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l. RESUMEN

Las hortalizas son alimentos mundialmente consumidos y aceptados por la mayoria
de las personas, sin embargo, comunmente se ven relacionados con Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA’s), implicando un gran riesgo a la salud de los
consumidores. Es por eso que en este trabajo se realizo la busqueda de Salmonella
spp Y Escherichia coli como microorganismo indicador, y la resistencia a antibiéticos
de cepas recuperadas de Salmonella spp en un sistema de produccién de
hortalizas. Se analizaron un total de 41 muestras (cilantro, lechuga, suelo de cilantro
y lechuga, manos de horticultor), de las cuales el 17% fue positivo para Salmonella
spp, siendo el suelo de lechuga y cilantro las muestras con mayor positividad,
aunado a esto, de las cepas recuperadas, el 71% mostré multirresistencia. EI 100%
de las cepas de Salmonella spp mostraron resistencia a Carbenicilina, 71% para
Amikacina y Ampicilina'y 57% para Nitrofurantoina. Se encontré presencia de E. coli
en el 7.3% de las muestras, siendo el cilantro la hortaliza con mayor positividad. Los
resultados obtenidos demuestran evidentes malas practicas agricolas e higiénicas
en el sistema de produccion de hortalizas y un riesgo actual para los consumidores,

expuestos a contraer ETA’s.



ll. INTRODUCCION

Las hortalizas son un conjunto de plantas cultivadas generalmente en huertas o
regadios, que se consumen como alimento, ya sea de forma cruda o cocida, estas
son una parte muy importante de la dieta; pero debido a su forma de cultivo, pueden
contener bacterias dafiinas, como Salmonella, diferentes patotipos de E. coli,
Shigella y Listeria que pueden enfermar a las personas que las consumen,
ocasionando ETA’s (CDC,2019).

Se estima que las ETA"s afectan a 1 de cada 10 personas a nivel mundial es decir
600 millones de personas enferman, de las cuales 420,000 mueren (OMS, 2015).
En México las enfermedades diarreicas agudas se sitian en 2° lugar, en el afio 2016
se registraron 4,885,562 casos, siendo Salmonella una de las responsables de
estas enfermedades (Ruiz, 2016). Mientras que en los Estados Unidos se estima
que Salmonella causa alrededor de 1.35 millones de enfermedades, 26,500
hospitalizaciones y 420 muertes cada aio (CDC, 2019). Por esta razon las ETA’s
constituyen gran problema de salud publica, sin embargo, este no es el Unico
problema, en los ultimos afios se ha observado un incremento en la resistencia a
antibioticos de muchas bacterias, entre las que sobresale Salmonella, debido a que
actualmente esta bacteria es considerada un patdégeno ambiental, es decir que se
encuentra en cualquier en cualquier lugar. El uso desmedido de medicamentos ha
ocasionado que muchas bacterias se vuelvan resistentes a estos y que la eficiencia

de los medicamentos vaya en declive (Quesada y col., 2016).

Por tal motivo es preciso realizar investigaciones acerca de la presencia de
Salmonella, asi como su resistencia actual a antibioticos, en alimentos que se
consumen de manera cotidiana como las hortalizas, de manera particular en la parte

inicial de la cadena alimentaria, la produccién.



I1l. MARCO TEORICO
1. Hortalizas

Las hortalizas son un conjunto de plantas cultivadas generalmente en huertas o
regadios, se consumen de forma cruda o cocida. EIl término hortaliza incluye a las
verduras y a las legumbres verdes (Acosta y col, 2004). Estas son de mucha
importancia para la alimentacion y buena nutricién de los consumidores, sus hojas,
frutos, raices, tallos y flores son consumidos para satisfacer las necesidades del
organismo por su alto contenido de minerales, vitaminas y fibra que contribuyen a
mejorar y mantener la buena salud. Proveen energia para trabajar, jugar, crecer y
también proporcionan proteccién a cada uno de los 6rganos del cuerpo contra las
enfermedades (FAO, 2011).

Las hortalizas son una parte muy importante de la dieta. Casi todas son ricas en
caroteno y vitamina C y contienen importantes cantidades de calcio, hierro y otros
minerales. Su contenido de vitaminas del complejo B generalmente es pequefio. Por
lo general, suministran so6lo un poco de energia y muy poca proteina (Latham,
2002).

En los paises en desarrollo, casi todos los tipos de hortalizas se consumen poco
después de su cosecha; a diferencia de los cereales, los tubérculos, las raices
feculentas, las legumbres, las nueces, ellas rara vez se almacenan por periodos
prolongados, con unas pocas excepciones como el zapallo y otras calabazas
(Latham, 2002). No es raro que las poblaciones rurales de Asia, América Latina y
Africa, tengan que recolectar una proporcion importante de las hortalizas que
consumen. Sin embargo, con una mayor poblacién, la disponibilidad de frutas y

hortalizas silvestres esta en disminucion (Latham, 2002).

