and packing processes.

In this study levels of indicator microorganisms and pathogens were evaluated
during the production process of melon cantaloupe (Cucumis melo L.) produced in the
region of Parras de la Fuente, Coahuila. Samples included melon rinse (collected during
preharvest , harvesting, packaging and distribution), hands rinse (collected during, harvest,
packaging and distribution), water site / irrigation, water source and ground.

We analyzed a total of 276 composite samples, which were collected in two periods.
The first sampling period occurred during the summer of 2011; samples collected were:
pre-harvest product (26), harvest product (26), hand harvesting (26), site water / irrigation
(24) Water supply (11), soil (24), product distribution (9), hand distribution (9), product
packaging (5), hands gasket (5). For the second sampling in the summer of 2012 the
number of samples was preharvest product (14), harvest product (14), hand harvesting (14),
site water / irrigation (14), water source (5), soil (14) , product distribution (14), hand

distribution (14), product packaging (4), hands gasket (4).

In this study higher levels of indicator microorganisms corresponded to fecal
coliforms (10™ CFU), followed by generic E. coli (10 CFU), Enterococcus faecalis (10™°
CFU) and coliphages4000 UFP. The presence of pathogenic microorganisms was negative
for all samples analyzed.



INTRODUCCION

El melon cantaloupe (Cucumis melo L.) precortado proveniente de algunos estados
de México, se asocio con brotes de salmonelosis en Estados Unidos de América (EE. UU) y
Canadé en el 2001. Debido a que estos brotes que fueron responsables de numerosas
enfermedades y muertes de personas, las exportaciones del melon mexicano a EE. UU. se
vieron comprometidas hasta el punto del cierre de fronteras, por sugerencia de la agencia
Federal de Drogas y Alimentos (FDA) de ese pais (FDA, 2002).

La comarca Lagunera, que comprende parte de los Estados de Coahuila y Durango,
es la region melonera mas importante del pais en términos de superficie y produccion.
Siendo el cultivo del mel6n el mas importante en términos de superficie, produccion y valor
(Espinoza et al., 2003).

Salmonella es una bacteria patogénica que reside en el intestino de animales y
humanos (Tortora et al., 1995) y en las Gltimas dos décadas se ha relacionado con
numerosos brotes asociados con el consumo de melén cantaloupe (Cucumis melo L),
(Calvin, 2003).

Los patdgenos microbianos pueden contaminar los productos frescos en cualquier
punto en el camino de la granja a la mesa del consumidor, con las fuentes de contaminacion
en el campo, incluyendo las heces de los animales salvajes y domesticos, el agua de
escorrentia de las operaciones ganaderas, abonos verdes o una mala composta, el aire

(polvo), insectos y agua de riego (Buchholz et al., 2012).

La posibilidad de que el fruto de meldn se contamine por especies del género

Salmonella o cualquier otro microorganismo patogénico para humanos, como Shigella spp.



0 Escherichia coli O157:H7, puede ser debido a su exposicién a una serie de factores
durante el crecimiento, desarrollo, cosecha y manejo postcosecha. Sembrar en suelos
contaminados y utilizar abonos organicos mal compostados o agua de uso agricola
contaminada asi como la presencia de animales en el campo y la falta de higiene de los
trabajadores, durante cualquier etapa de la cadena de produccion, distribucion y
comercializacion, son algunos de los factores que comprometen la calidad sanitaria del
melén (FDA, 2003).

En el presente trabajo se analizaron los principales puntos de contaminacion en la
cadena de produccién del meldn de la region de Parras, Coahuila, se determiné la presencia
de los microorganismos indicadores coliformes totales, E. coli genérica y colifagos, asi
como de los microorganismos patogenos Salmonella y E. coli O157: H7 en las diferentes
etapas de produccion. Se determinaron los puntos criticos donde posiblemente se produce
un mayor riesgo de contaminacion bacteriana, se analizaron muestras desde el personal que
manipula el meldn, hasta el mismo melén antes y después de cosecharlo, el agua y el suelo

de cultivo.



ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) son aquellas que se originan
por la ingesta de alimentos contaminados con microorganismos tales como virus, parasitos,
mohos y/o bacterias en cantidades suficientes para afectar la salud del consumidor. Los
sintomas mas comunes incluyen diarrea y vémito, aunque también se puede presentar dolor
abdominal, cefalea y fiebre, entre otros. Entre las bacterias cominmente reconocidas como
causantes de ETAs en México y el mundo, se encuentran especies de los géneros
Campylobacter, Salmonella, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, asi como el
serotipo O157: H7 de la enterobacteria Escherichia coli (Blackburn et al., 2002).

Las estimaciones de las enfermedades transmitidas por alimentos se pueden utilizar
para ayudar a dirigir la politica de seguridad alimentaria y planear intervenciones
adecuadas. Un estudio reciente, ha estimado que cada afio en los EUA 31 patdgenos
principales causan 9,4 millones de episodios de ETASs (90% intervalo de credibilidad (CRI)
6,6-12,7 millones), 55.961 hospitalizaciones (90% CRI 39,534-75,741), y 1.351 muertes
(90% CRI 712-2,268) (Scallan et al., 2011). La mayoria de las enfermedades (58%) fueron
causados por norovirus, seguido por Salmonella spp. no tifoide (11%), Clostridium
perfringens (10%), y Campylobacter spp. (9%). Las principales causas de hospitalizacion
fueron por Salmonella spp. no tifoide (35%), norovirus (26%), Campylobacter spp. (15%),
y Toxoplasma gondii (8%). En tanto que las principales causas de muerte fueron
provocadas por Salmonella spp. no tifoide (28%), T. gondii (24%), Listeria monocytogenes
(19%), y norovirus (11%) (Scallan et al., 2011). Las estimaciones del nimero total de
episodios de enfermedades transmitidas por alimentos son utiles para la asignacion de
recursos y priorizacion de intervenciones, asi como el entender que los alimentos pueden

ser contaminados por diversos agentes (por ejemplo, una variedad de bacterias, virus,



parasitos y sustancias quimicas); que la transmision puede ocurrir por mecanismos no
alimenticios (por ejemplo, el contacto con animales o el consumo de agua contaminada), y
que el entendimiento que la proporcion de las ETAs es diferente por factores tales como el
tipo de patdgeno y los factores inherentes del huésped (por ejemplo la edad y la

inmunidad, Scallan et al., 2011).

En general, se ha reportado que en paises industrializados el porcentaje de la
poblacién que sufre de ETAS es ain 30% mayor que los casos estimados (OMS, 2007).
Debido a esto, la incidencia global de las ETAs es dificil de estimar, sin embargo, se ha
calculado que tan solo en el 2005, 1.8 millones de personas murieron por causa de
enfermedades con diarrea y donde una gran proporcion de esos casos fueron atribuidos a la

ingesta de agua y alimentos contaminados (OMS, 2007).

Muchos brotes de estas ETAs se asociaron con contaminacion de los alimentos y/o
agua con materia fecal humana que contenia Salmonella entérica serovariedad Typhi
(Beuchat, L. R. 1998), aunque también, otras fuentes de patégenos como los abonos

animales (Tauxe, R. V. 1997), se han visto implicadas.

En los Estados Unidos, la proporcion de brotes de enfermedades transmitidas por
los alimentos asociados con el consumo de frutas frescas (nacionales e importados) y
verduras contaminadas se ha incrementado en las Gltimas décadas (Ailes et al., 2008). El
numero de casos documentados de ETAsS asociadas a su consumo ha ido en aumento. De
todas estas, existen 10 brotes bien documentados en los ultimos 13 afios, donde los mas
graves implicaron al meldn cantaloupe (FDA News, 2001) y microorganismos como

Salmonella, E. coli O157: H7, Campylobacter jejuni, y/o un agente viral.



Los productos frescos se promueven como parte de una dieta saludable, y su
consumo se ha incrementado en los ultimos afios. La International Fresh-cut Produce
Association define a los productos frescos cortados como las frutas o verduras que han sido
precortadas y/o peladas y/o cortadas en un producto 100% usable que es embolsado o
preenvasado para ofrecer a los consumidores conveniencia, mantenimiento y frescura
(Althaus et al., 2012). Sin embargo, desde el momento que los productos frescos se
consumen crudos, pueden suponer un riesgo para la salud publica. Patégenos transmitidos
por los alimentos puede ser introducidos en verduras frescas en cualquier momento durante
su linea de produccion. En el nivel de la pre-cosecha con el contacto de agua de riego
contaminada, tierra, estiércol o materia fecal de animales salvajes es posible la
contaminacion. Patogenos transmitidos por los alimentos se pueden unir a las hojas de
plantas y/o ser internalizado a través de las hojas o el sistema de raices endofitica (Gu et al.,
2011).

Historicamente las frutas frescas raramente han sido incriminadas como vectores de
ETAs. Se ha determinado que poseen barreras naturales como la piel, la cascara, asi como
un pH &cido, qué previenen o retardan el crecimiento de bacterias patégenas. Sin embargo,
algunos frutos completamente maduros tienen valores de pH cercanos a 7, y una vez
cortada y expuesta la parte interna a la contaminacién ambiental, pueden servir como
sustratos para el crecimiento de bacterias, tales como el melon y la sandia (Madden, J. M.,
1992).

Durante las Gltimas dos décadas, las frutas y verduras recién cortadas y listas para
utilizar han ganado popularidad como alimentos de conveniencia saludables. Sin embargo,
las preocupaciones de seguridad con respecto a las frutas y verduras han aumentado debido
al aumento del nimero de brotes de ETAs relacionadas con su consumo (Madden, J. M.,
1992).



Otro factor que incide directamente en la calidad microbiana de este tipo de
productos es el aumento de las importaciones para satisfacer las expectativas de los
consumidores para una amplia variedad de frutas exdticas y verduras durante todo el afio.
Como los estandares de higiene en la cosecha, durante el almacenamiento, y de agua de
riego pueden variar ampliamente en diferentes paises, el potencial de contaminacién de los
productos puede verse incrementado y los consumidores pueden estar expuestos a altos
nameros y/o cepas diferentes de patdgenos. Productos importados de México han
demostrado ser de una calidad microbiologica equivalente a muestras nacionales en los EE.
UU. (Johnston et al., 2006), pero una serie de brotes se han relacionado con productos
importados, por ejemplo, lechuga importada en el Reino Unido desde Espafia en el afio
2005 (Takkinen et al., 2005).

El aumento de los brotes relacionados con los productos frescos puede, en parte,
atribuirse a los cambios en los habitos de consumo. Una encuesta de la Agencia de
Seguridad Alimentaria de Londres, concluyd que en el Reino Unido se mostré que el 63%
de las personas utilizan los grandes supermercados en la mayoria de las compras de

alimentos, mientras que s6lo el 2% utilizé tiendas locales especializadas (An6nimo, 2007).

Si los articulos contaminados entran en las instalaciones de produccion a gran
escala, tal como ocurre en los supermercados, los productos finales afectados pudieran
Ilegar a un mayor nimero de consumidores provocando brotes documentados, ya que estos
serian mas propensos a ser identificados que los casos esporadicos cuyo ndmero €s
desconocido. Por lo que una mejor comprensién del comportamiento de las bacterias
enteropatdgenas en las verduras debe ayudar a prevenir tanto los eventos de contaminacion
microbiana inicial asi como su persistencia hasta el punto de venta (Heaton and Jones,
2007).



2.2 Contaminacion de melén

Los brotes de ETASs asociados con frutas y verduras frescas se han casi triplicado
desde 1973, y las enfermedades se han duplicado (Tauxe et al., 1997). En el caso particular
de los brotes documentados que han involucrado a los melones (cantaloupe, honey dew y
sandias) fueron reportados a partir de la década de los 50s (Centers for Disease Control,
1979).

A pesar de los esfuerzos para eliminar la contaminacion por patdgenos de este tipo
de productos antes de su consumo, los patrones de brotes indican que mas de la mitad de
estos brotes involucraron melones que fueron cortados y no se consumieron rapidamente, y
como resultado, crecieron patdgenos latentes en la corteza y en el interior de la fruta que es
rica en azUcares (Escartin et al., 1989) (Madden, 1992) tales como fructosa, glucosa y
sacarosa, que aunado con el pH casi neutro hace a este fruto un sustrato ideal para el

crecimiento bacteriano (Gagliardi et al., 2002).

2.2.1 Fertilizantes organicos

El uso de fertilizantes organicos, como el estiércol de animales y lodos (Natvig et
al., 2002), desechos del matadero (Avery et al., 2005), y los lodos de depuradora (Al-
Ghazali and Al-Azawi 1990) pueden introducir patdégenos directamente al campo vy la

escorrentia puede contaminar el agua de riego.

Existen algunas directrices generales para los agricultores que apoyan sobre el
tratamiento de los desechos y el momento correcto de aplicacién, con el fin de limitar la

contaminaciéon de los cultivos. En el Reino Unido, estas directrices se establecen en el



codigo Safe Matrix (ADAS), y se pueden encontrar en los Codigos de Buenas Practicas
Agricolas (Departamento de Medio Ambiente, Alimentacion y Desarrollo Rural)
(An6nimo, 2001).

