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RESUMEN

El Gobierno Mexicano, al comprender la necesidad de prevenir la
contaminacion de los alimentos, crea dentro del Servicio Nacional de Sanidad,
Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) la Direccion General de
Inocuidad Agroalimentaria, Acuicola y Pesquera, que desarrolla y ejecuta durante
varios afios esquemas de aplicacion voluntaria sobre temas de inocuidad, dada la
falta de un marco legal y normativo en el pais. Durante el periodo de Febrero de
Febrero Septiembre del 2011 se establecié un experimento en invernadero de
tomate organico con diferentes sustratos, como lo fueron vermicomposta + arena,
composta + arena, arena y arena+ vermicomposta + composta.

Se utilizararon semillas de tomate hibrido saladette (Solanum lycopersicum
L.) cv. Cuauhtémoc, El Cid y Kickapoo de la casa comercial Harris Moran. Se
sembraron en una bandeja de poliestireno de 200 celdillas, utilizando turba
(Premier Sphagnum Peat moss) como medio de crecimiento. El trasplante fue en
macetas separadas a 30 centimetros una de otra. El riego se realiz6 con agua
mineralizada, y té de composta segun el disefio experimental lo mostraba en cada
uno de los tratamientos.

La cosecha se realiz6 en los meses de finales de Julio, agosto y principios
de Septiembre. Para la toma de las muestras se tomaron los racimos namero 7, 8
y 9, tomandolos al azar, 4 frutos por linea de tratamiento en cada racimo
respectivamente. Dichas muestras fueron cosechadas en bolsas estériles con el
menor contacto posible con el fruto para evitar la contaminacion cruzada.
Posteriormente se llevaron a andlisis para determinar coliformes totales y la
presencia de Salmonella. Los andlisis microbiolégicos se llevaron a cabo en el
laboratorio de Ciencias y Tecnologia de los Alimentos Orientados a la Salud
(CyTAOS) de la Escuela de Ciencias Biologicas de la UA de C., analizando un
total de 96 muestras. Para evaluar la calidad sanitaria del tomate se realizaron
recuentos bacterianos por duplicado de, Coliformes totales y aislamiento de
Salmonella spp.

El fruto esta libre de Salmonella y de coliformes totales no representa un
peligro para la salud o el consumo del producto; por lo que se considera que el
fruto microbiol6gicamente es inocuo.

Palabras clave: Tomate, inocuidad, Salmonella, Escherichia coli, Consumo.



I.  INTRODUCCION

Una tendencia actual en la agricultura es la blusqueda de alternativas de
desarrollo sostenible, donde procesos como el compostaje y los productos derivados
del mismo han adquirido un especial auge por su capacidad para restituir al suelo una
cierta proporcion de materia organica para mejorar sus propiedades fisicas, quimicas y
bilégicas, las cuales se han vistos deterioradas por el uso continuo y exclusivo de
fertilizantes minerales bajo condiciones intensas de cultivo (Johnson DL. 1997), y de

elevar la productividad de los cultivos horticolas. (Atiyeh RM. Ed. Al. 2000)

El intenso y constante crecimiento de las ventas de alimentos organicos
registrado durante la segunda mitad del decenio del noventa ha proporcionado a estos
productos un nicho de mercado viable y, algunas veces, de valor afiadido. A dicho
crecimiento han contribuido los cambios producidos en los habitos alimentarios de los
muchos sectores de la poblacion de los paises desarrollados a raiz de una mayor toma

de conciencia de aspecto sanitario de la alimentacion.

La produccion de alimentos organicos estd mas orientada a la proteccion del
medio ambiente, que a la inocuidad de los alimentos. Sin embargo, el uso de
fertilizantes organicos y la falta de uso se desinfectantes para reducir patdgenos
durante el empaque han creado preocupacion en algunos sectores sobre la posibilidad
de que este tipo de productos tenga mas altas probabilidades de transmitir
microorganismos patégenos que los productos provenientes de cultivos

convencionales.

En la actualidad la inocuidad es uno de los componentes mas importantes en
operaciones de comercio internacional de alimentos. Datos recientes indican que el
costo de las enfermedades transmitidas por alimentos en EEUU es de al menos entre
3,000 y 7,000 millones de ddlares cada afio, por lo que es importante asegurarse de
gue una compra de alimentos no resultard en mayores costos posteriores si este se

encontraba contaminado con algun peligro biolégico, quimico o fisico.



La creciente participacion de frutas y hortalizas frescas o minimamente
procesadas como agentes transmisores de brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos ha generado gran preocupacion por parte de los grupos de consumidores y
de industriales, asi como de agencias gubernamentales. En México y paises similares,
existe doble motivo de preocupacion, pues justo con la responsabilidad de prevenir la
distribucion de productos peligrosos para la salud, se encuentra el hecho de que los
productos hortofruticolas estan dentro de los principales productos de exportacion. La
pérdida de clientes por problemas de inocuidad alimentaria puede afectar la economia
nacional si las exportaciones de productos agricolas disminuyen dramaticamente.
Existen ejemplos de esto, como los recientes brotes de enfermedad por Cyclospora
cayetanensis en Estados Unidos y Canada. La frontera de los EEUU ha estado cerrada
a la importacion de meldn cantaloupe durante los dltimos 9 afios. Con excepcidon de un
namero reducido de productores que han sido certificados, ningiin productor de melén
puede exportar este producto a los EEUU, mientras que anteriormente los melones
eran uno de los principales productos hortofruticolas de exportacion en México. Esto fue
el resultado de varios brotes consecutivos de salmonelosis que ocurrieron en EEUU y
que fueron rastreados hacia fincas mexicanas. Por mencionar también el reciente caso
de Escherichia coli 0104:H4 en Alemania por semillas de soja en mayo del presente

afo, en el que resultaron 3255 casos, segun la OMS, con 33 fallecidos.

Existen varios reportes de la presencia de bacterias patdgenas en frutas y
hortalizas crudas o pre cortadas. La lista de esos patdégenos incluye: Salmonella,
Aeromonas, Campylobacter, Escherichia coli patdégena, Shigela, Staphylococcus

aureus, Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica.

1.1 Objetivo

Evaluacion de la posible presencia de Salmonella y Escherichia coli en tomate saladette
bajo condiciones de invernadero.

Evaluar con cuatro tipos de sustrato (arena, arena + composta, arena + vermicomposta
y arena + vermi + composta).



Realizar el recuento de coliformes y andlisis para la presencia de Salmonella siguiendo
el procedimiento microbiologico segun las Normas Oficiales Mexicanas lo establecen.

Determinar los posibles factores que influyan en la presencia de Coliformes o
Salmonella

Obtener informacién confiable de que la produccién organica bajo invernadero de
tomate saladette es una manera segura para la sustentabilidad de los suelos agricolas
y el consumo humano, sin riesgos de contaminacion microbioldgica (Salmonellay E.
Coli).

1.2 Hipétesis

Bajo las condiciones de invernadero, la produccion organica de tomate saladette puede
ser confiable para su consumo, al tener un mejor manejo y posibilidades de impedir la
contaminacion cruzada de organismos microbiologicos (Salmonella y E. Coli) dafiinos

para el consumo humano.



Il REVISION DE LITERATURA.

2.1 Generalidades del tomate.
2.1.1 Origen.

El lugar de origen del género Lycopersicon es la region andina, la cual se
extiende desde el norte de Chile al sur de Colombia y de la costa del pacifico (incluidas
las Islas Galapagos) a las estribaciones orientales de los Andes. Hay muchas especies
superpuestas, pero no se han encontrado pruebas de introgresion natural, con la
excepcion de L. pimpinellifolium y L. esculentum var. Cerasiforme. Hay motivos que
inducen a creer que el origen de la domesticacion de los tomates estd en México

(Esquinas y Nuez, 1999).
2.1.2 Clasificacion taxébnomica

De acuerdo con Esquinas y Nuez (1999) la taxonomia del tomate es la siguiente:

Clase.......cccvviiennnnnnn. Dicotiledoneas
Orden.................. Solanes (personate)
Subfamilia.......................... Solanoidae
Familia.............c.oooiiinnt. Solanaceae
Tribu....o Solaneae
Género......cccoevviiiiiiinnn. Lycopersicon
Especie ... esculentum



2.1.3 Descripcién boténica.

Chamarro (1999) describe las principales caracteristicas morfologicas de la

planta de tomate como a continuacion se indica:

Planta: es una planta perenne de porte arbustivo que se cultiva como anual.