Las hortalizas se obtienen de la granja, la huerta casera o el mercado; pero por su
forma de cultivo algunas veces, las frutas y verduras crudas contienen bacterias
dafiinas, como Salmonella, diferentes patotipos de E. coli y Listeria, que pueden

enfermar a las personas que las consumen. En los Estados Unidos, casi la mitad de



las enfermedades alimentarias son causadas por la presencia de bacterias en estos
productos frescos (CDC, 2019).

2. Enfermedades Transmisibles por Alimentos (ETA’S)

Las ETA"s son aquellas que se originan por la ingestion de alimentos, incluida el
agua, que contienen agentes patdégenos en cantidades tales que afectan la salud
del consumidor a nivel individual o en grupos de poblacion (SAGARPA, 2013).
Constituyen un problema mundial, en las Ultimas décadas se ha complicado por
factores asociados a cambios globales. Entre estos cambios se pueden sefalar: el
crecimiento de la poblacién, la pobreza, la urbanizacibn en los paises
subdesarrollados, la aparicion de nuevos agentes causantes 0 nuevos mutantes con
una mayor virulencia, éstas, aunque dificiles de cuantificar, se estiman relevantes
en la salud de los mexicanos. En particular, las enfermedades agudas de naturaleza
infecciosa transmitidas por bacterias, parasitos y virus, en las que una de las vias
de transmision son los alimentos, son causa importante de morbilidad y mortalidad.
Sin embargo, también se deben tener en cuenta las enfermedades cronicas, en las
cuales los contaminantes quimicos (toxinas, plaguicidas, hormonas, antibioticos,
entre otros) ingeridos por medio de alimentos contaminados consumidos por
periodos largos, se acumulan en los organismos y son factores de riesgo, ya que al
aumentar las expectativas de vida se manifiestan en la edad madura, afectan la
calidad de vida, el desempefio productivo y finalmente son causa de muerte
(SAGARPA, 2013).

Las ETA'’s continuan siendo un importante problema de Salud Publica en el mundo,
especialmente en los llamados “paises en vias de desarrollo”. Se estima que tres
millones de personas de todo el mundo mueren cada afno a consecuencia de ETA’s
y que millones enferman. La aparicion de tales enfermedades puede incrementarse
facilmente y convertirse en una situacion de emergencia relacionada con la
inocuidad de los alimentos (FAO, 2010).

El riesgo de padecer ETA’s es mayor en los paises de ingresos bajos y medianos,

y esta vinculado a la preparacién de alimentos con agua contaminada, la falta de
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higiene, condiciones inadecuadas en la produccién y el almacenamiento de
alimentos, el bajo nivel de alfabetismo y educacion, asi como la insuficiencia de

leyes en materia de inocuidad de los alimentos o su falta de aplicacion (OMS, 2015).

Las ETA’s pueden causar sintomas de corta duracion, como nauseas, vomitos y
diarrea (afeccion que generalmente se denomina “intoxicacion alimentaria®), pero
también pueden causar enfermedades mas prolongadas, como cancer, insuficiencia
renal o hepatica y trastornos cerebrales y neurales. Estas enfermedades pueden
ser mas graves en los nifios, las embarazadas, los ancianos y las personas con el
sistema inmunitario debilitado. Los nifios que sobreviven algunas de las
enfermedades de transmision alimentaria mas graves pueden sufrir retraso del
desarrollo fisico y mental, que tiene efectos irreversibles en su calidad de vida
(OMS, 2015).

3. Calidad sanitaria e Inocuidad microbiana de los alimentos

Un alimento de buena calidad sanitaria es aquel que no solo se encuentra libre de
agentes patdgenos, este también debe integrar otras cualidades o atributos que
permitan satisfacer demandas de toda persona tales como nutritivo, idéneo,
sensorialmente aceptable, inocuo, fresco y de larga vida de anaquel; todos estos
atributos deben procurarse desde su generacion en donde quiera que esta ocurra,
hasta su servicio y consumo, esto debe ser norma y objetivo de quienes producen,
preparan, procesan y/o sirven alimentos, como una responsabilidad social
(Fernandez-Escartin, 2008).

La Inocuidad microbiana de los alimentos es una ciencia, cuyo objetivo es ayudar a
la elaboracion de alimentos inocuos o de buena calidad sanitaria. Se debe
considerar sus caracteristicas generales, ecologia, resistencia al medio ambiente,
capacidad para sobrevivir y desarrollar en los propios alimentos, las consecuencias

de ese desarrollo y los factores que influyen en todo esto (Tejeda-Trujillo, 2013).

