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B tomate es la hortalize deomayor consumo en todo o mando y i de mayor vator
coondmicn, Su demanda auments contindamente, y cen ello el riesgo de infeceiones
uastro-intestinales debido ala presencin de bacterias patdgenas en fiuto de omae, es
por ello que une de los principales retos e identificar y dismiouiv o anelusive eliminar
los microorganismos que s encuentra como eontaminaniey del mismo, soubre todo
aquelios que implican un viesge o la salud publica, como o es Salmonella spp oy
coniformes, ste grapo bacteriano incluyen patdgenos opurtunistas  que incluyen
bhacteriag vportunistas (Klebsiclla prewmoniae) vy profesionales (£ cofip, n los altimos
afios Sefmonedla enterica se ha relacionade con broles debido ab consumo de fiias v
verdyras., Bl principal objetivo de osta investigacion Tué  cuantifiear Ja presencia de
colitormies tonales o identificar Tas especies de £ wali v o miembros del penera
Scibronelba en tomate de empagues ageicolas v de supermercados de o ciodad de
Cudiacdn, Sinafoa. La investigacion se realizd dividiendo en tres siveles de calidod tatia,
medio y bajo) tanty a supermercados como enpagues agricotas, Tomande como
relerencin ef Manual de Buenas Practicas Apricols, claborsde por el Centro de
vvestigaeton en Alimentacion v Desirotior A, L para e sy de empagues agricolis:
para sypermerados  se husd e Iy indmestructur de Tugar, linpieza, disenn
argritectanico, avomode del rgi, higiene yovestimenta de sas tabagidores. Se Bevaedn
ocabo B omuestreos aovada nivel deoampres (Bimpague agricokn v osupecmercadi)

restltando wn total dhr A8 miiestreos, Beoseleccionmren 3o b omiles e mgueslen von



pesy total aproximado de 300w Se empuagaran en 300 ml de suoa purificads estéyil,
agitandose por dos minotos, se empleo la therien de filteacton por membrang parg
cmpagques agricolas yoextension en placa en muestras de supermercados, para I

o

cittlicacion de coliformes wiakes v presencia de £ coli 5o utilizo an mwedio de onltive
cromoegenico (Beoy, los medios de coltivie Tueron eubados a0 37°0 por 240y ef dia
sipuiente e determine de nunera cuantitativa los resuitados de coliformes totiies v s
determano o presencia de A0 cofiy parac fa deteominacion de Sefmoncelia spp, se
centrilugaron 250 mb de agus de enjuague por 25 min. 2 4000 N g, para dograr la
sedimentacion bacteviana, S twmaron 0 mib del sobrenadante v se adicionaron HO mi.
de medio de enriguecimiento (Rappapor-vassihiadis), B cval se incubo a 37°C por 24h,
el sivuiente dia se realizaron difuctones para luegn emplear fa tdenica de estension on
placa en el medio de cultivo cremogénico {Rambach), se ineubd de noevo abs mismas
condiciones v fos resultados positivos para Sefmonelfa spp.ose conlivnuron por medio due
PCR, Geho probables vesultados positivos fuceon oblenidos pars Salmonedla spp.
Litilzands el medio cromaopémon, Tos cuales fueron confirmados mediante la téepica de
v Reaceion en Cadena de fa Polimerssa . obtenténdose un resultado positivo de [y
muestiras obitenidas de sopormnerandos, Para £ coff se obtuvieron 3 resyltados positivos
e empagies agriicotas v 8 resultados positives en supermercados, Coliformes totales
Raeron deteatados v coantifividos mavarmente e supermereiachss con omy nwdin Toy de
399 LICAaL queencempaaees agrivebes gque gt e media Loy de F 70 VHCANT
walo debide ol mal maneje del Bato en el supernercido poe Ly goe se pusde conelui gue

s allins cantidisdes decolitormes wlles v a presencin de B cofi eoncontridis hagen



posible To presencia de bacleeins paldpenas ya o fos cobiformes incluyen hacterias
oportunists coma o es Klebyiella piavmoniae v que el resultado de I presencin de
Seelmenella en una muestra de supermercado, os suficienie parg poder considerarhy con

un eontmmingnie de fasoperlicie de tomate,



INTRODUCCION

En Tos dhtimos afios, el comercio mundial de alimentos freseos (mportaciones y
expoftacivnes sumadas) superd los 300 millones de ddlares anuales (Bancomest, 2004,
oo los ubiimos cuateo afos, [a agricubura de exportacidn se ba concentrado en 14
pranductos agrivolas, ef principal producto de exportacion actudd es el tomate con una
partictpacion del 16% en promedio anual {(Bancomext, 2004},

La posicidn geogrdlicn de Mdxico Tavorece ef ffujo comergial de sus productoy
agricolas al exterior, fa perecibitidad del producto, vida de anagquel v cumptimiento
estricto del tiempo en fa exportacion se conjugan para impulsar la plaalonma agro-
gxportadoers mexicana (Bancomext, 2004),

sudoa es e productor mids importante de hortalizas en el pais o pesar de la crisis
coommmica de Loy altimes aftos, s el principal exportador de estos productos o los
EAEA y en ung de tos principales proveedores de hortalizas o otros estados de o
Republica (Gaxiola, 1998), siendo el womate Ta hortaliza mas representativa del estado,
L Banco de Comarcio Exterior (Bancomext) tene registrada 74 empresas productoras
de tomate en Sinmdoa yoes o Valle de Culiacdn el que aporta ef mayor porcentaje de
produceron y exportacion (Goxioln 1998),

LD consinmg per aipivs del yomate se b inceementado en ois del 23% en los
alfimes afios sobre todo e FLUUAL represemands an imeremente en el volumen W
omale (s deomas e 2 milienes deotonehsdas (Movre, 199950 Ly demanda de el

hortalize ha propiciado que brocavidad hoetieoln se modemice ivirtiendo en i mas alia



teenologio e innovando e la comercializacion del producto logrando gue esty metividad
seeonviera en una de s mas productivas del estado v del pais (CAADES, 2000).

Ui grany variedad de factores contribuye o la contamimaeiin de ftas v hotatizas
por microerganismos causantes de enlfenmedades a los humanos, Algunos de Jos Tactores
que prdieran commsiderarse de orieszo e ln ealidad microbiologion de tos producios
lrescos incluyen: el uso de agua de viego contwminads con heees fecales de humanes y
animales; procesos insdecundos en Toy campos de coliive; pricticas deficientes de
desinfeccisn; condiciones ihapropladas durante empaguer higiene deficionte de los
pabajudores: y el mal manejo durante almacenamienty y o ransporte del producio,
ademas de omal manejo el fruto en oy supermercados, Aunado o esto, uha vez que
ocuree la contaminacion, muchas microvrganismos patogenos poseen la capacidiad de
sobrevivie por fargos periedos de Uempo en Trutas y hortalizas rescas (Castro ded
Camypw, 2002y Algunos microorganismes son tmbidn capaces de sobrovivir g procesos
die desindieceron, v incluse deomultiplicarse en ¢l producte durante almacenamicnto
(Chaidee, 2002,

Fos mdereorganismos  indicadores e o condicldn sanitana mas contfnmments
utilizado son los calitormes. Generalnmente se reconoce gque b presencia de eoliformes
inclica una condicidn sanitaria poabre (Hirotani ¢ af., 2002%, sicmdo fscherichia coll,
miembr ded grapo cotiforme. el indwador por excelencia yiv gue coloniza el intesting
ded hombire en pocas horis despigs del nocimiento, se reconoae cont Hocg normad « o
diferenviin de oleos colilarmes gue paeden tener sitocigen no fecl, el origen de £ coli es

foed (Rodvigoes, 200250 oneroorgianisiues gue perteneeen ooste prapo deindicidores



pueden alojarse en frofas y bortatizas frescas en b pre-cosecha o durnte Ty post-cosecha
(Mijayakumar - and - Woll-Hall, 2002, Bs o posible que o presencia de estos
microwrginismos ndicadores sedalen contaminacion fecal y ef viespo de ki presencia de
patigenes oportanistas como Klebsiclla preimonioe (Hivotani ¢f ol ) 20005 v patdpenaos
como o e Salmonella errerica, cansante de T salmonelosiy gue se presenta por Ta
mgestiy de alimentos que contienen un nimers eritico de edluley de esta bactecis MNopva
and Lillehaug, 1999 que es uno de los patdgenos mas bnportantes en enfermedades
hamanas por el consume de alimentos (ded Cereo g of., 2003), det tot! de los casos de
wfeecion causados por esta bacteria, mas del 93% s por el consumo de alimentoy
(hepanovid ef al, 2003} Esta bacteria es la principal vausa de pastroenteritis en fos
Estacos Lhnidos {Gawande and Bhagwat, 20023, con aproxtmadamente £5 millunes de
casog eon L3000 haspitalizaciones y 300 nuiertes snuadmente (Mead ef af, 1999 Gue et
wl., 2000},

Los alimentoy de ovigen amimal, como potlos, hueves, aime y productos oteas,
son reconosidos histdricamente como veliiculos de espocies del genero Safnmnellia {Cuo
veoad, 20000 Pratas v horalizes eran mramenie veportadas . coma vehiculos de
trapsision de Swloronella spp. (Wel el T993), 50y cmbiirgo, en ados veciemas, oy
brotes e infecciones ssociados con fruts v bortalizas eouday v mdnimamente
provesidies i ocuerido conmayer frecuencia (e Roever, 1998), Bsto debids o que of
consume e B misons se iy inerementado en fos Glimos wfios (Bhagawan, 2R por o

g aetiatlimente fs infovaiones ban sido recorsentos (0 eis or af . 2000 Scabanel o

-



spp. ha estado wvolucrda en brotes pur el consumo de wmate, melones, sandia, berro
de mostaza y (tijol (Beachal, 1996; Sehuenzel and Harrison, 2002).

Bl consumo de tommes freseos fué eprdemialogicamente asociado a 176 casos de
infeceicn por Sealmianella fovione co Blinois, Michigan, Minnesota y Wisconsin en | 990,
Fio 1993, se ddentifiearn los tomates como vehloulo de o infeecion  del brote
multiestado veasionady por Safmonefla enterica serotipo Montevideo (CDC, 1993 Guo
et wl, 20000 Ahuang ef @l (1995) deseribieron tus condiciones que influyen en s
sobrevivencta v crecimiento de Swhmonelfa enterica serotipo Monlevideo on
superticie de tomates, B erecimientny rapida ocurrid en tomates maduros cortades (pH
A0 a wemperatuea ambiente, Salmonella emterica serotipo Enteritidis, Salmonella
enfericg serotipo Infamis, y Selmonella enterica serotipo Typhimurtum se han repostado
que pueden desarrollpese en tomates Breseos (pH 399 a 4,37y 2 22 v 30°C (Asplund and
Murmi, Y Guo e al,, 20001

Por do tanto, s importante que duranie Tas operaciones de campo y empague se
deban o seguir ciertos lineamicmos, normas y conteoles que aseguren que el
crecimiente de Ly Oora sormal del producto esta controlado, y que existe un programa
presentiviy de gontaminacion poranicroarganismos patdgenos. Debemos toner presente
g toda persona tvolueeada en T indosteia de fidas v hortalizas deberin de mantence
altgs estandares de higiene personal, Ademids no debemos de olvidar gow para este tipo
deprodectos, altamente perecederos, T igiene se deberd mantener durante tdo vl

et disde sucoseen lasta s eonsumo Csebler er gl 2001),



B mantener la higiene v las buenas pricticas de sanidad on fa industria de frotay y
vegetades, es responsahilidad de todos os que estdn enveehtos en su proceso: desde el
que cultiva hasta el gue o pone a disposictdn del consumidor final, Todos deben
entender la necesidnd de tas Buenss Practicas de Higlene v deben ser entrenados en
con mplementarkas, yo gue mochas de lag malas poicticas, se deben a b ignorancia,

B atslamiento ¢ wdentificackin de Salfmaonella spp. continnan siendo un problems
ipartante tanto en fa microbiologia clinlea v apticada (Hoorlfar er af., 1999), como en la
microbiologin de los alimentos. Los métodoes convencionales generabmente vequieren de
72 0 94 h, stos consisten en un pre-enriguecimiento para b reguperacion de Salmonella
SPPR, evriguecimiento selective que parmite el crecimiento de especies del penern
Nealmomela y reduee la presencia de obras especies bacterianas, aislanients usandd agar
selective, v confirmacion por serodogla y proebas btogquimicas (Tan and Shelef, 1999,
U ode Jos métodos mibs prometedores para o deteccidn de Salmonella spp. se basa en
[ reaccion on cadena de b polimerasa, (PCR, por sus siglas en inglésy que combina la
simplicidad con una alta especificidad v senstbilidad para s deteccion de bacteriay
patdpenas wenoalimentos (Kinae e al, 199, Hoortar e el (1999, teabajaron gon
conrtioles presuntivos v negatives de Salmonella spp, para determinar Ly cspectlicidad v
sensibilidad  del PR Oliveira ef of., (2002} determinaron da especificidad
sensibilidad de PCR combinade con Rappoapert-Vagsiliadis (RY) pam o doteceion de
Sl e spp. PORCRY e un mdleds sensible v disminuye ol tieempo para o
identilicacdn e Salwonelle sppo (Olveiva er al 20030 Wang e wf (1997),

desirredlaron un protocels universal para [o deteceidn de 13 puldgenos en alimentos por



PORCCGuo e af., (20003, lograron la deteccion de Safmonells Montevideo pur POIR en
omates moculados, con la utilizacion de oligos derivados de i,

Pov tado la antes mencionade y debido a Ta fala de estudios cientificos gue determinen
la- conaminacion por microorganismas indicadores v sobre todo presencig de
Sulmonetla spp. en tomates de empaques agricolas v supermercados, PERTESENIA
problema ala satud publics, Es por ello que en el presente estudio tuve come ohjetivo
detenminar Iy presencia de Safmonella spp. Escherichia coli yooocuwantilicacion de
coliformes totales, en fa superficie de tomate provenieme de elpagues ageicolas y
supermercados wilizando pua Lecherichia coli y coliformes un medio de cultjvy
selectivo (BCC) y poara Salmomella spp. un medio de enriquecintiento Rappagyor-
Vassiliadis (RVY medio de cultivo selectiveo tagar cromogenteo Rambach), v los

resubiados pusitivos fueron confirmados por PCR.