Puede desarrollarse de forma rastrera, semi-erecta o erecta.

Existen variedades de crecimiento limitado (determinadas) y otras de crecimiento
ilimitado (indeterminadas) y semi-indeterminado, las cuales se requieren que su cultivo

se realice en espalderas.

Indeterminadas: Los sucesivos tallos se desarrollan en forma similar,
produciendo una inflorescencia cada tres hojas. El aspecto es el de un tallo principal,
que crece en forma continua con inflorescencias internodales cada 3 hojas. Cuando

este proceso se repite indefinidamente los cultivares de nombran indeterminados.

Determinadas: Las plantas tienen un crecimiento limitado, puede extenderse
2m; los segmentos del eje principal soportan un namero inferior de hojas y terminan en
una inflorescencia, el sistema de ramificacion lateral experimenta un crecimiento

limitado dando a la planta un aspecto arbustivo con simetria circular.

Sistema radical: La raiz principal (corta y débil), raices secundarias (numerosas
y potentes) y raices adventicias. Seccionando transversalmente la raiz principal y de
fuera a dentro encontramos: epidermis, donde se ubican los pelos absorbentes
(especializados en tomar agua y nutrientes), cortex y cilindrico central, donde se situa el

xilema (conjunto de vasos especializados en el transporte de los nutrientes).



Tallo principal: Eje con un grosor que oscila entre 2-4 cm en su base, sobre el
que se van desarrollando hojas, tallos secundarios (ramificacion simpoidal) e
inflorescencias. Su estructura de fuera a dentro, consta de: epidermis, de la que parten
al exterior los pelos glandulares, corteza o cOrtex, cuyas células mas externas son
fotosintéticas y las mas internas son colenquimaticas, cilindro vascular y tejido medular.
En la parte distal se encuentra el meristemo apical, donde se inician los nuevos

primordios foliares y florales.

Hoja: Compuesta e imparipinnada, con foliolos peciolados, lobulados y con
borde dentado, en nimero de 7 a 9 y recubierto de pelos glandulares. Las hojas se

disponen de forma alternas sobre el tallo.

El mesofilo o tejido parenquimatico esta recubierto por una epidermis superior e
inferior, ambas sin cloroplastos. La epidermis inferior preneta un alto numero de
estomas. Dentro del parénquima, la zona superior o zona empalizada, es rica en
cloroplastos. Los haces vasculares son prominentes, sobre todo en el envés, y consta

de un nervio principal.

Flor: es perfecta, regular e hipogina y consta de 5 o mas sépalos, de igual
namero de pétalos de color amarillo y dispuesto de forma helicoidal a intervalos de

135°.

De igual numero de estambres soldados que se alternan con los pétalos y

forman un cono estaminal que envuelven al gineceo, y de un ovario bi o plurilocular.

Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racimoso (dicasio),

generalmente en nimero de 3 a 10 en variedades comerciales de tomate calibre My G;



es frecuente que el eje principal de la inflorescencia compuesta, de forma que se han
escrito algunas con mas de 300 flores se distingue. La primera flor de forma en la yema
apical y las demas se disponen lateralmente por debajo de la primera, alrededor del eje

principal. Las inflorescencias se desarrollan cada 2-3 hojas en las axilas.

2.1.4 Valor nutritivo

El fruto en fresco es rico en vitamina C, el poder caldrico del tomate es bastante
modesto debido a su escaso contenido en materia seca y grasas. En el cuadro 2.1 se

dan valores orientativos de los componentes de mayor interes.

Cuadro 2.1 Principales componentes del fruto del tomate (Chamarro, 1999).

Peso fresco

Componentes Componentes Peso fresco %
%

Materia seca 6.50 Acido malico 0.10

Carbohidratos Totales | 4.70 Acido citrico 0.20

Grasas 0.15 Fibra 0.50

N proteico 0.40 Vitamina C 0.02

Azucares reductores 3.00 Potasio 0.25

Sacarosa 0.10

Sdlidos solubles (°Brix) | 4.50




2.3 Produccién de hortalizas en invernadero

2.3.1 Generalidades de invernadero

Definicidn: construccion cerrada cubierta con materiales transparentes, dentro de
la posible obtener condiciones de microclima artificial y con ello cultivar plantas fuera de

estacion en condiciones Optimas (Sade, 1998).

2.3.2 Posibles ventajas

En Infoagro (2002) se menciona como posibles ventajas y desventajas las

siguientes:

e Precocidad

e Aumento de calidad y rendimiento (3 a 5 veces mayor que en campo abierto)

e Produccion fuera de época

¢ No se depende de fendmenos meteoroldgicos

e Mejor control de plagas y enfermedades

e Posibilidad de obtener mas de un ciclo de cultivo al afio

e Ahorro de agua (riego por goteo, microaspersion y subirrigacion), se puede llegar

a recuperar del 60% al 80% de agua aplicada que se evapotranspira.

2.3.3 Posibles desventajas

e Alta inversion inicial en la infraestructura
e Alto costo de aplicacion
e Requiere personal ejecutivo de alto nivel de experiencia y conocimientos

tedricos.



El cultivo bajo invernadero ha permitido obtener aplicaciones de primera calidad y
mayor rendimiento, en cualquier época del afio, a la vez que permite alargar el ciclo de
cultivo, permitiendo producir mas de una ciclo al afio y obteniendo mejor precio. Un mal
manejo del invernadero o del cultivo implica fuertes pérdidas econémicas, ademas, se
puede favorecer el desarrollo de aplicaciones, por lo que se requiere de aplicaciones

mas frecuentes de productos quimicos (Infoagro, 2002).

2.4 Agricultura organica

Zamorano (2005) semana que la agricultura organica ha despertado gran interés, no
solo en los sectores que estan relacionados con el sector agropecuario y en la
economia rural en su conjunto, sino también en amplios sectores de la sociedad. Este
gran interés empezd en los paises desarrollados hace ya mas de dos décadas. La
reconversion progresiva hacia la agricultura organica, la investigacion, las actividades
de transformacién, comercializacion y consumo de productos también llamados
bilbégicos, ha registrado un comportamiento de gran dinamismo. La explicacién reside
en la preocupacion creciente de la poblacion con relacion a la ingesta de productos
alimenticios inocuos, sanos, de los cuales se conozca su origen y trayectoria real, asi
como la mayor conciencia por la conservacion del medio ambiente y algunas posiciones
de solidaridad con grupos sociales menos favorecidos en los paises en vias de

desarrollo.



Schlermeler (2004) menciona que va en aumento la produccién organica en el
mundo, ademas, Macilwain (2004) cita que la agricultura organica ha revolucionado sin

perder la escencia de su fundamento, la materia organica.

FAO (2001) menciona que Japon, la Comunidad Europea y Estados Unidos, son los
principales consumidores de productos organicos, los cuales tienen un sobre precio del
orden del 40% mientras que en México, (L6pez, 2004) menciona que el precio es del

30-40% mas bajo que las convencionales.

Para que un producto se venda como organico, debe ser certificado por empresas
especializadas, en México se encuentran la Quality Assurance Internacional (QAI) y la
Oregon Tilth Certified Organic (OTCO), entre otras, las cuales cobran aproximadamente
100 y 25 ddlar la hectarea, respectivamente; cabe sefialar que la certificacion es anual y
contempla la revision del aspecto administrativo como en el de produccion, incluyendo

en algunos casos visitas sorpresa (Gomez et al. 1999).

2.4.1 Composta

De acuerdo con Mustin (1987) el compostaje es el proceso bioldgico de
descomposicion de compuestos organicos hasta la formacién de un producto estable

rico en sustancia himicas.

