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Resumen

La situacion mundial del comercio de alimentos obliga a los paises exportadores a reforzar sus
sistemas de control y adoptar y vigilar estrategias de control de la inocuidad basadas en el riesgo
de contaminacion. El objetivo de esta investigacion fue aislar enterobacterias en diversos insumos
usados en la produccion agricola en La Comarca Lagunera y determinar el riesgo que implica su
uso en las actividades agricolas. Se analizaron microbiolégicamente muestras a partir de diferentes
fuentes de agua, estiércoles y suelo, usados en la produccion agricola de La Comarca Lagunera,
Meéxico, durante los afios 2014-2016. Se identificd a Klebsiella spp. como el principal factor de
riesgo de contaminacion bacteriana en el agua que se utiliza para el riego de los diferentes cultivos
con una prevalencia de 46.95%. En las muestras de suelo se aislé unicamente a Klebsiella spp. con
una prevalencia de 60%, mientras que en muestras estiércol bovino se aislé E. coli (30%) y
Klebsiella spp. (40%), Salmonella spp. (14%) en estiércol caprino y Salmonella spp. (100%) en
estiércol pollinaza. Lo anterior representa un factor de riesgo para la salud del consumidor final,
en el caso de productores que pretendan exportar sus productos agricolas, les restaria
competitividad y les pudieran cerrar los mercados internacionales. Una investigacion mas profunda
es necesaria a lo largo de la cadena de produccion de frutas y hortalizas con el fin de reducir esta
contaminacion.
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Introduccion

Las frutas y vegetales proporcionan nutrientes esenciales tales como vitaminas, fibra, minerales
y tienen multiples beneficios en la salud, sin embargo, también son reconocidos como potenciales
vehiculos de enfermedades transmitidos por alimentos (ETA) (Mesbah et al., 2017). Actualmente
se considera que para garantizar la inocuidad alimentaria de los productos agricolas es necesario
prevenir la contaminacion en el campo y minimizar la contaminacion cruzada durante el manejo
posterior a la cosecha, sin embargo, prevenir la contaminacién en campos o invernaderos es un
desafio e incluso las buenas practicas agricolas (BPA) son insuficientes para garantizar que los
patégenos humanos no se introduzcan en la cadena de productos agricolas (Francis et al., 2012).

La produccion a campo abierto de productos horticolas los hace susceptibles a la contaminacion
por multiples fuentes. Varias revisiones se han hecho sobre la fuente de contaminacion con el suelo,
el agua, las enmiendas biol6gicas y la actividad de los animales silvestres, todos considerados como
rutas por las cuales se pueden introducir patdgenos humanos (Warriner et al., 2009; Olaimat y
Holley, 2012; Goodburn y Wallace, 2013; Nuesch-Inderbinen y Stephan, 2016).

AUn en los invernaderos, que son considerados ambientes cerrados, patdgenos como Salmonella
pueden llegar a establecerse (Holvoet et al., 2014). Esta documentado que los patdgenos entéricos
pueden sobrevivir en el estiércol, el agua y el suelo durante periodos prolongados (Franz et al.,
2005; Ferens y Hovde, 2011; Brandl et al., 2013) y se unen tenazmente a una variedad de semillas
de plantas, raices y hojas (Tyler y Triplett, 2008; Teplitski et al., 2011).

En México, la produccion de hortalizas representa 1.6% del valor total de la produccion nacional
agricola cultivada, y en La Laguna de Coahuila y Durango equivale a 16 120 millones de pesos
(SIAP, 2016). En los ultimos afios las frutas y hortalizas frescas han llamado la atencion de los
investigadores no solamente por los beneficios que su consumo brinda a la salud de las personas
sino también por su asociacion con diversos brotes de enfermedades gastrointestinales registrados
en la Gltima década (Xuan et al., 2000). En afios recientes, el origen de las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) ha cambiado, han surgido patégenos nuevos o cepas mas
agresivas y resistentes a los antibidticos (Rojas-Herrera y Gonzélez-Flores, 2006).