OBIETIVOS

Determinar o presencia de Bschervichia coli, Salmonella spp vy cuantilicar a
coliformes totales de B superficie de tomate recolectado de empaques agricolas v

SO i,

(ijetives particutares

Detenminar ta presencin de Escherichia coli v Salmonella spp vy cuantificar a

coltformes wotales de fa superlicie de omates recolectados de empngues agricolas,

Determinar Ta presencia de Eycherichia coli v Salimonella spp oy cuantificar s

eoltformes tolales de fa superficie de tomates recotectados de supermercados,

Elentiticar el peners Selmome/la mediane fa weniva de la reaceion on cadena de o

polimernsa.

Establecer fas diferencing de contaminacion por colifurmes Lotales, Kvolerichia
ety Submonetla spp. existentes enbre oy empagques agricolts vy supermercidos,

cyaduados en el presente estudio



HIPOTESYS

Existe mayor presencia de colitormes totales, fyefrerichia ool y Salmanella spp.

en los tomates de supermercados que en los emprques agricolas,

La téoniea de faoreacetdn en cadena de la polimerasa es mas especilica que ¢l

madic de cullive cromogénico Rambach,



9

METAS

Generar informacidn clentilica acerca de fa contaminacion por coliformues ttales,

Eseherichi coli y Salmonella spp. en tomates de empagques agricolas y supermercados,

Mostrar fa posible incidencia de coliformes totales, Exvclerichio coli y Salmenella

By en bomales de CIpagues ilg:",[‘i\'.:‘..?]m:f“r ¥ o5u I}E:I‘F'i'lC?l'L]!:’:kfh.‘l‘.‘i.
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REVISION DE LITERATURA

Cienerabidades

Lnotos dltimos afios se hg registrado un notable  incremento de brotes
epidemivkiyicos asociadas con el consumo de fratas v hortalizas frescos, De acuerdo
con dates del Centro para e} Control de Eofermedades de B, LA, (CDRC, por sus siplas en
ingles), durante F973-1997, en fos EALAL se duplicd L proporcion de brotes debido al
vonsyimo de productos Trescos (NACMCE, 1999,

Entre Jos factores que influyen en la incidencia y la epidemiotogia de las
enfermedades, sobresalen el nivel general de higiene en el mancjo de frutas y hortalizas,
la plobabizacion en el suministro v distribuctdn de productos frescos, Ta introduceidn de
Jos patdgenos en tuevas dreas peogeaficas, fos cambios en la virklencia v resistencin
ambiental de bos patdgenos y los cambBbios en los bdbitos alimenticios de la poblacion
(Beuchat, 1998,

Los productos freseos son Jos productos sgeicolas gue se venden al consumidor en su
estado ot o con o minimo de procesamiento; bvado, encerado, desinlectade,
cortido, refrigerado o congetado, algunos chavpios de estos Ewos encontramis &l

Imite, pepino. meldn yonngo (Cstro del Canpo, 2002),



Buenas praclicas apricolas

Uno programa electivo de sanidad contiene dos componentes principales, L

primera esta relacionado con Ja higiene personal, ¥ el seaundo considera By intepridad

del producto, El significado de B palabra higiene asocia al producto con buena salud y
se rehiere a que el producto es limpio y tHbre de riespgos fisicos, quimicos v bioligicos.
Cuando este concepto se aplica a los productos frescos v al proceso, es indiendor de
buena calidud en o medida en que no existe ningdn riesge de intoxicacion o
envenenamiznto por consumic atimentos contaminados (Siller e al,, 2002),

EF Hevar productos freseos a by mesa del consumidor desde el campo involueran
muchos procesos (stembra, desarrolly del cultive, wosecha, tansporte a ta planta,
empigue, almacenamiento, transporte a mercados teeminales v distribucion) en tos que
los productos se encuenbian expuestos al mangjo humano v al contacto con mierial v
euipo que aumentan et riesgo de cortener agentes contaminantes. B principal problems
para tos productos alimemicios en general, es el evilar loy riesgos por contmminacion
mivrobiolopicn v sy descomposicién (Siller ez af,, 2002,

LD medio ambiente estd Heno de microorpanismes que de Torma najaral Uegan al
producio vepetal, y que sun parte de s miceollora nosmal; pero en cealidad piy pocos
de ellos vepresentan an viesgo pars la salud. Laverdadera contaminacian ocurre cuandy
wstos Henen contoete direeto con vontinimieion Tecal o industeiad, o por contaminagion

cruzaska det personal, fnseetos o roedores, Bijo esis clreanstaunciay, Tos microorganisnios



pueden estar en nuestog suelo de cultive, on eof mpu e riego, en ¢ agua de lavado, en el
persenal, ete, (StHler er o/, 2002),

Por lo tanto, es importante que durante las operaciones de campo ¥ oompague se
deban de sepuir clertos Hneamiontos, normas yoeontoles gque aseguren que el
crecimiento de y flova normal del produsto esta controlado, ¥oque existe un progrima
preventive de contmminacion por microorganismos padgenos, Debemos tener presente
due loda persana involuerada en fa industria de frutas v hortalizas debersn de mantener
altos estindares de higiene personal, Ademas no debemos de olvidar Ui para este tipo
de productos, altamente perecederos, o higlene se deberd mantener durante todo ol
trayecto desde su cosecha hasta su consumo (Sitler ¢f al., 2002,

EF mantener 1a higiene v tas buenas practicas de sanidad en fa industria de frutas y
vegetales, es nesponsabilidad de todos los que estin envoeltlos en su procesn: desde el
queeltiva hasta el que 1o pone a dispasicion del consumidor Tinal, Todes deben
entender la necesidad de las Buenas Practicas de Migiene y deben ser entrenados on
cam implementarfas, v que siochas de las matas pricticas, se deben o la BN,

Las Buenas Practicas Agricolas en el campo iniian desde la seleccion del tereena
y s alrededuores, ta calidad del agua de riego, | aplicacion de plaguicidas, la higiene y
sanidad del trabajador y Tas instalaciones sanitarias | entre olras, Lay Buenis Prictivas
Agricofas en el Lotpague incluyen picos como Tas instalaciones. o disefio vl
wonstryecion de e plants v el eguipo, mapas ¥ disgrama e Mjo, proteeiomes,
instalaciones sanitavias, sealantientos, mpicen v saniduad, Lipo du detergentes. Hpo da

desinfectante, hojas wenivay v de seguridad, almacenamiento de productos de Jimpiesa v

h



materia prima, ecepeitn del producto, lavado de froto, calidad del apu, selecciin del
fruto, empaque del frote, educacion y entrenamiento de fos wabajadores, apua de
consunig, embalaje, contrel de etiquetado, condicion de transporte, el conmal de plagas,

s provticas de proceso v las praclicas personates, ete, (Siller ar ol 20023,
) i . .

Mis de 200 enfermedades conocidas son transmitidas a través do alimentes. Las
causas de enfermadiades deorigen alimentario incluyen: bacterias, virus, pardsitos,
toxinag, metales y priones y fos sintomas de estas enfermedades van desde ligeras
wstroenterttis hasta sindromes de fatamiento newroldpicos de por vida, hepdticos y
cenades, Se han estimado que fas enfermedades de origen alimentario causan de 6-81
mitlones de enfermes vy hasta 2000 muertos cada afio en fos Bstados Unidos de
América, Existe o percepettn entre Jos consumidores estadounidenses de que los
productos tmportados, son Ly causa principal de este tipo de enfermedades, Por su parte,
en Mésico I Secretarls de Salud informd que en el periodo de tos afios 1993-97, de 2,93
millones de personas enlermas por B causas ontes deseritas, v Tugar un promedig
anual de TOI00 defunciones (Vasguez y Cabeal, 2007}

En bos paises en desarrolio fas enfermedades disereicas epresentan uno de s
problemus de salud pablica mis importantes, con repercosiones gque inciden an el mbilo
cenndmicsy, sowial v politieo. SExice os ana de Jas naciones que reistraban s nivel

reundial b Leats de mortatidind mis elevadas por estos padecimientos (ke e Lsihast,



P86, Nuntale, T988), siendo muy elevado ¢l costo tanto en vidas bumanas v rectirsos
mwidicas destinados o ta atencion de os enfermos, como en péedidas de tiempo
laborabbe, vir que comstituyen ang de Jas primeras caasas de musentsmo laboral (Olane,
[986), L etiologia de las enlermedades digrreicas es moluple, Sin embargn, en Méxion
la mayoria de tos cuadros diarreicos son de naturalesa infecciosa, siendo tos factores
msts importantes aquellos de cardeter sanitario, socioeconomico vy cullural (Visquez v

Cabral, 2001,

Inocuidad de frutas v hortalizas

La demanda de Trutas y hortalizas freseas de alta calidad, vida de anaguel
profongada y istas para ser consinidas”™ se ha incrementado tanto en Estados Uniidos
come en Luropa, generande que ta comercializacian de productos horto-fruticolay estd
divigida & los que sean manejados ¥ conservados por tecaologias de minime
provesamiento, y de aceptable inocuidad microbiologiva (Diaz y Vernon, 1999),

Ea aprecicion de la calidad estd divectamente relacionadi con el estricto respeto
por as expecificaciones establecidas en das Teyes correspondiwentes, Ey dectr, un producto
serd e bueny calidad cuando se acofn o Ly degistactdn vigente, cobra los reguisitos
estublecidoy por ol clieme, redny Ly cpracteristions esperadas por Tos comsumidores ¢
erpare, - fo Largo del fienypo. todas Fas nuevas v cambisntes exigencias, B redigeion
viey pdrchidiy dae B calidad, v By cantaminaaidn por microorganismos pindgenos en (s v

hortalizas poede ocurrir durante fy precoseehn, el corte v recaleceion, el ahnaceivuniento
| .



vel transporte, en los puntos de venta, v en el mismo empleo Gnal, Por lo que hay que
travar e prevenir dicha contaminacidn (Diaz y Vernon, P,

Al hablar de prevencion, se hace relerencia o los riesgos que se corren on toda
cadena agroalimentaris. Considerands coma ricsgo la probabilidad de gue un agente
contamimsnie, s presente en una detenminada frule o vegetad, cause dafio a la salud
homana, Los peioeipales riespos de contaminacidn en el caso de frutas y vegelales
comechados pusden ser de tres tipos,

= Bioldgieos, contaminacion con bacterias, hongos, parisitos o virus.

o Flsicos, objetos como piedras, cristales o fragnwntos de metales o empagues.

¢ Quimicos, presencia de aditivos, itsecticidas, fbricantes grado no alimenticio v
campestos de limpieza (Diaz y Vernon, 1999},

Eb centro para la Prevencion y Control de Enfernedades de fos Estados Unidos
(CCY considery que las bacterias podrian ser fx principal causa de epidemias
cundimadas con prachis de laboratorio y gue las principales rzones son;

v Pemperaturas no apropiadas de almacenamiento
s Hligiene deliciente del personal

s Temperaturas no apropiadas de procesantiento

o Alimentos en vonticty con supericies no limpias
v Fguipo comaminido

Para el caso de Dutis v Bortadias, estag pucden continminarse du maners “naturd”
con pelvo vy derea duranmie el proceso deocosecha maneie v almacenamiento, con

mivroergarisnes  patdgenos, por o operaciones de Tavado, rege o tratamientos



superficides con agun, Coalquier vipo de contaminante representa un serio riespo para fa
slud, que puede be desde el desarrolto de enformedades leves hasta serios problemas

infeccinsos o toxicos que pueden causar nmuerte (Dizz y Vernon, 1999,

Puntos badsivos pars b inocubdad de fratas y hortatizas
Los puntos consideran da codena agroindustrial que comprende la produceion,
recaleccion, embalaje, provesamiento y transporte de frotas v horlalizas freseas.

Lo By priovitacio prevenir la comaminacion microbians de frutas ¥ hortalizas, por
encinia de confiiarse en acclones para redueir Ja comaminacion una vez que ésta
se b dado,

2.0 Pam reducie al minimo el rlespo de dados por microorganismos en frutay v
hortalizas freseas, se deben adoptar sistemay de control v buenas practicas
agroindustrisles, en las dreas donde se pueda gjercer control, Slempre que éste
no antmente ef riesuo de contamingcian.

3. Fodo o gue enbra en contaclo con Jas frutas y hovtalizas frescas puede ocasionar
contaminacidn. Lo mayor fusnte de contaminacion  de  microorganismos
patdgenos proviene de residuos feeales de animales v humanos,

40 Cuando e agua entra en colacto eon las frutas v horalizas frescas,
posibilidad de contaminacion por esta fuente depende de o calidud v
Procedencia de famisma, Se debe reduciy el viesgo de contamingeiin microbiam
poroel agun uihizada en las actividades de riego vy procesanaento, Existen

evidenuins que demuoestean que el use deoagun de riego comtaminady puede

| 0y



merementar Iy frecuencin de microorganismes  patdgenos  dutectados o

productos vosechados,

Ly

. Deben reduciese bas positilidades de contaminacion de fos productos lreseos por
estigreol v desechoy solidos municipales. Bl estidreol y tos desechas biodogices
solidos sony un fertilizante inocuo v oefective siose tratan debidamente, pero
constiuyen  ung fuenie de microorganismos patdgenos v constituyen  wna
amenaza a la salud humana stsu atamiento ne es ef adecuada,

0. La higiene v practicas sanitarias adecuadas de fos operarios parlicipantes en e
proceso de produccion agroindusteial juegan un papel fundamental para reducir
al mdxima tas posibilidodes de contaminaciin por microorganismos.