Para favorecer el compostaje es necesario crear las condiciones ideales para la
actividad microbiana, como: la cantidad adecuada de agua, oxigeno y alimentacion
balanceada. La intensa actividad microbiana durante este proceso provoca un aumento
en la temperatura. En el lombricompostaje para evitar este calentamiento que causa
dafio a las lombrices, se trabaja con camas de poca altura.
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Una de las formas de transformar los residuos organicos en material fertilizante,
es someterlos en un proceso de descomposicion (aerébico o anaerdbico) hasta un

compuesto estable llamado humus.

Figueroa y Cueto (2002) mencionan que la elaboracion de composta, ya sea

bacteriana o mediante lombrices, tiene varias ventajas:

a) Reduce los olores del estiércol.

b) No atrae moscas.

c) Minimiza concentraciones de patdégenos.

d) Redice la diseminacion de maleza.

e) Adicién de compuestos organicos estabilizados que mejoran la estructura

del suelo.

Mientras que como desventaja, afiaden el costo que implica su elaboracion.

En la produccién orgéanica, las compostas son aceptadas dentro del proceso de
produccién, Unicamente deben cumplir ciertos requisitos, como es el de voltearla
por lo menos cinco veces, manteniendo la temperatura entre 131 y 170 °F por

tres dias y que la relacion de C:N sea entre 25:1y 40:1 (NOP, 2004).

La comporta es el abono organico por excelencia y es lo mas cercano a la
manera en que la naturaleza fertiliza los bosques y los campos. La condensacion
de los fenoles junto con el amonio durante el proceso de humificacién, es quiza
la fase mas importante del proceso de compostaje (Paul y Clark 1996). La
formacion mas sencilla para determinar si durante el proceso del compostaje se
ha logrado la formacion de acidos humicos es por la disminucién de temperatura,
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siendo todas las condiciones de alimentacion, humedad y oxigeno Optimas para
la actividad microbiana. De esta forma si la temperatura es porque todo el

sustrato balanceado ha sido transformado (Soto y Mufioz, 2002).

En general, no se requieren condiciones muy controladas para la
elaboracion de composta. A continuacion de presentan las caracteristicas

deseables en una buena composta (Cuadro 2.2)

Cuadro 2.2 Condiciones ideales para compostaje.

Condicion Ambito aceptable Condicion 6ptima
Relacion C:N 20:4 -40:1 25:1 -30:1
Humedad 40 — 65% 50 — 60%
Oxigeno + 5% a 8%
pH 5,5-9,0% 6,5-8,0
Temperatura 55-75 65-70°C
Tamafio de particula 05-1,0 Variable

Fuente: Rynk (1992)

2.4.2 La Vermicomposta

Luévano y Veladzquez (2001) citan que la lombriz de tierra es un integrante
natural que se encuentra en los suelos contribuyendo de manera decisiva en su
fertilidad, ya que desarrolla una actividad esencial en la aireacion y estructuracion de

los suelos. Se ha encontrado que es capaz de transformar restos organicos (hojas
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muertas, heces de animales, etc.) en compuestos facilmente asimilables por las plantas
ademas de favorecer la mineralizacion del suelo; acelera la formacion de compostas y
el ciclo de los nutrientes; mejora el drenaje y favorece la propagacion de bacterias
nitrificantes; ayuda al intercambio de las capas del suelo evitando el encostramiento, y

coadyuva a la recuperacion de suelos erosionados.

Magnano y Gomez (1999) sefialan que las lombrices de tierra son indispensables
en la agricultura organica, ya que ayudan al establecimiento de compostas de origen
urbano, industrial o agricola. La actividad de las lombrices puede resultar en una
composta de calidad, la cual se obtiene después de que la materia organica ha sido
degradada, por hongos, bacterias y protozoarios, organismos que son los que en
realidad sirven de alimento a las lombrices y que son ingeridos junto con el sustrato en
gue se encuentran; toda esta mezcla la salir como excremento junto con el suelo, forma

un producto ideal como mejorador del suelo.

Rynk (1992) menciona que a dicho producto, que es el abono producido por la
lombriz, se le conoce como lombri-abono o lombri-composta o bien, vemi-composta, el

cual contiene los materiales y nutrientes éptimos para los cultivos agricolas.

Nogueroles y Sicilia (2004) mencionan que el humus de lombriz es un fertilizante
bioorganico de estructura coloidal, producto de la digestion, que se presenta como un
producto desmenuzable, ligero e inodoro. Es un producto terminado, imputrescible y no

fermentable.

Contiene una elevada carga enzimatica y bacteriana que aumenta la

solubilizacion de los nutrimentos haciendo que puedan ser inmediatamente asimilables
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por las raices. Por otra parte, impide que estos sean lavados por el agua de riego,
manteniéndolos por mas tiempo en el suelo (Luévano y Velasquez, 2001). Se considera
como uno de los abonos organicos de facil manejo y produccién rapida en las plantas
del composteo; tiene buenas caracteristicas fisicas, quimicas, microbiologicas y

nutrimentales (Kulkarni et al., 1996).

Las caracteristicas mas importantes del vermicompuesto en su alta carga
microbiana, a cual le hace como el excremento material regenerador del suelo. Con un
pH practicamente neutro, con valores que oscilan entre 6.8 y 7.2, caracteristicas que le
permiten ser aplicadas aun en contacto directo con las semillas (Martinez, 1997) los

valores nutritivos de la vermicomposta se presentan en el cuadro 2.3.
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Cuadro 2.3 Valores nutritivos de la vermicomposta UAAAN UL

2011
Factores Valores
Humedad 30-60%
pH 6,8-6,2%
Nitrégeno 1-2,6%
Fosforo 2-8%
Potasio 1-2,5%
Calcio 2-8%
Magnesio 1-2,5%
Materia organica 30-70%
Carbono organico 14-30%
Acidos flvicos 2,8-5,8%
Acido hamico-falvico 1,5-3%
Sodio 0,02%
Cobre 0,05%
Hierro 0,02%
Manganeso 0,006%

Fuente: Luévano y Velasquez (2001).
Garcia (1996) describe las ventajas de la vermicomposta de la siguiente manera:
Aporta los elementos nutritivos para la planta, tales como nitrégeno, fésforo, potasio,

calcio y magnesio.
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La presencia de bacterias que por su accion ayudan a una mejor asimilacion de los

elementos para la planta.

No contiene productos quimicos que alteren el ecosistema del suelo.

Por su estructura granular retiene la humedad y propicia un buen desarrollo de las

raices.

No produce malos olores y esta libre de patégenos.

La aplicacion de lombri-composta disminuye la poblacion de plagas en el suelo por su

contenido que compite con las mismas.

Por su contenido de materia organica se obtiene una éptima capacidad de intercambio

cationico del suelo.

El contenido microbiano de este abono acelera la descomposicion de elementos

organicos e inorgénicos.

2.5 Produccion organica de tomate en México.

El rendimiento en la produccién nacional de tomate organico es de 10 t ha™

(SAGARPA, 2005), sin embargo, si bien la cosecha es certificada, los rendimientos

pueden aumentar, incrementando la relacion beneficio-costo.

La produccion de tomate organico en México se lleva a cabo en Baja California
Sur (Navejas, 2002), pero si bien la cosecha es organica, los rendimientos son bajos,
por lo que es conveniente, producir en invernadero, garantizando rendimientos mucho

mas elevados, garantizando obviamente la aplicacion de insumos organicos para
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garantizar la obtencién de un producto organico y practicamente inocuo, por lo que la
obtencion de un sustrato organico, evitaria los tres afios mencionados, lo anterior

coincide con lo citado por Castellanos et al (2000).

Navejas (2002) menciona que en Baja California Sur, el tomate organico ocupa

diez veces menos superficie que el convencional, pero genera divisas diez veces mas.

Navajas (2002) mencionan que lo esencial contra la lucha de los insectos y
enfermedades en los sistemas organicos, es la prevencion y que en la actualidad hay
productos permitidos por las normas internacionales de productos organicos, los cuales

son todos a base de extractos vegetales.