El SENASICA promueve la implementacion de sistemas de reduccidn de riesgos de contaminacion
(SRRC), con la finalidad de reducir el riesgo de contaminacion en la produccion de frutas y
hortalizas (SAGARPA-SENASICA, 2018).

De manera que la implementacién de buenas préacticas agricolas (BPA) en las unidades de
produccion de las hortalizas, deberia reducir los riesgos de contaminacion y permitir el
cumplimiento de los limites microbiologicos y de residuos de plaguicidas establecidos en la
normatividad nacional e internacional. Los SRRC se han implementado en los ultimos afos
principalmente en cultivos de exportacion como chile, jitomate, cebolla y tomate (Callejas et
al., 2006). Tan solo en 2016, la superficie cultivada de estas 3 hortalizas en la region lagunera
fue de mas de 9639.03 ha, generando un valor de produccion de $16 535 millones de pesos
(SIAP, 2016).
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La Comarca lagunera es una region con gran actividad agricola y pecuaria, y debido a la gran
actividad pecuaria bovina y avicola que existe se producen anualmente 1 millon de ton de estiércol
bovino y gallinaza con un gran potencial de usarse como abono orgénico en la produccion agricola
(Ramirez et al., 2016). Sin embargo, estos insumos representan un alto riesgo de transmision de
agentes patdgenos (Peralta-Veran et al., 2016).

De acuerdo a Sandoval y Colli (2004), otro de los factores de riesgo de contaminacion microbiana
a los productos horticolas, es la practica del riego con agua rodada procedente de afluentes
naturales, de pozos contaminados y el uso de aguas residuales no tratadas. En la Region Lagunera
60% de la produccidn horticola es regada con agua de noria y 40% con agua de rio (SIAP 2016).
Aunque el uso de aguas residuales para riego aporta un gran namero de nutrientes, algunos estudios
indican que el uso de aguas no tratadas para la irrigacion agricola es la préctica que mas influye en
la reduccidn de la calidad sanitaria de frutas y hortalizas (Cazarez et al., 2004; Allende et al., 2008).

Las ETA son un problema importante a nivel mundial ya que ocasionan alta morbilidad y
mortalidad, segln la organizacion mundial de la salud, se estima que cada afio se enferman en el
mundo alrededor de 600 millones de personas, 1 de cada 10 habitantes por ingerir alimentos
contaminados y 420 000 mueren por esta misma causa (OMS, 2015). Los alimentos pueden
contaminarse a lo largo de la cadena productiva y del transporte (Fatem, 2011).

Entre las bacterias causantes de ETA que son catalogadas como peligrosas se incluyen la
Escherichia coli enterohemorragica (particularmente el serovar O157:H7), Campylobacter jejuni
y Salmonella typhimurium (Blackburn y McClure, 2002). De acuerdo al CDC (2017) la bacteria
Salmonella se ha encontrado en frutos de tomate, melon, calabaza y mango, mientras que E. coli
0157:H7 en lechuga romana y espinacas organicas.

El objetivo de esta investigacion fue identificar la presencia de enterobacterias en diversas fuentes

de insumos usados en la produccion agricola en La Comarca Lagunera y determinar el riesgo que
implica su uso en las actividades agricolas.

Materiales y métodos
Toma de muestras
La toma de las diversas muestras se realiz6 en los meses de agosto a septiembre durante los afios
2014-20186, en ejidos y areas agricolas de los municipios de San Pedro, Francisco |I. Madero y
Matamoros en el estado de Coahuila, y de los municipios de Lerdo y Tlahualilo en el estado de

Durango (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tipo de muestras analizadas en La Comarca Lagunera y nimero de muestras.