7. s importante entender y cumpliv Tas leyes y reglamentaciones establecidas por
las autoridades correspondientes sobre pricticas aarivolus,

8. Se debe establecer un sistema de registro de actividades a todos 1oy niveles de
operacion agrivola (en el campo, las instalactones de sefeccion, tatamiento y
empadue, en los centros de disteibucion, en el wansporte), Parg que un programa
de inocuidad 1enga éxity debe contar con personal preparado o un sistema elicaz
de contrel ¥ monitoren, ¢l cual asepure que todoy Jos elementos del aisme
funcionan correctamente, para que se tengan datos fiables del origen del
producto, st mancjo y eanades de distribugion (Diag v Veman, [999),

Queshy claro con T anterion gque parcimplementar sisiemas de vigilaneia y control
sinilario e doda empresa dedicada wl ralies de produceidn dealimenton, serd pevesania

Ivertie g sama importante de dinere para el estblecimienty de o un sistoma Je



HACCPR, stse desen sobrevivie a las tendencias de consunto de alimentos sepuros, desde
ef cany a bomesa (Visguez v Cabral, 20010),
L tomate Ja bortaliza mias consumida en todo el mundo v la de mavor vaor

ceonimice. Su demanda avmenta continuamente (Jntoagra, 2003},

[mportacia ccondmicn

D vomate {peopersicon vsculentum ML) es una planta perenne y de diferente
duraeion, sepon suy variedades, Sin embargo, las condiclones chimatoldgicas ta bhan
convertido en wa planta anual, 2] tomate pertenece a fa familia Solandces, y su centen
de origen se ocaliza en fa region de tos Andes, inteprada por Colombia, [3olivia, Chile y
Perh donde existe la mayor variabilidad gendética y abundancia de tpos silveswey
{(Taylor, 1986).

La evidencia histdriea favorece a México como centro de domesticacion primario
dul tomate, La witizacion de formas domésticas en nuestro pais es muy antipua; sus
frutos eran bien conocidos y empleados como alimentas por las culturas indigenas que
habitaban Ta parte centiay sur de México, quignes fa Humaban <<tomati=> en lengua
nahal (Riek, 19785,

EL tonsbe es un celtivo que sobresale por so importancia eeondmicy v souial,
Ocupi ¢l prinjer Tugar o exportacion con mis de 60 mil heetireas cultivadas ol afe. 1o

gus representiy on 2 de Jeexportacion total con s de unmilldn 600 il toneladas



de tomate fresco cuye valor Muetia o 200 millones de datares; ademds, s un cubivo que
genera fuente de trabajo por actividades que van desde labores de coltive v cosecha,
liasta b sedeceiin, empague y venta del producto; asimisme, es una fgente importanle de
divisas parp el palse Los principales productores son: Sinaloa con el 67.5% de n
produccion nacional, segutdo por Baja California con ¢f 8%, Tamaulipas con 3.8,
Veracrie, Ciuanajuato, Michoaesn, Hidalgo y Sonom con voldmeoes gue Huetian it
F3a 2,0%,

Una situpcion gque ha dade ventaje a México en agricultura es ¢ erecimionto
penergdo por L sctividad hortfeota en ef estado de Sinaloa, e coal se ha sustentado en la
utilizacion de teenologin de vanguardia y en el empleo de una fuerza de trabajo de bajo
costo {UAADES, 2002) En dos dhimos aios, el tomate Stoatoense estd desplazando del
muercado o su principal competidor, et fomate de Florida, gracias a la forma que se
cosech ¥ a swomejor sabor ke cudd ba signilioado ana mayor aceptacion por parte de tos
comsumidores norteamericanos (Goxdola, 1998), Sinadoa, ademis de sce eb principal
exporiador de estos productos o Bstadoy Unidos, es uno de los principales proveedores a
los demits estaados de Ta Repabliva, y a pesar de o erisis econdmica de Tos Gllimos aios,
continfia siendo el productor mas smpontame en et pois siendo reconocido como un
estado tomatera (CAATDESE, 200023 Sin doda voo de fos mavores retos es disiminuie o
mclusive eliminar o bos microorganismos que pucden encontrarse conto contiminanicy
de productos hortivolits hongos, hacterias, protozeariog v ovitus, 56 Jos prodactos
vecthen un mangjo pescosecha apegisdo estricties medidis sanitarias darante T cosechs

velempague, el riesgo de contaminacion se incramaentis (CAANTES, 2002).



Familia de fas Pnterobacteriag

Entershaclerins

Lats entevobactertas son microorganismos acrabivs, lermentan una amplia variedad
de carbohidratos, poseen una estructura antigénica compleja; producen toxinas v olros
factores de vieulencia (Brooks ef al., 1999), B manual de bacteriotogia determinativa de
Bergey's, deline a las enterobacterias como microorganismos Cram oegalivos, de forma
bacilar, aerobivg v anacrobios facultatives, no formadors de esporas, produciores de
dtdo a partie de bactoss y oxidasa nepativa (Holt ¢f of., 1994),

Las enterobacierias son organismos que se encuenban en el suelo, aguea y
vegetacion, Cuyo hdbital natural es el intesting de humanos y b mayoria de lox animales
de sangre caliente, Bsta familia incluye, enre otros, los géneros Escharichio, Shigella,
Sulmonella, Eneerobacter,  Klebsiolla, Sereatia, Protens. Algunos microorganismeos
entericos, como Lxeherichio cofi, Torman parte de Ja fora normal e incidentalmenty
vawsun enfermedad, en tainto que otras bacterias como Salfmonellas v Shigellos, con gran

frecueneii son patdzenas pars hamanos (Braoks of al., 1999).
| 2 .

Carvacteristicas Metahdlicos de Enterobacteriag
1 prime indicio de gue un aishinmiento pereneee o la tamilin Bnlerobacterineea
lo-constitiye una tneddn de Gram negativa yosu arecimients en medios de eallivo

solidos especificos para enterobacterias (Kenemun e al 1998)0 Sin embargo, |



dilerencincion de das enterobacteracese se basa principalmente en 1y presencia o

suseocia de difercates enzimas eodilicadas por el material gendlico bacterisno, sty
enzimas dirigen el metabolisme bacterinng por distiofas vins que peden detectarse con
mediog especiates usndos en Wenicas de cultivo in vitey (Koneman ef al,, T998), Loy
sustralos con Jos que reaccionan esias enaimas s incorporan al medio de eultivo junto
con un indicador eapaz de detectar la utilzacion det sustrato o la presencia de productos
metabilicos espectficos (Koneman ef al, 1998) La diterenciacion de enterpbacteriag
puede agetar un gran ndmery de proebas. Sie embargo, haciendo alptotas observaciones
se puede asepurar que el microorganisma pertenece a este grupo, Por definicion, para
que u microorganisme sea clasileado dentro de ta Gomilis Vilerobacieriaceae, debe
atilizar glucosa en forma feementativa , reducie nitatos & pititos y no exhibiv actividag
de citrocromuonxidasa (Koneman o al,, 1998),

Vithizacion de hidros de carbono, BE téeming “fermemacion™ se usn para referivse

a aoutilizacion de los hidratos de carbone por las bacterias, La fermentpeion es un
provesy metabdlico de oxidorreduccion oo donde, un sustrto arginico sirve oomo
aceptor electronico Hloal de oy electrones, en lugar del oxlgeno molecular {(Koneman ¢
al, 1998) Podas las bacterias pertenecientes a la familia Enterobactertacene utilizan
hidratus de carbonpg mediante un proceso de fermentacion denominado “lfermentacion
auishy mixta,” en donde el dedo pirdvics restudmate de B glecdlisis Tnalmente deriviy e
g variedad dederdus orgdnicos, come deide acdético, propitico, suceinico, formico v
atros {Ronemian e af, 19981, Las bacleriag se diferencian por los hidvates de carbona

gque wlilizan v loy tipos y eantidodes de deblos mistos yue producen, Bstay diferencios



permiten separar diferentes espectes. Por ejempla, la feomentacion de glocos por
Escherichio coli produce gran cantidad de deido acdtico v Hetico con una mareada
disminucion del pH del medivy de procba, mientras que o grupo “Klebsiolla.
Lterobacter-Hafnia-Sevratio, " metabolizan deido piravico produciends sectil-meti]
carbivtol y dcidias mistos en menor cantidad, 151 pas resultante de bacterias fermentadoray
es basicamente voa mezela de hidrogeno y dioxido de carbone, tormada a pardr de 1a
ruptura ded dcido Ormico. Cualguier bacteria que forma gas en un medio de pracba con
idratos de carbono, primero debe formay deido (Koneman er al,, 1998),

La fermentacion bacteriana de lo lactosa es mds complicada que la de ghicosa, La
lactosa es wn disacdridy compuesto por gluieosa y galactosa unidas por un vineglo de
oxfgeno conogido como “enlace galactdsido™ Para que una bacteria wiilice lactosa deben
estar presente dos enzimas: J-galactosido permeasa que permite of wransporte de lactosa
i traves  de o pared eehular bacteriang y [B-palactosidasn, una enzima necesaria para
hidrolizar ol enface fboalactosido una ver que el disacarido ha entrado a In eélul,
liberando glucoss vy galactosa, Enseguida, se produce | degradacion de 1o phicosa
{Ioneman ef al, 1998},

enieinn de carbobideatos v produceion de dcido sulhidrive. 135 nevesario un

medio ambieme deido para quie un microorganismo produzea deida sulMidrico. Coma ¢l
medio con el carbohidrato fermentable s wma deido con la Termentacion de éate, hay
pumaento deiones hodrogena yoestoy reaceivman von el azafre del tosallaty de sodio
presente enomuchos medios Tormands TS, el coal reaccionn con s sales de hiver

tambidn presentes produciendw un precipitado megeo insoluble (Koneiman of of | 19985,



Redugeiim de nitratos, Todis las enterobacterias, con excepeion de ciros biotipos

de foterobacter agglomarans y especies de Brewinda, reducen pitvalus a nitritos, Los
microorganismos que reducen nitrates Uenen fa capacidad de extraer axigeno de nitraos
para forma niritoy y otros productas de reduccion (Koneman ez o, 1998).

Actividad dg eitocromoosidasa, Todo microorganismo que muestre actividad de

vitoeromwoxidiass se exeluye de la milia Bnterobacteriaceae (Koneman ef of., [G48).
La presencia de esta enzima indica que el microorganisme e capaz de flevar a cabo un
metabolismo oxidativo, donde se transfieren los hidedgenos del acido pirdvico al ciclo
de krebs y el aceptor electrdnico final es of oxigeny molecular v se forma upus (Stryer,
(993} Las bacterias de la fumilia Enterobacteriaceae, realizan un metabolismo
fermentative, porque estdn presentes enzimas necesarias para oxidar deido pirovice a
acido fctico y otroy deidos organicos. De tal forma que no vequieren de oxigeno
molesular comu aceptor electronicy final v In enzima que cataliza la oxidacion del

cllocromo ne est presente (Konaman g qof., 1998),

Microorganismos indicadores

Los microorganismos indicadores de o vondicion sanitaria mas cominmente
utilizado son fos coliformes, Generalmente se reconvee que Ta presencia de eoliformes
indica i condicion sanitavia pobwe (Hivotani er wf. 2002), las enterobacterias y
consectentemente sy indicadores. coliformes tomles y fecales han recibido slencion,
desde hace fempo, come contaminanies de produetos agrienles (Ercolmi,  J9%)

MHCHOTRITEIMes g pertetecen g este gropo de indicadores pueden alojacse s fiaay v



hortalizay frescas en o pre-cosecha o duranie la post-cosecha (Vijayakumar and Woll-
Hall, 2002}, siendo Eseherichia coli el indicados por excelencia ya que eoloniza el
intesting del hombre en pocas horas despuds del nacimiento v se recaonoce cono flora
normad { Rodeigues, 2002),

La deteceion directa de baclering patdgenas. virus y quistes de protozoarios
reyuiere de procedimientos muy costosas y que consumen mucha tempu, Estos
requertmientos condujeron al concepto Je omanismos indicadores de conlaminacion
feeal. En 4914, el Servicio de Salud Poblica de los Fstados Unidos adeptd al grupo
coliforme comp un indicador de contaminacion fecal de agua potable (Gesba, 1987), 1y
posible que estos micrporganismos indicadores setalen contaminacion fecal y el riespo
de fa presencia de patdgenos, coma lo es el genero Sabmorella (Hirotani ef al., 20029,

Los eriterios para un organismo indicador ideal son los siguientes (Bitton, 1994);

I Debe ser un miembra de la microflora intestingl de aninales de sangre cationte,
2o Debe estar presente cuando 1os paldgenos esén presentes v aysentes en muestras
e comaminadas.