2.6 Produccién organica en la Comarca Lagunera

Cano et al (2004) menciona que hoy en dia existe creciente interés por utilizar
fuentes organicas para abonar los suelos, en un intento de regresar los sistemas
agricolas actuales a la produccién organica. Una alternativa en la Comarca Lagunera
seria crear dicho sustrato a partir de estiércol composteado, del cual se producen
alrededor de 49 mil toneladas de materia seca mensuales (Luévano y Velasquez, 2001)

en combinacién con arena o perlita, materiales presentes en la Region.

Dodson et al (2002), mencionan que la diferencia entre la produccion en
invernadero de tomate convencional contra la organica, varia en tipo el sustrato, las

practicas de fertilizacion y el método de control de problemas fitosanitarios.
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2.7 Importancia del Problema.

En afios recientes la preocupacion debido al consumo de alimentos
contaminados se ha incrementado a nivel mundial. En los Estados Unidos, el Consejo
de Tecnologia y Ciencia Agricola estim6 que en 1994 ocurrieron 9,000 muertes y de 6.3
a 33 millones de enfermos relacionados al consumo de alimentos en ese pais. El
Departamento de Agricultura estimé los costos médicos y pérdidas en productividad
debido a 7 patégenos especificos en un rango entre $6.5 billones a $34.9 billones de
dolares anualmente. Para los paises desarrollados con una alta demanda de alimentos
como es el caso de Estados Unidos, el consumidor exige una mayor cantidad de
productos frescos todo el afio, lo cual desaparece el concepto de productos de
estacion, aparecen alimentos exéticos y la generalidad de los productos son traidos de
regiones agricolas con diferentes practicas de produccion, lo que durante la década de
1990 duplicé los casos de enfermedades causadas por alimentos asociados con frutas

y vegetales frescos (Saltsman, 1999).

El centro para el Control de Enfermedades de los Estados Unidos determind la
magnitud del problema de la contaminacion de los alimentos, consignando la ocurrencia
en ese pais de 98 brotes de enfermedades relacionados al consumo de los alimentos
durante 1990 a 1999, siendo los productos mas frecuentemente afectados los
germinados de alfalfa, jugos sin pasteurizar, lechuga, tomates, ensaladas verdes,
melones, repollos, siendo los organismos presentes Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella, Shigella, Cyclospora cayetanensis y el virus A de la hepatitis (Sapers,

1999)
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En el caso de México para el afio de 1993 se estimo6 una incidencia de 2.2 nifios
menores de 5 afios con casos de enfermedades diarreicas agudas en el hogar, asi
como 694,316 consultas por enfermedades diarreicas agudas para nifilos menores de 5
afos (Hernandez et al, 2000), mientras que en el INEGI reporta la ocurrencia de 9,585
muertes por enfermedades infecciosas intestinales por cada 100,000 habitantes durante

el afio 1995 (Cisneros, 1999).

Las organizaciones mundiales relacionadas con los alimentos como es el caso
de FAO y OMS (Organizaciones de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion y Organizacion Mundial de la Salud) estima que aun cuando la inocuidad
de los alimentos habia sido un tema importante, actualmente ocupa un lugar
preponderante en el programa politico de muchos paises, esto debido al mayor
conocimiento de los consumidores sobre el tema, asi como a los riesgos y desafios
emergentes en el ambito de la inocuidad de los alimentos, uno de los cuales son los
peligros microbioldgicos que presentan los mismos. Los factores que han contribuido a
esta situacion son los agentes patdgenos emergentes y reemergentes, las innovaciones
en los métodos de produccién de alimentos, cambios en el procesamiento y en las

exigencias del consumidor (FAO, 2000).

En octubre de 1999, la OMS, FAO y OMC organizaron el evento titulado
“Produccion de Alimentos mas alla del 20007, con la participacion de mas de 140 paises
y que tuvo como objetivo establecer los principios que deben aplicarse para la
produccion y comercio de alimentos que no representen un riesgo para la salud,
definiendo como principales conclusiones las siguientes: (1) Los paises toman como

referencia la metodologia del CODEX para determinar sus niveles de proteccion, (2)
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Convocar a los paises para que establezcan sus regulaciones en inocuidad con base
en principios cientificos, (3) Encomendar al CODEX el desarrollo de lineamientos para
determinar la equivalencia en sistemas de inspeccion y certificacion, (4) Prevenir que la
inocuidad se utilice injustificadamente como una barrera técnica al comercio y (5)
Adaptar practicas agricolas y de manufactura para producir alimentos seguros (Frias,

2000).

2.8 Estrategias de México en Relacion a Inocuidad Alimentaria

En base a los acuerdos internacionales, México ha definido su estrategia sobre
inocuidad alimentaria, la cual estd basada en el desarrollo de un Proyecto Integral de
Desarrollo para la Calidad Alimentaria (PIDTCA), el cual contempla entre sus
actividades los siguientes aspectos: (1) Programa de informacion y difusion, (2)
Programa de infraestructura y equipamiento rural, (3) Programa de investigacion, (4)
Programa de atencion a jornaleros agricolas, (5) Programa de calidad del agua, (6)
Programa de coordinacion con organismos internacionales y (7) Programa de

adecuacion y marco logistico y normativo en el sector (SAGAR, 2000).

2.9 Normatividad

En relacion al marco normativo, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y
Desarrollo Rural emitio la Norma Oficial Mexicana (con caracter emergente) NOM-EM-
034-FITO-2000, requisitos y especificaciones para la aplicacion y certificacion de
Buenas Practicas Agricolas en los procesos de produccion de frutas y hortalizas
frescas, la cual comprende calidad de agua, manejo de cultivo, manejo de plagas,

empacadora, transporte y trabajadores (SAGARPA, 2000).
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El FDA publicé en Estados Unidos las “’Guias para Reducir al Minimo el Riesgo
Microbiano en los Alimentos en el caso de Frutas y Vegetales Frescos”, la cual contiene
lineamientos relacionados con la aplicacion de Buenas Practicas Agricolas relacionados
con agua, estiércol animal y desechos organicos municipales sdlidos, salud e higiene
de los trabajadores, instalaciones sanitarias, sanidad en el campo, limpieza de las
instalaciones de empaque Yy transporte, lo cual esta dirigido a lograr la produccion de

frutas y hortalizas libres de riesgos para la salud humana (FDA, 1999).

2.10 Caracteristicas generales de los microorganismos contaminantes

La familia Enterobacteraceae esta compuesta por un gran namero de especies
estrechamente relacionadas que se encuentran en el suelo, el agua, la materia en
descomposicion y en el intestino grueso del hombre, los animales y los insectos. Esta
familia incluye muchos géneros como Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Proteus y otros. Debido a su habitat a su hébitat natural en los
seres humanos, estos microorganismos reciben el nombre de “bacilos entéricos”.
Dentro de esta familia se encuentran algunos de los agentes causales mas importantes
de enfermedad gastrointestinal: los agentes de la fiebre tifoidea y de la disenteria
bacilar. Los bacilos entéricos son responsables de la mayor parte de las infecciones
nocosominales (adquiridas en el hospital) que se observan en la actualidad. El
problema se complica mas por el hecho de que muchos de los organismos aislados son

resistentes a multiples agentes antimicrobiales (Espinoza y Lozano, 2002).

Morfologia. Las Enterobacteraceae son bacilos gram negativo pequefios (0.5 por

0.3 milimicras) que no forman esporas. Pueden ser moviles o inmoviles. Cuando son
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moviles la locomocién se realiza por medio de flagelos peritricos, una propiedad que
ayuda a diferenciarlos de las Pseudomonaceae y las Vibronaceae, que son flagelos
polares. Dos géneros Shigella y Klebsiella, son tipicamente inmoviles (Espinoza y

Lozano, 2002).