Es importante destacar que en México la cultura de la inocuidad de los alimentos

requiere ser reforzada en todos los niveles de la produccion de alimentos: desde el



campo hasta la mesa. Con la educacién adecuada y suficiente en cada uno de los
participantes de la cadena alimentaria se tomara conciencia de las acciones
necesarias para garantizar la prevencion y salud de las personas. La relacién entre
calidad e inocuidad es de suma importancia debido a que por ella se puede prevenir
las ETA’s que ya son un problema de Salud Publica (SAGARPA, 2013).

4. Microorganismos en los alimentos

La configuracién de los riesgos microbianos en los alimentos se inicia con el proceso
de contaminacién; el microorganismo de interés debe ingresar al alimento, esto en
la mayoria de las ocasiones ocurre de manera espontanea (Fernandez-Escartin,

2008). Las principales fuentes de contaminacién en alimentos son:

e Agua: vehiculo potencial de microorganismos a los alimentos, en ocasiones el
agua entra en contacto directo con los alimentos, lo que facilita la contaminacion;
hay que tener en cuenta que el agua es materia prima o ingrediente en la
formulacion de alimentos o se incorpora como hielo.

e Suelo: importante reservorio de microorganismos, generalmente en esta no se
observa actividad microbiana a menos que el grado de humedad rebase un
limite. El tipo y namero de microorganismos en el suelo depende de su
composicion, estacion del afo, clima, temperatura, exposicion al sol, nivel de
profundidad, humedad y pH.

e Aire: considerando que el aire es la atmosfera que rodea, en los actos de toser,
estornudar y frecuentemente hablar se descargan microorganismos al ambiente,
los cuales se dispersan y posterior a esto sedimentan sobre los alimentos y
utensilios de procesamiento; de igual forma el acto de barrer, y alin de caminar,
provoca la suspension en la atmosfera de los microorganismos de la tierra.

e Utensilios, mobiliario, equipo: toda superficie que entre en contacto con los
alimentos, se convierte en una fuente potencial de contaminacion. El simple
contacto de un producto con casi cualquier clase de superficie propicia la
transferencia de microorganismos que aguel contenga. Las tablas usadas en las

cocinas para cortar alimentos, de madera o de otros materiales como plastico,



son reservorios y fuentes de contaminacion potencial de microorganismos. Los
utensilios y equipos son también fuentes potenciales de contaminacion por
substancias quimicas toxicas (plomo, por ejemplo) y componentes propios que
llegan a desprenderse con el uso. Los materiales de empaque y los llamados
trapos de limpieza, son frecuentes reservorios de microorganismos y por ende
fuentes de contaminacion indirecta a los microorganismos.

e Materias primas/ aditivos: estos pueden contener microorganismos patégenos y
deterioradores lo que llega a ser decisivo en la calidad sanitaria de un alimento.

e Fauna: cualquier animal que no es utilizado como alimento para el hombre forma
parte de la lamada fauna nociva. Su importancia sanitaria radica en el potencial
gue tienen para actuar como vehiculos activos o pasivos de microorganismos
patdgenos, y aportar materia extrafa.

e Humana: el hombre es un portador potencial de practicamente todos los
patdgenos que pueden ser transmitidos por los alimentos, puede aportar
microorganismos a partir de la piel, ufias, mucosa nasal y bucofaringea,
contenido intestinal, descargas broncopulmonares, orina, cabellos, barba y
vellos. Las manos son una via de contaminacién importante ya que el individuo
recibe microorganismos al tocar los alimentos contaminados, y también los
deposita al tocar otros alimentos, las manos son una de las vias de
contaminacion mas frecuentes y peligrosas de microorganismos en los sitios de

preparacion de alimentos (Fernandez-Escartin, 2008).

4.1 Factores que influyen en el crecimiento microbiano en los alimentos

La capacidad de los microorganismos para crecer o multiplicarse en un alimento
esta determinada por el ambiente alimentario y el medio en que se almacene el
alimento. Cuando los microorganismos crecen en los alimentos, causan diversos
grados de cambio en las caracteristicas de los alimentos como resultado de su
actividad metabdlica. Algunos de estos cambios, como los que tienen lugar durante
la fermentacion, son deseables, mientras que otros, como los que causan el

deterioro de los alimentos y la intoxicacidén alimentaria, son indeseables (Hamad,



2012). Dichos factores se dividen en intrinsecos y extrinsecos. A los primeros se

refieren al alimento son:

En

Integridad: cualquier dafio que afecte la integridad de los tejidos del alimento
propicia al ingreso y en general, la actividad microbiana.