Prebe estar presente en nimeros mds grandes que el patdgen,

Led

Ao Debe ser ab menos igualmente resistente que el patdpeno o tas condiciones
ambientales,

S, N dube mudtiplicarse en e ambiente,

0. Debe ser detectable por ndtodus sencillos ¥ ceondmices,

o organisma indicador no debe ser patdeeno,



Coliformes, Tottes Bl geupo de coliformes totales incluye tas bacterias acrdbicas v

anaerobicay facultativas, Gram negativas, no Tormadoras de esporas, de o bacilar
que fermentan la Jactosa con produccion de gas en 48 horas g 37°C (Bitton, 19943, s
gropoincluye B eoli, Enterohacter spp. Klebsiella spp. v Cltrobaeier spp. Fstos
coliformes son descargados en grandes eantidades er heces hamanss ¥ oaninuades. bstos
indicadores son Utiles e (o determinacion de ta calidad en agua potable v alimentos ast
anney eh aptas recreacionales (Bitton, 1994). Algunos miembros de este grupe como
Klehyiella spp. pueden crecer bajo condiciones ambientales en residuos industriales v
agricolas, En plantas de tratamiento de agua, el grape de eoliformes tolates es uno de los
indicadores de mayor uso para determinar fa eficiencia del tratamiento de la plants
(Birion, 1994), Las pruebas para deteceidn de coliformes son un paso tadicional en of
contiol de calidad en gereral de productos cdrnicos, Jacteos, avicolas, congelados o
aivados, ast como en frtas y horalizas frescas, Ex posible conocer tos niveles de
colilormes existentes en fas materiay primas, producto en proceso, producto leentinado,
ambiente e manufactura y equips (Petrifilm 36, 1998,

Colitormes Pecales Este grupo inshuye todos los coliformes que fermentan lactosa

poA ST Lo coliformes Tecales comprenden bacterias como Evcheriohio culi v
Klebatiella prcmostive, Lo presencia de coliformes fecades indicn fa presencins do
materia fecal de animales de sangre calieme, Se ha sugerido of uso de £ cali como Gicn
indivador e contaminacion feeal, v que poede ser Bieflmeme distinguids e otroy

}

mdembeos del prupo coliforme fecal por laausencin de ureass v presencin de {3

ghicoronidasa (Bitton, 199410 Los coliformes (eeales presentn oo patson de



sobrevivencia similar al de las bacterias patopenas, sio embargo, s ufitidad como
indicadores de contimminacidn viral o con peotozoarios es limiado ya gue son menos
reaistentes a la desinfeccion (Bitlon, T1994),

Lexcliericlic eoli ws un bactlo gram negativo, anmerobio Bpealtative de b Gl

Enterobaclerigeeae, il Sscherfehic, Psta bacteria eoloniza el intesting del hombre
pocas hors después del nachmiento y se te considera un mitcroorganismo de 1o
normal, pero hay cepas que pueden ser patdgenas v causar dafio produciendo diferentes
cuadros elinteos, entre ellos diarrea (Rodrigues, 2002),

Clon base en su mecanismo de patogenicidad v coadro clinico, fas cepas de b ol

FLEC),

cawsantes  de o dinrrea seo clasilfican en sels  grupos;  enterotosigéniea {1
enterohemorndgicn fambidn conocidas como productoray de toxing Yero o toxing
(EPECY, enteroapregativa (FAECY v adherenciy difusa (DAEC), cuvas caracteristicns
principates se describirdn brevemente v se resumen en ef stgwiente cuadig (Rodrigues,

2002),

0



Cundro ) Comeweristicas do los grupos de Secherichia eoli causantes de diarrea.
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Parg determinar ef prupo patdgenn st que pertenecen Kautfivan desareotld un
psquent de o serotipificactdn gque continuamente varla vy que actalmenme tiene 176
nithzenos somaticos (O3, [12 fagelares (MY v 60 capsulares (), B antipeno #0O" es el
responsable del seroprupo; o determinacion del amigeno somdtico v flapelar (O:H)
indica el serotipo, ¢ cual en oeasivnes se asocia con un cuadro clinieo en particular

(Rodripues, 20023,

Incidencia de bactertas patdpenas

La amplin distribucion de £ codi hace inevitable que o mayerta de los alimentos
eridos se encuentren contaminados por este microorgantsmo. Los alimentos erudos
comtn vepelales y ensiladas de vegetales estan ocastonalmente contaminados con
serotipos de £ eold capaces doocausar infeccion en humanros, incloyendo B coli
OISTHT, gque estd siendo encontrada o un rango cada vez mds ampiio on anfmales
(Bell y Rrvakides, 1998),

Histdricamente en la industria de alimentos, ha sido escaso el andlists para fipos
especilicos de Keodi s a partic de Ta reciepte energencia de £ coli Q137007 v del
desarrofle de métodos especifices par su defeccidn. que los produclos frescos han
comenzisho a analizarse para este patdyena espeeilivamente (Bell y keyakides, 1998),

Mt que Ja presencia de By mieroorganisme s poco freeuenie g en nnmros
iy bajos en produstos crados, coma es el ciso de 2 cofi QTST T el undfisis de dicho

organisme padeia see de benelicie Timiado, yiogque fa oporaimidad de detectaelo s muy

24



pegueiia, Bajo estas circunstaneias el analisis de indheadores de comaminacion v /7 eo/i
pusden proveer mejor informacion relaliva al control del proceso, Generalmente, Jos
reswllados de Las proebas de £, coli resubian en an mejor asepuranienty del control de la
Riglene que bas praebas para B, cofi O157:17, aungue Ias condiciones de un acuerde de
compra pueden reguerir andlisis para este paldgeno (Bell y Kryakides, 1998),

s importante mencionar que by investiganctones on hortalizos rescas v ensaladas
en el mercado a nivel detatlista, reportan brecueniemente a £ coli come contaminante,
Ovasionalmente también se reportan especies de Salmonella, pore la presencia de £ cnli
DTE7 7 en estudios de yuting es rava (Bell v Kreyakides, 199R).

No ey posthle excluir completamente el potencial de contamiacion de patdgenos
come Fcoli QESTIHT v Sabmonella, pero los procedimientos desde el campo hasta ol
producte eeminado, deben orientarse a minimizar b oportunidad de que eslo vcuera

(Betl vy Kryakides, F998),

Satmawrella spp

BV wéners Salfmonella pertenece a la wibu Salmopelleae, de I familia
Enterobasterivesae. Las miembros del género Safmomella son bacilos grame-negativos,
de 0.7-05 % 2.0-5pm, generatmente moviles por Nagelos perilricoy (exceply 8.
Catlinarum),  anperobios  facaliatives,  no o esporelados, Fermentan glycosy con
producetan de deido v gas (exceplo S Typhi), Pambidn fermentan L-arabinosis, mabiosn,
D-manitol, Damanosa, L-ramnesy, Dsorbitol, trehatosa, D-xilosan v B-deleitn, Son

ostdiasi negativo, catalasa positivo, indel v Voges-Proskaver (V1) nepmtive, rojo de

2



metilo y citrato de Simmons posilive, urea negativo v producen $H, (Terraga ef af.,
2003).

Bl génere Salmoneila fue objeto de sucesivas modificaciones, n través de los o s,
en [o que respecta a sunomenclalura y txonomia, Sin embarge, todavia stpuen vigentes
las jdeas desanolladas por PR Bdwards y LW, Ewing, en la déeada del 40, cuando
definicron ¢ identificaron las primeras cepas del pénero Salmonelia v ode otros miembros
de da familia Enterobacterivocae (Yerragno e al., 2003),

Estodios del DNA mediante tenivas de hibriducion mostraron igue el género
Salmonella estd constituido por 2 especies; Swlmonella enterica ¥ Salmonetla bongort,
stlmonedla enterica estd compuesta por 6 subespecies: Salmonella enteriva subespecie
enterica,  Salmonella enteriva subespecie salomae, Salmonella enrericy subespecie
urfzonce, Salmonellt eimerica sehespele diavizoma, Salmowella americo sy bespespecie
hoderere y Salmonella enterica subespecie Indica, A su ver Jas subespecies da
Soltmonelhe enteriva v la especie Sulmonell howgori se dividen en mds de 2400
serovariedades, que estin delinidas en funcidn de diferentes asociaciones de fctores
anligénicos somaticos O v agelares M (Perragno ef af | J0M3)

La mayoria de b serovariedades aisfadas del hombre y de los animales de singre
calivnte pertenceen a la subespecie enferica (subespecie 1) ¥ Hevan un nombre por fo
penerat relacionade con e lugar geogrativo donde se aaisld por primers ez,

Coma ks serovariadades no Uenen nivel axondimico de especie, sus nombres no
stguen Tas veglas del “Tnrernational Code of Nomenclature of Bacteria™, de musern e

.

st oembres seodieben cseeibie en feias romanas (o ioslioas Yoean mayiseulas por



cjemplo el nombre completa de Safmonella Typhimurtum s Salmoncily emlerioo
subesp, enterica seeovaciedad Typhimuriom, Como este nombre es iy largo, a0 los
lnes prdctives se usa divectaments Sulmenella Typhimurium  Las  serovariedades
pertenecientes a lus subespecies cestantes v o Swlomnella bonpori, de baja ineidencin en
patologla bumana o antmal, se designan con el nombre de In subespecie, sepuido de ta
formula antigénica, por ¢j: Sabmonefla subesp, IV 300 b - (Salmonella entericd subesp,
Hevpenere 50:5 22

Los nombres de todas las serovariedades estin contenidos en ol Esquems de
RawtTinann-White, publicado por ¢l “Centro Colaborador de la OMS de Relerencia e
tnvestigacion de Salmanelta®, del Institno Pasteur de Paris (Terragno ef al, 2003,

bas epidemias de infeccion intestinal por Salmonedla spp son uno de los problemasg
mds comunes en todo el mundo, principabmente en instiluciones de pafses en desarrollo,
e estina que cada ato ocurre en los Estados Unidos de América (1) A un promedio de
500,000 a cuatro millones de inlecciones por Salmonclia, de tas cuales atrededor de $00
son fatales. Aproximadamente 40,000 de éstas se conlioman con laboratorio ¥ son
serotipificadas por oy laboraorios estatales de salyd pablica, los cusles 5 su ver
infoeman al Centro de Prevencion v Control de Enfermedades de Atlanta, Civorg
(LI, porsus siglas en inglés) (Chiverz-de la Peda of of,, 2001),

b Mdxive este tipo de infecciones se han notilicado de maner ocasional, SITTA[VIA
sospeehamos que b frecoencia puede ser mayor, debide sl wiense control que se tiene en

s manulactura - distribucion de alimentos. Y ey ain menos Trecuente goe se dé g



conocer win brote por Sulmanella sppoentre fos empleados de un hospital (Chiavez-de [
Pena ¢ af., 20010,

La salmonelogis ws una infeceion de importancia en salud publica debido al
Impacta soviceennimico gue ovasiona Lulo en log pafses en desaceallo como en os
desarrollados. Es una enlermedad transmitida por fos alimentos tos cuales causan la
mayor parte de s
brotes que afectan a centenares de personas y, aungue puede ser eausada por cualguicrs
du Jos casi 2 300 serolipos que existen hasta hoy, 105 que se aistan con mayor frecuengia
e Meéxica son Salmonella Enteritidis y S0 Typhimurium, Bs una enfermedad aguda de
distribucion mundial, con varizciones en fa frecuencio de serotipos de un pads o otr, con
importancia en dreas que no han aleanzado las condiciones de saneamiento ¢ higience
adecuados y ne cuentan con medidas de salud piblica optimuas, Alecta o todus fos grupos
de edad. con mayor incidencia en tos extrenios de Ja vida: en menores de cinco aiios y
mayares de 60 afos de edad, que son fos grupos mds vulnerables, Tiene una incidencin
estacional, por lo que el canal ensdémico registra sumento de casos o parlic del mes de
mayo, con pico masimo en julio y agosto v oona declinacion a partie deseptivimbre
(Ciutiérres er al,, 20003,

Cuando se dentifics el alimente responsable del brote, mo es sorprendente
eneontrar persanag que diven haberto consumido v ne se an visto afectadas, Exto puede
eaplivarse por el distinte grado de contaminaeion del alimento sepin L porcion, por
cantislod ingeridi por un sesgo deorecuerdo en Jos entrevistaddos, par un sespy de

chisilTeneion {vasos
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leves o inaparentes elasilcadus como sanosy o por distinta suseeplibifidad de eada
individuo, 128 posible tambidn que exista una influencin entre Tas diversas sustancias que
se consumen coineidentemente con el alimento contaminade, ¢ aleobol enmire eliay
(Rellido ar af., 1996).

Los alimentos de ovigen animal, comu polios, huevos, carme y productos [icteos,
son reconosidos histbricamente como vehivulos de especies del pencro Salamonella (Liuo
¢f al, 2000Y En afios anteriores frutas y vepetales cran raramente reportadas como
velduulos de teansmision de Salmosella spp. (Wei e ol 1995, 1In aftos recientes, fos
brotes de infecciones asociudos con Drutas vy herlalizas erudas y/o  minimamente
provesadas han ocurrido con mayor frecuencia (De Roever, 1998), Esto debido a que el
consuno di bas misntas se ha tnerementado en tos Ghimos afios (3hagwat, 20043, por o
que actualmente fas infeceiones han sido vecuvrentes (Harris e al, 2000), Salnnella
spp. ha estado involuerada en brotes por el consumo de tomate, melones, sandia, berr
de mostaza y feijod (3eachat, 1996 Schoenzel und Harrison, 2002).

B consumo de omates freseos fue epdemiologicamente asociads o 170 casos de
infeceion por Salmoncella javidna en Hlinois, Michigan, Minnesots y Wisconsin en 1990,
Fn 1993, se identificaron oy tomutes coran veblonly de dainfeccion del brote
multivstacto ocasionada por Sabnomella enterica seeolipo monfevidea (CDU 1995, Guo
e onf 20000 Zhuang e ol (1993) deseribieron Jas condictones que influyven en la
sobrevivencia y crecinmiento de Salmonelfa coteeica serotipo moatevideo en dasuperiice
do tomates, 121 srechienta rpido ocurid en tomates madueos cortados (pH 4.0 2001

lemperntii ambiente, Sofoonelbi corevica seealipo Eoteritidis, Salmoneflu cnterica



serolipo ifantls, y Swlmwnella enterica seeotipo Typhimurinm se han reportado (ue
pueden desarrollurse en twomates freseos (pH 399 a 4.37) o 22 v 30°C (Asplund and
B, 1991 Cuo ef af,, 20003,

La vigilancia de Salmenelia en todas Ias ctapas de ln cadena de procesamiento de
s alimentos constituye un elements tmportante en s investigacion de la epidemiologla
de Ja salmoneliosts teansmitida por alimentos v en el desarrollo ¢ implementacion de
estrafegias eliciontes de control de fa misma (Terragno ef al., 2003).