Fisiologia. Las Enterobacteraceae son organismos facultativos con diversidad
bioquimica. Cuando se desarrollan en anaerobiosis o en atmosfera con baja tension de
oxigeno, fermentan los hidratos de carbono; pero cuando se les ofrece suficiente
cantidad de oxigeno utilizan en ciclo del &cido tricarboxilico y el sistema de transporte
de elctrones para la produccion de energia. Por definicion, todos los miembros de la
familia fermentan la glucosa, reducen nitratos a nitritos pero no lichan el alginato y son
oxidasa-negativos. Casi todos los bacilos entéricos fermentan la glucosa por la via
acida mixta, pero los miembros de los géneros Klebsiella, Enterobacter y Serratia
utilizan la via fermentativa del butanodiol. Las distintas especies en los hidratos de
carbono que fermentan a estas diferencias, junto con las variaciones en la produccion
del producto terminal y en la utilizacién del sustrato, constituye la base para la

determinacién de las especies dentro de esta familia (Espinoza y Lozano, 2002).

Morfologia e identificacion. Las Enterobacteraceaes son bacilos gram negativos
cortos. Cuando crecen in vitro sobre medio soélido se observa la morfologia
caracteristica, pero en muestras clinicas la morfologia es muy variable. La capsula son
grandes y regulares en la Kebsiella menos en Enterobacter y poco comunes en otras

especies.
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Cultivo. La E. coli y la mayor parte de las bacterias entéricas forman colonias
lisas circulares, convexas, con bordes bien diferenciados. Las colonias Enterobacter
son similares pero un poco mas mucoides. Las colonias de Klebsiella, mucoides y
tienden a confluir cuando la incubacion se prolonga. Las salinelas y las shigelas
producen colonias similares a E. Coli pero no fermentan la lactosa. Algunas sepas de E.

Coli produces emolisis en agar sangre (Espinoza y Lozano, 2002).

2.11 Caracteristicas generales del género Salmonella

En la mayor parte del mundo, Salmonella es el microorganismo mas reportado
como causante de dafio por ingesta de alimentos contaminados, mientras que en
paises desarrollados, no son frecuentes los alimentos contaminados con E. coli donde
los estandares de calidad en higiene y sanidad son normalmente altos. Sin embargo la
incidencia de dafio por consumo de alimentos contaminados con E. coli O157:H7 se ha
incrementado desde 1980 incluso en estos paises. Otros organismo frecuentemente
encontrado en carnes son S. aureus y L monocytongenes, el primero como
consecuencia de contaminaciéon a partir de manipuladores y animales y el segundo
proveniente de una gran diversidad de fuentes debido a su habitat cosmopolita, capaz
de crecer y multiplicarse a bajas temperaturas (4' ¢) por lo cual se de gran importancia

para alimentos que se conseryan en refrigeracion. (Espinoza y Lozano, 2002).

Morfologia. Bacilos pequefios, gram negativos, anaerobios facultativos no esporulados,
presentan mas de 2000 serotipos acorde al sistema basado en antigenos somatico (O)
V flagelar (H), conocido como el esquema Kauffmann- White. Distribuidos ampliamente

en la naturaleza y que tiene como reservorio tanto al hombre como a los animales. La
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enfermedad que ocasiona es consecuencia de la ingestibon de alimentos
inadecuadamente almacenados o preparados y por lo cual el microorganismo alcance

la dosis de infeccion adecuada. (Espinoza y Lozano, 2002).

Patogénesis. Después de la ingestion y paso a través del estdbmago, la bacteria se
multiplica y adhiere al borde de las células epiteliales a final del intestino delgado y del
colon. Después de multiplicarse en elfoliculo linfoide en el desarrollo de la respuesta de
leucocitos, siguen una hiperplasia linfoide hipertrofia. Esta respuesta inflamatoria media
la liberacion de prostanglandinas, las cuales estimula el CAMP y producen secrecion

activa de fluido, resultando en diarrea. (Espinoza y Lozano, 2002).

Aspectos clinicos. El sindrome por Salmonella se presenta de 12 a 14 h después de la
ingestion del alimento infectante y basicamente consiste de nauseas, vomito, dolor
abdominal, dolor de cabeza, calambres y diarrea. Se puede acompafiar por postracion,
fiebre moderada ¢ fatiga. Generalmente se recuperan a los 7 dias y el antibiotico no se
prescribe si solo presenta sintomas gastrointestinales. La mortalidad es baja (4.1%)
aunqgue S. cholera suis se ha reportado hasta con un 21%. Algunas complicaciones por
S. enteritidis son fallo renal, osteomielitis y meningitis, que requieren de una terapia

apropiada con antimicrobianos. (Espinoza y Lozano, 2002).

Ecologia. El habitat de Salmonella es el tracto intestinal del hombre y animales de
sangre caliente, ocasionalmente insectos, los cuales pueden transportarla a otros
lugares, por lo que es comun encontrarla en agua, especialmente las muy
contaminadas. Crece y se multiplica en un rango amplio de temperaturas y alimentos,

es facil de diseminar y pasarse de persona a persona; existe un prolongado periodo de
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excrecion después de adquirirse. La frecuencia de esta bacteria en las poblaciones se
debe en parte a la presencia de individuos portadores infectados por el microorganismo.
Huevos, aves, carne y productos carnicos son los alimentos mas frecuentemente

involucrados como vehiculos de la enfermedad. (Espinoza y Lozano, 2002).

2.12 Caracteristicas generales de Escherichia coli.

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo y no formador de esporas.
Habitualmente la E. coli. Es empleada como indicador de contaminacion fecal en
alimentos y agua debido a su habitat intestinal en humanos y animales. No se considera
patdgena, sin embargo algunas cepas han adquirido la capacidad de producir
enfermedad como consecuencia de la adquisicidn de plasmidos codificantes para los
factores de virulencia. Algunas de estas cepas son conocidas como enteropatogénicas

(EPEC), enteroinvasivas (EIEc); enterotoxigénicas (ETEC) y enterohemorragicas

(EHEC) que son de las mas estudiadas. (Espinoza y Lozano, 2a02).

GRUPO EHEC. En este grupo las cepas de E. coli ocasionan una enfermedad que
tiene como complicacion la colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico. Por lo
tanto se le conoce a la E. coti 0157:HZ como el agente causal de dichos padecimientos
y es de las mas estudiadas. Presenta tres caracteristicas importantes que la diferencian
de la E .coli tipica y que corresponde a la incapacidad para fermentar sorbitol en 480/0,
no produce B- gluconidasan no florescencia de la colonia y no crece a 42" ¢ (Espinoza

yLozano, 2002)

Patogénesis. La enfermedad es consecuencia de la accion a nivel intestinal de una o
mas toxinas (verotoxinas) codificadas por un plasmido y que es responsable de su
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produccion. Los efectos patolégicos incluyen cambios morfologicos en células
epiteliales, incremento en la actividad mitdtica de criptas, falta de mucina y de
infiltracion de cétulas polimorfonucleares en la mucosa. Estos cambios son asociados a
la presencia de verocitotoxinas libres en el colon y resulta en diarrea acuosa y/o
sanguinolenta. La dosis infectiva es menos a 100 células, afecta a todos los grupos
erarios, toleran acidez y se adhiere a células epiteliales ocasionando pérdida de micro
vellosidades. Produce verotoxina 1 y 2 las cuales probablemente abandonan el lumen

intestinal para causar efectos sistémicos. (Espinoza y Lozano, 2002).