2.2.2 Calidad del agua de riego

La materia fecal, el suelo y otros insumos, como desbordamiento de aguas
residuales pueden introducir enteropatdgenos directamente a los cursos de agua de donde se
puede extraer agua de riego. En el Reino Unido, el 71% del agua de riego se obtiene a partir
de las aguas superficiales, que reciben efluentes de aguas residuales tratadas (Tyrell et al.,
2006). La posibilidad de contaminacién en el agua de riego es mayor en el mundo en
desarrollo, ya que las aguas residuales no tratadas se utilizan para el riego de alrededor del
10% de los cultivos (An6nimo, 2003).

Las aguas residuales de regadio en cultivos muestran un aumento en la incidencia de
enteropatdgenos (Steele and Odemeru 2004) en los frutos. Se han desarrollado modelos
cuantitativos de evaluacion de riesgos para el uso de agua regenerada que muestran que el
riesgo varia entre los cultivos, por ejemplo, con lechuga se encontré un riesgo mas alto que

con el cultivo de pepino, pero comparable al de brécoli y repollo (Hamilton et al., 2006).

También se ha establecido que el intervalo entre el riego y la cosecha puede afectar
la probabilidad de que bacterias patégenas sobrevivan hasta llegar al consumidor. Una
encuesta realizada en el Reino Unido a los productos que son base en ensalada de verduras
demostré que mas del 50% de ellos se cosecharon dentro de las 24 h del dltimo riego
(Tyrell et al., 2006).



Varios brotes han sido relacionados con el uso de agua de riego contaminada.
Lechuga Iceberg importada al Reino Unido y Finlandia, proveniente de Espafa en el 2005
produjo casos de S. typhimurium, y en donde se utilizaron aguas residuales para el riego de
estos cultivos (Takkinen et al., 2005).

Los casos ocurridos por consumo de lechuga contaminada con E. coli O157:H7 en
Suecia en 2005 se debieron a que las hortalizas fueron irrigadas con agua de un arroyo

cercano contaminado con heces de ganado (Séderstém et al., 2005).

Beuchat (1996) informé de un brote atipico de norovirus relacionado con el apio y
el riego de aguas residuales contaminadas, que dié lugar a brotes de hepatitis A asociado
con el consumo de lechuga (Seymour y Appleton 2001) y cebollitas de primavera (Josefson
2003).

Se describieron botes en el 2001 y 2003, relacionados con el consumo de lechuga
(Seymour and Appleton 2001) y cebollas de primavera (Josefson, 2003) respectivamente,
contaminadas con de E. coli O157: H7. Los brotes se atribuyeron a que las hortalizas
fueron regadas con agua contaminada por el pastoreo de ganado de campos cercanos.
Solomon et al., (2002) demostraron que E. coli O157:H7 contenida en agua contaminada
era capaz de entrar en el sistema vascular de la lechuga y llegar a la parte comestible de la
planta, aunque los autores sefialan que las concentraciones de indculo que se utilizaron

fueron poco realistas.
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2.2.3 Suelo

Los patdgenos presentes en el suelo pueden ser nativos, por ejemplo, Listeria spp., 0
incorporados en la matriz del suelo a partir de desechos organicos afiadidos como
fertilizante. Los patdgenos dentro del suelo pueden contaminar los cultivos directamente
por contacto o bien debido al riego con pistola de lluvia o salpicaduras de agua a las hojas
(Nicholson et al., 2005).

La capacidad del patdgeno para sobrevivir en el medio ambiente tendrd un impacto
sobre la probabilidad de contaminacién de los cultivos y la viabilidad del patégeno en la
cosecha y hasta el consumo. Inicialmente, el patégeno debe sobrevivir en el entorno de
propagacion hasta que los cultivos se plantan, o en los desechos organicos aplicados a la
tierra (Kudva et al., 1998).

Kudva et al., 1988, demostraron que la aireacion de estiércol ovino disminuyo la
supervivencia de E. coli O157:H7 de 365 a 120 dias. Ademas se ha demostrado que el
método de aplicacion utilizado para residuos orgéanicos puede aumentar el tiempo de
supervivencia: la aglutinacion de material aplicado sobre el suelo, y la aplicacion de
inyeccion de purines que consisten en una mezcla de orina, la parte liquida que rezuma de
todo tipo de estiércoles de animales y usualmente agua que se forma de reunir los desechos
de animales domésticos, principalmente cerdos de criadero se utiliza en la produccién
de composta, pueden proteger a las bacterias de la desecacion y altas temperaturas
(Hutchison et al., 2004).

Se ha reportado que algunos patogenos se desarrollan mejor en ciertas temporadas
durante el afio. Esto puede resultar en una mayor cantidad de contaminante que se espera en

la materia fecal en ciertas temporadas, por ejemplo el riesgo de contaminacion por
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Campylobacter aumenta en primavera y otofio (Stanley and Jones, 2003), y los niveles de

E. coli se ven incrementados durante la primavera y el verano (Chapman et al., 1997).

Si se produce un incremento en la concentracion de patdgenos presentes en el suelo
donde se cultivan las hortalizas, entonces, simplemente, los siguientes pasos de la cadena

de produccion pueden no ser suficientes para prevenir la contaminacion de los productos.

2.3 Microorganismos patégenos en mel6n

La naturaleza siempre cambiante de los agentes patdgenos, incluida la aparicion de
cepas nuevas, esta contribuyendo a un aumento en las enfermedades transmitidas por los
alimentos (Bloomfield et al., 2007). E. coli enterotoxigénica ha sido implicada en uno de
los mayores brotes de origen alimentario reportados en los Estados Unidos hasta la fecha
(Beatty et al., 2006). Segun el Sistema de Vigilancia de las Enfermedades Transmitidas por
los Alimentos de los Estados Unidos (1998 a 2002), el 31% de los brotes son atribuidos a
microorganismos que contaminan alimentos y de ellos el 41% de los casos con etiologia
conocida se puede atribuir a norovirus humanos (HVN) (Lynch et al., 2006), quienes
actualmente son reconocidos como la causa mas importante de enfermedades
gastrointestinales infecciosas, con un numero creciente de cepas virulentas circulantes
(Blanton et al., 2006).

La mala higiene personal de los trabajadores de servicios de alimentos,
especialmente el lavado de manos incorrecto, contribuye significativamente al riesgo de
enfermedades transmitidas por los alimentos (Todd et al., 2008). La mayoria de las
infecciones por HNV se atribuyen a la contaminacion de los alimentos a través de las
manos sucias o lavado indebido de los manipuladores de alimentos (Center for Disease
Control and Prevention, 2010). EI HNV tienen una baja dosis infecciosa (Teunis et al.,

2008), persisten en el medio ambiente, y son resistentes a la cloracion y la congelacién (Liu
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et al., 2009). Estos factores contribuyen a un mayor riesgo de transmision de enfermedad
por estos virus. Productos muy sucios que se encuentran con frecuencia en entornos de
servicio de alimentos en la preparacion de alimentos, y los agentes antimicrobianos se
considera que son menos eficaces en la presencia de dichos productos (Boyce and Pittet,
2002). En los EEUU el Cddigo de alimentos de la FDA exige que los trabajadores de
servicio de alimentos se laven las manos con un compuesto de limpieza a base de alcohol y

agua antes de usar las manos e la preparacion de los alimentos (FDA, 2009).

El aumento en frecuencia de Salmonella en frutas y hortalizas frescas en los Estados
Unidos se ha correlacionado con un mayor nimero de casos de ETAs (Center for Disease
Control and Prevention, 2000).

Desde que se ha reportado la asociacion de ETAs con productos frescos como
frutas y verduras, los melones han sido ligados de manera consistente a los brotes de
infecciones por Salmonella en los Estados Unidos y Canada. La FDA realizé un estudio
epidemiolégico de melones importados, en donde se encontr6 que 8 de 1,003 (0.8%)
muestras fueron positivas para Salmonella, lo cual represento6 la segunda materia prima mas

frecuentemente contaminada (NCCLS, 2000) por este patdgeno.

Por lo menos 10 brotes de ETAs debidas al consumo de melones han sido
reportados historicamente en los Estados Unidos. De estos brotes, nueve han sido causados
por Salmonella (Centers for Disease Control and Prevention, 2002) y uno por E. coli O157:
H7, aunque en este Gltimo caso, los melones y otros articulos de la barra de ensaladas
probablemente fueron contaminados durante su corte por una contaminacion cruzada
(Feng, P. 1995). Sin embargo, ain con toda la documentacion existente, las fuentes y

mecanismos de contaminacion del meldn aln no estan totalmente entendidos.

En 1990 en los EEUU, se describié un brote multiestatal de grandes magnitudes
(25,000 casos) provocado por S. enteritidis var. Chester ligado al consumo de esta fruta

(Castillo et al., 2004) y otro brote se reportd por Salmonella enteritidis var. Oranienburg,
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en Canada, sin embargo en este ultimo no se encontré un vinculo directo en donde se
establecieran a los melones como el vehiculo responsable. Un brote adicional a los
anteriores causado por Salmonella enteritidis var. Anatum se produjo en 2002 (FDA, 2006)
y recientemente se reportd un brote de salmonelosis donde 51 personas se infectaron con el
serotipo Litchfield (Centers for Disease Control and Prevention, 2008) provenientes de
melones cultivados y empaquetados en Honduras. Este brote produjo una gran alerta de
importacion de melones procedentes de una empresa hondurefia (FDA, 2008).

Historicamente, dos brotes de salmonelosis se han relacionado con melones
mexicanos. En 1991 se reportd un brote causado por Salmonella enteritidis var Poona
(Centers for Disease Control, 1991), y posteriormente en el 2000, 2001 y 2002, hubo
episodios en donde se vinculé a melones importados de México como los vehiculos
causantes del problema. Otros serotipos que han causado infecciones asociadas con el
meldén incluyen Salmonella enteritidis var. Saphra, que también fue relacionado con
melones importados de México. En contraste con los frecuentes brotes de salmonelosis
relacionados con el meldn, la prevalencia de este patdgeno en este producto parece ser

relativamente baja (Centers for Disease Control, 1991).

En respuesta a estos brotes, la FDA de los EEUU realiz6 una investigaciéon en
granjas de México y concluyeron que en las granjas productoras de los melones problema
no estaban implementadas completamente las buenas practicas agricolas y las buenas
practicas de manejo, por lo que existia el riesgo de contaminacién microbiana desde el
cultivo y la cosecha, hasta el empaque v la refrigeraciéon de los melones. Se report6 que las
posibles fuentes de contaminacion incluyeron el agua de riego contaminada con aguas
residuales, agua contaminada utilizada en el riego de productos, las malas préacticas de
higiene de los trabajadores y la inadecuada limpieza y desinfeccion de los equipos que
estuvieron en contacto con los melones (Centers for Disease Control and Prevention, 2002).

Desafortunadamente, solo en pocos de los brotes investigados de producto fresco se ha
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identificado claramente el punto de contaminacion, lo que subraya la necesidad de estudios

que apoyen este aspecto (I. E. Espinoza et al., 2006).

Tras la imposicion de alerta de importacion contra los melones de México en 2002,
el Gobierno de los EEUU, recientemente la FDA y el Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) de México firmaron un acuerdo que
permite la importacion de melones de Mexico sobre la base del nivel de seguridad
alimentaria de sus operaciones (Alvarado et al., 2010). Por lo que se han desarrollado
diferentes estrategias para minimizar la presencia de bacterias patdgenas en melones
frescos, asi la industria del meldén ha desarrollado directrices voluntarias que se aplican

especificamente a estos productos durante toda su cadena de suministro.

En un estudio binacional, granjas de melén de México y Estados Unidos fueron
investigadas a fin de determinar la prevalencia de Salmonella y E. coli como indicadores de
operaciones sanitarias (Castillo et al., 2004). Durante este estudio, la planta de empaque fue
identificada como el sitio con las mejores oportunidades para la contaminacion bacteriana,

lo cual concordaba con estudios anteriores (Johnson, et al., 2005, 2006).

Los patégenos microbianos pueden contaminar los productos frescos en cualquier
punto de la granja a la mesa del consumidor, siendo el campo un sitio idéneo para que esto
ocurra a diferentes niveles: heces de los animales salvajes y domésticos, agua de escorrentia
de las operaciones ganaderas, abonos verdes o una mala composta, aire (polvo), insectos, y
agua de riego (Buchholz et al., 2012). Ademas, después de la cosecha, los patdgenos
pueden entrar en contacto con productos frescos a través de los trabajadores de campo, el
equipo de cosecha, los manipuladores vy el agua utilizada para el enfriamiento o lavado, asi
como cajas incorrectamente limpiadas, bolsas, y cajas de almacenamiento y los vehiculos

utilizados para el transporte (Beuchat, 1996).
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Las cepas patdgenas de E. coli y norovirus humanos (HNV) son los principales
agentes etioldgicos de las enfermedades transmitidas por los alimentos resultantes de
précticas inadecuadas de higiene de las manos por los trabajadores de servicio de alimentos
(Edmonds et al., 2012).

