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RESUMEN

Con el objetivo de conocer el estado de inocuidad asi como identificar puntos criticos de
contaminacioén, en el proceso de produccion y empaque de tomate en el rancho el secreto
S.P.R. DE R.L., se analizaron 76 muestras correspondientes a tres muestreos en el periodo
Otofio-Invierno 2013, para determinar la presencia de microorganismos patégenos, en base
al manual de andlisis Microbiolégico USDA-FSIS (2002), y mediante PCR determinar la
presencia de E. coli O157:H7. En el primer muestreo, en los analisis microbiolégicos se
presentd un 91.3 % positivas a crecimiento microbiano, en el segundo un 72.73% y en el
tercer muestreo un 42.11%. Las bacterias presentes fueron E. coli, Klebsiella spp, Proteus
spp, Citrobacter spp, Pseudomonas spp y Salmonella spp. En las pruebas moleculares de
un total de 35 muestras correspondientes al primer muestreo, el 11.4 % fueron portadoras
del antigeno somético 0157 y el otro 11.4 % al flagelar H7. Las principales fuentes de
contaminacioén en este estudio fueron: trabajadores, suelo y plaga de sapos, ademas otras
zonas del area de empaque como: rodillos, fruto y tolva.

Palabras clave: Inocuidad, tomate, E. coli O157:H7.

ABSTRACT

Whit the objective of to meet the safety status so as to identify critical points of contamination
in the production process and packing tomatoes at the Rancho El Secreto S.P.R. de R.I,
were analyzed 76 samples corresponding to three sampling in the period autumn to winter
2013, to determine the presence of pathogenic microorganisms, based on USDA-FSIS
Microbiological analysis manual (2002), and by PCR to determine the presence of E. coli
0157: H7. In the first sampling for microbiological analysis showed a 91.3% positive for
microbial growth. the second a 72.73 % and 42.11 % one third sampling. The bacteria found
were E. coli, Klebsiella spp, Proteus spp, Citrobacter spp, Pseudomonas spp y Salmonella
spp. In molecular testing of a total of 35 samples in the first sample, 11.4% were carrying
the somatic antigen O157y the other 11.4% to flagellar H7. The main sources of pollution in
this study were: workers, soil and plague of frogs, plus other areas of the packing area as
rolls, fruit and hopper.

Key words: safety, tomatoes, E. coli O157:H7.

Area: Microbiologia y Biotecnologia.

INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se producen por la ingesta de
alimentos contaminados con microorganismos patdégenos (Gonzalez y Rojas.,
2005). Es por eso que la inocuidad ha pasado a ser una cuestion de alta prioridad
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para muchos gobiernos (Loaharanu-Paisan, 2001). Segun Fuentes et al., (2010),
debido a la fuerte relacion que existe entre la inocuidad y la salud del consumidor,
el obtenerla adquiere importancia fundamental. Castillo et al., (2003), mencionan
que las fuentes de contaminacién por patdégenos son diversas, entre ellas se
encuentran las manos de los trabajadores y el agua de uso agricola. Las bacterias
mas comunes asociadas a las ETA, estan representados principalmente por
bacterias como E. coli y Salmonella spp, (Fuentes et al., 2010). Las cepas de E. coli
productor de toxina Shiga (STEC), pertenecen a la categoria de enterotoxigénica
(EHEC). Dentro del grupo STEC, E. coli O157:H7 es el serotipo aislado mas
frecuentemente y al que se le atribuye la ocurrencia de la mayoria de los grandes
brotes (Rivas et al., 2008). Gallegos et al., (2010) sefala que la deteccion rapida de
patdogenos mediante la Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR), en los
alimentos es un aspecto critico, principalmente en aquellos que entran en
maduracién muy pronto, como los productos hortofruticolas. Segun Bayona (2009),
en afnos recientes la industria alimentaria ha reenfocado su atencion sobre E. coli
0157:H7 como un indicador del estado higiénico de los alimentos. Por tal motivo
este estudio lleva como principal objetivo, determinar la presencia de
microorganismos patdgenos, pero en especial dirigido a la blusqueda de E. coli
O157:H7, asi como identificar puntos criticos de contaminacién en produccion y
empaque de tomate.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realiz6 en el Rancho el secreto S.P.R. DE R.L., (empresa en
proceso de certificacion) localizado en el poblado Juan E. Garcia, Municipio de
Lerdo, Durango, México, en la produccion de tomate. Se realizaron tres muestreos
en el periodo agosto-octubre del 2013, con fin de identificar puntos criticos de
contaminaciony hacer las correcciones correspondientes, en el area de produccion
y/lo empaque donde se identificaran problemas de contaminacion. EI método de
muestreo se realiz6 mediante el empleo de esponjas, hisopo, asi como toma directa
y por medio de enjuague para fruto en campo y empaque (NOM-109-SSA1-1994).
Cada una de las muestras se colocaron en solucién salina (Cloruro de sodio ACS-
Fermont 0.8%), posteriormente se procedié a hacer la siembra de cada una de las
muestras en base al manual de andlisis Microbiolégico USDA-FSIS, (2002)
(metodologia para aislar E. coli). Primeramente se hizo el preenrequecimiento en
medio EC (Difco™), transfiriendo 1 ml de la muestra a un tubo de ensaye con 10 ml
del caldo nutritivo y se incubo por 24 h a 37°C, posteriormente se pasaron a 10 ml
de agar Sorbitol MacConkey(MCD LAB), se pusieron a incubar a 37°C por 24 h,
después de identificar colonias sospechosas a E. coli, se pasaron a las pruebas
bioguimicas en Citrato de Simmons (MCD LAB) y Triple Sugar Iron Agar (TSI) (BD
BIOXON), se incubaron por 24 h a 35°C para identificar qué microorganismo
patogeno estaba presente.

