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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen un importante problema en la salud publica a
nivel mundial. Se ha registrado contaminaciéon de alimentos vegetales con diversos patdogenos
bacterianos asociados a estas enfermedades. El objetivo de este estudio fue identificar y caracterizar
bioquimicamente especies de enterobacterias en hortalizas de consumo fresco expendidos en mercados
populares de Tixtla y Zumpango, Guerrero y comparar la presencia de estas en los diferentes tipos de
hortalizas. Se colectaron 100 muestras de hortalizas en dos mercados populares, en Tixtla y Zumpango
del rio, Guerrero. Las cepas seleccionadas fueron purificadas y posteriormente identificadas en el
sistema vitek II. Se registré la presencia de siete géneros de Enterobacterias, de los cuales, Salmonella,
Escherichia y Shigella fueron los mas frecuentes. El 79% de las hortalizas evaluadas presentaron
enterobacterias, siendo el género Salmonella el mas frecuente. Encontrandose principalmente en la
lechuga, seguida del cilantro, sin embargo, no hubo diferencias significativas entre las diferentes
hortalizas. Este estudio registra la presencia de microorganismos reportados como agentes causales de
enfermedades en alimentos frescos, mostrando la relevancia del cuidado en el cultivo y procesamiento

de estos alimentos.
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Detection of Enterobacteria in Vegetables Sold in Popular Markets of two
Municipalities of Guerrero

ABSTRACT

Foodborne diseases constitute a major public health problem worldwide. Contamination of plant foods
with various bacterial pathogens associated with these diseases has been recorded. The objective of this
study was to identify and biochemically characterize Enterobacteriaceae species in fresh vegetables
sold in popular markets in Tixtla and Zumpango, Guerrero and compare their presence in the different
types of vegetables. 100 vegetable samples were collected in two popular markets, in Tixtla and
Zumpango del Rio, Guerrero. The selected strains were purified and subsequently identified in the vitek
II system. The presence of seven genera of Enterobacteriaceae was recorded, of which Salmonella,
Escherichia and Shigella were the most frequent. 79% of the vegetables evaluated presented
Enterobacteriaceae, with the Salmonella genus being the most frequent. Found mainly in lettuce,
followed by cilantro, however, there were no significant differences between the different vegetables.
This study records the presence of microorganisms reported as causal agents of diseases in fresh foods,

showing the relevance of care in the cultivation and processing of these foods.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA s) son patologias ocasionadas por la ingesta de
alimentos o agua contaminados por agentes etiologicos en tales dosis que afectan la salud, siendo mas
frecuentes las causadas por bacterias y parasitos (Pefia, et al. 2013; Rodriguez, etal., 2015; Soto, etal.,
2016). Estas enfermedades constituyen una importante problematica de salud publica, principalmente
en paises subdesarrollados (Gil, etal. 2010; Rodriguez, etal., 2015).

Seglin la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) los agentes causales mas comunes de estas
enfermedades son especies de Salmonella, Escherichia coli, entre otros (OMS, 2024). En México,
Salmonella spp. es uno de los principales agentes causales de enfermedades diarreicas agudas debido a
la ingesta de alimentos contaminados (Jiménez, 2018).

La familia Enterobacteriaceae (enterobacterias) es el grupo mas grande y heterogéneo de bacilos Gram
negativos de importancia clinica (Murray, etal., 2006). Estos presentan una distribucion amplia,
encontrandose en el agua, el suelo, la vegetacion, ademas forman parte de la microbiota intestinal de
muchos animales, incluyendo al hombre (Puerta y Mateos, 2010; Farifias y Martinez-Martinez, 2013;
Pérez, etal., 2014).

Producen una gran variedad de enfermedades en el ser humano, sobre todo intestinales y urinarias.
Algunas especies se asocian siempre con enfermedades, por ejemplo, Shigella spp., serovares de
Salmonella, Yersinia pestis, son considerados patdgenos primarios, mientras que otras son parte de la
microbiota intestinal, pero pueden comportarse como patdogenos oportunistas (E. coli, Klebsiella spp.,
Citrobacter spp., Enterobacter spp., Proteus spp., etc.) (Farifias y Martinez-Martinez, 2013; Pérez, etal.,
2014).

Por otro lado, se ha demostrado la contaminacién de alimentos vegetales y frutas frescos con patogenos
bacterianos y las fuentes de contaminacion por estos son diversas (Tabla 1). Por ejemplo, el suelo, el
agua de riego, el tipo de abono (e.g. provenientes de estiércoles), manejo por agricultores, el transporte,

sitios de procesamiento y comercializacion (Natving, etal., 2002; Hamilton, etal., 2006; Bejarano, etal.,

2007; Gil, etal., 2010).