Mientras que la mayor contaminacién por patégenos se produce en el campo, las
condiciones durante el procesamiento post-cosecha puede intensificar y difundir lo que
normalmente seria un evento pequefio, aislado de contaminacion a cantidades mucho mas
grandes de producto, lo que puede conducir a brotes generalizados (Beuchat et al., 1997,
2001). Este fue el caso de un brote en Australia 2001 por Salmonella var. Bovismorbificans
en donde se determind que la causa fue producto residual ubicado detrés de la llanta de la
rueda de corte de una trituradora de lechuga (Stafford et al., 2002). Del mismo modo, una
planta holandesa de procesamiento de lechuga se vié implicada en un brote de E. coli 0157
asociada con lechuga picada y envasada, que enfermd a los consumidores, tanto en los
Paises Bajos como en Finlandia (Friesema et al., 2008); y en Texas, el consumo de lechuga
rallada contaminada con Shigella causé que los clientes de un restaurante se enfermaran y
el cual pudo deberse a contaminacién durante el procesamiento y manipulacion del vegetal
(Davis et al., 1988).

Pocas estrategias distintas a la irradiacion puede garantizar la seguridad de verduras
para ensaladas verdes frescas cortadas. Se ha determinado que las practicas actuales de
lavado y desinfeccion reducen a E. coli O157: H7, Salmonella y otros patdgenos sélo de 1 a
2 log CFU/g (Sapers, 2006) ya que se ha establecido que son muchos los factores asociados
con la fijacién microbiana al vegetal lo cual contribuyen a la ineficacia de las estrategias de
control. Fett (2000) sugiri6 que el biofilm natural en las semillas germinadas pueden
proteger a Salmonella y E. coli O157: H7 de la inactivacion por los desinfectantes
quimicos. Ademaés se ha determinado que durante el transporte y lavado, E. coli puede
penetrar en las grietas, hendiduras, superficies cortadas o heridas, y los espacios

intercelulares de la lechuga (Seo and Frank, 1999), por lo que las estrategias de
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desinfeccion o eliminacion fisica son practicamente imposibles. (Takeuchi and Frank,
2000).

2.3.1. Escherichia coli

E. coli, originalmente conocida como Bacterium coli, fue identificada en 1885 por
Theodor Escherich. Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en los intestinos de
humanos y animales de sangre caliente; es una bacteria en forma de bacilo Gram-negativa
tipica de la familia Enterobacteriaceae. Los miembros de esta familia se caracterizan por
tener un metabolismo anaerobio facultativo. En particular, E. coli metaboliza
principalmente azucares sencillos como la glucosa y lactosa, produciendo &cido a partir de
estos. Ademas, algunas de las cepas son moviles y reaccionan positivamente a la prueba de
indol. Esta bacteria es de naturaleza mesofilica, es decir, su temperatura Optima de
crecimiento es de 37°C (FDA, 2002).

E. coli normalmente se encuentran en el intestino de los humanos como comensales,

sin embargo, algunas cepas pueden ser patdgenas, las cuales se clasifican en seis grupos:

2.3.1.1. E. coli enterotoxigénica

Las cepas pertenecientes al tipo enterotoxigénico (ETEC) son consideradas como el
prototipo de la cepa diarreica. Estos organismos colonizan la superficie de la mucosa del
intestino delgado por medio de fimbrias. Estas fimbrias tienen una regulacién compleja, ya
que los genes estructurales (csl, cs2, cs3) se encuentran en el cromosoma, sin embargo, su
regulacion depende del gen plasmidico rns (Caron et al., 1989). Una vez adheridas al

intestino, las cepas ETEC elaboran las toxinas termolabil (LT) y/o termoestable (ST), las



17

cuales son transportadas al interior de la célula del hospedero causando una diarrea profusa
(Kenneth et al., 2006).

2.3.1.2. E. coli enteropatdgena

Las cepas enteropatogenas (EPEC) son de las principales causantes de diarrea en
nifios menores de dos afios en paises en vias de desarrollo como el nuestro. La principal
caracteristica histopatoldgica de la infeccion es una lesion que induce la EPEC en el
intestino, conocida como la lesion A/E (adherencia y remocidn). Las bacterias se adhieren a
los enterocitos y permiten la acumulacién de la actina en el citoesqueleto, en la regién
apical de la célula, hasta formar una estructura de tipo “pedestal” y causar la eliminacion de
las microvellosidades intestinales, generando con ello diarrea y dolores abdominales
(Nataro and Kaper, 1998).

2.3.1.3 .E. coli enteroagregativa

La cepa enteroagregativa (EAEC) causa diarrea persistente en nifios. Al igual que la
cepa enterotoxigénica, produce toxinas ST y hemolisinas, que se adhieren al intestino
delgado, pero sin invadir. Sin embargo, a diferencia de la ETEC, estas cepas se encuentran
tipicamente cubiertas por estructuras fibrilares delgadas, que se supone, son estructurales
adhesivas que les permiten agregarse en cumulos y causar diarrea cronica (Cravioto et al.,
1991).
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2.3.1.4. E. coli enteroinvasiva

La cepa enteroinvasiva (EIEC) es muy similar a Shigella spp. En sus caracteristicas
bioguimicas y patogénesis, ya que no fermentan la lactosa (las demas cepas de E. coli si lo
hacen), no son mdviles y son negativas en la prueba de lisina descarboxilasa (Nataro and
Kaper, 1998). Presentan también un plasmido idéntico a Shigella que contiene los genes de
invasion (vir). Las EIEC son capaces de causar diarrea liquida sin sangre, similar a la
causada por ETEC y ocasionalmente (al igual que Shigella) puede invadir las células del
intestino del hospedero y causar disenteria. Las EIEC causan epidemias relacionadas a
contaminacion de agua y alimentos, siendo el humano el principal reservorio de este

microorganismo (Doyle et al., 2007).

2.3.1.5. E. coli de adherencia difusa

E. coli adherente difusa (DAEC) es la cepa mas dificil de clasificar. Este grupo
causa estructuras como “dedos” en las células epiteliales del intestino, las cuales embeben a
la bacteria, causando diarrea liquida, principalmente en nifios (Beinke et al., 1998). En
cepas aisladas de pacientes en Brasil y Alemania se observo que secretaron homologos a la
sefial de transduccion espB observada en las cepas EPEC. ElI nombre de este grupo
proviene del tipo caracteristico de adherencia de estas bacterias a las células HEp-2 en
cultivos de lineas celulares. Es la categoria menos definida de E. coli causante de diarrea.
Los datos de varios estudios epidemiologicos sobre la diarrea pediatrica en paises en
desarrollo, han indicado que E. coli adherente difusa es mucho mas frecuente en los nifios
con diarrea que en los nifios sin diarrea de iguales caracteristicas. Esta cepa no produce

toxinas ST o LT, ni niveles elevados de toxinas Shiga (Doyle et al., 2007).
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2.3.1.6. E. coli enterohemdrragica

Estas cepas se consideran como la principal causa de colitis hemorragica o diarrea
con sangre y se caracterizan por la produccion de verotoxinas o toxinas parecidas a Shiga
(Stx). Las toxinas Stx1 y Stx2 son las que han estado més relacionadas en las ETAS
humanas. EI principal reservorio de EHEC es el ganado bovino y los primeros brotes
causados por esta bacteria fueron asociados al consumo de carne de hamburguesa mal
cocida. Posteriormente, consumo de agua contaminada y una gran variedad de alimentos se
han relacionado con las enfermedades causadas por EHEC, incluyéndose salsas, leche no
pasteurizada, lechuga, melon, sidra de manzana y rébanos. Este ultimo producto, fue
responsable de un brote que ocasiond 8,000 casos de infeccion en Japon (Nataro et al.,
1998). Se ha determinado que la transmision puede darse de persona a persona y el serotipo
0157: H7 es el mas comun en Norte América, Reino Unido y Japdn, aunque muchos otros
serotipos, particularmente aquellos como el 026 y 0111, pueden causar también
enfermedad, e incluso ser mas prominentes que el O157:H7 en algunos paises. Otra
caracteristica que diferencia al serotipo O157:H7 de otras E. coli, es que exhiben ausencia o
poca fermentacion del sorbitol y no tienen actividad glucuronidasa, por lo que estas
caracteristicas son usadas para aislar e identificar a este patdgeno a partir de muestras
bioldgicas (Nataro et al., 1998).

Al ser ingerida la bacteria con el alimento contaminado, se puede causar
gastroenteritis en humanos. Se ha estimado que la dosis infectiva puede ser tan baja como
10 células, aunque algunos estudios han reportado que generalmente es entre 10° y 10*
UFC por gramo (Cornick and Helgerson, 2004). Su periodo de incubacion puede ir desde
doce horas hasta 10 dias y los sintomas que genera incluyen diarrea, vomito y dolor
abdominal. La gastroenteritis puede complicarse y causar colitis hemorragica y sindrome
urémico hemolitico (SUH) (Doyle et al., 2007).
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Un gran brote de sindrome hemolitico-urémico causado por STEC 0104:H4 fue
vinculado a brotes ocurridos recientemente en Alemania (Buchholz et al., 2011). Aunque
hay algunos estudios sobre la calidad microbioldgica de productos frescos listos para el
consumo en la bibliografia (Abadias et al., 2008), la mayoria de estos estudios se realizo en
paises donde a los productos minimamente procesados frescos, los fabricantes los tratan
con lavados a base de cloro como el procedimiento de descontaminacion. Sin embargo, en
Suiza, y en otros paises de la Unidn Europea, no se permite el uso de soluciones de cloro

para desinfectar frutas y verduras en la industria recién cortada (Anonimo, 2004).

En septiembre de 2006, el consumo de espinacas contaminadas con E. coli O157:
H7 provoco un brote en 26 estados de Canada, dando como resultado cinco muertos y 205

enfermos (Jay et al., 2007).

Se ha establecido que productos preparados como ensaladas embolsadas, pueden
proporcionar las condiciones para la proliferacion y supervivencia de patégenos humanos.
Se ha demostrado que las superficies cortadas exudan nutrientes, que pueden ser utilizados
para el crecimiento de patdégenos como E. coli O157:H7 y L. monocytogenes, los cuales son
capaces de unirse a las superficies de corte de las hojas de lechuga y penetrar en el tejido
interno, lo que las hace muy resistentes a la accion de desinfectantes quimicos (Takeuchi
and Frank, 2000).

E. coli O157: H7 pueden ser aislados de las heces de ganado, por lo tanto, su
presencia en el estiércol de animales y lodos es inevitable (Kudva et al., 1998). Ademas de
los animales de granja, E coli O157:H7 pueden estar presentes en las heces de las aves

silvestres, por ejemplo, estorninos (Moller et al., 2004) y gaviotas (Wallace et al., 1997).
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2.4. Salmonella spp.

El género Salmonella fue denominado asi en honor del microbidlogo
estadounidense D. E. Salmén. Las salmonellas comprenden més de 2,200 serotipos
descritos segun el esquema de Kauffman-White (Koneman et al., 1999).

En la actualidad, a la mayoria de las salmonellas se les clasifica en dos Unicas
especies: S. entérica y S. bongori. Y estas especies se agrupan en serovariedades, por

ejemplo: Salmonella entérica serovariedad Typhi (Institute of Food Technologist, 2000).

Este género incluye bacilos gran negativos, moéviles por medio de flagelos
peritricos, anaerobios facultativos no formadores de esporas, que fermentan la glucosa
generalmente con produccion de gas, pero que normalmente no fermentan lactosa. Su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C. Segln reportes, estos microorganismos se
han aislado a partir de agua, suelo, insectos, superficies de cocina, carnes crudas y heces
(Wallace et al., 1998).

Estas  bacterias  producen  principalmente  cuadros  gastrointestinales,
fundamentalmente asociados a intoxicaciones alimentarias con una alta incidencia en los
paises desarrollados. También bacterias de este género son causantes de las fiebres tifoideas
y paratifoideas (S. var Typhi y S. var Paratyphi A, B y C respectivamente) (Dorronsoro
Ibero, 2005).

Salmonella spp. es el agente etiolégico mas cominmente identificado asociado con

los productos frescos relacionados con infecciones; aislada en el 48% de los casos entre
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1973 y 1997 en los EEUU (Sivaplasingham et al., 2004), y en el 41% de los casos durante
1992-2000 en el Reino Unido (Health Protection Agency Figures).

Durante el afio 2006, dos brotes de Salmonella fueron relacionados con consumo de
tomate de en los EEUU, lo cual represento el 23% de los casos reportados de Salmonella
(CDC 2007) en ese afio. Ademas del tomate, una gama de productos frescos de frutas y
verduras han sido implicados en la infeccién por Salmonella, tales como lechuga, semillas

germinadas y melon.