Tipo de muestra Localidad N
Agua de Rio Nazas Ej. Leon Guzméan * 10
Presa Francisco Zarco * 20

Agua de pozo Ej. Hidalgo ™ 15
Fco. I. Madero ™ 20

Ej. Porvenir ™ 15

Ej. Venecia ™ 27
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Tipo de muestra Localidad N
Agua residual Gomez Palacio * 20
Agua de canal Ej. Hidalgo ™ 10

Ej. Escuadron ™ 10
Ej. Hormiguero ™ 12
Ej. Coyote ™ 20
Ej. 20 de noviembre ™ 12
Ej. Jaboncillo ™ 8
Ej. Santa Maria ™ 7
Ej. Presa de Guadalupe ™ 8
Ej. Finisterre ™ 10
Ej. Florida ™ 10
Ej. San Felipe 12
Ej. Vifiedo 10
Ej. Venecia 20
Ej. Lucero 20
Tlahualilo * 20
Matamoros = 12
Suelo (cultivo de cebolla) Fco. I. Madero ™ 27
Matamoros ™ 22
Ej. Hidalgo ™ 13
Suelo (cultivo de chile) Ej. Porvenir ™ 12
San Pedro de las Col. ™ 10
Suelo (cultivo de tomate) Ej. Hidalgo ™ 20
Ej. Florida ™ 16
Ej. Venecia 10
Estiércol bovino Fco. I. Madero ™ 20
Ej. Venecia 20
Ej. Lucero 20
Estiércol caprino Ej. Florida ™ 15
Ej. Rosita ™ 15
Ej. Venecia " 20
Estiércol pollinaza Ej. Florida ™ 10
Ej. Hidalgo ™ 10
Ej. Esfuerzo ™ 12
Total 600

"= ubicados en el estado de Durango; "= ubicados en el estado de Coahuila. Se recopilaron un total de 600 muestras

(suelo agricola 130, estiércol 142 y agua 328).

La metodologia para la toma, manejo y transporte de muestras se baso en la NOM-230-SSA1-2002
para las muestras de agua, y en la NOM-004-SEMARNAT-2002 para las muestras de suelo y

estiércol.

Las muestras para agua consistieron de 500 ml, las muestras para suelo de 500 g y las muestras
para el estiércol de 300 g en fresco y 500 g en seco. Luego de colectadas, las muestras fueron
inmediatamente almacenadas en hielo a una temperatura menor a 10 °C vy transportadas al
laboratorio donde se almacenaron a 4 °C. Los andlisis microbiologicos se realizaron dentro de las
24 h posteriores a la recoleccion de las muestras.
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Analisis microbioldgico

El andlisis para la presencia de coliformes fecales se llevd a cabo siguiendo la NOM-004-
SEMARNAT-2002. En la prueba presuntiva se pasé 1 ml de cada una de las diluciones preparadas
en tubos conteniendo caldo lactosado y se incubd por 35 °C +0.5 °C por 24 £2 h, + 24 h en caso
necesario. Los tubos positivos de la prueba presuntiva se resembraron por triple asada (esterilizada
al mechero y enfriada) en tubos conteniendo caldo EC e incubados a 44.5 + 0.2 °C en bafio de agua
por 24 £2 h. El resultado fue positivo cuando hubo produccion de gas a partir de la fermentacion
de la lactosa contenida en el medio EC.

Los tubos positivos se pasaron a agar Mac Conkey sorbitol con cefixime y telurito, se incubaron
de 18 a 24 h a 37 °C, posteriormente se pasaron a agar TSAYE y agar EMB, y se incubaron de 24
h a 35 °C. Se aislaron las colonias caracteristicas de E. coli y se sometieron a las pruebas
bioquimicas de indol (+), TSI (A/A + Gas), Citrato de Simmons (-), sorbitol (-), por ser sorbitol
negativas. Dado que el grupo de enterobacterias incluye también a Klebsiella, ésta fue aislada en
las muestras analizadas con esta metodologia.

El aislamiento e identificacion de Salmonella se realizé de acuerdo al protocolo descrito por Andrews
et al. (2007), el cual describe brevemente, 25 mL 6 25 g de muestra se pasaron a 225 mL de caldo
lactosado y se incubaron por 24 h a 35 °C. Después del periodo de incubacion, las muestras se pasaron
a caldo tetrationato (1 mL de muestra mas10 mL de caldo de tetrationato) y se dejaron incubar de 18
a 24 ha42 °C, después fueron sembradas en agar XLD (Becton Dickinson de México).