Nutrientes disponibles: la capacidad para aprovechar un cierto nutriente es una
cualidad caracteristica de todo microorganismo silvestre. El tipo de nutrientes y
su concentracion relativa, favorece la actividad de un cierto grupo microbiano
mientras que podria resultar inconveniente para otro. A mayor disponibilidad de
nutrientes, mayor sera la actividad microbiana.

pH: afecta la capacidad de un microorganismo para sobrevivir o multiplicarse en
un alimento o en un medio de cultivo; tiene efectos fundamentalmente en los
procesos de nutricion, respiracion y multiplicacion, es decir, donde se requiere
de la actividad enzimatica.

Actividad de agua (Aw): el agua biolégicamente disponible en el alimento es
necesaria para el crecimiento microbiano ya que ayuda en el transporte de
nutrientes y elimina los materiales de desecho; cada grupo de microorganismos
tiene un valor de Aw 6ptimo y también un minimo.

Potencial de 6xido-reduccién (Eh): los microorganismos presentan diferentes
grados de sensibilidad a este potencial por lo que un cambio en el Eh de su
entorno tiene efectos desfavorables, por ejemplo, los microorganismos aerobios
necesitan valores de Eh positivos para poder crecer, mientras que los
anaerobios precisan de valores Eh negativos.

Substancias antimicrobianas: la presencia de estas substancias contribuye a
seleccionar el tipo y abundancia de microflora presente en el alimento
(Fernandez-Escartin, 2008).

cuanto a los factores intrinsecos microbianos son:

Numero y tipo de microorganismo: cuando existe una gran heterogeneidad de la

flora microbiana, las posibilidades de desarrollo e incluso de sobrevivencia se



hacen dependientes de factores como la adaptacion, condicién de vitalidad o
efectos antagodnicos al desarrollar.

Adaptacion al substrato: en la medida en que un microorganismo se encuentre
adaptado al substrato que contamina, mas pronto entrara en actividad.

Estado fisiologico: un dafio celular en el microorganismo tiene efectos negativos,
por ejemplo, la afectacion de su pared celular, la integridad y permeabilidad de
la membrana o la sintesis de RNA y el DNA,; esto conlleva al microorganismo a
la muerte o a tener dafios subletales, es decir una disminucién en su desarrollo
o perdida de adaptacion.

Asociaciones microbianas: cuando un alimento se encuentra contaminado por
multiples microorganismos, cada especie 0 grupo exhibe distinto potencial para
sobrevivir o desarrollarse, la relacion que se establece favorece en ocasiones a
uno de los grupos (sinergismo), interfiere con su desarrollo o provoca su

inactivacion (antagonismo) (Fernandez-Escartin, 2008).

Los factores extrinsecos son:

Temperatura: los microorganismos tienen una temperatura 6ptima y un rango de
temperatura de crecimiento, por ello la temperatura juega un papel importante
en el desarrollo de estos; por ejemplo, los termofilos crecen a una temperatura
relativamente alta (45 a 70°C), los mesofilos crecen a temperatura ambiente (10
a 45°C) y los psicréfilos crecen a temperatura fria (-5 a 20°C).

Composicion de la atmosfera: algunos gases como el nitrogeno, el oxigeno y el
bioxido de carbono afectan el metabolismo microbiano en condiciones ordinarias
(y en la aplicacion de tecnologias para preservar la frescura de los alimentos).
Humedad relativa: el nivel de humedad en el ambiente promueve la actividad

microbiana sobre la superficie de los alimentos (Ray y Bhunia, 2010).



5. Microorganismos de interés sanitario
Los microorganismos de interés sanitario se clasifican en:

e Indicadores
e Deterioradores
e Utiles para el hombre

e Patdégenos

Los microrganismos indicadores son aquellos cuya presencia o numero indican
malas préacticas higiénicas, la presencia de algunos de ellos en el alimento sugiere

lo siguiente:

a) Que se han dado facilidades para que ocurra o esté ocurriendo algun grado de
actividad microbiana.

b) Constituyen evidencia de contaminacién posterior a la aplicacion de
tratamientos térmicos.

c) Su concentracion y los productos de su metabolismo indican falta de frescura.

d) Son indicadores de un riesgo potencial a la salud (Fernandez-Escartin, 2008).

Por ejemplo, segun Fernandez Escartin (2008) el mejor indicador de contaminacion
fecal en alimentos crudos o minimamente procesados es Escherichia coli (E. coli)
la cual es una bacteria gram negativa, anaerobia facultativa, presente en el intestino
del hombre y animales de sangre caliente, por lo que su presencia en una muestra
de alimento no es deseable. Este microorganismo es miembro de la familia
Enterobacteriaceae que incluye diferentes géneros de interés sanitario (Salmonella,
Shigella y Yersinia, entre otras). La mayoria de los aislamientos de E. coli no son
considerados como patdgenos, aunque pueden causar severas infecciones en
personas inmunocomprometidas, en nifios pequefios y ancianos. Ciertas cepas al
ser ingeridas, pueden causar enfermedades gastrointestinales en individuos sanos.
Se considera como un microorganismo comdn en intestino, pero existen cepas
patdgenas que afectan al ser humano como el serotipo O157:H7, ocasionando

graves cuadros clinicos que pudieran ocasionar la muerte. Produce acido en agar
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gue contenga 5-bromo-4-cloro-3-indol-b-D glucuronido y es b-glucuronidasa
positivo incubado a 44°C +1°C por 22h + 2h (NOM-210, 2015).