Los sintomas caracteristicos de una enfermedad gastrointestinal causada por
Salmonella incluyen nduseas, calambres abdominales, diarrea, fiebre y dolor de cabeza. El
tiempo de incubacion es generalmente 6 a 48 h y se ha reportado una dosis infecciosa de
10° hasta 10° UFC/ml dependiendo de la edad y la salud del huésped. Los sintomas pueden
prolongarse hasta 2 meses dependiendo de los factores inmunolégicos del huésped, la dosis

ingerida y caracteristicas de la cepa (Wallace et al., 1998).

A pesar de que la Salmonella es la causa m&s comln de brotes de enfermedad
asociados con los productos frescos, incluyendo coles, melones, tomates y lechugas
(Emberland et al., 2007), hay otros patdgenos (L. monocytogenes, E. coli [STEC] productor
de toxina Shiga y norovirus) que se han descrito como peligros microbianos relevantes
(Andnimo, 2012).

2.5 El aumento de consumo de frutas y hortalizas frescas

El consumo de productos frescos ha aumentado (Andnimo, 2007), principalmente
debido a una mayor conciencia de los beneficios de una dieta saludable y el impacto de la
'Five a Day' y 'Nine a Day' (cinco al dia y nueve al dia respectivamente) de las campafias

gubernamentales en el Reino Unido y EE.UU. Esto ha dado lugar a una creciente demanda
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de frutas y verduras minimamente procesadas, envasadas y listas para su consumo (Everis

2004), asi como la disponibilidad de los productos fuera de temporada.

2.5.1 Contaminacion de frutas y hortalizas

El consumo de frutas y hortalizas es comunmente visto como un factor de riesgo
potencial para la infeccion con enteropatégenos como Salmonella y E. coli O157:H7 ya que
los recientes brotes han ocurrido ligados a lechuga, espinacas y tomates. Las fuentes de
contaminacion son variadas, e incluyen la aplicacién de desperdicios organicos a los suelos
agricolas como fertilizantes, contaminacion de agua de riego con materia fecal de diversas
fuentes, contaminacion directa por ganado, animales silvestres y aves y cuestiones post-

cosecha como es el caso de la higiene de los trabajadores (Heaton and Jones., 2007).

Dado el actual énfasis en los habitos alimenticios saludables en los Estados Unidos,
incluyendo el aumento del consumo de ensaladas, los brotes transmitidos por los alimentos
asociados con verduras de hoja verde, lamentablemente son cada vez mas frecuentes
(USDA, 2005).

El consumo de verduras de hoja verde aumento sélo el 9% de 1996 a 2005, en
comparacion con la década anterior, sin embargo, el numero de brotes asociados a
productos de hojas verdes se incremento a un 38.6% durante el mismo periodo (Herman et
al., 2008). Por lo tanto, la confianza de los consumidores en la seguridad de vegetales de
hojas verdes ha disminuido. En 2009, el Centro para la Ciencia en el Interés Pablico
(Center for Science in the Public Interest. 2009), ocuparon las verduras de hoja verde, tales

como espinacas, en la cima del Top Ten de la FDA como los alimentos mas riesgosos.

Los cambios en las précticas agricolas, incluidos los de gran produccién

centralizada y las practicas de recoleccion, son en parte responsables del aumento del
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numero de brotes relacionados con hojas verdes. Desde 1990, 19 brotes fueron asociados
especificamente con el consumo de verduras de hoja verde (Center for Science in the Public
Interest. 2008), muchas de las cuales se remontan a los productos cultivados en granjas de

gran escala en el Valle de los Salinas en California.

Adak et al., (2005) calcularon el riesgo de contraer enfermedades al consumir
ciertos grupos de alimentos, y reportaron una tasa de riesgo bajo para las ensaladas de
vegetales, aunque otros autores han reportado que los productos frescos tienen un impacto
considerable en la incidencia de enfermedades en la poblacion (Heaton and Jones, 2007).

2.6 Microorganismos indicadores

Durante los ultimos afios, el consumo de verduras frescas ha ido en aumento ya que
los consumidores se esfuerzan por comer una dieta saludable, aunada a que la
disponibilidad de estos productos, hasta hace poco considerados como estacionales, se ha
extendido durante todo el afio. Ademas, el consumo de "cuatro grupos™ de verduras, un
término que se refiere al envasado, limpieza, picado y, posiblemente, mezcla de verduras
listas para ser sazonadas y consumidas, ha ganado popularidad entre los consumidores. Las
verduras frescas normalmente llevan naturalmente microorganismos epifitos no patégenos,
pero durante el crecimiento, cosecha, transporte y ain mas el manejo del producto pueden

contaminarse con patdégenos de origen animal y humano (Aarestrup et al., 2008).

Como con frecuencia muchos de estos productos se consumen sin un lavado
adecuado, su contenido microbiano puede representar un factor de riesgo para la salud del
consumidor y por lo tanto un problema de seguridad alimentaria. (Hamilton et al., 2006).
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La epidemiologia de las enfermedades transmitidas por los alimentos ha cambiado
rdpidamente en las Gltimas décadas ya que algunos patégenos humanos importantes fueron
reconocidos por haberse extendio a los reservorios animales, y vegetales frescos, por lo que
estos se han convertido en nuevos vehiculos para la transmision de estas enfermedades
infecciosas. La mayoria de los brotes notificados de enfermedades gastrointestinales
relacionadas con los productos frescos se han asociado con la contaminacion bacteriana,
particularmente con los miembros de la familia Enterobacteriaceae (Tyler and Triplett,
2008).

Ademas, la presencia de resistencia a los antibioticos, tanto en microorganismos de
la flora normal y patogenos presentes en verduras frescas pueden contribuir a la difusion
horizontal de la resistencia entre especies y géneros de microorganismos presentes. La
presencia de genes de resistencia facilita la distribucién de la resistencia y el uso
indiscriminado de antibidticos permite la seleccion directa o co-seleccion de resistencia (De
la Cruz and Davies, 2000).

Los hospitales y actividades ganaderas son las principales areas de desarrollo de
resistencia a los antibidticos. El uso de grandes cantidades de antibidticos en précticas
agriculturas podria conducir a la seleccion de bacterias resistentes, la aplicacion de estiércol
no tratado a los campos agricolas o el uso de agua contaminada para el riego también
pueden propagar bacterias resistentes. Estos microorganismos que sirven como reservorio
de determinantes de resistencia pueden tener gran influencia en la transferencia de genes de
resistencia en los habitats naturales, tales como las superficies vegetales o del colon
humano. Por lo tanto, la presencia de bacterias resistentes a antibioticos en vegetales
frescos constituye una preocupacion adicional para la seguridad del consumidor (Falomir et
al., 2010).
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Algunos patdgenos de origen fecal que han contaminado frutas y verduras son
capaces de transmitir y desarrollar enfermedades. Pruebas de laboratorio indican que una
amplia gama de patdgenos (incluyendo virus, bacterias, protozoarios y helmintos) para
humanos sobreviven y pueden transmitirse a través de frutas y hortalizas frescas. Debido a
lo anterior, es indispensable estar monitoreando la presencia de microorganismos en estos
productos de manera rutinaria (Beuchat 1996, Beuchat and Ryu 1997). Dado que el analisis
rutinario de todos los patdgenos en una misma muestra no son factibles, la inocuidad de las
frutas y hortalizas procedentes de estos patdgenos puede ser asegurada por la determinacion
de microorganismos indicadores. El sistema de indicadores mas comunmente utilizados
para el estado sanitario de alimentos en general es el recuento de microorganismos

coliformes.

En general se reconoce que la presencia de coliformes indica un mal estado sanitario
Yy, por tanto, riesgo de que existan microorganismos patdgenos. Ademas de los coliformes,
los estreptococos fecales son habitantes comunes del tracto intestinal de humanos y
animales inferiores, y por lo tanto pueden también ser utilizados como indicadores de

contaminacion fecal (Toranzos and McFeters 1997).

Antiguamente las esporas de Clostridium perfringens se consideraban buenos
indicadores de contaminacion fecal, asi como un trazador de la contaminacion pasada
(Payment and Franco, 1993). Los colifagos se han sugerido como indicadores de
contaminacion en aguas naturales y como indicadores de virus entéricos principalmente en
agua potable (Payment and Franco, 1993). Se ha investigado la distribucion de colifagos en
productos alimenticios como las verduras frescas, y se encontré una correlacion entre las
bacterias coliformes y los colifagos (Kennedy et al., 1986). Sin embargo, mas datos sobre
la distribucion e interrelacion de los microorganismos indicadores en la superficie de los
vegetales debe ser acumulada antes del establecimiento de normas para la
importacion/exportacion de frutas y hortalizas mediante la evaluacion de riesgos de estos
indicadores (Hirotani et al., 2001).
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2. 7 Colifagos

Los bacteriofagos (fagos) son virus que sélo utilizan bacterias como hospedadores
para su replicacion. Los colifagos utilizan E. coli y otras especies emparentadas
proximamente con ella como hospedadores y, por lo tanto, pueden ser liberados por ellos a
las heces humanas y de otros animales de sangre caliente. Los colifagos que se utilizan en
la evaluacion de la calidad del agua se dividen en dos grupos principales: colifagos
somaticos y colifagos de ARN F-especificos (especificos para E. Coli F+). Una de las

diferencias entre ambos grupos es la via de infeccion (Mooijman et al., 2001).

Los colifagos somaticos inician la infeccion uniéndose a receptores ubicados
permanentemente en la pared celular de los hospedadores; suelen replicarse en el aparato
digestivo de los animales de sangre caliente, pero también pueden hacerlo en medios
acuaticos. Los colifagos somaticos incluyen una gran variedad de fagos (que pertenecen a
las familias Myoviridae, Siphoviridae, Podoviridae y Microviridae) con diferentes tipos
morfoldgicos (Storey and Ashbolt, 2001).

Los colifagos de ARN F-especificos inician la infeccion uniéndose a las fimbrias de
fertilidad (fimbrias F- o sexuales) de las E. coli hospedadoras, que producen
exclusivamente las bacterias portadoras del plasmido de fertilidad (F). Dado que las
fimbrias F se producen Unicamente en la fase de crecimiento logaritmico a temperaturas
superiores a 30 °C, no es probable que los colifagos de ARN F-especificos sean capaces de
replicarse en ambientes diferentes del aparato digestivo de los animales de sangre caliente
(Ashbolt et al., 2001).

Los colifagos de ARN F-especificos son un grupo reducido de fagos con un

parentesco préximo que pertenecen a la familia Leviviridae y que comprenden un genoma



28

de ARN monocatenario y una capside icosaedrica, con una morfologia similar a la de los
picornavirus. Se han clasificado en los tipos seroldgicos I-1V, cuyos genotipos pueden
identificarse mediante técnicas moleculares como la hibridacién con sondas genéticas.
Hasta la fecha, los virus de los grupos | y IV se han encontrado exclusivamente en heces
animales y los del grupo 111 en heces humanas. Los fagos del grupo Il se han detectado en
heces humanas pero no en heces de animales, excepto en aproximadamente el 28% de las
heces porcinas. Esta especificidad, que ain no se entiende por completo, proporciona un
posible instrumento para distinguir entre la contaminacién fecal de origen humano y la de

origen animal, bajo ciertas condiciones y con limitaciones (Ashbolt et al., 2001).

Los colifagos tienen muchas caracteristicas en comun con los virus humanos, como
su composicion, morfologia, estructura y modo de replicacién. Por lo tanto, los colifagos
son sustitutos 0 modelos Utiles para evaluar el comportamiento de los virus entéricos en
medios acuaticos y su sensibilidad a los procesos de tratamiento y desinfeccion (Schaper M
et al., 2002). A este respecto, son mas utiles que las bacterias fecales. Sin embargo, no hay
correlacion directa entre la concentracion de colifagos y la de virus entéricos. Ademas, no
se puede confiar completamente en los colifagos como indices de virus entéricos, como se
ha confirmado mediante el aislamiento de virus entéricos en aguas de consumo tratadas y
desinfectadas que habian dado resultados negativos en analisis convencionales de colifagos
(Grabow, 2001).

Los colifagos de ARN F-especificos son indicadores de contaminacion fecal mas
especificos que los colifagos somaticos. También son mejores indicadores del
comportamiento de los virus entericos en medios acuaticos y de su respuesta a los procesos
de tratamiento y desinfeccion, segun han confirmado estudios comparativos del
comportamiento y la supervivencia de colifagos de ARN F-especificos, colifagos
somaticos, bacterias fecales y virus entéricos. Los datos disponibles indican que la
especificidad de los diferentes serogrupos (genotipos) de colifagos de ARN F-especificos

en excrementos humanos y animales podria resultar util para distinguir entre contaminacion
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fecal de origen humano y animal. Sin embargo, hay limitaciones y datos contradictorios
que quedan por resolver, y todavia no se ha determinado claramente la posible aplicacion
préctica de este instrumento. Debido a las limitaciones de los colifagos, es mejor reservar
su utilizacion para investigaciones de laboratorio, estudios preliminares y, posiblemente,
pruebas de validacion. Hasta este momento, no son adecuados para el monitoreo operativo

o de verificacion (incluida la vigilancia) (Mooijman et al., 2001).