Lno programas de monitores vy conteal s esencial comar con métodos  de
laboratovio eficientes para el aistamiento, identiftcacion v tipificacion de Sulmaonella, Sin
embargo, se debe destavar que hay muchos procedimientos distintos para ef aislamiento
de Saltmonello, B método ideal debe tener una alta sensibifidad v especificidud, v ser al
misme Hempo simple, rdpido y econdmico. Muogdan método cumple con todos eriterios y
ninguno ¢ optimo para Wdas tas condiciones (Yerragno et of.. 2003,

L2 sistema de serotipificacion de Sefmonella es probablemente el mejor sistema de
tpificacion  fenotipica bacteriano jamads  desarrollado. Tiene  un o s poder
diserimatorio y proves informacion con sipnificado epideminldgico, La tipilicacion
molecular da informacion adicional, pero no s un sustituso de o seratipificacion. La
disponibilidad y el costo de antisueros de altt caticdad o5 un problema en algumos paises
yoregiones,

Los eriterios para L identilicacion bioguimica de Safmonetla son relaliviomenie
estandar, sin embirgo priede haber vavigeiones en loy medios de enllivo v alyunas

priebas bivguinmicas, Como ana slternativa seoestin imreducicodo cada vey mis oy



mdtodos moleenlares: que permiten gn dipgnostico mds dpido v pueden ser mis shnples

de vealtzir, pevo tenen ta desventaj que son caros (Terragha of af., 2003).

Reaceion en cadena de la polimerasa

Bl aistamicnto ¢ identificacion de Sabmorella spp. contindan siendo un problema
importante tanta en Iy microbinlopis ctinica y aplicada (Hoorfar ez af,, 1999), come en la
microbivlogfa de fos alimentos, Los métodos convencionales generalmente requicren de
72 a 96 h. Estos consisten en un pre-entiquecimienty para la recuperactdn de Saloometly
spp, enriguecimiento sefectivo que permite el crocimiento de especies del genero
Serfmonellay reduce la pregencia de otras especies bacterfanas, aislamiento usandy agar
selectivo, y confirmacian por serologin v pruebas Dioguimicas (Tan and Shelef, 1999y,
Uno de Tos métodos mis prometedores para fa deteccion de Salaronella spp. se basa on
la renecion en cadena de fa polimerasa, (PCR, por suy siolay en inglés) que combing la
simphicidad con i alta especifividad v sensibitidad para la deteceion de bacterins

paitogenas en alimentos (Kimur e al, 1999),

Definicion

L repveiian e cadena de fa polimerass (PCR) fue deserita por primera ver por
Kary Mullis er ol en 983 (Wang, e o, 19970 Es delinide, como una sistesis
enzimasic i viere deomitfones de copiag de i sepineiite especilivn de DNA Wiy g

af, 109



Ea PUR, desde su introduceidn, ba sido un méwdo utilizado para by deteceion de
patigenos en alimentos. Representa un procedimiento vipide con sensibilidad y
especificidad parp la deteccion inmediat ¢ identificacion de bacterias paidpenas
espectticas de varing muestras de alimentos (Vantarakis ef of., 20003,

Lao PUR consta de res pasos que son regidos por temperaturas; B primeeo
conpeldo coma desnmuratizacion; el cual consiste en un aumento de tempersturg entre
oy 92y 98 O, en un thempo de 30 8 40 sepundos; se presenta una Separacion o
desnaturablizacion de la doble cadena del DMA, obleniéndose DNA de cadena sencitla,
Ed sepundo paso es el alineamiento o apareamicnto de fos “primers” a su secuencin
complementaria por una baja de tempersturg que pscila entre Tos 50 a 60 *C en un
tiempo de 30 a 60 segundos. o el lercer paso se realtza la polimerizacion, t cual os
reatlizada por In enzima DNA polimerass (Tagy polimerasa), paso conecido también
comn exjencion, b temperatura dptima es de 72 °C, Durante esta Gltima etapa ln enzima
adiviona nucledtidos complementarios en cada ona de las eadenas noldes, Estos tes
pasos serepiten de 23 a 40 ciclos, de acuerdo a la aplicacion especiliva, Finalmente se
presenta una baji de temperatyen aprosimadamente a 4 *C que conserva en buen estada

los proctuctos de fa reaeeion (Melherson and Maoller, 2000 (Figura 1),

K1t



REACCION EN CADENA DI LA POLIMERASA
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Laamplificacion exponencial por PCR no solo presenta las ventajas de
especilividad y sensibilidad, sino ambién de eficiencia y versatilidad de aplicaciones

nivel diagnistive v de investigacion, (Figuea 2).

Amplificacion Exponencial
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Figura 2: Esquema que muestra la amplificacion exponencial de ta reansion en

cadena dae [a polimerasa (PCRA),



Estruciuen del DNA

Bn 192332, o comunidad cientifica finalmente acepto T idea de gue Jos penes
estaban constitnidos por DNAL La informacion acerca de ln estruetura ded DINA se
derivd de estadios de dispersion bioguimica iniciados pov Friedeich Miescher en 1860 y
pur analisis de difraccion de rayos X Hevados a cabo por Williany Astbury en el decenio
de 1940 y confimuados por Rosadind Feanklin, Linus Panling y otros.

Se sabia gue Ty unidad bidsica para construle DNA era on nueledtido, constituido
por un antear desosicibosa de cinen carbonos al cual se Tan un fosfato esterificado en a
posteion 3 del antllo, y en e sitio Puna base nitrogenada, De Jas cuales hay dos tipos,
las pirimidings mis pequeas y las purings de mavor mafo,

Las nucledtidos poseen una estructura polarizodar un borde desomingdo extremao
3 donde se localiza el Toshito y otro borde Hamado extremo 37, Puesto que todos Tos
nuclediidos apilados de by cadena mivan hacta ef nismo lado, wda la cadena tiene una
dircceidn , Uncextrema es ¢l 37y otro el 57 E6 andlisis de difraceian de rayos X indica
que Ta distancia entre tos nueledtides apilados es de 3.4 A (033 nm) vy sugiore [
preseneia de una estractura grande repetida cadn 3.4 nm. En una muestra de DNA, ¢
namers de purinas siempre es igual al nlimero de pivimidinas. Mas espectficamente, o
numers de adeninas stempre as igual b de timinas, y el de guaninas al de citosinas, n
otras padabrs, Chargafl descubrid las sighientes rephas en T composivion de bises de
DMAL A= Gy A TGO, Loy datos de Chargalt smrajaeon nueva luz sobre

motdeula de DNA contiriéndole especifividad ¢ odividualidad de uny organismo a otre,



sin ambargo, el sipnificado de la equivalencia de bases todavia no esti claro {Karp,

2003).

La.proposicion de Warson v Crick Walson y Crick propugicron un modelo de Ta

estrueturs del DINA que meluye los siguientes elementos.

L

L moléenl se compone de dos cadenas de nucledtidos,

Las dos cadenas se enrollan alrededor de un eje cenwal formands un par de
Bélices derechas, Loy hélices devechas avanzan pirando en direccion de fas
manecillas del relo).

1 esgueteto-aziear-Tosfato-aziear-fosfto- se localiza en el exterior de I
moléenla con fos dos grupos de bases proyectindose hacia el contro,

Las bases ocupan planos aproximadamente perpendicalares b eje fongitudinat
de fa moléeuta y por lo tanto se colocan wna sobre ot igual que platos
apilados. Las interacciones hidrofobas v lus fuerzas de van der Waals entre las
bises apifadas estabilizan toda fa moldeul del DNAL Las vueltas helicoiduies
y tos pares de bases planaves, en conjumo, confieren o Ja molécuts el aspacto
diuna esealera de carmol.

Lag codenas se conservan unidas mediante puentes de hidrdgeno endre Jas bases
de i cadena y osus correspondientes bases sobre Ta ot cadenas Al mismo
tiempo, la fuerza de Jos puentes de hidrageno es aditiva, deonds gue el gran
pere e edfos e mantieoe s cadenas juntas conliene estabitidind o Ly doble

Fdtive o T moléeals,



6. La distancia del dtomo de [Osforo del esqueteto ab centro del eje es de 10 A
(por o tanto, Ja anchura de fadoble kélice es de 20 A,

7o La pivimiding de una eadena siempre eolneide con una puring de Ta otra eaclena.
Esta relacion genera fos 20 A de ancho en la moléeuls,

8. Loy dlomos de hitrdgene unidos al carbone 4 de la eitosing y al earboro 6 de la
adwnina ntuestran predominantiemenie o configuracion aming (NH,) y e b
forma imino (NH), De manera similar, oy dtomos de oxigeno enlazados al

carbono 6 de I guaning y al carbono 4 de fa timing predominantemente

muestran configuracion ceto (C=0) en vez de eanfligneacion enol (C-OH).
Estis restriceiones estructurales en la configuracion de tas bases sugieren gue
ba uniea puring estructuralmente capaz de enlazarse a timina es adenina y que
puaning es fa anica puring capaz de enlazarse a citosina, Por 1o tanto, o3 nicos
paares posibles son AYT v GO Los pares AT se unen mediante dos puentes de
hidrageno y Tos pares G-C medinnte wes puentes de hidrogeno,

9. Las dos cadenas que componen una doble hélice coren en dirceciones
CHIBCSE, W 50, son iftl‘.[ipalt‘.’.llel:.\ﬁ.

1. Ladoble héliee efectda una vaelta completa cada 10 residuos (3.4 nm).

FEo Mo hay resteiceian alguna solire la secuencin de bases de determinada cadena
de Tamoléeuls, Sin embargo. una ver espeeificada la secuencia particulae de
i eadeni antomiticamenie gueds deseeminadi fa secoencin de ool cadenn

alogue se e conoes vamo complementariedad (Karp, 2003),



Iportaneia de la proposicion de Watson v Crick, Desde la primery ver gue Jos
biologos consideraron al DINA como material gendtico, definieron tres principates
funciones que debia cumpiir,

[ Almacdn de informacion genetica, B INA es Iy “planttla® molecular, un
registra de instueciones precisas plmacenadas que definen todas lag
caracteristicay hereditaring mostradns por un organisnio,

2, Autoduplicacton y herencia, Puesto que el DNA contieng 1oda ta plantilla
de un organismo, debe contener by informacion para su propia duplicacion,
Lo duplicacion del DNA es el medio para teansmilir instrocciones
penéticas de una edluly o sus células hijas o de un individus a su
duscendencta,

3, Lxpresion del mensaje pendtico, Durante muchos afiog  los bt ogs
sospecharon que los genes individuales tansportan informacion para
sintetizar protefnas especiticas,

ED modelo de o estruciura del DNA - propussio por Watson-Crick fue de s
importancia paca averiguar de qué masern se electhan las dos primeras de ostas ey
lnciones pendticas. £ modelo apoyd thertemente 1a saspechy de que el contenido de
informacidn del INA restde en I secuencia Hnenl de las bases. A vada BN corresponidy

determinade segmenlo de DNA (Karp, 2003),



Estudios eon FCR

Hloortar e al, (1999, tabajaron con controles presuntivos vy negalivos de
Salmonella spp. para deteeminar by especificidad v sensibilidad dal PR, Oliveirs o7 of.,
(2002) determinaron fa especificidad vy sensibilidad de PCR combinado con Rappaport -
Visstliadis (RY) para la deteccion de Safmonella spp. PCRARY o5 un método sensible y
disminuye el tiempo pars la wdentificacion de Salmonelle spp. (Oliveiea ef af., 2003,
Wang er ol (1997), desartollaron un protocolo universal para Ja deteccion de 13
patdgenos en alimentos por PCR. Guo er af,, (2000), lograron la deteecion de Sulmormell
st viciea por PCICen tomates inocufados, con a otilizacion de otivos derivados de

hifd.