Tabla 1. Estudios realizados sobre la contaminacion de alimentos frescos (frutas y vegetales).

Grupo bacteriano

Alimento  Tipo' Bacterias? FC* Referencia
Lugar
Aeromonas
Maracaibo, Venezuela Vegetales CIL, LEC, PER Ac, Ahyd MP Ginestrea, etal. 2005
Coliformes totales y fecales
Carabobo, Venezuela  Frutas FRE, GUA, DUR o MP Gil, etal., 2010
Sonora, México Vegetal LEC o MP Enciso, etal., 2020
Cajamarca, Peru Vegetal CEB, RAB, CUL, MP Rivera-Jacinto, etal.,
LEC, PER 2009
Ciudad de Meéxico, Vegetal LEC, VER, ESP, CUL, Vega, etal., 2005
México ACE, EPA, CIL, EXP
RAB, ZAN
Chihuahua, México Frutas CH, MEL, TOM, CUL Avila—Quesada, etal.,
DUR, MAN 2008
Cochabamba, Bolivia ~ Vegetal LEC o CUL, Rodriguez, etal.,
MP, EXP 2015
Lima, Pert Vegetal COL, LEC, ESP L MP Muiioz, etal., 2013
Ibadan, Nigeria Vegetal Q, BA, CAL L Akinde, etal., 2016
Huanuco Vegetal CBO, CUL, RAB, MP Escobedo, etal., 2014
PER
Enterobacterias
Cajamarca, Pera Vegetal CEB, RAB, CUL, E.col MP Rivera-Jacinto, etal.,
LEC, RAB 2009
Buenos Aires, Ensaladas SO, ZAN, COL, EX Anselmo, etal., 2020
Argentina LEC, CEB, TOM
Chihuahua, México Frutas CH, MEL, TOM, Sal, E.col CUL Avila-Quesada, etal.,
DUR, MAN 2008
Cochabamba, Bolivia  Vegetal LEC E.col, Sal, Shi, CUL, Rodriguez, etal.,
E.clo, C.fre, E.aer, MP,EXP 2015
K.pneu, Y.ent,,
P.ret
Lima, Peru Vegetal COL, LEC, ESP E.col, Sal MP Muiioz, etal., 2013
Ibadan, Nigeria Vegetal Q, BA, CAL C.div, C.fre, E.clo, CUL Akinde, etal., 2016
E.col, K.pneu,
S.Typ, S.Ent,
Se.mar, Shi.fle
Chimborazo, Ecuador  Vegetal REM, LEC, ZAN, E.clo, C.ama, CUL Gonzalez-Romero,
FRE, PA, OC P.vul, C.fre, K.oxy etal., 2022
Enteroccocacea
Chimborazo, Ecuador  Vegetal REM, LEC, ZAN, E.fae CUL Gonzalez-Romero,
FRE, PA, OC etal., 2022

* FC: Fuente de contaminaci6n investigada. 'Tipo de vegetal o fruta analizadas: Cilantro=CIL, Lechuga=LEC, Perejil=PER,
Fresas=FRE, Guayabas=GUA, Durazno=DUR, Cebolla=CEB, Rabanito o rabano=RAB, Culantro=CUL, Verdolaga=VER,
Espinaca=ESP, Acelga=ACE, Epazote=EPA, Zanahoria=ZAN, Chile=CH, Melon=MEL, Tomate=TOM, Manzana=MAN,
Cebollino=CBO, Repollo o col= COL, So0ja=SO, Remolacha=REM, Ocas=OC, Q=Quelite, BA=Berenjena africana,
CAL=Calabaza costilla, Papas=PA. 2Especies o géneros registrados: Aeromonas caviae =Ac, A. hydrophila=Ahyd,
Escherichia coli=E.col, Salmonella spp.=Sal, Salmonella Typhi=S.Typ, S. Enteriditis=S.Ent, Shigella spp.=Shi, Shigella
flexineri=Shi.fle, Enterobacter cloacea=E.clo, Citrobacter freundi=C.fre, Citrobacter diversus=C.div, Citrobacter

amalonaticus=C.ama, Enterobacter aerogenes=E.aer, Klebsiella pneumonie=K.pneu, Klebsiella oxytoca=K.oxy, Yersinia
enterocolitica=Y.ent,
faecalis=E .fae

Proteus  rettgeri=P.ret, Serratia marcescens=Se.mar, Proteus vulgaris=P.vul, Enteroccocus




La interaccion de los patdgenos entéricos con el medio puede conducir a la internalizacion en los tejidos
de las plantas, debido a factores que determinan la capacidad para unirse y proliferar en las plantas
(Aruscavage, etal., 2006). En las hortalizas las caracteristicas de crecimiento, normalmente en contacto
con el suelo, el alto contenido acuoso y el pH en que se desarrollan, son factores que inciden para el
desarrollo de bacterias contaminantes en estos (Natving, etal., 2002; Hamilton, etal., 2006; Bejarano,
etal., 2007).