Aspectos clinicos. Se produce Colitis Hemorragica (CH) o Sindrome urémico Hemolitico
(SUH). En la CH se presenta diarrea acuosa y sanguinolenta acompafada de dolor
abdominal, el cual causa confusién con apendicitis, poco vomito y fiebre baja, después
de 2 a g dias de incubacion, que varia alargandose hasta los 12. En el SUH la diarrea
sanguinolenta se observa en el 90% de los casos, hay anemia hemolitica
microangiopatica, trombocitopenia y nefropatia aguada. Estos sintomas son muy
similares a la purpura trombocitopénica tromboética en donde sistema nervioso llega a
involucrarse. Aunque en la mayoria de los pacientes se presenta la recuperacion
después de los ocho dias, se han reportado casos de mortalidad en nifios y ancianos
con problemas médicos. La terapia antimicrobiana es poco efectiva pero en casos

serios la ciprofloxina es la droga de eleccion. (Espinoza y Lozano, 2002)

Epidemiologia. El primer reporte de CH causado por EHEC fue en 1982 en los Estados
Unidos de Norteamérica (USA). Subsecuentemente se han presentado epidemias y
casos esporadicos en Canada, Japén y Reino unido (UK) Entre 10 000 y 20 000

infecciones por E. coli 0157:HT ocurren cada afio en USA. Se reportaron 16 epidemias
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en 1993 y otras 11 durante los primeros 6 meses de 1994. Su aspecto epidemioldgico
no es muy claro, ya que es muy raro aislar a E. coli0157:H7 de alimentos. Se reportd en
UK en 1g8g en heces de bovino e indicé que la vaca podria ser el posible reservorio de
la infeccidon,pudiendo darse la transmision del organismo de vaca a humanos, ya sea
por la carne cruda o inadecuadamente cocida asi como por leche no pasteurizada.

(Espinoza y Lozano, 2002).
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[l MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacién geografica del proyecto.

El trabajo experimental se realizé en el invernadero de 200 m2 con cubierta
plastica, piso de grava y sistema de enfriamiento automatico con pared humeda y dos
extractores, en el ciclo 2011, en la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro URL,
situada en 101° 40’ y 104° 45’ de longitud oeste y los paralelos 25° 05’ y 26° 54’ de la
latitud norte en Torredn Coahuila. Esta region recibe una precipitacion media anual de
235 mm, tiene una altitud 1.139 msnm y su temperatura media anual es de 18.6°C
(Schmidt, 1989). Los analisis microbiolégicos se llevaron a cabo en el laboratorio de
Ciencias y Tecnologia de los Alimentos Orientados a la Salud (CyTAOS) de la Escuela
de Ciencias Biologicas de la UA de C., de Junio a Octubre de 2010, analizando un total
de 96 muestras. Para evaluar la calidad sanitaria del tomate se realizaron recuentos

bacterianos por duplicado de, Coliformes totales y aislamiento de Salmonella spp.
3.2 Tipo y condiciones del Invernadero.

Es un invernadero de tipo semicircular compuesto de una cubierta plastificada de
polietleno y con una estructura totalmente metalica de 180 m? El sistema de
enfriamiento consisti6 en una pared humeda y dos extractores sin sistema de

calefaccion.
3.3 Actividades de Campo.

Los tratamientos fueron conformados de acuerdo a un arreglo factorial que

consistid en seis genotipos y ocho formas de fertilizacion, evaluados en un disefio
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completamente al azar. La unidad experimental estuvo compuesta por una maceta, con
una planta por maceta. Se utilizaron bolsas de plastico de 18 litros de capacidad y se
acomodaron en doble hilera, con arreglo en tresbolillo y separacion entre hileras de 1.6

m, para una densidad de 4 plantas/m2.

Los tipos de fertilizacion fueron:

1. Fertilizacion inorganica con solucidn nutritiva en sustrato arena considerado este
como testigo (cuadro 1), a la cual se le agregé microelementos quelatados (Maxiquel
multi FeZnMnB 579 EDDHA), hierro, magnesio, zinc y boro suministrados en una dosis

de 1.15, 0.49, 0.16 y 0.16 mgL1, respectivamente.

2. Té de vermicompost en sustrato de arena

3. Té de vermicompost diluido, en una relacién te:agua (1:3), aplicado en un

sustrato de arena + compost en una porcién 1:1 en volumen.

4. Té de vermicompost diluido, en una relacién 1:3, de esta mezcla se utilizaran un
litro por planta, aplicado en un sustrato de arena + vermicompost en porcién 1:1 en

volumen.

5. Té de vermicompost diluido en una relacién 1:3, aplicado en un sustrato de arena

+ compost + vermicompost, en proporcion 1:0:5:0:5 en volumen

6. Té de vermicompost diluido + algas, en una relacion té:agua 1:3, aplicado en un

sustrato de arena + compost, en proporcién 1:1 en volumen.

7. Té de vermicompost diluido + algas, en una relacién te:agua 1:3 aplicado en un

sustrato de arena + vermicompost en proporcion 1:1 en volumen.

29



8. Té de vermicompost diluido + algas, en una relacion te:agua (1:3), aplicado en un
sustrato de arena + compost + vermicompost en proporcion 1:0:5:0:5 en volumen

(cuadro 2)

El té de vermicompost se elabor6 de acuerdo a la metodologia de Ingham
(2005), como se describe a continuacion: para eliminar el exceso de cloro que se utiliza
para potabilizar el agua, en un tambo de 100 litros de colocaran 60 litros de agua y se
generara turbulencia durante tres horas con una bomba de aire. Luego, se colocara 6
Kg de vermicompost en una bolsa de plastico de red y se colocara la bolsa con la
vermicompost dentro del tanque con agua previamente aireada. Finalmente de una
fuente de acido humico y nitrégeni organico (Biomix-N 30% N, Bioagromex S.A.) y 10
mililitros de una fuente fésforo organico (Biomix-P 25%, Bioagromex, S.A.). La mezcla
se dejara fermentar por 24 horas con la bomba de aire encendida. Se aplcard 500
mililitros de té de vermicompost a cada maceta sin diluir con este tratamiento, mientras
que para el té diluido a una proporcion 1:3 se utilizara 1 litro de té de vermicompost por
cada 3 litros de agua, de esta mezcla se aplicara 1 litro por maceta. Se haran seis
aplicaciones del producto con algas (Algaenzims), para los tratamientos con algas; la 12
aplicacion sera al momento del trasplante (aplicacién foliar al cepellén del 1%), la 22
aplicacion foliar (1 Lha-1) se efectuara al inicio de la floracion y después de cada corte

de aplicara via foliar el producto (250 mL ha-1).

Por otra parte, para satisfacer las necesidades nutritivas del tratamiento testigo,

se consideraron cuatro etapas de desarrollo del cultivo:

1. Primer cuaje
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2. Primer y tercer cuaje

3. Tercer y quinto cuaje

4. Mas del quinto cuaje.

En cada una de estas etapas la solucién nutritiva madre se diluyé con agua
potable, de acuerdo a las siguientes relaciones: 1/3, 2/3 y 3/3 (SNM/AP) e igualmente
se aplico un volumen de 0.5 L maceta-1 d-1 de cada dosolucion durante la etapa

respectiva.

Se utilizé un sistema de riego por goteo para aplicar tres riegos diarios; el
volumen por dia variara con la etapa del cultivo, de 850 mililitros por maceta en la etapa
de trasplante al inicio de la floracion, a 2500 ml de floracién a la cosecha. La solucién

nutritiva o el té de vermicompost se aplic6 previo a uno de los tres riegos.
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Cuadro 2.4. Fertilizacion mineral durante el ciclo del cultivo (Fernandez y Camacho

2008)
Fertilizacion Mineral
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
Fertilizante (g m~ 1ler cuaje ler 3er cuaje 3er 5° cuaje >5° Cuaje
%)
Ac fosforico 122.5 122.5 122.5 122.5
Nitrato de calcio 330 330 330 430
Nitrato de potasio 212.1 414.1 656.6 717.1
Sulfato de 147.6 270.6 393.6 393.6
magnesio
Fosfonitrato 48 48 88 48
CE (dSm™) 1.8 2.1 2.3 2.6

Se utilizaron semillas de tomate hibrido saladette (Solanum lycopersicum L.) cv.
Cuauhtémoc, El Cid y Kickapoo de la casa comercial Harris Moran. Se sembraron en
una bandeja de poliestireno de 200 celdillas, utilizando turba (Premier Sphagnum Peat

moss) como medio de crecimiento. Se colocd una semilla por cavidad.

Parametros agronémicos en manejo: se estuvo observando la higiene y medidas de
prevencion de contaminacion cruzada al cultivo en todas las tareas de manejo al cultivo

con respecto a inocuidad.
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3.4 Cosecha

Parametros microbioldgicos: los racimos 7, 8 y 9 fueron tomados como muestras
para realizar los analisis microbiolégicos, donde se detectarian la posible presencia de

Salmonella y E. Coli del producto final (fruto).