Extraccion del ADN. Se obtuvieron a partir del medio EC (Difco™), se tomé tres
veces 1 ml y se centrifugé a 3000 rpm durante 1 min (Centrifuga Thermo Electro
corp. Micro CL 17) para formar una pastilla en tubos Eppendorf de 1,5 ml y hacer la
extraccion en base al método CTAB.
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Reacciones de PCR. Las reacciones de PCR se realizaron utilizando los
oligonucledtidos mencionados en la Tabla I. Se realizd un PCR multiplex para
amplificar dos fragmentos correspondientes a los genes, rfbE y fliC. El volumen
utilizado para la reaccion fue de 25 pl (Tabla Il).
Tabla I. Iniciadores usados en las reacciones de PCR para la identificacion y
caracterizacion molecular de E. coli O157:H7.

Gen Secuencia Tamario
5> 3 (pb)
rfbE  (F) AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG 497
(R) CATTGGCATCGTGTGGACAG
flic  (F) 625
GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC
(R)
CAACGGTGACTTTATCGCCATTCC

Tabla Il. Mix para PCR. E. coli O157:H7.

Ingredientes mix PCR 1RX Condiciones del termociclador
Agua miliQ 14.22 pl  Etapa 1, paso 1 = 95°C, 1 min
Buffer 2.5 ul

MgCl2 0.875 ul Etapa 2, paso 1 = 95°C, 30 seg
Primer 1 (F) 1l paso 2 = 66°C, 30 seg
Primer 1 (R) 1ul paso 3 = 72°C, 30 seg
Primer 2 (F) 1 pl programar etapa 2, 35 veces
Primer 2 (R) 1l

dNTP’s (Bioline) 2 ul Etapa 3, paso 1 = 72°C, 10 min
Tag (Bioline) 0.4 ul

ADN 1l

Total 25 pl

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados microbiolégicos del primer muestreo realizado en campo y empaque
arrojan que aun no han adoptado bien los Procedimientos Operativos
Estandarizados de Saneamiento (POES), pues en las muestras que se analizaron
en el area de empaque solo 3 resultaron negativas. En las muestras analizadas del
area de produccion en campo (invernadero), todas tienen contaminacion (Tabla Ill).

Tabla lll. Datos correspondientes al primer muestreo realizado el 12 de agosto
del 2013.

Bacteria N° muestras positivas a Porcentaje
cada patégeno (%)
E.coli 20 57.14
Proteus spp 3 8.57
Klebsiella spp 5 14.28
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Salmonella 4 11.42
sSpp

Negativas 3 8.57

Total 35 100

Debido a la fuerte contaminacién se hicieron las siguientes correcciones en los
POES para posteriormente realizar el segundo muestreo (Tabla 1V):
Tabla IV. POES aplicados para la realizacion del segundo muestreo.