Dada la importancia de las enfermedades transmitidas de por alimentos, es relevante conocer los
microorganismos que se encuentran en los alimentos que regularmente son consumidos en fresco, los
cuales frecuentemente son lavados solo con agua potable. Ademads, en algunas comunidades se ha
observado en los cultivos el uso de aguas residuales para riego o de abonos provenientes de estiércoles
sin tratamiento, por ende, podrian ser un foco de contaminacion de los productos agricolas, puesto que
varios de estos microorganismos tienen la capacidad de proliferar en los tejidos de las plantas y
sobrevivir por largos periodos en alimentos frescos. Por lo tanto, en Tixtla y Zumpango, al ser
comunidades que suelen cultivar y vender sus productos en sus mercados populares, esperamos que en
las hortalizas ofertadas ahi presenten contaminacion por enterobacterias consideradas como agentes
causales de ETA's (e.g. Shigella, Salmonella, E. coli).

El objetivo de este estudio fue identificar y caracterizar bioquimicamente especies de enterobacterias
en hortalizas de consumo fresco expendidos en mercados populares de Tixtla y Zumpango, Guerrero y
comparar la presencia de estas en los diferentes tipos de hortalizas.

MATERIALES Y METODOS

El area de muestreo se llevo a cabo en Tixtla de Guerrero y Zumpango del Rio, ubicados en la zona
centro del estado de Guerrero, México. Dichos sitios se encuentran entre 17°34'01”"N 99°23'52"0 y
17°39'05"N 99°31'42"0 respectivamente (Figura 1). El municipio de Tixtla cuenta con clima subcalido
subhtimedo, con temperatura que oscila entre los 16 — 20°C y destaca la produccion agricola de maiz,
jitomate, rabano col, lechuga, calabacita, cebolla y frijol (INEGI, 2010). Zumpango del Rio, municipio
de Eduardo Neri, cuenta con clima semicalido subhimedo con lluvias en verano, con temperaturas entre

los 16 — 30°C y destaca la produccion agricola de maiz, frijol, calabaza, jitomate, chile, cebolla, sorgo

forrajero, sandia, entre otros (INEGI, 2010) (Enciclopedia Guerrerense, 2015).




Figura 1. Ubicacion de los mercados populares en Zumpango del rio municipio de Eduardo Neri y

Tixtla, en la zona centro de Guerrero.
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Recoleccion de muestras

Las hortalizas consideradas fueron cilantro (Coriandrum sativum), rabano (Raphanus sativus),
calabacita verde (Cucurbita pepo), cebolla (Allium cepa) y lechuga (Lactuca sativa). Las muestras se
recolectaron en diferentes puestos de venta dentro de los mercados populares de cada municipio durante
enero — febrero de 2020. Se colectaron 100 muestras (20 por cada tipo de hortaliza) que no evidenciaran
lavado. Posteriormente se les colocd en bolsas con sellado hermético, fueron etiquetadas y se
conservaron en frio para ser transportadas al laboratorio de Epidemiologia de la Escuela Superior de
Ciencias Naturales, donde se llevo a cabo el procesamiento de las muestras, el cual fue realizado de
acuerdo con el manual de bacteriologia analitica de la FDA (Food and Drug Administration).
Procesamiento de las muestras

Se maceraron 5 gramos de la muestra a la cual se le agregaron 5 mililitros de solucion salina al 0.9%.

A partir de la mezcla obtenida se realiz6 una dilucion seriada, la cual consistio en agregar 1 mililitro del

producto en 9 mililitros de agua destilada estéril.




Posteriormente se homogenizé la solucion con la ayuda de un vortex, este procedimiento se realizo
hasta obtener la centésima y milésima parte de la primer alicuota. Finalmente, a partir de estas dos
ultimas disoluciones fue realizado el aislamiento.