Las personas y animales excretan cantidades relativamente pequefias de colifagos.
Debido a sus diferentes modos de replicacion y especificidad de hospedador, los colifagos
somaticos son excretados, generalmente por la mayoria de las personas y animales,
mientras que los colifagos de ARN F-especificos son excretados por una proporcion
variable y generalmente menor de personas y animales. Segun los datos disponibles, en
algunas poblaciones, pueden detectarse colifagos de ARN F-especificos en el 10% de las
muestras fecales humanas, el 45% de las bovinas, el 60% de las porcinas y el 70% de las de
aves de corral. Ademas, se ha comprobado que en los medios acuaticos hay generalmente
unas 5 veces mas colifagos somaticos que colifagos de ARN F-especificos, y unas 500
veces mMas que virus humanos citopatdgenos, aunque estas proporciones varian
considerablemente (Storey and Ashbolt, 2001).

Las aguas residuales contienen del orden de 10° a 10® colifagos sométicos por litro,
y un estudio detecté hasta 10*° colifagos somaticos por litro en aguas residuales de
mataderos. Hay indicios de que los colifagos somaticos pueden multiplicarse en aguas
residuales, y también en medios acuaticos naturales utilizando hospedadores saprofitos. Se
han detectado hasta 10° colifagos sométicos y colifagos de ARN F-especificos por litro en
aguas de rios y lagos (Schaper M et al., 2002).

Dado que los colifagos se replican tipicamente en el aparato digestivo de las

personas y de otros animales de sangre caliente, su presencia en el agua de consumo es un
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indice de contaminacion fecal y, por lo tanto, de la posible presencia de virus entéricos y,
posiblemente, de otros agentes patdgenos. La presencia de colifagos en el agua de consumo
también indica fallos en los procesos de tratamiento y desinfeccion disefiados para la

eliminacidn de virus entéricos. (Storey and Ashbolt, 2001)
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HIPOTESIS

El melon cantaloupe (Cucumis melo L.) que se produce en la region de Parras,

Coahuila, es susceptible a contaminacion en diferentes puntos de la cadena de produccion.
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo general.

Determinar los puntos criticos en donde se puede producir contaminacion durante el
proceso de produccion del meldn cultivado en la region de Parras, Coahuila.

4.2 Objetivos particulares.

e Realizar muestreos en los diferentes puntos de la produccion de melén (campo,
distribucion y empaque) cultivado en la regién de Parras, Coahuila.

e Estimar los niveles de microorganismos indicadores y de los microorganismos
patégenos Salmonella spp. y E. coli O157:H7 que se encuentran en suelo, producto,
agua de irrigacion, de fuente y manos de pizcadores durante los diferentes niveles la
produccion de meldn.

e Determinar los puntos que son mas susceptibles de contaminacion y que pueden

afectar la calidad del melén producido en la regién de Parras, Coahuila.
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MATERIAL Y METODOS

5.1. Muestreo
Las muestras se colectaron en la region de Parras de la Fuente, Coahuila durante los
meses de junio a agosto del 2011 y 2012.
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Ubicacion: se localiza al sur del estado de Coahuila, un area compuesta por
abundantes mantos freaticos que limitan con los municipios de Cuatro Ciénegas, Ramos
Arizpe, Viesca, Saltillo, General Cepeda y San Pedro, dentro de la entidad, y al sur con el
estado de Zacatecas (INEGI).
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La mayor parte del afio el clima es semiseco templado en el sur y suroeste del
municipio, mientras que en el norte y noroeste es semicalido, aunque también se presentan
lluvias escasas en los meses de noviembre a marzo (INAFED). En invierno, las bajas

temperaturas que pueden presentarse favorecen las heladas y granizadas.

En este espacio geografico, el milagro de la vida se da durante los meses de lluvia,
de abril a octubre, gracias a la presencia de manantiales que emanan de las sierras vecinas
de Parra, Hoja sefial, Playa Madero y El Laurel, los cuales abastecen de agua a la region,
convirtiéndola en un verdadero oasis en el desierto en donde abundan las vides y nogales

(Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informaética).

5.2. Obtencion de muestras
Las muestras se tomaron en base a la cadena de produccion. Se definié como cadena,
todo el proceso que siguid la muestra, incluyendo su cultivo (precosecha y cosecha), el
punto de distribucion y de empaque.
Las muestras se obtuvieron por un modelo completamente aleatorio, en donde se utiliz6
una tabla de nimeros al azar para tomar las muestras (Anexo 1). Las muestras se tomaron a
lo largo de la cadena e incluyeron
15. Producto (mel6n): hasta 4 muestras por cadena (correspondientes a las tomadas en
campo precosecha, en campo después de su cosecha, empaque y distribucion).

16.  Suelo: 1 muestra por cadena.

17. Enjuague de manos de manipuladores: hasta 3 muestras por cadena (en campo,
empaque Yy distribucién).

18.  Agua: hasta 2 muestras por cadena (en sitio y fuente).

En todos los casos, se tomaron 3 muestras correspondientes a tres puntos de cada
huerta, de acuerdo a la tabla de nimeros al azar. Las tres muestras se combinaron para

tener una muestra compuesta, la cual fue la que se utiliz6 para todas las determinaciones.
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5.3.1 Producto (meldn)

Se determiné que el tamafio de la muestra de producto correspondia a la superficie
de dos melones.

Para cada uno de los puntos (precosecha, cosecha, empaque Yy distribucion) se
tomaron tres muestras de enjuague de 2 melones, cada uno de un sitio seleccionado al azar
mediante la tabla de nimeros referida anteriormente y se anotaron las coordenadas de los
sitios con ayuda de un aparato GPS. Los melones fueron colectados por nosotros en el caso
de precosecha, empaque Yy distribucion, y se pidié a un manipulador de la huerta que
colectara los melones en el caso de muestras de meldn durante de cosecha. En todos los
casos, estos se colocaron en una bolsa con 500 ml de agua peptonada al 0.1%.
Posteriormente la bolsa se cerré y se agitd vigorosamente, a fin de arrastrar el material
pegado en la superficie del meldn, por espacio de 5 min. Esto se repitié en cada uno de los
3 puntos seleccionados, para finalmente mezclar los enjuagues y hacer la muestra

compuesta. La muestra se guardé en una hilera con geles frios.

Figura 1. Melones antes de cosechar
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5.3.2. Suelo

Para la toma de muestra de suelo se selecciono el sitio de donde se colectaron las
muestras de los melones. Los cucharones utilizados para tomar la muestra se encontraban
estériles y se utilizaron guantes de latex para colectar cada muestra, la cual se tomo de la
siguiente manera: se inserto el cucharon estéril en el suelo a un angulo de 45° y a una
profundidad de 5 cm.

Se colectaron siete muestras de aproximadamente 30 g cada una en un perimetro
circular dentro de 30 cm de donde se encontraba el melon analizado. Las muestras de suelo
se colocaron en una bolsa estéril Nasco de 250 ml quedando de esta manera la muestra
compuesta. Este mismo procedimiento se realizd en los tres puntos seleccionados donde se
realizd el muestreo del melon. Finalmente las muestras de los tres puntos fueron
combinadas para formar la muestra compuesta que consistié de un minimo de 100g de

suelo. La muestra se guardd en una hilera con geles frios.

Figura 2. Toma de muestra de suelo.
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5.3.3. Agua

Se determind que el muestreo de agua seria de dos tipos: el agua de irrigacion, que
corresponde al agua que va del pozo/fuente por las cintillas localizados a lo largo de los
campos para abastecer de agua a los melones, vy el agua de la fuente que se refiere al agua
de pozo que es la matriz de agua de las huertas. Para este caso se utilizaron recipientes de

volimenes 2 y 5 | respectivamente.

Se colectaron tres muestras de agua de irrigacién, correspondiendo al punto mas
cercano de donde se colecto el fruto y suelo. Para ambos casos, se sanitiz6 el area exterior
de la manguera, tuberia, o llave con una torunda impregnada con hipoclorito de sodio al
10%. Se dejo correr el agua por aproximadamente 30 segundos y se colectd la muestra (1.5

). Se etiqueto el recipiente y se mantuvo en hieleras con geles frios.

Para el caso del agua de irrigacion se obtuvo la mezcla compuesta al mezclar las

muestras colectadas en los 3 puntos de la huerta.
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5.3.4. Enjuague de manos manipuladores

Se selecciond al empleado de la huerta que se encontraba trabajando en el punto
mas cercano al lugar en donde se tomaron las muestras de agua, suelo y melones de cada
punto de la huerta. Se le leyo el consentimiento informado (Anexo 2) y en caso de que
estuviera de acuerdo en colaborar en el estudio, se procedio con el proceso. Se le solicito
que se enjuagara ambas manos en una bolsa nasco con 750 ml de agua peptonada al 0.1%,
para esto, se abrio la bolsa Nasco y el empleado metid las dos manos en el agua hasta las
mufiecas y se froté las manos como simulando las estuviera lavando por 30 segundos,
seguido de un masaje nuestro por fuera de la bolsa, asegurando masajear cada dedo, las dos

palmas y las dos mufiecas.

Una vez que el empleado realizo el enjuague de sus manos con cuidado se le ofrecio
un papel secante con el que se seco las manos y se le agradecio por su colaboracion. Para
este caso se obtuvo la mezcla compuesta al mezclar las muestras colectadas en los 3 puntos

de la huerta, y se almacend en una hielera con geles frios.
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5.4 Determinacion de la carga microbiana presente en los diferentes constituyentes de

la cadena de produccion.

5.4.1 Determinacion de organismos indicadores de contaminacion

En este caso se utilizaron las muestras compuestas recolectadas en campo de
enjuague de manos, melones, asi como la de agua y suelo. En el caso de suelo, 25g de la
muestra compuesta fue homogenizada en 225 ml de agua peptonada y después de dejar

reposar 10 min la parte superior fue utilizada para las determinaciones posteriores.

El anélisis de microorganismos indicadores (Enterococcus, E. coli y coliformes) se
realizd6 mediante un sistema de filtracion con vacio, utilizando para esto el sistema de
filtracion Pall (Pall Corporation), y membranas de 0.45 um de didmetro. En este caso se

colocé el sistema tal y como se indica a continuacion:

Figura 4. Sistema de filtracion



5.4.1.1. Recuento de Enterococcus

Se realiz6 tal y como esta especificado en el siguiente diagrama:

Determinacion de Enterococcus

Se filtraron volumenes (10 ul,200 pl, 1 mly 10 ml) de cada Para el caso de agua los volumenes filtrados fueron: 10, 100 y
muestra compuesta (suelo, melén y enjuague de manos) 250 ml.

A 4

Colocacion de la muesdtra en el filtro

Para muestras menores a 10 ml: se cerrd el vacio del filtro y
posteriormente se agregaron 10 ml de agua peptonada al 0.1 En el caso de V0|umenes_ mayores a 10
% estéril. Sobre esta se agregaron los voltmenes de muestra M, €stos se agregaron directamente en
esparciedola homogéneamente por toda la membrana y el filtro.
finalmente se abri6 el vacio.

Filtrado de muestra

Las membranas se tomaron con ayuda de pinzas estériles y se colocaron sobre una placa de Petri con agar
KF (Difco™ KF Streptococcus Agar) y se incubaron a 37°C por 48 h.

Todos los ensayos se hicieron por duplicado. Transcurrido el tiempo de incubacion
se contaron las colonias caracteristicas (colonias pequefias de 0.5 cm de didmetro, color
marrdn como se muestra en la figura 5) eligiendo las placas que contuvieran entre 25 a 250

colonias.
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Figura 5. Colonias de Enterococcus faecalis en

agar KF.

5.4.1.2. Coliformes fecales y Escherichia coli

Se realiz6 de la misma manera que para el recuentro de Enterococcus, con la
diferencia de que en este caso los volumenes filtrados fueron 100 ul, 1 ml, 10 ml y 50 ml
para suelo, enjuagues de melén, y manos de trabajadores. En tanto que los volumenes
filtrados para el agua colectada fue de10 ml, 100 ml y 250 ml. En esta determinacion las
membranas con los filtrados fueron colocados sobre placas con agar Rapid E. coli 2 e
incubadas a 45°C/24 horas. Las colonias caracteristicas (colonias verdes para coliformes
fecales como se muestra en la figura 6 y colonias moradas para E. coli como se muestra en
la figura 7), fueron contadas en aquellas placas que contenian entre 25 y 250 colonias.
Todos los ensayos se hicieron por duplicado, eligiendo las placas que contuvieran entre 25

a 250 colonias.
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Figura 6. Colonias de E. coli genérica en agar
Rapid E. coli 2.