Estas placas se incubaron de 22 a 50 h a 35 °C. Las colonias con caracteristicas de Salmonella se
pasaron a pruebas bioquimicas en agar triple azucar y hierro por sus siglas en inglés (TSI), agar
hierro-lisina por sus siglas en inglés (LIA) y agar citrato de Simmons (Becton, Dickinson and
Company EE. UU). La identificacion del género se realiz6 mediante las pruebas bioquimicas de
LIA, TSIy Citrato de Simmons.

Los andlisis microbioldgicos se realizaron en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de
Agricultura y Zootecnia, ubicado en el km 28 de la carretera Gémez Palacio-Tlahualilo, Durango,
en el ejido Venecia, Municipio de Gomez Palacio, Durango, México.

Resultados y discusion
Anélisis de muestras de agua

El 56.09% (184/328) de las muestras de agua (Cuadro 2) presentd contaminacion con alguna
enterobacteria de las mas comunmente mencionadas por la literatura (Brisse et al., 2009; Puerta-
Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010). La prevalencia por microorganismo aislado fue la siguiente:
Klebsiella spp. 46.95% (154/328), Proteus spp. 8.53% (28/328), E. coli 7.92% (26/328),
Salmonella spp. 7.31% (24/328). En este estudio se identifico a Klebsiella como el principal factor
de riesgo de contaminacidn bacteriana en el agua que se utiliza para el riego de los diferentes
cultivos en la Comarca Lagunera. Klebsiella spp. es un patdgeno ubicuo y conjuntamente con E.
coli y Enterobacter spp. son bacterias con capacidad de provocar gastroenteritis (por ingestion),
infecciones respiratorias, en los oidos, la piel y otras (Rodriguez et al., 2017).
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Cuadro 2. Microorganismo aislado y prevalencia en cuatro tipos de muestras de agua usadas en
el riego de cultivos en La Comarca Lagunera.

Tipo de muestra Localidad N Microorganismo Prevalencia
Agua de Rio Nazas Ej. Ledn Guzman * 10 Klebsiella 10/10
Presa Francisco Zarco 20 Klebsiella 10/20
Agua de pozo Ej. Hidalgo 15 Proteus y 10/15
Fco. I. Madero * 20 Klebsiella 15/20
Ej. Porvenir * 15 Klebsiella 15/15
Ej. Venecia " 27 Klebsiella 3/27
Salmonella
Agua residual Gomez Palacio * 20 E.coliy 20/20
Klebsiella
Agua de canal Ej. Hidalgo * 10 Proteus y 10/10
Ej. Escuadron 10 Klebsiella 8/10
Ej. Hormiguero * 12 Proteus y 5/12
Ej. Coyote 20 Klebsiella 16/20
Ej. 20 de noviembre 12 Salmonella 7/12
Ej. Jaboncillo * 8 Klebsiella 7/8
Ej. Santa Maria * 7 Salmonella 217
Ej. Presa de Guadalupe 8 Klebsiella 3/8
Ej. Finisterre * 10 Klebsiella 2/10
Ej. Florida * 10 Klebsiella 2/10
Ej. San Felipe ™ 12 E. coli 3/12
Ej. Vifiedo ™ 10 Salmonella 1/10
Ej. Venecia ™ 20 Salmonella 3/20
Ej. Lucero ™ 20 Salmonella 15/20
Tlahualilo ™ 20 Salmonella 13/20
Matamoros * 12 Klebsiella 412
Klebsiella
E. coli
Total 328 184/328

*

“= ubicados en el estado de Durango; **= ubicados en el estado de Coahuila.

La presencia de Klebsiella en las muestras de agua analizadas en este trabajo representa un riesgo
a la salud humana y puede llegar a ser un gran problema en el control de infecciones ocasionadas
por esta bacteria, dado que cepas de Klebsiella resistentes a cefalosporinas de tercera generacion
han sido aisladas en frutas y vegetales que se consumen en fresco (Mesbah et al., 2017) y cuya
fuente de contaminacién ha sido el agua de riego. Otro patdgeno importante detectado en las
muestras de agua fue Salmonella spp. Esta bacteria es encontrada de forma cotidiana en muestras
de suelo, agua y vegetacion (Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez, 2010).