Las muestras que fueron tomadas por tratamiento por separado, es decir, una
muestra de arena, una de vermicompost + arena, una de arena + compost y una de
arena + compost + vermicompost. Se cosecharon por racimo 4 frutos/ tratamiento al

azar en cada tratamiento.

Las muestras se colectaron en bolsas de hule estériles y evitando cualquier

contacto fisico con el fruto. Se marcaron por tratamiento, racimo y fecha de recoleccion.

Al tener las muestras debidamente colectadas, se llevaron al laboratorio para

realizar los andlisis correspondientes.

3.5 Actividades de laboratorio.

Andlisis Bacterioldgico.

Las muestras se tomaron en condiciones asépticas en bolsas estériles (figura
1.1) con cierre hermético, se conservaron a temperatura de refrigeracion en el

laboratorio para su analisis.
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Figura 1.1

El método microbiolégico para determinar el nimero de microorganismos
coliformes totales presentes en productos alimenticios fue por medio de la técnica de
cuenta en placa que se realiz6 en base a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-113-
SSA1-1994, Bienes y Servicios. Método para la cuenta de microorganismos coliformes
totales en placa y para la determinacién de Salmonella se realiz6 en base a la NORMA

OFICIAL MEXICANA NOM-114-SSA1-1994. Bienes y Servicios. Método para

determinacion de Salmonella en Alimentos. (Figura 1.2)
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Fig. 2.5 Método para determinar el nimero de microorganismos coliformes totales

e PREPARACION DE MEDIOS DE e ESTERILIZADO DEL MATERIAL

CULTIVO Y MUESTRAS

e PESAJE Y PREPARACION DE

LAS MUESTRAS

e PREPARACION DEL AGAR BILIS e VACIADO DEL AGAR BILIS ROJO

ROJO VIOLETA VIOLETA
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/ e RECUENTO DE COLONIAS

e IDENTIFICACION DE COLONIAS

Para la preparacion de diluciones para el examen microbiolégico de las muestras
fue en base a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-110-SSA1-1994. Bienes y
Servicios. Preparacion y dilucibn de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico. Se pesaron 10 g de la muestra en una media caja Petri estéril y
transferida a un frasco de dilucion con 90 Ml de agua peptonada al 0,1% dilucion 10-1.
A partir de esta primera dilucion, se realizaron diluciones decimales en solucion salina
0,85 % hasta 10 -3. Se depositaron en cajas Petri por duplicado 1 Ml de la muestra de
cada dilucion utilizando para tal propdésito puntillas estériles. Se agregd de 10 a 15 Ml
del medio Agar Bilis Rojo Violeta (RVBA) fundido y mantenido a 45 + 1,0°C en bafio de
agua. Para la homogenizacion del in6culo con el medio se llevo a cabo por medio de
seis movimientos de derecha a izquierda, seis movimientos en el sentido de las
manecillas del reloj, seis movimientos en el sentido contrario al de las manecillas del
reloj y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa y nivelada; se dejo
solidificar las cajas Petri a temperatura ambiente sobre una superficie horizontal.

Después de que el medio solidifico en la caja, se agregaron aproximadamente 4 ml del
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medio RVBA a 45 + 1,0°C en la superficie del medio inoculado, se espero hasta que el
medio solidifico. Se Incubaron a 35°C, durante 24 — 48 = 2 horas de forma invertida.
Después del periodo especificado para la incubacion se realizaron los célculos
correspondientes, para expresar los resultados de los contajes en placa como unidades

formadoras de colonia por gramo (UFC/qg).

Para la investigacion de Salmonella spp., se pes6é 25 g de la muestra y se
adiciono a 225 Ml de caldo lactosa se incubg a 35 °C; de 18 a 24 h, se transfirio un 1 ml
de la mezcla a un tubo con 10 ml de caldo tetrationato con 2 ml de una solucién yodo-
yoduro e Incubado de 18 a 24 h a 35°C; después del tubo se estrié en agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y en agar sulfito de bismuto(SB) vy se
incubé a 35 °C; de 18 a 24 h; después se procedi6 a examinar las placas para
investigar la presencia de colonias tipicas de Salmonella. En Agar XLD: colonias rosas
0 rojas que pueden ser transparentes con 0 sin centro negro. En algunos casos las
colonias pueden aparecer completamente negras; en Agar VB: colonias rojas o rosas
que pueden ser transparentes rodeadas por medio enrojecido; las bacterias
fermentadoras de la lactosa dan colonias amarillas. En Agar MAC CONKEY dan
colonias incoloras o de color muy claro. Si las placas no muestran colonias tipicas o0 no

se observa crecimiento, incubar 24 h adicionales, misma que fue negativa.
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Cuadro 2.7 Aislamitode Salmonella spp

e PREPARACION DE LA MUESTRA e AISLAMIENTO DE SALMONELLA

SPP

e ESTRIADO EN AGAR XLD, VB'Y e EXAMINACION DE LAS PLACAS

SB

38




IV RESULTADOS Y DISCUSION

Informacion de sustratos

Antes del trasplante se le hizo un lavado de sales con un riego pesado a los
sustratos de: Vermicomposta y Composta, asi como a sus combinaciones.

Se utilizaron bolsas de plastico de 18 litros de capacidad y se acomodaron en
doble hilera, con arreglo en tresbolillo y separacion entre hileras de 1.6 m, para una
densidad de 4 plantas/m2.

Los tipos de fertilizacién seran:

1. Fertilizacion inorganica con solucion nutritiva en sustrato arena considerado este
como testigo (cuadro 1), a la cual se le agregara microelementos quelatados (Maxiquel
multi FeZnMnB 579 EDDHA), hierro, magnesio, zinc y boro suministrados en una dosis
de 1.15, 0.49, 0.16 y 0.16 mgL1, respectivamente.

2. Té de vermicompost en sustrato de arena

3. Té de vermicompost diluido, en una relacién te:agua (1:3), aplicado en un
sustrato de arena + compost en una porcién 1:1 en volumen.

4. Té de vermicompost diluido, en una relacion 1:3, de esta mezcla se utilizaran un
litro por planta, aplicado en un sustrato de arena + vermicompost en porcion 1:1 en
volumen.

5. Té de vermicompost diluido en una relacién 1:3, aplicado en un sustrato de arena
+ compost + vermicompost, en proporcion 1:0:5:0:5 en volumen

6. Té de vermicompost diluido + algas, en una relacion té:agua 1:3, aplicado en un
sustrato de arena + compost, en proporcién 1:1 en volumen.

7. Té de vermicompost diluido + algas, en una relacion te:agua 1:3 aplicado en un
sustrato de arena + vermicompost en proporcion 1:1 en volumen.

8. Té de vermicompost diluido + algas, en una relacion te:agua (1:3), aplicado en un
sustrato de arena + compost + vermicompost en proporcion 1:0:5:0:5 en volumen
(cuadro 2)

39



El Té de Vermicomposta

El t¢ de vermicompost de elaboré de acuerdo a la metodologia de Ingham
(2005), como se describe a continuacion: para eliminar el exceso de cloro que se utiliza
para potabilizar el agua, en un tambo de 100 litros de colocaran 60 litros de agua y se
generara turbulencia durante tres horas con una bomba de aire. Luego, se colocara 6
Kg de vermicompost en una bolsa de plastico de red y se colocara la bolsa con la
vermicompost dentro del tanque con agua previamente aireada. Finalmente de una
fuente de acido humico y nitrégeni organico (Biomix-N 30% N, Bioagromex S.A.) y 10
mililitros de una fuente fosforo organico (Biomix-P 25%, Bioagromex, S.A.). La mezcla
se dejara fermentar por 24 horas con la bomba de aire encendida. Se aplcara 500
mililitros de té de vermicompost a cada maceta sin diluir con este tratamiento, mientras
que para el té diluido a una proporcion 1:3 se utilizara 1 litro de té de vermicompost por
cada 3 litros de agua, de esta mezcla se aplicé 1 litro por maceta.