Figura 7. Coliformes fecales en agar Rapid E. coli 2
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5.4.2. Colifagos DNA somaticos

Se utiliz6 el sistema comercial FastPhage™ NMP de la Compafifa Charm Sciences,
basado en una técnica miniaturizada de numero mas probable (NMP) siguiendo la

metodologia descrita por la compafia manufacturera:

e Se tomaron 100 ml de muestra de agua en un recipiente estéril, Se afiadié el sobre
del medio STEP-2 a la muestra, dejando que se disolviera y se dispersara. Se coloco
la muestra a 37°C en bafio de agua para precalentar la muestra por alrededor de 15
min.

e Mientras finalizo esta incubacion, para cada muestra analizada, se le afiadieron 5 ml
de solucion salina a tubos de ensaye, se agregd una tableta de E. coli previamente
proporcionada en el Kit, se mezcl6 el contenido por 5 a 10 seg para disolver la
tableta y posteriormente se dejo asentar y reposar por 10 min.

e Se vacio el material no sedimentado en el medio rehidratado previamente que
contenia la muestra.

o Después de agitar, se pasé a una microplantilla Quanititray® 2000 de NMP y se
incubo a 37°C durante 6 h.

e Con ayuda de una lampara UV, se contaron las celdillas fluorescentes, que se
consideraron positivas y se determind de esta manera el nimero de colifagos
presentes en la muestra mediante la comparacion de estos nimeros en la tabla

correspondiente proporcionada por el proveedor.
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5.4.3. Determinacion de patdgenos
Enriquecimiento

Se tomé un volumen de 300 ml de la muestra compuesta, la cual fue pre filtrada con
papel filtro estéril (Whatman No. 1) y posteriormente en la membrana de filtracion de 0.45
um.

Tanto el papel filtro como la membrana de filtracion se introdujeron a una bolsa con
225 ml de medio de enriquecimiento universal (Caldo Universal, DIFCO) y se incubaron a
37°C por 24 h.

5.4.3.1. Escherichia coli O157: H7

Para determinar E. coli O157:H7 se tom6 una asada del medio de enriquecimiento
universal y se sembr0 por estria en una placa con agar selectivo cromogenico E. coli
0157:H7 (BioRad) y se incub6 a 37°C por 24 h. Las colonias sugerentes (azules sin
fluorescencia con luz UV) se pasaron a pico de flauta con agar ICC (Infusion Cerebro

Corazén BD Bioxon), para realizarles posteriormente la confirmacion mediante PCR.

5.4.3.2. Salmonella

Para determinar Salmonella se tomd una asada del medio de enriguecimiento
universal y se sembré por estria sobre placas con agar Sulfito de Bismuto (Difco™
Bismuth Sulfite Agar) y Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD BD Bioxon), y se incubaron a
37°C/24h. Las colonias sugerentes (para agar SS: cafées, grises 0 negras con o sin brillo
metalico con halo es café, tornandose posteriormente a negro, aunque algunas cepas
producen colonias verdes si la formacion de halo oscuro y para agar XLD: rosas o rojas,
que podian ser transparentes con 0 sin centro negro e incluso aparecer complemente
negras). Fueron aisladas y se pasaron a pico de flauta en agar ICC (Infusion Cerebro

Corazén BD Bioxon), para realizarles posteriormente la confirmacion mediante PCR.
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5.4.4. Confirmacion de cepas positivas para Salmonella y E. coli O157: H7 mediante
PCR

Para la confirmacion de las cepas de Salmonella y E. coli O157: H7 se siguid la
metodologia propuesta por Wang and Cerniglia (1997) que consistidé en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), donde se utilizaron oligonucleé6tidos para realizar la
amplificacion del gen invA para Salmonella y el gen hlyA para E. coli O157: H7.

5.4.4.1. Extraccion de DNA

De las cepas que se aislaron, asi y de las de referencia se tomo6 una asada y se
inoculé en caldo soya tripticaseina con extracto de levadura 0.6% (CSTEL, Bioxon).
Posteriormente se incub6 a 37°C por 24 h. En un tubo Eppendorf se colocaron 0.5 ml del
cultivo anterior y se homogeniz6 con 1 ml de amortiguador salino fosfatado (PBS, pH 7,4).
Se centrifugd a 9000 x g/3 min y el precipitado se lavo con PBS. Finalmente se lavd una
vez con agua miliQ. El precipitado se resuspendié con 50 ul de agua miliQ, se diluy6 1:10
con Triton X-100 (1%) y se calentd en agua a ebullicién por 5 min, para inmediatamente
después enfriarse en bafio de hielo. Finalmente se usé el sobrenadante como templado para

realizar la PCR.
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5.4.4.2. Condiciones de amplificacion

Para la amplificacion, se mezclaron 2 ul de DNA extraido de las muestras
presuntivas con 23 ul de la mezcla de reaccion, la cual consistié de 16.185 ul de agua
miliQ, 2.5 ul de buffer 10X, 1.5 ul MgCl,, 0.625 pl de cada uno de los cuatro
desoxirribonucleotidostrifosfatados (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 0.45 ul de Taq
polimerasa y los iniciadores (primers) siguientes: 0.948 ul Sal-3, 0.792 ul Sal-4, 0.942 pl
0157-3 y 0.65 ul O157-4 las secuencias utilizadas se presentan en la Tabla 1.

5.4.4.3. Visualizacion
Los productos de la amplificacion (10 upl de cada uno) se separaron por

electroforesis en gel de agarosa al 2% con una corriente de 120 V, y finalmente fueron

teflidos con bromuro de etidio (50 pug/ml) para visualizarlos bajo luz UV.

Especie identificada Gen Secuencias de oligonucledtidos (5™-37) Tamaiio del Referencia
Blanco Producto
Salmonella VA Sal-3, TATCGCCACGTTCGGGCAA 275 pb (Rahnet al
Sal-4, TCGCACCGTCAAAGGAACC 1992)
E coli O157: HT hivA 0157-3, GTAGGGAAGCGAACAGAG 361 pb (Wang ef al.
01574, AAGCTCCGTGTGCCTGAA 1992)

Tabla 1. Secuencia de los iniciadores utilizados en la reaccién.
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RESULTADOS

Un total de 276 muestras compuestas fueron colectadas durante el periodo de Junio
a Agosto del 2011 y de Junio a Septiembre del 2012, donde 165 muestras se tomaron en el
afio 2011 y 111 muestras en el afio del 2012. Los tipos de muestras incluyeron enjuague de
melon pre cosecha (40), enjuague de melon después de su cosecha (40), enjuague de manos
durante la cosecha (40), agua de sitio/irrigacion (38), agua de fuente (16), suelo (38),
enjuague de meldn en el punto de distribucién (23), enjuague de manos en distribucién
(23), enjuague de meldn durante el empaque (9) y enjuague de manos en empaque (9). Las
276 muestras se colectaron de 4 diferentes huertas meloneras de la region de Parras de la

Fuente, Coahuila.

Total de

muestras
Tipo de muestra 2011|2012 | compuestas
Melon precosecha 26| 14 40
Melon cosecha 26| 14 40
Manos cosecha 26| 14 40
Agua sitio/irrigacion 24| 14 38
Agua fuente 11 5 16
Suelo 24| 14 38
Meldn distribucion 9| 14 23
Manos distribucion 9| 14 23
Mel6n empaque 5 4 9
Manos empaque 5 4 9

165| 111 [IRN276]

Tabla 2. Total de muestras compuestas recolectadas durante la cadena de produccién de

melon.
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6.1 Microorganismos indicadores

Para su analisis realizamos el andlisis estadistico utilizando el programa SPSS
version 20, se realizd la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y posteriormente un
andlisis ANOVA de un factor con comparacion multiple por la prueba de Tukey, con un

nivel de significancia de 0.05. Los resultados obtenidos son los siguientes.
6.1.1. Cuenta de coliformes fecales

Los resultados que se muestras en la Gréfica 1 son los correspondientes al muestreo
del verano del 2011, e indican la cuenta total de coliformes fecales en toda la cadena de

produccidn que comprende las etapas de precosecha, cosecha, distribucion y empague.
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Gréfica 1. Tendencias de niveles de coliformes fecales en diferentes puntos y muestras
durante la cadena de produccion. Muestras colectadas en el verano de 2011.
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Observamos que los niveles altos de coliformes se relacionan (P<0.5) en las
muestras de enjuague de manos y de enjuague de melon en las etapas de precosecha,
cosecha, distribucion y empaque, teniendo cuentas de 10° UFC/mano y 10° UFC/melén
respectivamente. También se observd que tanto el agua de fuente como el agua de
sitio/irrigacion presentaron valores muy bajos y diferentes estadisticamente a aquellos
observados en las manos, el enjuague de melones y suelo. Pero que entre las muestras de
agua no se observa diferencia significativa (P<0.5) asumiendo debido a lo cual, que tienen
una distribucién muy similar aproximadamente de 10" y 102 UFC/100 ml de muestra. Con
respecto al suelo y las muestras de manos (durante precosecha, cosecha, distribucion y
empaque), enjuague de melones (durante precosecha, cosecha, distribucion y empaque) y
agua (fuente y sitio/irrigacion) existio diferencia significativa ya que la distribucién de

coliformes fecales en suelo fue de 10° UFC/g.
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En la Gréfica 2 se muestran los resultados de coliformes fecales obtenidos del
muestreo que se realiz6 en el verano 2012 en la cadena de produccion del meldn que
comprende las etapas de precosecha, cosecha, distribucion y empaque.
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Grafica 2. Tendencias de niveles de coliformes fecales en diferentes puntos y muestras durante la
cadena de produccion. Muestras colectadas en el verano de 2012.. Muestras del verano 2012.
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Los resultados que se presentan en la Grafica 2 muestran la misma tendencia en la
cuenta de coliformes fecales que la observada por las muestras colectadas en el verano del
2011, y comprobado con el analisis estadistico realizado, se encontrd, como en el afio
anterior, que las muestras de manos y enjuague de melones (durante precosecha, cosecha,
distribucion y empaque) no mostraron diferencia significativa entre ellas, teniendo cuentas
de entre 10° a 108 UFC/mano o melén. De igual manera, las muestras de agua de fuente y
agua de sitio/irrigacion no mostraron diferencia significativa entre ellas por lo que su
distribucién de coliformes fecales fue muy similar, oscilando entre 10' y 10° UFC/100 ml
de muestra. En cuanto al suelo, que mostré cuentas de 10° UFC/g en la mayoria de sus
muestras, se observo diferencia significativa (P<0.5) con respecto a las cuentas observadas
en manos (colectadas durante precosecha, cosecha, distribucion y empaque), enjuague de
melén (durante precosecha, cosecha, distribucion y empaque) y agua (fuente y

sitio/irrigacion).
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6.1.2. Recuento de E. coli

Los resultados que se muestran en la Grafica 3 representan a las muestras tomadas
en el verano del 2011, en la cadena de produccién de meldn en las etapas de precosecha,

cosecha, distribucion y empaque.
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Gréfica 3. Distribucion de E. coli genérica en la cadena de produccion de meldn en las etapas de precosecha,
cosecha, distribucién y empaque.. Las muestras fueron tomadas en el verano 2011.
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De acuerdo con los resultados del analisis estadistico las muestras de manos y
enjuague de meldn (colectadas durante precosecha, cosecha, distribucion y empaque), asi
como los tipos de agua (fuente y sitio/irrigacion) no mostraron diferencia significativa
(P<0.5) en la distribucion de E. coli genérica, teniendo niveles en las muestras de enjuague
de manos de entre 10" a 10° UCF/mano y en el enjuague de melén de entre 1 a 10°
UFC/melén. En este caso, las muestras de suelo mostraron niveles muy bajos 1 a 10
UFC/g y fueron diferentes (P<0.5) a las cuentas obtenidas en el enjuague de manos,

enjuague de melones y las muestras de agua (fuente y sitio/irrigacion).
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La Gréfica 4 muestra los resultados obtenidos del muestreo del verano del 2012 de

la cadena de produccion de meldn, en cuanto a la distribucion de E. coli genérica.
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Gréfica 4. Distribucion de E. coli genérica en la cadena de produccion en las etapas de precosecha, cosecha,
distribucion y empaque. Los tipos de muestras son enjuague de meldn, enjuague de manos, suelo y agua. Las
muestras fueron tomadas en el verano 2012.
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Al analizar los resultados se observd que los niveles de E. coli obtenidas de las
muestras de enjuague de manos y enjuague de producto no presentaron diferencia
significativa (P<0.5), mostrando niveles que fueron entre 10? a 10° UFC/mano o melén. De
igual manera, las muestras de agua (fuente y sitio/irrigacion) no mostraron diferencia
significativa (P<0.5) entre ellas, mostrando niveles muy bajos (10° y 10' UFC/100 ml). Las
muestras de suelo nuevamente presentaron diferencia significativa (P<0.5) al compararas
con las muestras de enjuague de manos y enjuague de meldn, pero resultaon semejantes a

las muestras de agua.
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6.1.3. Cuenta de Enterococcus

Los resultados obtenidos para la cuenta de Enterococcus de las muestras que fueron
recolectadas en el verano del 2011, y 2012 se muestran en las Graficas 5 y 6

respectivamente. ,
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Gréfica 5. Distribucion de Enterococcus en la cadena de produccion de melén en las etapas de precosecha,

cosecha, distribucion y empaque. Los tipos de muestras son enjuague de producto, enjuague de manos, suelo y
agua. Las muestras fueron tomadas en el verano 2011.