MATERJIALES Y METODOS

Muntos de muestreo

] estuiio se realizd en empagues agricolas yosupermercados de Culiacin, se
reatliag en dos etapas: primero, se Hevo a cabo el muestres de Jog supermercados, en las
fechas de noviembre del 2003 a enero del 2004, Posteriormente se mestrearon fres
empaques agricolas del valle de Coliacan durante el ealendarto de enero del 2004 a ef
mes de marzo del 2004, Para ambag empresay (empaques y supermercados) se hizo una
division en res niveles de calidad (hajo, medio y alto). Para el casa de supermercados a
division se realizd de acuerdo o la infraestructura de [ugar, lmpieza, disefo
arquitectdnivo, acomody del lruto, higlene yovestimenta de sus abajadores. Loy
empagues agricolas se dividieron en base o el manual de buenas practicas agricolas,
claborado por et Centro de tnvestigacion en Alimentagion y Resarrotlo, A, O Por Siller
el aly (2002) B eual arrojt el siguiente puntaje e base a Preguntas contenidas por este
manurl: para baju ealidad 70 puntos, 415 puntos para el clasilicado como de media

validad y ul denuminado como alw calidad afuanza un puntaje de 700,

Muesiriy

S Hevaron a cabo echo muestreos para emda nivel de calidad, con oy total de 2

mibrstreas par cnda tpo de empress fempagues y supeemercados) por 1o gue restlion



A8 muestreas, se reabizavon un dotal de tres determinaciones con una replica, por Lo e
s obtavieron 912 datos paea ser analizados, Para llevar a cabo el presente estudio se
recolectaron de 3 a 4 frutos de tomates, con un peso aproximado de 300 pramios, se
depasilaron en bolsas ziploe previamente esterilizaday, se colovaron en una hielera v se
transportaron a4 7C ab laboratorly de microbiclogia del Centro de Investigacion en
Alimentactdn v Desarrolla, AC unidad Coliacin, Las evaluaciones fueron realizadus
dentro de fas primerns 5 h, despuds de lareeoleccion de las muestns,

i fos empaque agricolas las muestras se recofectaron wilizando guantes estériles,
depositando los fratos en bolsa ziploo previamente estevitizadn, se colocaron en yna
higlera v se transportaron a 4 °C ab faboratorio de microbiolopia del Centro e
Iivestigacion en Alimentacidn y Desarrollo, AC, anidad Cullacdn. Las evaluaciones
fueron realizadas dentro de las primeras § b, despuds de la recoleceion de fas muesteay,

faracel caso de supermercadeos, las manos deb muestreador se esterilizaron anles de
entrar al supermercada, con aleahal at 70%, para evitiar contamingcion cruzada ab frutn,
lEn - los supermercadas dog rutos se colocaron en bolsas de alti densidad previamente
esterilizadas, una vez Toera del supeemercado fos frutos se colocaron en bolsa ziploc
estéril, se coloctron en una higlers y se transporaron a4 °Coal labuesorio de
micrubiologia del Centro de Tnvestigacion en Alimentacian v Desareothy, AC, niidad
Culiacing Las evaluactones fueron realizadas dentro de las primeras 5 h, despuds de

reeoleceidn du s munsiins,



Preparacion de los medios de cullivo v de enriquecimiento

Agar ECC (CHROMagar)

Seoutihiad el agar ECC (CHROMagar), pag la determinacion gromogénica de
coliformes twtales v fsceherichia coli. Se prepararon para cada seis muestras 1000 ml.
del medio BCC,

Se peswron 328 pro de agar EOC 0 una batanza electrdnica (Sararius, LC42005)
el contenido s¢ colocd en un matrax de 2000 mb gque contenla 1000 mb de ague
purificada previamente medida en una bureta de 1000 ., se tapo el matraz con popel
aluminio v se colocd en una parrilia con agitacion (Thermolyne, SPOY23), se calento
st ebullictdn sin pasar tos 100 °C para disolver completamente el apar. B vaciado a
las cajas de petri se realizd en una campana de fujo laminar (Epvireo,  PN3TITO)

agregandy aprosimadamente 12 ml, del agor o cada caja de peird,

Rappaport-Vassitindis (RV)

ara ol enviquectmicnte se wilizd Rappapurt-Vassiliadis (RV), preparindose 600
kL paracada seis muesteas, 10D nl, pars cadia unn,

Saopesaron T8 e de Rappaport-Vassiliadis en una bafanza electronica (Sarorius,
FAZ2O03) el vonteoide s colocd en un mataz de 3000 ml, que contenia 600 ml, de
o destifada previmmente mediske e una baretac de 100 ml, se tapo el manas con

wpel aluminie v ose colocd oo yna parrilly von seitacion CFhermolyvoe, SPAo025) g
- i W

My



calentd hasta disolucion completa, Despuds se esterilizd e awtoclave a 121 °CL por 15
minutos, Finalmente se dejd enfriar v ose provedid a suouso yfo a su zhvacenamicnio

Ttasta 51 LS50,

Apar Rambach (CHROMagar )

Para o determinacion de Swlmonefla, se utilizo agar Rambach (CHROMagar),
preparandose F000 mb para cada sets muestras,

En un nwmtraz de 2000 ml que contenda 1000 mi de agua purilicada previamente
medida en una bureta de 1000 ml, e cotoed en una parritla con agitacion {Thermolyne,
SPAG92EY, se le adiciono el Hguido suplementario, agitar ¥y mezelar, Posteriormente se
fe adictono o agar tentaments hasta observar un avmento de volumen se calento Tast
ebullictdn sin pasar s 100 °C pary disolver completamente of agar, B vaciado a day
cajas de petd seorealizd o una campana de Mujo laminar (Envircw,  PN3IT370)

agregando aproximadamente 12 ml. del agar a cada caja de petri,

Preparacion, enriguecimiento e dentiicacion de la muesira

Seosiguid o metodeloatn uilizada por Awang wr ol COU3)0 core adplina

madilicaciones., Ta cual se deseribe i eantinuagion

Erouna balanea electromiva (Sarteriug, LOAZO0S L se verilivd goe el peso de T

mestra Quetoae dentro de Jos 300 gr. Pasteriornmente Jas muestess se codocaron sobry L

A7



cantpana da Nujo Taminae (Bnvireo, PNI1370), previmmente diesinlectada con ateolio
etflico al 95%, Tas muestras se provesaron con el mechero encendido, para erear un
amblente estéril y no alterar los resullados, Los medios de cultivo se rotularon con las
claves individuales para cada muestra, Con una bureta estéril se agreparon 300 wml, de
agua purtfeada estéeil a cada muestra que contenfon Tos filos de lomates enseguida se
agitd manuabmente duvante 2 min, esto para que el posible contenido microbiang
reteitido en log Frutes se dispersar en al agua, Posteriormente so retiraron Jos (ruos de

Ly Brostsn,

Hdentitivacion de E, cofi y coliformes wtales en empagques agricolas

Seutilizd agua purilicads estéeil coma solucion dituyente, se tomd | mb. y 10 ml
de cads muestra y se deposilardn en un sistema de fHuacion compuesto por una bomba
de vacio, Feltsa (FE, £S00L), maraz kitazato, manifud (GelmanSciences, 15402),
embudos de fileacion (PALL, GelmanSciences), en ¢l cual se colecaron una membrang
con un tamafio de poro de 043 un(PALL, Corporation), se depasite ta membrang en las
wias yarotulsdis, se ineuboron w 37 “Coen una ncubadora (VWR, 3015}, todas fas
muestias se incubaron por 24 haprosimadamente (APHA, 1998).

Al din siguienie se observaron los vesubiados: los coliformes totales Tueron
cusntlieadus enun contador de volonias (Sofbat, -203 v para £ coll se detenning Ja

PRSI T s e,

AN



tdentificacion de K. colf y coliformes (otales en supermercados

Se utitiza agua puriticads estéril como solucion diluyente. B¢ tomaron 0.3 ml, de
cada bolsa Ziploe y se eolocaron en un twbo de ehsaye confeniendo 2.7 ml de apus
estéeil, se agitd en el vones (Sefentific Products, S82200, v asi se obtuvo da dilncion b 10
¥ de esta se¢ tomaron 0.3 mb y se depositaron en un puevo tubo contentendo 2.7 ml, de
aguaesteril, se agith on el vorlex (Seientific Products, SR, v asi se obiuvo fa
dilucion 1:100, asf sucestvamente hasta abtener Ia dilucion 110000, Esto se realizd para
odas tas muoestras, Una vez obtentdas todas las diluciones de cada una de tas MILEstras,
se prosiguic o realizor la tbenica de extension en placa,

s seleceionaron 00 mly las diluciones 1000y 1110000 pare L cofli vy
coliformes fotales, Se realizd la tenica de extension en placa (APHA, [998). e cada
difucion se tomd 0.0 ml y se depasitt en la caja ya rotuladn con el medin BCC, Se
incubaron a 37 °C en una incubador (VWR, A0T3), wdas las muestras se incubaron
durante 24 h,

Al din sipuicate se observaron oy restltados; Jos colilornmes towles Tueron
cuntifivados en un coniador de colonias (Solbat. Q-20) v para £ coli se determing Ta

presencia-ausengia,

Pentificavion de Sulmonella spp en empugues agricolas ¥ supermercados
EL o restante de la detenninion de £ ool youaliformes se enlocd en iaseos
wstériles con ud capacidad de 230 b, se equilibravon tos pesos coouna bolanea

electrdniva (sartorins, LOG2005),  we centrifigds o 000 % o darinte 25 min en oo
[y -y



centriliga (Cenea, CL3 Thermo 1EC, rotor #2433, Se tomaron 10 mb, del sebrenadante
con una pipeta esténil v se depositaran en un mateaz de 250 ml, previamente esterilizado,
se agregaron al mismo matraz, 100 ml, de Rappaport-Vassitiadis (RY) con Ia ayuda de
una bureta esteril | odo esto se realizd en uoa campana de Dujo Taminar (Envireo,
PRIEIZ0) con unomechero encendido. Loz matraces que contenion las muestras leron
ineubades a 37 °C durante 1941,

Posterior al enriquecimiento se wilizd apua puriticada esténl como solucion
difuyente. Se tomaron 0.3 ml, de cada mataz v se colocaron en un tubo de eNsHye
conteniendo 2.7 mi de agua estéril, se agitd co el vortex (Scientific Products, $8220), ¥
ast se obtuvo In dilucion 110 v de esta se tomaron 0,3 mb, v se depositaron un en nuevo
Who conteniendo 2.7 ml de spua esteril, se agitd en el vortex (Scientific Products,
58220}, y asl se obluve la dilucion 100, asl sucesivamente hasta obtener 1n dilucion
L0000, IZsto se realizd para today fas muesteas, Una vez obtenidas todas las diluciones
de cada una de Tas muestras, se prosiyaid a realizar 1o téenica de estension en [rlaca
(APHA, 1998).

se selecgionaron 00 mb y Tas diluciones 1100, 110000,  EIO00000 v
L100DBVOO0. e cada dilucion se tomd 0.8 mi, y se depositd en Ja caja ya rotslada con
ef medin cromogenico Ramback. S incubaron a 37 2C en una incubador (VWER, 301 Y.
tockay Ty muestras se incubaron par 24 h aproxomadamente,

Los resultados fireron expresiados en base a L presencia o susencia de Submonello

apfr o los resultados obtenides Tueran posterionmente contirmados mediante fa PCR,

A0



Cuadro 2, Madios de cultivo y de enrtquesimiento para Ty distintas 1éenicas de

Faboratorio uttlizadas para los difersnies microorgmismgs.

Microorganismo

Medig de Cubtivo y/o
de Enriquecimicnto

Téenien

Coliformes Towmles

Excheriohic coli

Salmella spp

Agar ECC

Apar BCC

Rappuprizr

Agar Rambach

Lxdension ep placa (Supermercados)
Filtragion por membrana

{Enpagues)
Exrenston en placs (Supermercados)
Filtracidn por membrana
{Empagues)

Crrecimiento bacteriano

Extenston en plava

3



Scilmanelfa spp fue confirmada a través de o PRy se basd en i metadotogin

urthizada por Wang ef of,, (1997), con modificaciones, 1a coal ge describe a cortinuacion.

Extraceion del DNA

Los vesiliados positivos ubtenidos i traves de los mdtodos convencionales ademis
de controley positivos vy negatives fueron confirmades medianme o PCIL P o
extraceion del DNA, se utilizd o sistema Wizard® SV Genomic Purficalion Systen
(Promepa, Madison, WL ELUA) Una colonia positiva fug inoculada en & ml. de cabdo de
sova tripticaseina (158, Bioxon, Mésico), se incubaran a 37 *C durante 194 1 b, en upa
incubadora (VWR, 3015}, se agregd | mb o miceotubos de L8 mb,,  se centrifugd a
FAOOG x p por 2 ming, en una centrituga (Heracus, Biolupe primoR), se desechd ol
sobrenadante y se le agrepd 600 UL de solucion pava lisis nuclear, se ineubd a 80 °C por
S miny, en un tenmoblock (Fisher Scientific, J0VNGOT4), ensepuida se agregacon 3l
de sulueidn RNasa, se incubd o 37 °C pov 30 ming, en ana incubadors (VIWR, 3015),
oy esto para romper la estructura o a paried e lay bacteriag, posteviovmentey se
agregaron 200 L de sotacion para la precipitacion de proteinas. se incuiyd en hicto por 5
nin. s centrifugd de oneeve g 14000 5 ¢ por 3 ming, on una centeifuga (Heraeus,
Biofuge primoll), todo esto para sepavar al DNA - e Tis proteinas Ristonicas o
eonpaijuetadoras de DNAC el sobrenadante ablenide se agrepd a ot micioiwho guy

aontenia OO0 il de tsopropinol el eudl se ok Tast observar ans pegueid masg



visthle de DNAL despuds de esto se centrifugo o 14,000 % g por 2 min., en una centrilliga
(Heragus, Biofuge primoR), se tird el sobrenadante v se apregaron 600 ul. de etanol al
70 %, se ceatrifugo de nievo a 14,000 X g opor 2 min., en una centeifuga (Heraeus,
Biofuge primoR), todo esto para tavar y deshideatar al DNA, se desecho o
sabrenadante y se seed el DNA por 15 min en aive seco, ensepuida se aitadieron 100 pl,
de solucidn para la rehidratacion def DNA, linalmenie se incubd a 65 °C con upitnciones
periddicas por b En un teemablock (Fisher Scientifie, 301NO0T4Y, se cortid un el e
agarasa ol L% en electroforesis en uma camars horizontal mint-get (CBS Scientific) v
una fuente de poder (Amersham Pharmacia Biotech, EPS-301) para asepgurar In corrects

extravceion det PWNA,

Eleetraloresis de comprobacion

Para la comprobacion de una correcta extraccion de DMNA, se nilizd un pel de
agarnsd al % von bulfer TAE TX d o que se le apregd (5 pl de bronuno de etidio pary
vistalizar Lo bandas del DNAL L electrotoresty se realizd en ung camara horizontal
wini-gel (U135 Scientilicy a 100 mY por 30 min, en una fwnte de poder (Amersham
Pharmaciz Biotech, EPS-301) Los resultados correctos,  fueron  seguidos de la

ampdilicaciin por PCR.