Su presencia en las muestras de agua de canales de riego representa un riesgo, dado que puede
pasar a las frutas y hortalizas regadas con esta agua y de ahi al consumidor final (Goodburn y
Wallace, 2013; Nuesch-Inderbinen y Stephan, 2016). Las muestras de agua que se tomaron del rio
Nazas presentaron una prevalencia por contaminacion con enterobacterias de 66.66% (20/30), las
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muestras de agua de pozo un valor de 55.84% (43/77), las muestras de agua residual un valor del
100% (20/20) y las muestras de agua de canal un valor de 50.24% (101/201). Estos valores son
mas bajos que el encontrado por Luczkiewicz et al. (2011), quienes determinaron una prevalencia
de coliformes fecales de 97% en muestras de agua; sin embargo, son mas altos que lo reportado
por Meshah et al. (2017) quienes encontraron una frecuencia de contaminacidn por enterobacterias
igual a 9% en el agua de riego.

La presencia de enterobacterias en las cuatro muestras de agua analizadas en este trabajo y se usan
como agua de riego en los cultivos de La Comarca Lagunera, constituye un factor de riesgo, pues
existe evidencia de la contaminacion de los alimentos de origen agricola por el agua de riego y una
asociacion de brotes transmitidos por alimentos con vegetales, jugos y otros productos contaminados,
especialmente los minimamente procesados o de consumo en crudo (De Giglio et al., 2017).

Anélisis de muestras de suelo
En los diferentes tipos de suelo (Cuadro 3) e independientemente del cultivo establecido al
momento de la toma de las muestras, Unicamente se aislo la bacteria Klebsiella spp. con una

prevalencia de 60% (78/130).

Cuadro 3. Microorganismo aislado y prevalencia en tres suelos diferentes de acuerdo al cultivo
establecido al momento de la toma de la muestra en La Comarca Lagunera.

Tipo de muestra Localidad N Microorganismo Prevalencia
Suelo Fco. I. Madero ™ 27 Klebsiella 15/27
(cultivo de cebolla) Matamoros = 22 Klebsiella 10/22
Ej. Hidalgo ™ 13 Klebsiella 10/13
Suelo Ej. Porvenir ™ 12 Klebsiella 8/12
(cultivo de chile) San Pedro de las Col ™ 10 Klebsiella 6/10
Suelo Ej. Hidalgo ™ 20 Klebsiella 10/20
(cultivo de tomate) Ej. Florida ™ 16 Klebsiella 11/16
Ej. Venecia 10 Klebsiella 8/10
Total 130 78/130

S

"= ubicados en el estado de Durango. ™= ubicados en el estado de Coahuila.

En el suelo donde estaba establecido la cebolla se observo una prevalencia de 56.45% (35/62), para
el suelo donde estaba establecido cultivo de chile una prevalencia de 63.63% (14/22) y para el
suelo donde habia cultivo de tomate se observo una prevalencia de 63% (29/46). Klebsiella spp. es
encontrada en el ambiente de forma cotidiana, y el suelo no es la excepcion. Rossmann et al. (2012)
describieron la incidencia de Klebsiella spp. en 11.4% en la rizosfera del suelo y también reportaron
la presencia de enterobacterias con potencial patdgeno humano con menos prevalencia tales como
Salmonella y E. coli. En este estudio no se detectd Salmonella ni E. coli en las muestras de suelo.

Anélisis de muestras de estiércol
Respecto a las enterobacterias aisladas en los tres tipos de estiércol (Cuadro 4), la prevalencia fue

de 41.54% (59/142). La prevalencia por tipo de estiércol fue la siguiente: bovino 33.3% (20/60),
caprino 14.0% (7/50) y pollinaza 100% (32/32).
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Cuadro 4. Microorganismo aislado y prevalencia en tres tipos diferentes de estiércol en La
Comarca Lagunera.