Cuando se realizo la colecta de muestras en el verano del 2011, encontramos que
Enterococcus estuvo presente en las diferentes etapas de produccion (precosecha, cosecha,
distribucion 'y empaque), observandose niveles muy parecidos a los demas
microorganismos indicadores analizados. Se observaron altos niveles de estos
microorganismos presentes en las muestras procedentes de enjuague de manos y melones

(10" UFC/por mano o meldn), resultando no haber diferencia significativa (P<0.5) entre
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ellas. Al igual que para E. coli, las muestras de agua de fuente y de sitio/irrigacion, asi
como las muestras de suelo tampoco presentaron diferencia significativa entre ellas en
relacién a los niveles de Enterococcus, mostrando niveles muy bajos (1 a 102 UFC/100 ml

de muestra o g de suelo) en estas muestras.
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Gréfica 6. Distribucion de Enterococcus en la cadena de produccion de melén en las etapas de precosecha,
cosecha, distribucién y empaque. Las muestras fueron tomadas en el verano 2012.

Cuando analizamos las muestras colectadas en el verano de 2012, se observaron
niveles altos (10’ UFC/mano o melén) de estos microorganismos en manos y enjuague de
melones, no encontrando diferencia significativa (P<0.5) entre ellos. Al igual que lo
observado en el afio anterior, las muestras de agua de fuente y agua de sitio/irrigacion
mostraron cuentas bajas (1 a 10> UCF/100 ml); sin embargo, en este caso las muestras de
suelo mostraron niveles mas elevados (10> a 10* UFC/g) que los del afio anterior,
encontrando diferencia significativa (P<0.5) al compararlos con los niveles encontrados en

las muestras de agua.
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6.1.4. Recuento de colifagos

Los resultados de las concentraciones de colifagos encontrados en las muestras
analizadas se muestran en las Gréficas 7 y 8 correspondientes a la colecta de los afios 2011

y 2012 respectivamente.
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Gréfica 7. Distribucion de Colifagos en la cadena de produccion de melon en las etapas de precosecha,
cosecha, distribucion y empaque.. Las muestras fueron colectadas en el verano 2011.

Durante la colecta realizada en el verano 2011, las muestras de enjuague de manos
(precosecha, cosecha, distribucion y empaque) fueron las que mostraron la mayor
concentracion de colifagos con cuentas en promedio de 4000 UFP/mano; en tanto que los
enjuagues de melon (precosecha, cosecha, distribucion y empaque) presentaron
concentraciones de entre 2500 a 3000 UFP/meldn. Los niveles fueron mas bajos en las

muestras de agua (fuente y sitio/irrigacion) en donde se encontraron entre 0 y 1000
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UFP/100 ml y en el suelo, los valores encontrados fueron de 0.5 UFP/g. El analisis
estadistico sefialé que existia diferencia significativa (P<0.5) entre los cuatro tipos de

muestra analizadas.

Sin embargo, al analizar las muestras de agua de fuente y de sitio/irrigacion la
mayoria de las muestras mostraron concentraciones entre 1.8 a 0.5 UFP/100 ml de muestra

por lo que no existio diferencia significativa entre ellas.
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Gréafica 8. Muestra la distribucién de Colifagos en la cadena de produccion de melén en las etapas de

precosecha, cosecha, distribucién y empaque. Los tipos de muestras son enjuague de producto, enjuague de
manos, suelo y agua. Las muestras fueron colectadastomadas en el verano 2012.

Cuando se recolectaron muestras en el verano de 2012, de las 111 muestras
compuestas que se colectaron en ese periodo, solo 46 muestras se procesaron para recuento
de colifagos, por esta razon hay un mayor sesgo en la grafica. Esto se debio a causas

totalmente ajenas a nuestra investigacion y versaron con problemas con el kit utilizado.
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Obtuvimos que las muestras de enjuague de manos en empaque mostraron la mayor
concentracion de colifagos presentando una diferencia significativa con las otras muestras
de manos en precosecha y distribucion. Los enjuagues de melones tanto en precosecha,
cosecha, y distribucion, mostraron una concentracion entre 2500 a 1.25 UFP/mel6n, y no
se encontrd diferencia significativa (P<0.5) entre ellos. Las muestras de enjuague de manos
en cosecha y distribucién, enjuague de melones en empaque y el suelo mostraron
concentraciones semejantes (P<0.5) de 1.5 a 0.25 UFP/mano/melon/g. En tanto que las
muestras de agua de fuente y sitio/irrigacion mostraron diferencia significativa (P<0.5)
entre ellas, con rangos que fueron de 0.5 a 2000 UFP/100 ml para fuente y de 0.5 a 1000
UFP/100 ml para sitio/irrigacion.



61

6.2. Microorganismos patdgenos

De las 165 muestras compuestas que fueron tomadas y procesadas en el verano
2011 se obtuvieron 28 cepas presuntivas para Salmonella y 7 cepas presuntivas para E. coli
0157:H7, las cuales después de realizarles la PCR confirmatoria resultaron negativas.

De las 111 muestras compuestas tomadas y procesadas en el verano del 2012 se
obtuvieron 12 cepas presuntivas para Salmonella y 1 cepa presuntiva para E. coli O157:H7.

A las cuales después de realizarles la PCR resultaron negativas.

- Total de muestras salmonella E. coli O157: H7

colectadas
2011 165 28 7
2012 111 12 1

Tabla 3. Muestras presuntivas de patdgenos analizadas por PCR.
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DISCUSION

Las frutas y vegetales son importantes para la salud y bienestar de los consumidores
en el mundo (FDA and USDA, 1998), quienes esperan disfrutar los suministros de
productos agricolas frescos lo mas seguros posibles; sin embargo durante los Gltimos afios
se ha detectado un mayor nimero de enfermedades transmitidas tanto por las frutas y

vegetales importadas, asi como por las producidas en nuestro pais (CDC, 1998).

El nimero de casos documentados de ETAs asociadas a consumo de productos
agricolas ha ido en aumento (FDA, 2001), sin embargo, existen 10 brotes bien
documentados en los ultimos 13 afios, donde los mas graves implicaron al melon
cantaloupe (FDA News, 2001) y microorganismos como Salmonella, E. coli O157: H7,

Campylobacter jejuni, y/o un agente viral.

Histoéricamente, dos brotes de salmonelosis se han relacionado epidemiol6gicamente
con melones mexicanos. En 1991 se reportd un brote causado por Salmonella enteritidis
variedad Poona (Centers for Disease Control, 1991), y posteriormente en el 2000, 2001 y
2002, hubo episodios en donde se vinculé a melones importados de México como los
vehiculos causantes del problema. Otros serotipos que han causado infecciones asociadas
con el melon incluyen Salmonella enteritidis variedad Saphra, la cual que fue asociada con

melones importados de México.

Debido a que tanto en México como en los Estados Unidos no existen limites
minimos y maximos permisibles para microorganismos indicadores presentes en productos
agricolas como frutas y hortalizas, nuestros resultados no pueden ser comparados con
normativas vigentes. Sin embargo, existen estudios donde se realizaron analisis semejantes
al nuestro en melones y donde se analizaron las concentraciones microbianas de productos
frescos y como estos se ven afectados por el procesamiento postcosecha, importacion, y

temporada de colecta (Ailes et al., 2008).
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De las 276 muestras analizadas en nuestra investigacion, observamos que de
acuerdo al andlisis estadistico realizado existia diferencia significativa entre los diferentes
tipos de muestras para el caso de microorganismos indicadores (coliformes fecales, E. coli,
Enterococcus, colifagos). Las muestras que presentaron mayor contaminacion fueron las de
enjuague de manos (con rangos de 10° a 10*° UFC/ mano). Las muestras de enjuague de
meldn fueron las que siguieron en niveles con microorganismos encontrados (con rangos
entre 10" a 10® UFC/melén). Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Gagliardi
et al., (2003) donde encontraron que el procesamiento y el lavado de melones, era un punto
muy susceptible de contaminacion. En un estudio realizado por Millan, et al., (2001) se
demostrd que los microorganismos indicadores presentes en las frutas pueden ser tan altas
como 10" UFC si no se aplican practicas adecuadas de manejo post-cosecha, lo que

coincidio con nuestros resultados de microorganismos indicadores en manos y producto.

Las muestras de agua en general mostraron niveles muy variables de
microorganismos indicadores (1 a 10* UFC/100 ml), en tanto que las muestras de suelo
mostraron los niveles mas bajos de microorganismos indicadores (1 a 10° UFC/g). En un
estudio realizado por Ailes et al., (2008) analizaron la concentracion de E. coli, coliformes
y Enterococcus en muestras de meldn, cilantro, espinaca, repollo, hojas de mostaza, perejil,
coles y apio. Los valores promedio de E. coli fueron de 10° UFC, coliformes de 10° UFC y

Enterococcus de 10° UFC. Estos valores coinciden con los recuperados en este trabajo.

De la misma forma, en un estudio realizado en el sur de Estados Unidos en
noviembre de 2000, en donde se analizaron diferentes vegetales (de meldn, cilantro,
espinacas, coles y perejil) procedentes de 13 huertas en las etapas de campo, cosecha y
punto de empaque. La carga microbiana que presentd el melon fue para Enterococcus 4.1 +
1.2 log UFC/g, coliformes 3.0 £1.3 log UFC/g y E. coli de 1.5+1.1 log UFC/g. Se reporto
ademas que la etapa de empaque se observaron los niveles mas elevados de
microorganismos indicadores (Johnston et, at., 2005). Estos resultados difieren
parcialmente con los valores encontrados en este trabajo en donde encontramos que el
mayor punto de contaminacion fue durante la cosecha de los melones y durante el

empaque. Sin embargo, coincide totalmente con lo reportado por Beuchat (1998) quien
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establecio que la préactica del lavado de melones después de la cosecha aumentaba las
posibilidades de contaminacion por microorganismos coliformes fecales, ya que si un par
de unidades de producto estdn contaminadas, esta contaminacion puede extenderse por todo
el lote durante inmersiones en agua comunmente aplicadas en el embalaje de todos los

productos.

Con respecto a las temporadas de colecta de muestras en este trabajo (verano del
2011 y verano del 2012), observamos diferencia significativa entre una temporada y otra,
encontrando en el verano de 2011 valores menores de microorganismos indicadores que los
obtenidos en el verano del 2012. Estas diferencias principalmente fueron debidas a que en
el primer afio se analiz6 la muestra completa y no se realizaron diluciones de los enjuagues
a fin de tener un valor mas aproximado, tal como se realizé en el muestreo del 2012,
encontrandose como consecuencia niveles mayores en este ultimo afio analizado. Nuestros
resultados se asemejan a los estudios realizados por Gagliardi et al., (2003), quienes
analizaron en la primavera de 1999, los puntos de control a fin de prevenir contaminacion
de la cascara de melon, tanto en la cosecha y postcosecha. En ese trabajo se reportan
cuentas de coliformes de 10* a 10° UFC/g y de Enterococcus de 10° a 10* UFC/g cuando se
analizo el periodo de primavera, en tanto que cuando se analiz6 el periodo de otofio, los
niveles de indicadores aumentaron un logaritmo para cada indicador. Demostrando
variaciones que pueden ocurrir dependiendo de la temporada de muestreo, y las
condiciones climatoldgicas imperantes.

Las altas cuentas que se presentaron principalmente en las muestras de manos y
producto obtenidas en este estudio, pudieran deberse a la relacion que tiene la manipulacion
de las personas en la cosecha, distribucion y empaque con el melén, sin embargo, lo que no
podemos deducir es quien contamina a quien. Ya que la contaminacion también puede
venir por el aire, el agua, los animales, etc. Como lo establece Gu et al., (2011) quienes
mencionaron que algunos patégenos transmitidos por los alimentos puede ser introducidos
en verduras frescas en cualquier momento durante su linea de produccion. En el nivel de la
pre-cosecha con el contacto de agua de riego contaminada, tierra, estiércol o materia fecal

de animales salvajes es posible que ocurra la contaminacion.
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7.1 Microorganismos patogenos

En esta investigacion también se analizaron microorganismos patdgenos. De las 276
muestras compuestas analizadas solo se aislaron de 40 de ellas microorganismos
presuntivos para Salmonella spp., y 8 muestras presuntivas para E. coli 0157:H7, sin
embargo, cuando se realizaron las pruebas confirmatorias, todas fueron negativas. Esta baja
prevalencia de microorganismos patdgenos coincide con otros estudios publicados en otras
partes del mundo, por ejemplo, la FDA (2000) en estudios realizados a productos
importados a EUA, encontrd que el 99% (de 1028) de las muestras de meldn cantaloupe
estuvieron libres de Shigella, Salmonella y E. coli O157:H7. También en 1999 se evaluaron
1000 muestras de vegetales (brdcoli, melén cantaloupe, apio, cilantro, lechuga, perejil,
cebolla cambray, fresa y tomates) procedentes de Meéxico de las cuales el 96% estuvieron
libres de patdgenos, y solo 44 (4%) muestras estuvieron contaminadas con Salmonella y
Shigella (Johnston, et al., 2006).