Los microorganismos patdégenos son aquellos que causan dafio ya sea por la
produccion de toxinas o por la accion de ellos mismos, un clasico ejemplo de
microorganismo patégeno es Salmonella. Es una bacteria que fue aislada por
primera vez por el cientifico estadounidense Dr. Elmer Salmon, y se sabe que ha
causado enfermedades durante mas de 125 afios. La enfermedad que las personas

contraen por una infeccién por Salmonella se llama salmonelosis (CDC,2019).

La mayoria de las personas infectadas con Salmonella desarrollan diarrea, fiebre y
calambres abdominales entre 12 y 72 horas después de la infeccién. La enfermedad
generalmente dura de 4 a 7 dias, y la mayoria de las personas se recuperan sin
tratamiento. En algunos casos, la diarrea puede ser tan grave que el paciente
necesita ser hospitalizado. En estos pacientes, la infeccion por Salmonella puede
extenderse desde los intestinos al torrente sanguineo y luego a otros sitios del
cuerpo. En estos casos, Salmonella puede causar la muerte a menos que la persona
sea tratada con antibioticos de inmediato. Los ancianos, los bebés y las personas
con un sistema inmunitario debilitado tienen mas probabilidades de tener una
enfermedad grave (CDC, 2019).

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de Estados
Unidos de América, estima que Salmonella causa alrededor de 1.35 millones de
enfermedades, 26,500 hospitalizaciones y 420 muertes en los Estados Unidos cada
ano. Entre estas enfermedades, alrededor de 1.1 millones se adquieren en los
Estados Unidos. Entre las enfermedades adquiridas en los Estados Unidos, el CDC
estima que los alimentos son la fuente de aproximadamente 1 millon de
enfermedades, 19,000 hospitalizaciones y 380 muertes (CDC, 2019). En América
Latina, Asia y Africa, la incidencia reportada de salmonelosis es de 200 a 500 casos
por 100,000 habitantes por afio. La transmision de Salmonella spp de persona a
persona es poco frecuente, por lo que se considera que los alimentos son la

principal fuente de exposicion humana (Quesada y col., 2016).
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6. Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antibidticos es un problema global y complejo, en este se
incluyen un gran niumero de especies bacterianas de importancia médica y es de
dificil control por su multicausalidad. El consumo masivo de antibidticos en los
ultimos 50 afios ha creado un ambiente favorable a la seleccién de bacterias que
soportan los efectos toxicos de los antimicrobianos. Los cambios en la ecologia de
las infecciones nosocomiales observadas en los hospitales desde la introduccién de
los agentes antimicrobianos han sido ampliamente documentados. Entre los
factores que han contribuido al aumento de la resistencia a los antibidticos estan la
concentracion de la poblacion en centros urbanos, el inadecuado control de las
infecciones en los hospitales, la tendencia a internar en hospitales a los pacientes
seriamente enfermos, la migracidbn masiva a traves de las regiones del globo y el

uso inadecuado de los antibidticos, entre otros (Benavides y col., 2005).

Las bacterias patdgenas de la época preantibioticos eran raramente resistentes.
Actualmente 70% de las bacterias responsables de las infecciones nosocomiales
son resistentes al menos a uno de los antibiéticos mas comunmente utilizados para
tratarlas. El uso irracional de los antimicrobianos ha contribuido al aumento en la
resistencia bacteriana. Las bacterias se adaptan rapidamente a las condiciones de

su medio, aun en la presencia de estos farmacos (Benavides y col., 2005).

En los dltimos afos, diversos estudios han reportado un aumento de la resistencia
antimicrobiana en cepas de Salmonella spp aisladas de alimentos de origen animal.
La creciente resistencia antimicrobiana de Salmonella spp ha sido atribuida al uso
extenso de antibiéticos, tanto en la terapéutica humana como animal. En la industria
pecuaria en particular, los antibiéticos no solo son utilizados con fines terapéuticos,
sino que, ademas, se utilizan como promotores de crecimiento en dosis

subterapéuticas durante largos periodos (Quesada y col., 2016).