Area a desinfectar Frecuencia sugerida Producto quimico
empleado
Manos de trabajadores Periddicamente durante el Jabdn liquido y
dia desinfectante

Maquinaria de Dos veces por semana Cloro 100 ppm

empaque

Reja de transporte Dos veces por semana Cloro 100 ppm

Agua de riego y Ajustar cloracion Cloro 100 ppm

empaque

Los resultados del segundo muestreo reflejan que el trabajo de limpieza del equipo
del area de empaque no ha resultado eficaz ya que solo 6 muestras son negativas
y las otras 16 resultaron ser positivas (Tabla V).

Tabla V. Datos correspondientes al segundo muestreo. 2 de septiembre del
2013.

N° de muestras

Bacteria positivas a cada Porcentaje (%)
patégeno

Klebsiella spp 13 59.09

Pseudomonas spp 2 9.09

Citrobacter spp 1 4.54

Negativas 6 27.27

Total 22 100

La correccion para el tercer muestreo fueron las mismas, afiadiendo la limpieza de
todo el equipo de empaque un desarmado total de las piezas y se limpiaron con
cloro en una concentracion de 250 ppm.

En el tercer muestreo se encontré una considerable disminucion de muestras
positivas con un total de 8 positivas de un total de 19 muestras, también se llegé a
detectar los puntos criticos de contaminacion los cuales estan en los trabajadores,
agua de riego y empaque, suelo, y rodillo de seleccién, concluyendo, por tanto que
el fruto presenta contaminacion originada en campo (Tabla VI).
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Tabla VI. Datos correspondientes al tercer muestreo. 21 de octubre del 2013.

Bacteria N° de muestras positivas a Porcentaje (%)
cada patégeno

Klebsiella spp 6 31.50

E.coli 1 5.26

Proteus spp 1 5.26

Negativas 11 57.89

Total 19 100

n cuanto a los resultados de la prueba de PCR, del primer muestreo, de un total de
35 muestras un 11.4 % fueron positivas al gen fliC, y otro 11.4 % al gen rfbE. (Figura
1),y el 77.2 % fueron negativas.

12 3 4 5 6 M 8 9 10 11

625 —>
<—— 497

Figura 1.Productos de PCR a partir de los genes flic (625 pb) y rfbe (497 pb). Carriles 1-4=
muestras positivas al gen fliC. Carril 6= E. coli O157:H7. Carril M = marcador de peso
molecular hyperladder 100 pb (bioline). Carril 8= control negativo. Carril 5,9-11, muestras
positivas al gen rfbE.

Por lo tanto de las 20 muestras (57.14 %), que manifestaron caracteristicas tipicas
de E. coli, en agar TSI y Citrato de Simmons, solo 4 (11.4 %) fueron positivas al
antigeno 0157 y 4 (11.4 %) al antigeno H7. Cabe resaltar que es muy probable que
se hubiera podido encontrar el serotipo O157:H7, ya que estos genes se encuentran
localizados en plasmidos, y por medio de la transferencia horizontal, se puedan
intercambiar ambos genes y asi formar el serotipo E. coli O157:H7.

De acuerdo a la Agencia para la Administracién de Alimentos y Farmacos (FDA) de
1996 al 2008 se presentaron 82 brotes de enfermedades asociadas con el consumo
de frutas y hortalizas frescas. Todos los brotes fueron asociados a E. coli y
Salmonella spp (Anonimo, 2009). En el estudio realizado por Barrantes y Achi.,
(2011), en la mayoria de las muestras (65%) se encontr6 contaminacion por E. coli,
en lechuga debido a factores como: agua de mala calidad, abonos organicos sin
previo tratamiento, la mala manipulacién y el almacenamiento inadecuado del fruto.
Los resultados del presente articulo coinciden con el trabajo de Barrantes y Achi,
(2009), en que el agua de uso agricola de mala calidad es un factor de
contaminacion por E. coli. Raggio y Moro (2008), mencionan que el riesgo de brotes
de enfermedades se puede minimizar utilizando agua de riego de calidad.
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Rivera et al.,, (2009), demostraron que en hortalizas hay un alto indice de
contaminacion fecal (E. coli), a consecuencia de riego con agua contaminada con
materia fecal, omisién o desconocimiento de las condiciones sanitarias basicas de
manipulacion. Tales resultados concuerdan con la presente investigacion, ya que
uno de los puntos de contaminacion esta en la manipulacion del traslado de campo
a empaque, reja de transporte, afladiendo rodillos de empaque, agua, suelo y plaga
de sapos. Los datos obtenidos por Luna et al., (2012), indican que las especies de
enterobacterias en fruto y suelo, identificadas con mayor frecuencia, tanto en tomate
y suelo, son E. coli y Citrobacter freundii.
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