En un estudio realizado por Bohaychuk, et al., (2009), no detectaron
microorganismos patdgenos en los productos vegetales analizados (lechuga, espinacas,
tomates, zanahoria, cebolla cambray y fresas) en Ontario, Canada. En ese mismo sitio
(Ontario, Canada), se analizaron frutas y hortalizas (lechuga, melén [Cucumis melo L.],
cebollin, cebolla cambray, perejil, cilandro y tomate fresco) recolectados en centros de
distribucién y mercados, en el verano del 2004, encontrdndose que el 0.17% de las
muestras fueron positivas para Salmonella spp., sin embargo no se detecté E. coli

verotoxigénica en ninguna de ellas (Arthur, et al., 2007).
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CONCLUSIONES

Las muestras de enjuague de manos y enjuague de melon son las que tienen mayor
concentracion de microorganismos indicadores en la cadena de produccion del

melén.

Las muestras que presentaron mayor contaminacién por coliformes fecales fueron
las muestras de enjuague de manos en cosecha y en empaque con niveles de 10° a
10" UFC/mano.

Las muestras que presentaron mayor contaminacion por E. coli genérica fueron las
colectadas en el empaque tanto de las manos de los manipuladores como el

producto, con cuentas de 10’ UFC/mano y 10’ UFC/melé6n.

Las muestras que presentaron mayor contaminacion por Enterococcus fueron las

muestras tanto de enjuague de manos como las de producto.

Existe una relacion entre los microorganismos indicadores presentes en las muestras

de enjuague de mel6n y manos

Las muestras que presentaron la menor contaminacion por microorganismos
indicadores fueron las muestras de agua de fuente, agua de sitio/irrigacion vy el

suelo.

Las muestras de enjuague de manos son las que presentaron mayor concentracion de
colifagos mientras que las muestras de suelo y agua fueron las que tuvieron la

menor concentracion.

No se encontro a Salmonella y E. coli O157: H7 en ninguna de las muestras

analizadas.



67

9. Se observaron diferencias significativas entre los muestreos realizados en el verano
del 2011 y el verano del 2012.
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APENDICES

9.1 ANEXO 1

Tabla de 1000 numeros aleatorios dentro de la gama de 0 a 500, con duplicaciones

165 320 356 383 302 042 189 117 465 290 313 010 285 329 463 429 264 393 137 138 401 483 103 374 062 363 094
267 015 269 377 318 495 333 052 395 499 055 017 130 294 436 009 023 114 342 292 074 092 406 467 151 229 128
433 387 392 376 424 280 345 415 073 331 324 479 381 408 328 068 347 142 122 449 338 035 443 355 488 087 422
419 296 297 058 140 262 031 221 021 253 425 041 427 403 344 019 492 210 053 157 213 176 288 452 462 167 181
272 500 317 100 251 064 124 310 388 286 090 044 049 033 082 438 371 440 231 490 349 003 039 066 486 226 005
301 148 106 497 194 101 012 146 245 080 076 454 322 084 299 420 057 379 046 411 451 199 085 060 001 178 149
369 078 315 372 334 447 478 119 326 340 431 025 476 258 409 089 283 468 413 312 116 203 208 192 240 096 028
098 390 014 007 162 197 224 144 385 030 460 306 132 154 352 126 171 304 404 105 235 112 481 242 457 445 215
037 205 069 108 358 110 219 160 336 308 026 237 474 397 360 472 135 278 484 365 456 183 133 417 435 247 441
494 071 470 274 361 367 350 399 121 187 256 047 173 165 320 356 383 302 042 189 117 465 290 313 010 285 329
463 429 264 393 137 138 401 483 103 374 062 363 094 267 015 269 377 318 495 333 052 395 499 055 017 130 294
436 009 023 114 342 292 074 092 406 467 151 229 128 433 387 392 376 424 280 345 415 073 331 324 479 381 408
328 068 347 142 122 449 338 035 443 355 488 087 422 419 296 297 058 140 262 031 221 021 253 425 041 427 403
344 019 492 210 053 157 213 176 288 452 462 167 181 272 500 317 100 251 064 124 310 388 286 090 044 049 033
082 438 371 440 231 490 349 003 039 066 486 226 005 301 148 106 497 194 101 012 146 245 080 076 454 322 084
299 420 057 379 046 411 451 199 085 060 001 178 149 369 078 315 372 334 447 478 119 326 340 431 025 476 258
409 089 283 468 413 312 116 203 208 192 240 096 028 098 390 014 007 162 197 224 144 385 030 460 306 132 154
352 126 171 304 404 105 235 112 481 242 457 445 215 037 205 069 108 358 110 219 160 336 308 026 237 474 397
360 472 135 278 484 365 456 183 133 417 435 247 441 494 071 470 274 361 367 350 399 121 187 256 047 173 165
320 356 383 302 042 189 117 465 290 313 010 285 329 463 429 264 393 137 138 401 483 103 374 062 363 094 267
015 269 377 318 495 333 052 395 499 055 017 130 294 436 009 023 114 342 292 074 092 406 467 151 229 128 433
387 392 376 424 280 345 415 073 331 324 479 381 408 328 068 347 142 122 449 338 035 443 355 488 087 422 419
296 297 058 140 262 031 221 021 253 425 041 427 403 344 019 492 210 053 157 213 176 288 452 462 167 181 272
500 317 100 251 064 124 310 388 286 090 044 049 033 082 438 371 440 231 490 349 003 039 066 486 226 005 301
148 106 497 194 101 012 146 245 080 076 454 322 084 299 420 057 379 046 411 451 199 085 060 001 178 149 369
078 315 372 334 447 478 119 326 340 431 025 476 258 409 089 283 468 413 312 116 203 208 192 240 096 028 098
390 014 007 162 197 224 144 385 030 460 306 132 154 352 126 171 304 404 105 235 112 481 242 457 445 215 037
205 069 108 358 110 219 160 336 308 026 237 474 397 360 472 135 278 484 365 456 183 133 417 435 247 441 494
071 470 274 361 367 350 399 121 187 256 047 173 165 320 356 383 302 042 189 117 465 290 313 010 285 329 463
429 264 393 137 138 401 483 103 374 062 363 094 267 015 269 377 318 495 333 052 395 499 055 017 130 294 436
009 023 114 342 292 074 092 406 467 151 229 128 433 387 392 376 424 280 345 415 073 331 324 479 381 408 328
068 347 142 122 449 338 035 443 355 488 087 422 419 296 297 058 140 262 031 221 021 253 425 041 427 403 344
019 492 210 053 157 213 176 288 452 462 167 181 272 500 317 100 251 064 124 310 388 286 090 044 049 033 082
438 371 440 231 490 349 003 039 066 486 226 005 301 148 106 497 194 101 012 146 245 080 076 454 322 084 299
420 057 379 046 411 451 199 085 060 001 178 149 369 078 315 372 334 447 478 119 326 340 431 025 476 258 409
089 283 468 413 312 116 203 208 192 240 096 028 098 390 014 007 162 197 224 144 385 030 460 306 132 154 352
126 171 304 404 105 235 112 481 242 457 445 215 037 205 069 108 358 110 219 160 336 308 026 237 474 397
360472



9.2 ANEXO 2

GUION ORAL PARA OBTENER CONSENTIMIENTO ESCRITO PARA LA
ENCUESTA

Hola. Me llamo . Trabajo en la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledén, en Monterrey, en colaboracion con las universidades
estadounidenses: Universidad Emory y la Universidad Estatal de Carolina del
Norte. Estamos haciendo un estudio para entender mejor como afectan las practicas
de produccion y la calidad del agua a la inocuidad de los alimentos. Queremos
invitarlo a participar en nuestro estudio porque es el duefio/encargado de una huerta
que produce uno o mas de los tres tipos de vegetales que nos interesan: 1) chile, 2)
melén y 3) tomate. Este estudio analizard estos tres tipos de vegetales y se
determinara si llegan a ser contaminados con microorganismos durante la
temporada de cosecha 0 empacado. Los resultados de este estudio se utilizaran para
aconsejarlos a ustedes como agricultores sobre la mejor forma de cultivar productos
sanos.

Para poder participar, es necesario que usted tenga por lo menos 18 afios y que sea
el duefio/encargado de las operaciones de esta huerta.

Si usted participa, nos ayudara con cuatro cosas:

e En esta visita le preguntaremos sobre el manejo de la huerta le pediremos nos
dé un recorrido por las instalaciones y nos permita tomar algunas
fotografias. Esto solamente le tomara aproximadamente 20 minutos.

¢ En una visita posterior, le pediremos gque conteste preguntas sobre los tipos de
cultivo producidos y las técnicas de produccion propias de la huerta. Muchas
preguntas trataran temas sobre la fuente de agua, instalaciones sanitarias y
aguas residuales; las actividades y técnicas de irrigacion, cosecha vy
empaque. Otras preguntas tratardn aspectos sobre la presencia de animales
en la huerta y como se utilizan el estiércol y otros fertilizantes. Le tomara
alrededor de 45 minutos contestar esta encuesta.

¢ Ya que estemos familiarizados con la huerta le pediremos nos permita realizar
otro recorrido y tomar algunas fotografias que nos ayudaran a identificar las
oportunidades para futuras intervenciones para mejorar la calidad del
producto.
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e Visitaremos la huerta las veces que sean necesarias durante la temporada del
cultivo. Durante cada visita tomaremos de 8-50 muestras de agua y suelo,
asi como enjuague de vegetales y de manos de trabajadores elegidos al azar
solicitando su permiso previamente. Mandaremos las muestras a un
laboratorio para hacer anélisis microbioldgicos.

Para las muestras de enjuague de manos pediremos al trabajador/a meter su mano en
una bolsa pléastica grande con 400 mililitros de agua estéril y mezclar el agua por 30
segundos. Después, repetira el proceso con la otra mano en la misma bolsa de agua.
Esto solamente llevara 10 minutos de su tiempo aproximadamente. No le pediremos
ninguna informacion personal como el nombre. La Unica informacion personal que
se anotara sera si es hombre o mujer y la edad aproximada (nifio, adolescente,
adulto, adulto mayor).

No hay riesgos para su salud ni la de sus trabajadores, ni beneficios directos por su
participacion en este estudio. No tiene ningun costo econdmico ser parte de este
estudio y tampoco recibird pago econdmico. Sin embargo, este estudio
proporcionara datos para ayudarle a tomar mejores decisiones sobre como producir
vegetales sanos.

Este estudio se manejard con suma confidencialidad, por lo que haremos todo lo
posible para proteger la identidad de su huerta y los participantes. No se
compartiran nombres de huertas ni de individuos que participen en este estudio en
futuros eventos o publicaciones. Como participante, usted puede pedir una copia de
la informacion relacionada al estudio en cualquier momento.

Su participacion es voluntaria. Aun si usted acepta contestar nuestras preguntas,
puede negarse contestar a cualquier pregunta o retirarse del estudio en cualquier
momento.

Si tiene cualquier pregunta o si quiere retirarse del estudio, por favor llamar al
coordinador de la investigacion Dr. José Santos Garcia Alvarado y él le atendera al
(81) 83763044 o al correo electronico: santos@microbiosymas.com. También
puede contactar a la Dra. Raquel Benavides Torres al correo electronico:
rabenavi@gmail.com, Presidente de la Comision de Etica de la Facultad de
Enfermeria, UANL, quien supervisa la protecciéon de derechos humanos para
participantes en el proyecto. Se adjunta una hoja informativa con los datos para
contactarlos e informacion del estudio.

¢ Tiene alguna pregunta?
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¢Me puede explicar por favor lo que vamos a hacer?
¢ Tenemos su permiso para realizar la encuesta y tomar fotografias de la huerta?

(Si responde que si) A continuacion leera el acuerdo de participacion y firmaremos
para confirmar lo que hemos hablado.

Acuerdo de participacion

La descripcion del estudio me fue leida por (nombre del
entrevistador/a). Si no entendi algo me fue explicado por

(nombre del entrevistador/a) y cualquier pregunta que tuve fue contestada por
(nombre del entrevistador/a).

Yo acepto voluntariamente participar en este estudio

Nombre y firma de la persona que da el consentimiento
Fecha

Nombre y firma de la persona que obtuvo el consentimiento
Fecha
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