En una revision bibliogréfica realizada por Quesaday col. en 2016, encontraron que
los aislamientos de Salmonella spp aislados en los estudios incluidos mostraron,

con frecuencia, resistencia a antibiéticos que son usados como primera opcion en
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el tratamiento de salmonelosis en humanos, como cloranfenicol, ciprofloxacina,
trimetoprim-sulfametoxazol y ceftriaxona. De acuerdo con estos resultados, los
aislamientos de Salmonella spp presentaron resistencia a cefotaxima con menor
frecuencia que a otros antibiéticos de uso frecuente en la salmonelosis, por lo que
este antibidtico podria resultar la mejor opcion terapéutica para iniciar un tratamiento

empirico.
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IV. JUSTIFICACION

Actualmente la resistencia antimicrobiana ha tomado mucha importancia debido a
gue dificulta en gran medida las opciones de tratamiento para personas enfermas.
Salmonella es una de las bacterias que en los ultimos afios ha mostrado un
incremento en su resistencia, esto puede deberse a muchos factores, pero sin duda
uno de los mas importantes es el uso descontrolado de antibiéticos que si bien ahora
no son de venta libre, esto no se cumple por completo; por ello es de importancia
poder conocer su resistencia antimicrobiana actual, asi como su misma presencia
en alimentos que se consumen todos los dias como lo son las hortalizas. La mayoria
de las hortalizas no llevan un proceso de coccién, en la mayoria de los casos son
consumidas crudas, con un previo proceso de lavado, si este no se lleva a cabo de

manera correcta puede ocasionar serios problemas de salud en la poblacién.
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V. OBJETIVOS
General:

e Buscar la presencia de Salmonella spp en un sistema de produccion de

hortalizas y su resistencia a antibiéticos.
Particulares:

e Determinar la presencia de Salmonella spp a partir de un sistema de
produccion de hortalizas.
e Conocer laresistencia a antibioticos de las cepas recuperadas de Salmonella

spp.
e Determinar la presencia de E. coli como indicador de contaminacion fecal.
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VI. DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO

E.‘COI{ SI/NO Rajioita
(cualitativa)

horticultor

Antibiogramay
se reporta

Salmonella
spp

Muestreo
microbiolégico
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Material de vidrio y reactivos de grado analitico, los necesarios para cada

determinacion.

Tabla 1. Equipos empleados

Equipo Modelo Marca

Homogeneizador Stomacher 400 Laboratory blender

peristaltico

Agitador Vortex Genie 2 G-560 Scientific Industries

Agitador vortex Maxi Mix Il | M37615 Thermo scientific

Incubadora 1=~~~ | ----- Terlab

Estufa2 | - Felisa

Autoclave Presto 21 Industrias STEELE de
México

Contador de colonias Q-14 SOL-BAT Aparatos
Cientificos

Bafio maria 440527 Riossa

Balanza digital Traveler TA302 OHAUS Corporation

Tabla 2. Métodos utilizados
Determinacién Técnica Referencia

Toma, manejo y
transporte de muestras
de alimentos

La que se indique en cada
caso

NOM-109-SSA1-1994

Preparacion de | Diluciones decimales NOM-110-SSA1-1994
diluciones

Microorganismos Vaciado en placa NOM-210-SSA1-2014
indicadores

Salmonella spp

-Etapas de pre-
enriguecimiento;
enriguecimiento  selectivo;

aislamiento en medios de

cultivos selectivos y
diferenciales, identificacion
bioguimica

NOM-210-SSA1-2014

E. coli

Aislamiento directo

NOM-210-SSA1-2014
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VIll. METODOLOGIA

Se llevo a cabo la investigacion de la presencia de Salmonella spp y E. coli como
microorganismo indicador en un sistema de produccion de hortalizas (ver Anexo 1),
el cual se encuentra ubicado en Tlacotepec (Figura 1), municipio de General
Heliodoro Castillo, Guerrero, México, cuya geolocalizacién es la siguiente: Latitud:
17.788422 y Longitud: -99.978659.

| Tlacotepec

Figura 1.Mapa de localizacion de Tlacotepec, Guerrero (Col. Wikipedia, 2020).

Se realiz6 el muestreo de hortalizas (lechuga y cilantro), suelo (tierra de hortalizas)
y manos de horticultor (10 muestras por cada objeto de estudio, a excepcion de las
manos), con un total de 41 muestras recolectadas. La recoleccion de hortalizas y
suelo se realizO mediante un muestreo aleatorio simple, las hortalizas se
seleccionaron de acuerdo a su grado de madures, es decir, aquellas que se
encontraban listas para su cosecha, mientras que para el suelo se muestreo aquel
gue se situaba junto a la hortaliza recolectada, aplicando los criterios de la NOM-
109-SSA1-1994. Posteriormente se procedi6é con el primer paso para la busqueda
de Salmonella spp (Figura 2) en un periodo no mayor a 1 hora después de su
obtencion. La técnica para la busqueda de Salmonella spp se hizo de acuerdo a la
NOM-210-SSA1-2014 en donde se describen 4 etapas:

e Etapa de pre-enriquecimiento;

e Enriquecimiento selectivo;
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¢ Aislamiento en medios de cultivos selectivos y diferenciales,

e Identificacién bioquimica

Para la busqueda de E. coli como microorganismo indicador, la técnica empleada
fue asilamiento directo, esto con base a la NOM-210-SSA1-2014 (Figura 3).