Analisis e identificacion microbiolégica

Para el aislamiento se utiliz6 la técnica de extension, que consistio en agregar 1 ml de la solucion en
agares selectivos (agar McConkey y agar Salmonella-Shigella) y se realizé un extendido en todo el
medio, posteriormente fueron colocadas en una incubadora a 37° C por 24 horas. Este proceso fue
realizado por cada muestra. De las cepas obtenidas se realizd una descripcidon microscopica y
macroscopica. La descripcion macroscopica se realizd a simple vista y se tomaron en cuenta los
términos descriptivos para la morfologia de colonias en la superficie de un medio sélido los cuales son:
forma, borde, textura, elevacion y color. Posteriormente se realizo la descripcion microscopica, para
esto se realizaron frotis de cada cepa y se utilizo la tincion de Gram con la finalidad de poder visualizar
la estructura de la bacteria y tincion de la membrana (Santiago, 2009; Garcia, etal., 2010).

Por otro lado, se realizaron pruebas bioquimicas de oxidasa y catalasa, consideradas como pruebas
rapidas, usadas para describir el perfil bioquimico de las bacterias (Santiago, 2009; Garcia, etal., 2010).
Finalmente, la identificacion de los microorganismos se realizd mediante el sistema automatizado
VITEK®, se realizaron disoluciones de cada una de las cepas en tubos de ensayo de 13*100 con 3 ml
de agua salina y se midio la turbidez de acuerdo al estandar de turbidez McFarland de 0.5, el cual fue
medido con un densitometro, posteriormente se sometieron al sistema VITEK®, cada disolucion tenia
su respectiva tarjeta bioquimica y en un lapso de 6 horas el sistema proporciono los resultados de las
especies bacterianas, técnica realizada de acuerdo a la guia simple del usuario de Vitek® compact 2.
Anélisis de datos

Se analiz6 la presencia de las enterobacterias en los diferentes tipos de hortalizas mediante una prueba
de Kruskal Wallis (debido a que los datos no presentaron una distribucion normal) la cual fue realizada
con el programa Sigma Plot 11.0. Por otro lado, se aplico una prueba de Fisher para detectar diferencias
en la frecuencia de las enterobacterias encontradas en las hortalizas, usando la paqueteria Stats 4.3 del

programa estadistico R, version 4.2 (R Core Team). Para ambos analisis se tom6 en cuenta un nivel de

significancia de 0.05.




RESULTADOS Y DISCUSION

Se registro la presencia de enterobacterias en el 79% de las muestras analizadas, mientras que el 5% de
las muestras presentd microorganismos de otras familias. Fueron identificados siete géneros de la
familia Enterobacteriaceae y tres géneros de otras familias (Tabla 2). Se identifico la presencia de
enterobacterias consideradas como principales agentes causales de ETA s y fueron las mas frecuentes:
Salmonella, E. coli'y Shigella (Puerta y Mateos, 2010; Farifias y Martinez-Martinez, 2013). Ademas, se
identificaron bacterias que son comunes en la microbiota intestinal de animales y humanos (Klebsiella
spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp., Proteus spp., E. faecalis) y bacterias de otras familias
consideradas causantes de enfermedades (V. vulnificus, B. cereus) indicando la contaminacion de las
hortalizas (Puerta y Mateos, 2010; Gorrin, etal., 2012; Perez, 2012; Farifias y Martinez-Martinez, 2013;
Tejeda, etal., 2013; Cortés, etal., 2017).

Tabla 2. Microorganismos identificados en las hortalizas analizadas.

Familia Género Bacteria
S. bongori
Salmonella S. enterica (Thypi,

Thiphymurium  Choleraesius,
Dublin, Enteriditis, Sendai)

S. sonnei
Shigella S. flexineri
Enterobacteriacea S. dysenteriae
Escherichia E. coli
Enterobacter E. cloacae
E. aerogenes
Citrobacter Citrobacter sp.
Klebsiella Klebsiella sp.
Proteus P. mirabilis
Enterococcaceae Enterococcus E. faecalis
Bacillaceae Bacillus B. cereus
Vibrionaceae Vibrio V. vulnificus

De las muestras positivas a la presencia de enterobacterias, se encontrd que la lechuga presentd un
mayor niumero de muestras, seguida del cilantro. La calabacita fue la hortaliza con menor nimero de

muestras positivas. Sin embargo, no se registraron diferencias significativas en el nimero de muestras

positivas a enterobacterias segun el tipo de hortalizas (H = 4.416, P = 0.353; Tabla 3). Posiblemente,




debido a las caracteristicas que presentan las hortalizas las bacterias tienen la capacidad de proliferar
en estas, por lo tanto, no se encontraron diferencias entre estas.