Amplificacion por 'CR
Pava [ amplificacion deogen invA (gen blaneo). se utilizuon oy injciadores

(pligs i primers) Nal3 FATUGUUACGTTCGOUUAA v mal -



TOGCACCGTCAAAGGAACC, La mezels madre (11,5 P volomen ttal) se prapard
en microtuboy de 0.5 wl, donde para cada muestea se agreparon 8,45 il de npua, 0,75
pbode MpCly, Q.66 pl de dNTPs 125 1l de bulter, 0.3 pl de Sal-3, 003 . de Sald
y O de Tag polymerasa (Promega Madison, W ELA) Se mercld perlectamente ¢noun
microtubo de 0.5 ml, En microtubos de 0.2 mb se agregaron 115 pb, de la mezela
madre para cada muestra y 1 pl deomuestra con excepeion del blanco, se colocaron las
muestras para sy amplificacion en el eanoeiclador (Termo Hybaid PCR Express, $PRT
OOT TSSUE 2} el cual se programd a 94 °C por | min, para la preincubacion. Se
desarrattaron 35 ciclos con las siguientes condiciones: desnatwalizacion a 94 °C por |
min. alineacton de los iniciadores u 30 °C par | min, y extension del INA a 72 °C por 2
min. en cada cielo. Despuds Jos tabos fueron incubados a 72 °C por S min. y finalmente

a0 hasta ser it idizados,

Electroforesis Final

Para I deteccidn de ta ampliticacion se utifizd un gel de agarosa al | % con bulfer
TAE X a la gque se le agregd 15wl de hromuro de etidio pars visuslizne s banduy
ampliticadas esperando un producto final de 275 bp, La electrolvresis se realizd vn un
camara horizontal mini-gel (CBS Scientitic) a 100 my por 30 min en una fuente de
poder (Amersham Pharmicia Bioteeh BPS-301) v sewsd un maresdor de pesa

mwtecular (PCR Markers, Promega, 30-130.300-500-730- 1000 by,



Fotngralia
Larevelauion de la fotogralTa se realizo en sistema de vom PULY que consta de una
compataduora (LG, Stedio Works 563A), Totodocumentador (U P, Biotmaging Systens)

yun revelador de fotos (LVP, Mitsulsishi P91

i

LF disefio estadistico wtilizads ue de dos factores tolabmente al asar, Donde ¢l
factor 1, esta representado por las empresas con dos niveles: supermercados y empagues
agricolas y el factor 2, 1o representa el tipe de la wimpresa con res niveles: bajo, mediv v

alta calidad,

Analisis estadistico
Para el caso de coliformes totales se realizo of contles de unidades Formadoras de

calonias (LIFC) realizando una ANOVA, donde ¢l modelo fue:
Yijie = AT+ B ()i o+ By
Ty Efecto de enpresn
'5, = Fleetoy del nivef

(.T[f,)ij ATecto de intereeion empresa-nivel



Andlisis Deseriptivo
arn el caso de £ coli v Salmonella spp. el trabajo se enfocd o ln presencin o

aseneza, por fo cudl se realizd un apdlisis descriptive

Bl andlisis estadistico de los datos obtenidos se realizd mediante ol paguete

estadistion Minitab, Version 14,

R14



RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultaduos de este estudio en rutos de tomote, muestran que colifoemes totales,
Frocoli o Salmonella spposon bacterias que pueden ser encomradas en la superticie de
lmales ¥ o en empagues ageicolas como en supermercados,

L anitisis de resultados se presenta para cada una de Jay bacterias en estudiv,

diseutiendo efectos principales ¢ iteraceiones significativas,

Andlits de Varianza

Edectos principales para coliformes tomales. La tabla ANOVA de coliformes tntafes

{ewadrn 3) muestra que eb efecto principal de los factores empresa v nivel de calidad

figuras 3 v 4,

Mediante Fa proeba de Tukey (pa 0053 se encontraron diferencias signiticativas en las
ermpresas yoen los niveles de calidad, las cuples se muaestran a contingacion;

Lpresas; supermercacdos Empagues agricelas

Mivel de calivad: Al Mudin [Bujee



La proeba de Tukey y la ANOVA (cuadro 3) nos sefialan que las empresas que
muestn un mayer nivel de contaminacion son os supermercados, ya gue estos lugares
son mayormente visitados por log elientes, tambidn existe una mayor manipalacion del
frute Jo que implics una mayer contaminacion eruzada cliente-fruto,

Los niveles de calidad que mostraron una mayor contaminacién de los fratos de
tomate tueron loy de medin y alg calidad en tos que no se encontraron diferencias
estndistivamente significativas, Bl nivel de calidad con menor contaminacion fue el de

brji calidad que si mostrd dilerenciag significativas con los de media v alta calidad.
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Cundro 3, ANOVA do colifomes wtales

Mfaente Grados

de

Liberiad

Seq Bh

Adj 58

I

P

Empresi l
Mivel de Calidad 2

Empresa®Mivel 2
de Calidad

B o 42

Total 47

62360 62360
15,289 15,288

0.865 {18075

FLOWS 3109

tOY.607

(2. 360
7.644

(1432

1.744)

23
h0.32

{2.58

(0.000
0.000)

0.562
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Kfecto de Interaceidn para coliformes totales, La interaccion empresa®nivel do
ealidad no tue significativa (p = 0.562) (figura 3), Como se puede ver en la figura 5, e
paralelisme oblenido en los resiltados ros muestra que no hay interacciones. Podemos

ver lambién que Jas empresas con mayor presencia de coliformes son los supermersados

y el nivel mas alto ex el sefalado como de medin validad en ambas emprosas,

(A (Muodia) (Baju)
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Figura 5. Lfecto de lainteraceion Empresa-Nivel de cadidad para golitarmes tiales,
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Cuadro 4, Resuludos de cotitormes totates, exprasados en tog o (UFC/mL)

Supermercados Empagiees ngricolas”

Clalindnd coliformes totaley voliformes toGiles
Al 4.07 1.7
Mledin q 463 293
B 303 1,434

" . ' o . f ' . s o . I
Nivel de calidiud en bise o infraestructuea, limpie, diselio arquitestdnivo, higiene y capacitacion de
personal

[ . , : . o ) , . \ .
Uiyl ducalidast en hase ol manoal de andidid elaboradu por el Centro de bivestipacion g Alimentaciin
y Dharealls AL



v ambas empresas el comportamicnio de tos niveles de calidad son iy
semejuntes, sobresaliendo en mayor presencin da celilormes totades en los marcados
come de media calidad, T razon de 1af acontecimivnio puede ser el mavor visita de
clientes existente en estag empresas, by que motiva una mayor contaminacion por
colilormes totales,

Atsbas empresas en todas sus distintos niveles de calidad muestean fa presencia de
cotiformes totales, o cual coincide con oy resultados obtenidos por Hirotani of of,,
(2002hen un estudio en el que analizaron la superficies de vegetales en los cuales
incluiin o tomates de supermercados en Estados Unidos vy México, quicnes reportaron b
presencia de colifosmes totales en cada muestsa analizada, Mukherjee o af, (2004), en
un estudio simitar vealizado en empaques orpénicos ¥ convencionales de Minnesola,
donde se analizaron vegetales que inclulan tomates, reportaron una media (Jog) de la
cughtifivacion de coliformes en nimero mas prabable por gramo de 2.3 v 1.9 para
CMpPaRUes orginicos v convenvionales respectivamente.

Wil ef of (2003), seiada que por cada 43 eoliformes totales existe la probabilidad
du gue se encuentre una bacteria patdgena, o cual indica un riesgo a Iy satud, sobre todo
en personas que el sisema e deficiente, al es el caso de ninos, ancianos v

persoiEgs inmunocompromeridas,

{5



Resultados de £, coli,

Los yesullados para £ cofli, seorepresentan en la cuadio 5. Donde podemos
observar que los niveles mas allos fueron encontrados en supermstesdos, sobre wdo en
los seleccionados con el nivel medio de catidad, esto se dobe posiblemente porgue son
ls nias visitados por el consumider, debido a sy ampliastistribucion en i ciudad, por tal
motive el frute es tocado por las manos de una mayor cantidad de clientes al hacer estos
una seleveion del fruto, lo que produce una mayor contaminocion eruzada oliente-fruto,
En contmaparte os sefalados con el nivel de calidad bajo fueran tos que mosiraron
menar wivel de contaminacion por £ coli, la razon de estos resultadoy podra ser que en
estos establecimicntos eb eliente casi no manipula ef ruly sino generatmente compri
catfis, fo que evita e contaeto mano-frulo.

Lo que corresponde a empagues agricolas podemos observar que el nivel de
cortaminacion por A coli  es menor a los supermercados, esto POrGUE exisie una
desinfieccion del vty ef contacto por tabajadores es minime. U pUNio Importanie es
que los empague seialados como de baja calidad sean los que mostenron resultados
mEnor contaminacion, nosoleos proponemes que puede ser por la alla temperatiia
alewnzada por el fruto sl ser transportnda al empadgue. Y que ef rato ey tansportado por
tna distancia de 100 Km. eo camiones tapados solamente con madla smbra, La
temperaiura smbiente en estos Jugares e de 30-90 °C aproximadamente, por o que el
frato sl ser transpartado en s condiviones selaladas podria alenn e enperEiuns

aproximadag o 30-60"C, Lo gque evir By sohrovivoncia de las bucterins seleceionadis on

Oh



el presente estudio, YA Que sus lemperuray optinas de creciimionto de estas bacterias

Nuctaan enire 37« 45 ",

Cuadro 5, Resultados de £ coli, presencia-ausencia

Supsrmercados”

Catisad I ool
Wy e
Alta |78
M emdia 3%
Bajo tith

Enipaques apricolas”

£, ool

Sp e

[/%

Ot

Wy . _— . . . \ . - L
* Nivel de galidad en base a infraestrictura, limpieza, diseto mrquitectdnice, higiene yoeapaeitacion da

personal,

"iivel de ealidad en base ot manual de validad elaborado par el Centrn de Investigaeion wa Alimeniagién

y Pesarvatio AL
CPresencia de £ odioen el wtad de muestras annlizadas,
T Musstras posilivas,

“Totad de mvaestens analizadas,

0y



Mukherjee ef al, (2004}, en un estudio reslizado en emipagues orginicos y
convenvionales de Minnesoty, donde se analizaron vepetales que inclulan omates,
reportaron un porcentaje de 10y 9.7 % oen empagques convencionales vy organices
respectivamente, Hirolam eof af, (2002) demastraron la presencia de miceoorgenismos
mdicadores de contaminacion fecal en Tos que se incluye o £ coli en la superficie de
vegelades entre ellos tomates, obtenidos de mercados en BLULAL y México. La presencia
de estos microorpanismos indicadores de contaminacion lecal s relaciona con ta posible

presencia de patdgenns como to es Sefmonella spp.



Resultndas de Safmonella spp,

Envel presente trabajo se muestran ocho resubtados positivos mediante of mélodo de
cultivo en agar (Rambach), en supermercados, sin embarpo, la comprobacion P POR,
arrajo solamente una mestra positiva, lo cusl nos indica la falla de especiticidad de este
medio de cultivo y haee necesario que para fa deteceion de Selaomelia se realice la
somprolacidn por PCR, debido a que combing la simplicidad con una alta especilicidad
y sensibitidad para ta deteceion de hacterias patdgenas en alimentos como by indiean
Kimura e al, (1999) para Iy obtencion de un resubtado mas confiable,  Sulmonelfa
estve ausente er las muestras obtenidas v analizadas de supermercados denominados
de alra calidad obteniendo dos falsos positives en medio de cullive Rambach, esto se
debe posiblemente a la buena seleceion de proveedores, capacitacion del personal,
condiciones de higiene en el cuidado del ruto, come 1o sefialan Thunbery e af., (2002)
vitos supermarcados tmto sus proveedores por fos resubados obtenidos aprovechan los
adetimtos en agriculura, procesado, distribucién y mercadeo para olvecer un tfor
producto at consumidor eada atw. n los supermercados denominados de baja calidad
restlo una muestra positiva para Salmomefla en la comprobacion de POR youes falsos
posilivos en el medio de collivo Rambuch, esto porgue como pudinss observar en
nuestros muestreos mochos de estus establecimientos compran ros que no camplen
s reguisitos para ser exportados y en alpunos casos sun extraidos directanente del
sampy sinser desinfectados, ademis de las malas instalaciones v poea higiene de estos

lugaves. pueden ser posiblemente Ta vausa de estos restltados, En los sUpermersdos

i



denominados de media ealidad obtuvimos dos falsos positivas en Rambach v ausencia

e L comprohaciin por PCR {(CUADRO 6),

Coadeo O Inctdencia de muestras positivay para Scodponedlo en supenmercados

Calidag” Mantio ste enlibvg (Raminich)” Comprobueion (IMCR)Y
Altn Ty iy
Mandiie I8 /8
Bajn k1] 18

1oy . _— A . . . - L
Mivel de calidad ot base a infraesiructra, Hopiess, diseho arguitectonten, higlene y copacilacion de
[mersnnnd,

oy . T e oy .
b Enriyueisiento oy Rappapoet-Yassilindis v incybacion x 3279 en Rambach.
U Reneeidn en cadeni de la polimerasa,

U Nty positivas,

“Potal de muestens analizadas,

OHY}



Son pocos fos estodiog vealizados sobre | calidad mivrobinldgica de hortalizay en
supermercados, unos muestean resultiados positivos para Salmonelia ¥ en otros estudiog
muy similares tos resuttadus son negativos, Awang ef af, (2003}, en un estedio reallzdo
et mercados die Selangor, Malaysia, demostraron al igual gue en st estudio T
presencia de Salmonefla en fratos vepetales, ALNGUE 1o e womstes, pero s, sl Brutos
EOMUAS e esa region como o son selomt (Qenanrie stolonifera), Pegaga (Centella
ayiafive), Kangkong (Upomoea aguatica) y Kesum (Polegorun minny), Por el cemndrary,
Thunberg er al, (20023, mostraron resaltados negalivos en fa presencia de Salntonelfy en
frutas come alfalty, hracel, colittor, peping, fechuga,, obtenides de supermercados de
area metropotitang de Washington, Johannessen e/ o/, (A002), demastraron en su estudio
hacteriolopico de productos bescos oblenidos de supermercados er Noruega, resulftados
nepativos para Safmonelfu, Aqui s futos  examinados  {ueron lechuga,  hierbas,

shampifones, Fresas,
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v el enadro 7, podemos observar [os resultados oblenidoy de loy empaque
agricolas, los mismos que muestean ausencia tolal de Salmonelfa en todos Loy empayue
o de alta, media ¥ baga calidad, muestran coincidencia corn os olienidos [ror
Mukberjee e al, (2004), en un estudio similae realizado Sl Empaques organicos y
convencionales de Minnesota, donde se analizaron vegetales que inclufan tomatos,
reportaron ausencia total de Sulvonella en tomates, pero se boprd un aislamienta de
Salmonella en lechuga y otro en pimientos verdes. Podemos argumentar nyestros
resultados sefialando que ta dosis de cloro usilizada en estos empague es suficiente par
la eliminacion de patdpenos que posiblemente puedan acarrearse del campo ¥ que el
tempo de ln desinleccion al empacado ey muy poco, o omismo que el contacto con ef
fruto, T que hace poco probable ung pusible contaminacion sobre todo de bacterias de
arigen fecal, elaro que ey mas factible una contaminacion poar volifonnes ya que esias

mieden tener un orizen no feeal yoEE encuentran muy cominmente en ¢l ambienle.
| B A .