Las cepas de las muestras que resultaron positivas a Salmonella spp, se les realizé
un antibiograma por el método de Kirby-Bauer (método de difusion en agar) para

asi poder conocer su sensibilidad o resistencia a distintos antibioticos.

‘ 25¢g de muestra + 225 mL caldo lactosado ‘
(dilucion 1:10)

\ 4

| Incubar a36°C=1°Cpor 18h=2h |

1 mL del cultivo + mL 10 caldo Rappaport ’ " 1 mLdel cultivo + 10 mL caldo Tetrationato
Incubar 36°C = 1°C por 24h = 3h Incubar 41.5°C = 1°C por 24h = 3h

» Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) 36°C = 1°C durante 24h = 3h
+ Agar Verde Brillante (VB) 36°C £ 1°C durante 24h = 3h
» Agar Sulfito de bismuto (SB ) 36°C = 1°C durante 48h = 3h

TSI LIA MIO

| Tomar de cada agar al menos 1 colonia tipica: ‘
Incubar 36°C = 1°C por 24h = 3h

Pre- enriquecimiento

Enriquecimiento selectivo l Expresién de resultados ]

Aislamiento en medios selectivos y diferenciales

Confirmacion (identificacion bioquimica)

Figura 2. Etapas para aislamiento de Salmonella spp (Modificacion de NOM-210-
SSA1-2014).
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 Busquedade E. coli (cualitativamente)

‘ - 259 de muestra + 2’2£ mL caldo lactosado
(dilucién 1:10)

| Incubar a36°C=1°Cpor 18h=2h |

l

Agar Mc Conkey
Incubar 36°C £ 1°C por 24h = 3h

TSI UA MIO
Incubar 36°C = 1°C

*

‘ Tomar al menos 1 colonia tipica sospechosa: ’

Figura 3. Pasos para aislamiento de E. coli de manera cualitativa (Modificacion de
NOM-210-SSA1-2014).
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontré un total de 7 muestras positivas para Salmonella spp de un total de 41
muestras, lo que representa un 17% de positividad para dicho patégeno, siendo las
muestras de suelo de lechuga y cilantro los de mayores porcentajes con 3 muestras
positivas para cada uno, seguido de la lechuga con una muestra positiva. No se

encontré Salmonella spp en cilantro ni en las manos del horticultor.

Tejeday col. (2015) investigaron la presencia de Salmonella spp en hortalizas de la
Ciudad de Puebla, obteniendo un 15% de positividad para Salmonella spp de un
total de 106 muestras, de las muestras de lechuga recolectadas, solo una resulto
positiva para dicho patégeno al igual que en el presente trabajo. Por otro lado,
Gutiérrez y col. (2014) buscaron la presencia de cepas de Salmonella en muestras
ambientales y de alimentos, encontrando un 45% de positividad en suelos (n=75),
estos resultados son parecidos a los obtenidos este trabajo con 30% de positividad

tanto para muestras de suelo de lechuga como de cilantro (Figura 4).

N w
€] o

N
o

% Positividad de Salmonella spp
= =
o (6]

(6]

Lechuga Cilantro Suelo lechuga Suelo cilantro Manos

Sistema de produccion de hortalizas

Figura 4. Positividad de Salmonella spp en un sistema de produccion de hortalizas.
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La sola presencia de este patdgeno en las muestras estudiadas, en especial en las
hortalizas, indica un gran riesgo actual para los consumidores, debido a que este
tipo de alimentos se consumen de manera directa, y si no se llevan a cabo buenas
practicas higiénicas previas al consumo podrian ser causa de enfermedad, como lo

es la salmonelosis.

De las cepas recuperadas de Salmonella spp, él 71% mostraron multirresistencia,
es decir, resistencia a mas de dos antibioticos (Figura 6). EI 100% de las cepas
mostraron resistencia a Carbenicilina, seguido de un 71% para Amikacina y
Ampicilina y un 57% para Nitrofurantoina. Ninguna cepa mostro resistencia para

Ciprofloxacino, Gentamicina, Netilmicina y Norfloxacino (Figura 5).