Tipo de muestra Localidad N Microorganismo Prevalencia

Fco. I. Madero ™ 20 E. coli 6/20
Estiércol bovino Ej. Venecia 20 E. coli 6/20
Ej. Lucero ” 20 Klebsiella 8/20
Ej. Florida ™ 15 Salmonella spp. 3/15
Estiércol caprino Ej. Rosita ™ 15 Salmonella spp. 4/15
Ej. Venecia 20 Salmonella spp. 0/20

Ej. Florida ™ 10 Salmonella spp. 10/10

Estiércol pollinaza Ej. Hidalgo ™ 10 Salmonella spp. 10/10
Ej. Esfuerzo ™ 12 Salmonella spp. 12/12

Total 142 59/142

.

"= ubicados en el estado de Durango; **= ubicados en el estado de Coahuila.

En el estiércol bovino se aislo E. coli y Klebsiella spp., mientras que en el estiércol caprino y
pollinaza Unicamente se aisl6 Salmonella spp. Lo anterior, constituye un fuerte factor de riesgo
para la salud humana, debido a que el uso de antibidticos para tratar humanos y animales en la
agricultura puede llevar a la seleccion de bacterias resistentes a los antibi6ticos que se escapan al
medio ambiente en los estiércoles (Durso y Cook, 2014).

Los aislamientos ambientales de enterobacterias que han adquirido resistencia a las cefalosporinas
de tercera generacion (3GC) constituyen una amenaza crucial para la salud publica como fuentes
de resistencia para cepas bacterianas patdgenas que podrian conducir a un fracaso en la
antibioterapia (Blaak et al., 2014).

La presencia de residuos en los alojamientos de los cerdos, vacas, pollos, cabras ha sido identificada
como un importante factor de riesgo para la infeccion por Salmonella (Beloeil et al., 2004).
Salmonella puede sobrevivir durante meses en restos de polvo y materia organica presentes en los
corrales, equipamientos y sistemas de ventilacion (Rajic et al., 2005), estando esta supervivencia
marcada por algunos factores como el serotipo y las condiciones climéticas. Por ello, es de suma
importancia emplear protocolos de limpieza y desinfeccion eficaces en los establos.

Diversos estudios han probado que la aplicacién de un protocolo adecuado de limpieza y
desinfeccion es una medida importante para prevenir la infeccion por Salmonella dentro de los
establos (Schmidt et al., 2004; Hautekiet et al., 2008).

En el caso de los tres tipos de estiércol analizados (Cuadro 3), se observa gque la contaminacion por
Salmonella se encuentra en la pollinaza y no el estiércol de vaca, posiblemente debido a que la
region es una cuenca lechera importante, lo que puede indicar que en los establos bovinos hay
buenas practicas de manejo de excretas. El desarrollo de diagnostico para bacterias
enteropatdgenas, asociadas con productos horticolas permitira establecer medidas mas adecuadas
de control en la cadena de produccion al identificar las fuentes de contaminacion como el agua de
riego, estiércol, suelo con tendencia al cultivo horticola, hacia las cuales se ha dirigido la
investigacion.
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Los resultados encontrados en esta investigacion resaltan la importancia de darle al estiércol un
tratamiento tendiente a minimizar la carga de microrganismos patdégenos antes de usarse como
abono en la produccién agricola, ya que esta demostrado que ademas de mejorar la fertilidad del
suelo, también son portadores de patdgenos zoonoticos que tienen el potencial de causar
enfermedades en el humano (Hutchison et al., 2005).

Conclusiones

Los insumos evaluados en este trabajo y que son aplicados en la produccién agricola en La
Comarca Lagunera representan un factor de riesgo para el consumidor por la presencia de
enterobacterias. Lo anterior, ademas de ser una fuente de enfermedades trasmitidas por alimentos,
resta competitividad a los productores para vender sus productos agricolas. Adicionalmente se
deberia informar al consumidor final acerca de estos peligros microbioldgicos para la salud y
fomentar las buenas practicas de higiene doméstica. Se deduce también que mas investigacion es
necesaria a lo largo de la cadena de produccion de frutas y hortalizas con el fin de involucrar mas
profesionales en inocuidad agricola en acciones para reducir esta contaminacion.
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