Cuadro 7. Incidencia de muestras positivas para Solmonelfa en empague agricolas

Calidad” Medin de caltivo (vmlach)" Comprobaeion (PCR)Y

Alla g Yoy
Maedin 0K /4
Bajn /8 078

Tivel deealidad en bise 3 infrvestructir, limpiewa, disedo arguitectdnice, higiene
persanad,

¥ oonpaitagion e
" Enriguecimiento my Rappaport-Vassiliadis e ingubacion a 37°C en Rambach
© Repicion en vadena de ta polinusa,

! Musestrag fasitiviny,

CPatad de o mestras analiadas.



Resuttados de Ia comprobacion por PCR

Lat comprabacton por PCR, muestra un restitado positivo de Tos oche obtenidos
de Jos métados convencionales, en la figura 6, observamos el gel de sgarosa seecivnado
en doy partes, eh el poze O v 10 observamos las fineas del marcador de peso molecular,
con el que nos bisamos para poder setialar si las muesteas aleanzaron el numers de pares
de bases  finales gue caracterizan al gen espectfico para Jos primers utilizados coma {o
indica Wang ef af, (1997) en el pozo 13 podemos observar fa amplificacion que es una
de Jas muestras de supermercados de baja calidad, en los pozos 7, 14, 13 y 16 tambicn se
observan amplificaciones pero estas son de log controles positivos, Los pozos 1, 203, 4,
3.6y B muestran Loy resultadus de lay sicte muestras restantes, en las que no se observa
amplificacidn ya que se uate de Talsos positivos para Sulmonella spp. en el medio de

cultive Rambach. Los poros 8 v 11 representa el control negativo,



Control
pegative

L300 pb
s
(Marcador de
peso molecular)

275 ph
(Control positivo)

275 pl ~
(Contral positive y
PLestras positivas)

. 300 phy -y
{Muarcador de
peso molecular)

Coontrd
nigalivo

Fignra 6, Resulidos de b amplificacion en el gel de apaross
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CONCLUSTONIS

La mayor eontaminacion se presentd en tomates obtenidos de empagues agricolas

yosupermereados de media calidad,

Salmonella spp. Tue aistada de tomates obtenidos de supermercados de baja

calidad.

Eocofi Tue aislada de tomates obtenidoys de empagues agricedas de alta vy media

calidad.

£oeoli Qe mislada de womates obtenidos de supermersados de alta y media calidad,

L léenica de da PR mostrd ser efectiva en fajdentificacion de cepas del génern

Scrfronredf oistenidas de medio de cultive selectiv,



SUGERENCIAS

Se recomienda para posteriores estudios a realizar en este campo de

investigacion, karealizacion de un mayor namero de muestrens,
fur] W

Realizar praebas de sensibilidad en posteriores estudios.

lgualmente se sugiere la realizacion de pre-enriquecimiento de s

muestras a evaluar para la comparacion de resultados con este estudio,
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ANLEXOS

Farmulas, Preparacion de Medios de Cultivo e Interpretacion

CHROMuagar"™ Rambach Agar

CHEOMagar ™ Rambach A Jaar

Formuta por Jitro de apua

A AN Gpaco 20.0p
Propytene ghycol 0.4
Mezela crompgenics 2.7
Peptona y extracto de levadura 8.0
Clorure de sodio 3.0

ph gl 0 7.2 44-0.2

Preparacion:
Lo Prepavar P00 mb de agoa puriticadn, Adicionar ef contenido liguido
suplementario, agitae v mezelar,
20 Dispersar lentamente ef polvo en agua rotands hiasta gue o agar se aumente de
vohmnen v se disuedva conpletamente.
FooPhervie (10D 7C) revolver o agitar repetidamente. Comtinuar hasta gue se deri

fotaimente el agar,



40 Eafviar o 48 *C aproximadamente. mover y agitar suavemente hasta homogenizo
antes de vactas o las cajas de petet,

S0 B nedin puede ser mantenido por un dia a emperatura ambiente o almacenarlo
por varios dias en refrigescion. (mantener en la osearidad),

G0 D wedio se incubn de 35 6 37 °C,

Enterpretacion:
L L B SRR LT B P PRSI NET T M) 1}
Varios eolilirmies —reee s s scseees Ariles 0 violetas

Profeus, T, semssis s e e e s meeee e |[1COHOTEY

bt



CHROMagune"™ ECC

CHROMagne' ™ ECC

Formula por Hiro de apua

A par 5.0 0
Mezela cromopenica 4.8
Peptona y wxbraeio de levadura w0
Clorure de sodio 4.0

pl final 0 7.2 44.40.2

Preparaeidn,

G2

Lo acuerdo con ba cantidad deseada, peso y uso, Ia proporeion e de 32,8 pl. de
agua purilicada o use una dosis total pre-pesada con el volumen correspondiente
de agua purifivada,

Pispersar Teotamente el polvo en agus rotando hasty que el apgur s aenente de
volumen y se disuelva completamente,

Porvir {100 °C) revolver o agitar repetidamente, Continuar hasta gue se derrita
totalmente el agar,

Lofviar s 45 5Chaproximadamente, mover v agitar stavemente st homopenizoar
ardes de vachas o s cajas de petrd.,

Almacenar en [ oscuridad anfes de usarse

B moedioose ineabi o 30 0 44 9, 60 se rata de colitammes 1otles o [t o

fespeLivaIeIILe

sy



nterpretacion:
O SRR Aol
Varios coliformies comrrmmmemmn e e ce e e iclelns

(2tras Dacterias gram nepalivass s ee v [igoloras

)



Preparacion de Caldo de Enciguecimiento

Rappapore-Yassiliadis (RVY

Rappapors-Yassiliadis (1Y)

Farnmila por e de agua
i

Peplona de soja S0

Clorury sddicn 8.0
Fosfato monopotdsicn b6

Cloruro de magnasio 44,0
Verde de malaguita (.04

Preparaciin,

o Be nenerdn con b camtidad deseada, peso v uso, fa proporeion es de 30 g/l de
agua destitada o use una dosis total pre-pesada con el volumen correspondiente
de agua destilada,

A0 Calentar suaventente hasta disolucion completa,

Lsterilizac en outochve o 121 2C, por E3 minitos,

b

4. Atmacerar protogide do T umwedad. Basta ser utilizad,

l)l



Prepaeiin de componentes de la PCR

Agarosa al 1%,

o Pesar 003 @ de agarosa v agregarse a un mateaz de 250 mi,,

2o Agregar tambien al matraz 30 ml de butTer Tris acetato-FIYTA (TAEY I X,

3o Catentar por 20 segundos en microondas.

4. Enseguida realizar caleptamientos de 5 sepundos hasta observar una tolal
disulucidn de fx agarosa en el bulter TAE X,

5. Lnfriara 45 °C arpoximadamente af chorro de agua,

O Agregar 13 gl de Bromuro de etidio

7. Depositar ¢l eontenido linal al recipiente de fa vimara de electroforesis que
contiene el peine necesario, para el numero de orificios que se requieran,

8. Finalmente se dejo enfriar el pel.

NCTALED bufter se vende comp 20X, del cual se toma 25 mb. v se aloran a 500
mlcon agua dastitada, paca asi oblener una coneentracion fingl de [X, que s come se

reguiere



Bufler TALE 208

Bulfer TAR 20X

Tris base 96.8 1
Avtdo acdtico glacial 22,8 mi.

ERTA QM pld 8.0 40,0 ml,

Apua destiiada B00.0 ml,




Coloranie de earga (DYE)

Reactivos Concentracion Cantidad
EIYTA M S0 mhv 0.6 ml,
Cilicerol 0.0 %5 1.8 mib

Arul bromoleno!

Apua bidestilada estéril

s
s
~F

0.6 ml,

3.0 ml.

(J‘:l



Solucion de Iromuro de etidio

Coneentracion Linal e mesmmsscccsccoorcon (1.5 mg/ml.

Sobueiin slock afadiy s—-semmmesssis e 35 1t (1 000X)

Aforar con agun bidestitada o wmevemmmmremsemme 50 mlL

SOl de rabjo v 0,5 L/,

L solucion de tabajo para geles se obtiene haciendo fa dilucion 12 1000 de Ia
coneentracion final,

PELIGRO! Alamente  carcinogénico,  proleper de la bz, almacenar  en

contanedoeres opacos y cubiertos con aluminis.



Primoers

Log promers se necesitan a una concentracion de 0.25 mg/mb. Por o tanto se
necesita agrepar agua il o HPLC estéril al sal-3 3406 microlitros v at sabd 3428
mivralitas, asi se tenen ya los primers a 1O oy/ml, que es el stoch para almacenar, Se
proparan alicuntas de cada uno de ta siguiente manera: 25 microlitros del stock v 73
microbitees de agua mili) o HPLC estéril, La concentracidn final de estas aliouotas ser

de 025 mugd/mel y listas pars asirse en b reaceidon de la PCR,

L



Volumuen de componentes de by mezels madre havtn 20 muesteay fen microtitros)

MLesras

Apua

dp TP,

Bulfer

i)

Oige 2

Tay Pol

IX

2X

62X

[7X

R

(RN

20N

848
1,96
2544
KR
d2.4
50,88
A0
67,84
76,32
84,5
43,28
11,70
L1249
872
127.2
135,08
(44,106
152,04
Il 12

R

(.75
|5

28

ad

073
1.5
125
I2

PLTS

RIS

IS

0,006
.32
1,98

764

T
g.58
et
9.9
[1).56
[].22
1188
R

32

l,25

A

2.3

(L13
20
.39
.52
004
.7
0,91

104

208

(.13
0.6
{1.39
(.52

10k

0l
032
0.3
(3.4

0.5




Pasos hara crear un nueve programa en el tlermosicldor

Eo Conectar e equipn a un regufador y este d la corrfente eléctrics.

2o Encender el equipo, del bordn ubicado en T parte posterior,

Ao Seleccionar “Files™ con Jos bownes & ¥ By oprimir enfer,

4, Seleceionar “MNew” con las botones A ¥ 4By oprimir enter,

Con Jos botones A ¥ A ubicar en “Lid™ para programar la temperatura de fa

s gue generalmente se usa 103 °C,

b, deleceivnar “NOWAIT” con los botones A ¥ A%y oprimiv el bolon “sel” pary
cambiar g WAIT,

7o Ubicar el cursor, una posicidn antes de ENIY, con oy botones A W 4w PRI
luewo oprintir el botdn 17, para regisirar la primee emperatura con su tiemyso,

B Opeimiy nuevamente el bowm "1 para registrar Ta segunda empaeratura y
peimera de oy ciclos, currespondicnte a 1a desnaturalizacion,

90 Muevamente oprisnie 17 pars Ty segunda temperatura y tempo del ciclo,
correspondiente s L alineacion del primers,

0L Crprioie 17, pats pegdstes Ly temperatura y tempo de extension,

FLoOprimir of batdn 4™, pars registrar desde donde injciaran los elelos v ool nunwero
de vepetiviones, sparecerd “GOTO™ aqui se eolucd ol 2, gue dunde miciaran los

ciclos y en TREP™ ef nimera de ciclos, generdnene de 30 - 40,

o



1

PLOOQprimir una vez mas <17 para registeay o Qlima emperatura y tiempo del
programi.

P3, Oprimic el botor “2" | aparecerd hold donde se colocara lenperptura de
alimacenamiento gue es de 5 %, tmbidn aparecerd finalmente enter.,

P Oprimir “enter: y luego “exit”, aparecerdt que st se quiere salvar, oprimir “enter”
e UYEST, aporecerd parg poner nombre &b proprama, esto con el hoton “sel”
para fas lewas y AF A» para i cambiando de posicion,

L3, Ya derminado de poner el nombre, oprimir tenier™ v oel programa estard
registiade,

b, Oprimic *Exit™ para ir al mend principal.

Correr un programa
Looseleccionar "STAR™ oprimir “emter”, aparecersn  odos  los Progranay
registrados, seleccionar el indicado con los bolones A Y 4w
2o Oprimir “enter™ en dos ocastones y el leemociclador trabajara con el programa
geleceionado.

S1cometimos un error vose desea detener el progeama oprinir starfsioen™ v g
- ot s i

e

“ehter'”,
4o Siel programa se electud adecuadunente, al Hial solo opringr “exis™ y Apagar el

MO

315]