En un estudio realizado por Chavez y col. (2015), reportan la prevalencia de
Salmonella en diferentes tipos de muestras y su resistencia a antibioticos, se
encontré que el antibiético con mayor resistencia fue Trimet/Sulfa, seguido por
Ampicilina y Ampicilina/sulbactam, siendo estos resultados comparables a los
obtenidos en este estudio ya que Ampicilina junto con Amikacina fueron los
antibioticos que se situaron en segundo lugar en cuanto a su resistencia. En otro
estudio realizado por Gutiérrez y col (2014) reportaron cepas de Salmonella
resistentes a antibidticos en muestras ambientales y de alimentos obtenidas en el
estado de Hidalgo, en donde la mayoria fueron resistentes a Ampicilina y
Amoxicilina/Acido clavulinico y los antibidticos mas eficientes fueron Cloranfenicol,
Sulfixosaxol y Ciprofloxacina, asi mismo encontraron que todas las cepas mostraron
resistencia a por lo menos dos antibidticos, resultados muy similares a los obtenidos

en esta investigacion.
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Sulfa/Trimet
Norfloxacino
Nitrofurantoina
Netilmicina
Gentamicina
Cloranfenicol

Ciprofloxacino

Antibidticos

A
J
- 1
J
I
A
J
Cefotaxima A
Cefalotina L
Carbenicilina
Ampicilina
./

Amikacina

% Resistencia

Figura 5. Resistencia a antibioticos de cepas recuperadas de Salmonella spp.

Los resultados obtenidos muestran un panorama poco favorable, ya que cada dia
las cepas de Salmonella encontradas y estudiadas tienen una mayor resistencia a
un gran numero de antibiéticos. Con el paso del tiempo esta situacion puede llevar

a la desaparicion de medicamentos efectivos para este patégeno.
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w

No. antibioticos resistentes
N H

[

1 2 3 4 5 6 7

Cepas de Salmonella spp recuperadas

Figura 6. Niamero de antibiéticos resistentes por cada cepa de Salmonella spp

recuperada.

Por otro lado, en la determinacion de E. coli como microorganismo indicador se
encontré una positividad del 7.3% del total de muestras (3 de 41). El 20% de las
muestras de cilantro fueron positivas para este microorganismo, mientras que para
suelo de lechuga fue el 10%. Salgado y Vallejos (2015) realizaron un diagndstico de
indicadores entéricos en cilantro y perejil, encontrando una positividad de E. coli de
14.8% en las muestras de cilantro (n=54) estudiadas, un porcentaje muy similar al

encontrado en esta investigacion.

La presencia de E. coli indica que las hortalizas estuvieron en contacto con materia
fecal, esta contaminacion pudo ser de origen (suelo) o incluso el agua y/o aire
pueden ser fuentes potenciales de contaminacion, es importante sefalar que las
hortalizas se encontraban al aire libre sin ninguna proteccion. Estos datos son
relevantes, debido a que la presencia de contaminacion fecal en alimentos crudos
0 minimamente procesados como lo son las hortalizas indica un posible riesgo

potencial de contraer ETA’s.
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Figura 7. Positividad de E. coli como indicador en un sistema de producciéon de

hortalizas.
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X. CONCLUSIONES

e Se encontr6 17% de positividad para Salmonella spp en el sistema de
produccion de hortalizas.

e El 71% de las cepas recuperadas de Salmonella spp mostraron
multirresistencia (resistencia a mas de dos antibiéticos).

e ElI 100% de las cepas de Salmonella spp mostraron resistencia a
Carbenicilina, 71% para Amikacina y Ampicilina y 57% para Nitrofurantoina.

e Ninguna cepa mostro resistencia para Ciprofloxacino, Gentamicina,
Netilmicina y Norfloxacino.

e Se encontré presencia de contaminacion fecal (E. coli) en el 7.3% de las
muestras, siendo el cilantro la hortaliza con mayor positividad.

e EXxisten evidentes malas practicas agricolas en el sistema de produccion de

hortalizas.
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Xl. SUGERENCIAS

e Implementar una capacitacion para los horticultores, a cerca de las buenas
practicas de agricolas y su impacto en las Enfermedades Transmitidas por
Alimentos.

e Realizar una campafia de concientizacion dirigida a consumidores y
orientada hacia las buenas practicas higiénicas, en especial para alimentos
crudos 0 minimamente procesados.

e Investigar los serotipos de las cepas recuperadas de Salmonella spp,
mediante biologia molecular, para tener informacién precisa de los serotipos

mas frecuentes.
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XIII. ANEXOS

Anexo 1

Figura 8. Sistema de produccion de hortalizas.
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Figura 10. Cultivo de lechuga y cilantro.
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Figura 11. Cultivo de lechuga.

Figura 12. Cultivo de lechuga listo para ser cosechado.
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