Andlisis microbiolégicos.

Segun lo sefiala la norma NOM-037- FITO-1995. Por la que se establecen las
especificaciones del proceso de produccion y procesamiento de productos agricolas
organicos. En el punto 3.4.2 inciso “c” nos dice que En casos de controversia sobre el
caracter organico del producto se mandara realizar analisis al laboratorio aprobado que

se designe por la Secretaria.

Una de las enfermedades mas comunes en los productos organicos es la
Salmonella y una de las mas peligrosas la Escherichia coli por lo que en el proyecto se
hizo el analisis bacteriol6gico de estas dos bacterias en una produccion organica de
Tomate bajo condiciones de invernadero, en la cual el conteo de Coliformes Totales y el
aislamiento de Salmonella spp, los resultados se muestran en el cuadro 2.5.
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Cuadro 2.8. Identificaciéon de Salmonella. Identificacién de Escherichia coli.

Cuadro 2.9 Croquis del disefio del invernadero.

PARED HUMEDA
1 2 F3 1 2 Fd 1 Z | FS 1 2 |Cuauhtemoc
3 4 F3 3 4 Fd | 3 4 | F5| 3 4 |Cuzuktemos| 2
E 5 F3 El 5 Fd [ 5 G|FS| 5 5 Cid E
7 g F3 7 g F4 [ 7 g|F5| 7 g Cid o
g 10| F3 g o[ Fd| 9 [WO]F5| 9 10 Kickapoo g
il 12 | F3 1 2 [ Fd | 0[] F5| N 12 Kickapoo g
13 | F3 | 13 4 [ Fd | 13 [ W] F5| 13 14 Cherry a
15 B | F3 | 15 B [ F4 | 15 [B|F5| 15 16 Cherry [
F3 | 17 B [ F¢ | IF [ W& | F5 | 17 16 | Cuauhtemos
Fa | 18| 20 | Fa [ 18 [20] F5 [ 18 [ 20 |Cusuhtemoc| 2
F3 [ 21 22 [ Fd | 21 | 22| FS | 21 | 22 Cid E
F3 [ 23] 24 | Fd | 23 [ 24| F5 | 23 | 24 Cid o
F3 [ 25| 26 | Fd | 25 [ 26| F5 | 25 | 26 | Kickapoo g
F3 | 27| 28 | Fd | 27 | 28| F5 | 27 | 28 | Kickapoo g
F3 [ 23] 30 [ Fd4 | 23 | 30| F5| 23 | 30 Cherry a
F3 | 31| 32 | P4 | 31 | 32| F5| 31 | 32 Cherry [
EE) 34 | F3 | 33| 34 | F4 | 33 | 34| FS | 353 | 34 |Cuauhtemoc
EE 36 | F3 | 35| 36 | F4 | 35 | 36| FS | 35 | 36 |Cuauhtemoc
37 38 | F5 | 37| 38 | F4 | 37 | 38| F5 | 37 | 38 Cid
B8 40 | F3 | 33| 40 | F4 | 33 |40 F5| 39 | 40 Cid o
41 42 | F3 | 41| 42 | F4 | 41 | 42| F5 | 41 | 42 | Kickapoo E
43 44 | F3 | 43 | 44 | F4 | 43 | 44| F5 | 43 | 44 | EKickapoo 8
45 46 [ F53 | 45 | 46 | F4 | 45 | 46| F3 | 45 | 46 Cherry a
47 48 | F5 | 47 | 45 | F4 | 47 | 45| F5 | 47 | 48 Cherry [
F& [ 101 ] 102 [ F7 | 00 (102 F& | 101 | 102
FE [ 103 ] 104 | F7 | 103 [104] F5 | 103 | 104 %
FE [ 105 ] 106 [ F7 | 105 [106]| F&5 | 105 | 106 <
FE | 107 | 108 | F7 | 107 [105]| F5 | 107 | 108 8
FE [ 103 ] 10O [ F7 | 103 [1MO| F& | 103 | 110 a
FE | 1| T2 [ F7 | 1 [ 12| F& | 11 | 112 [
Arena A+C A+ A+C+H
ENTRADA
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RECUENTO DE COLIFORMES
. 1 2 3 4
TRATAMIENTO|| RACIMO/TRATAMIEN || # MUESTRA X X X X SALMONELLA
T0 10" | 10" 107 | 10? 10° | 10° 10* | 10*
7 1 5 2 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
", 8 2 o o]l ol ol o]l olo]Jo] oJo]of o Negativo
9 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
A 7 4 3 0 2 1 0 1 0 0 0 0 0 0 Negativo
+ 8 5 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
¢ 9 6 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 Negativo
A 7 7 8 56 | 32 | 38 | 48| 43 3 0 2 0 0 0 Negativo
+ 8 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
\J 9 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
’: 7 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
v 8 11 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
; 9 12 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Negativo
3.21 3.67 0.13 0.00
DISCUSION.

L | TOMATE

F1= Fertilizacion inorganica
F2= Fertilizacion con té de vermicompost
T Ferilizacién Té de vermicompost diluido

AsC = Arena + Compost
AV = Arena + Vermicompost
A+ = Arena + Compost + Vermicompost
A+C+P = Arena + Compost+Algas.
AP = Arena + Vermicompost+Algas
B lF = Arena + Compost + Vermicompost+Algas

TOMATE




Cuadro 2.10 Grafica de recuento de Coliformes Totales.

RECUENTO DE COLIFORMES TOTALES.

m10-1

10-2
m10-3
m10-4

* 1-3 Arena

* 4-6 Arena mas Composta

* 7-9 Arena mas Vermicomposta

* 10-12 Arena + Vermicomposta + composta

Se muestran los recuentos de coliformes totales, los cuales indican que no hay
un numero significativo de coliformes que alerte la produccién organica de tomate bajo
invernadero. Si se implementa en una produccién de mayor magnitud las Buenas
Practicas Agricolas, las cuales presentan la mejor recomendaciéon con su aplicacion
practica, una disminucién o eliminacién de los riesgos mas comunes que ocasionan la
contaminacion del fruto; y se aplican las Normas Oficiales Mexicanas segun cada caso
se comprueba que la produccién puede ser confiable para el consumo asi como para el
buen mantenimiento del suelo y su sobre explotacion con productos quimicos.

Los géneros de bacterias mas ampliamente reportados a nivel mundial que
causa enfermedades en humanos al ingerir alimentos contaminados son Salmonella y
Escherichia coli. El origen de estas bacterias es generalmente la presencia de heces
fecales de origen humano y animal, considerandose como un problema debido a su
amplia distribucion y presencia en los suelos agricolas y agua contaminada, asi como el
contacto con las manos contaminadas de las personas que maniobran con el fruto.
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V CONCLUSIONES

El mayor nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de coliformes
totales se presento en las lineas de los sustratos de arena + Vermicomposta y arena +
Composta, por lo que se concluye que su presencia se debe a la manipulacion
inadecuada del producto y a la cercania de la puerta de la nave de los que entran y
salen del invernadero, como lo es de cerrar una de las puertas antes de abrir la otra
para evitar la contaminacion dentro del invernadero.

La presencia de Salmonella spp en las 96 muestras analizada fue negativa; la carga de
coliformes totales es baja sin representar un riesgo para el consumo humano.

Por lo anterior, la presencia de coliformes totales en la muestra se debi6 a la
manipulacion inadecuada, ya que la presencia de estos microorganismos soélo se
presento en las lineas de los sustratos de arena + Vermicomposta y arena + Composta
y el resto estan libres de estas bacterias. Es necesario implementar las buenas
practicas agricolas y cumplir con el reglamento de lugares de produccién organica para
evitar la contaminacion cruzada de bacterias

Por lo anterior se puede decir que la presencia de coliformes se debié mas al ambiente
gue al manejo de los trabajadores en el lugar, es necesario implementar bien las
buenas practicas agricolas y el reglamento en lugares de produccién organica para
disminuir la probable contaminacion cruzada de bacterias como lo son Salmonella y
Escherichia coli.
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