Tabla 3. Muestras de hortalizas expendidas en mercados populares de Tixtla y Zumpango con presencia
de enterobacterias.

Hortaliza (n) Muestras positivas
Numero (%)
Lechuga (20) 18 90.0
Cilantro (20) 17 85.0
Rébano (20) 15 75.0
Cebolla (20) 16 80.0
Calabacita (20) 13 65.0
Total (100) 79 79.0

Por ejemplo, algunos autores reportan la presencia de microorganismos en muestras vegetales y en
muestras de agua de riego como Enterobacter cloacae, E. aerogenes, Escherichia coli, Citrobacter spp.,
Klebsiella pneumonie, Klebsiella oxytoca, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii,
C. diversus, Salmonella Enteriditis, Salmonella Tiphy, Serratia marcerens y Shigella flexineri siendo la
mayor parte de estas enterobacterias (Rodriguez, etal., 2015; Akinde, etal., 2016). Ademas, Rivera y
colaboradores, encontraron que el género Escherichia fue uno de los mas frecuentes en cilantro y
lechuga, considerando inclusive un riego el consumo de estas hortalizas (Rivera, etal., 2009). Asimismo,
Rincon y colaboradores, reportaron frecuencias altas de Escherichia y Salmonela en lechuga, cilantro y
perejil (Rincén, etal., 2010).

El género Salmonella fue el mas frecuente en las hortalizas, seguido de E. coli y el género Shigella. La
lechuga fue la hortaliza en la cual se registré la mayor frecuencia de Salmonella, seguida de la cebolla,
mientras que E. coli fue mas frecuente en el rdbano y calabacita, y Shigella principalmente en la cebolla
(Figura 2). Ademas, la cebolla fue la hortaliza que presenté un menor nimero de bacterias en
comparacion con las demas hortalizas. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la
presencia de las bacterias en las diferentes hortalizas (P = 0.12). A pesar de observarse una mayor
proporcion de algunas enterobacterias en ciertas hortalizas, no se registraron diferencias entre la
proporcion de estas en las diferentes hortalizas, puesto que las hortalizas presentan casi las mismas

enterobacterias.

Figura 2. Porcentajes de aparicion de las enterobacterias identificadas en las hortalizas.
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HORTALIZAS

Las hortalizas presentaron enterobacterias de importancia clinica y regulares en la microbiota intestinal
de animales incluyendo al humano, lo cual indica una clara contaminacion de estas. Las fuentes de
contaminacion pueden ser diversas, pueden ser de antes, durante o después de la cosecha. Por ejemplo,
en un estudio dan a conocer que dentro de los factores que puede causar mayor contaminacion en los
vegetales puede ser la falta de higiene en los lugares de expendio, las deficientes condiciones de
exhibicién y manipulacion de los productos agricolas y la inadecuada distribucion de los puestos de
venta (Mufioz, etal., 2013). Por otro lado, algunos autores mencionan que las fuentes de contaminacion
de las hortalizas durante el cultivo pueden ser atribuibles a diferentes variables como: el uso de abonos
organicos de origen animal sin previo proceso que garantice la inocuidad del producto, el uso de aguas
residuales, que cada vez es mas frecuente puesto las fuentes hidricas salubres para la agricultura estan
siendo agotadas, otra fuente pueden ser las aguas tratadas, que aunque recibieron tratamiento previo
pueden sobrevivir algunos microoorganismos (Gonzalez y Chiroles, 2011; Islam, etal., 2004).

Por ende, podemos atribuir esta contaminacion a diversas fuentes, aunque dadas las condiciones en las
que son sembradas las hortalizas (e.g. uso agua de riego contaminada y abonos provenientes de
estiércoles) y a las caracteristicas mismas de las hortalizas (e.g. habito de crecimiento cercano al suelo),
podemos considerar una contaminacion en los cultivos, sin descartar la contaminacion en los puestos

de venta.

CONCLUSIONES




Se identificaron y caracterizaron bioquimicamente siete diferentes géneros de enterobacterias a partir
de las muestras de hortalizas frescas expendidas en mercados populares de dos municipios agricolas del
estado de Guerrero. El 79% de las muestras de hortalizas present6 enterobacterias, ademas, la presencia
y proporcion en estas fue similar. Los géneros Salmonella, Shigella y la especie E. coli se encontraron
en mayor proporcion en las hortalizas y se distribuyeron de manera similar. Se encontrd la presencia
de especies de otras familias consideradas como indicadoras de contaminacion y que también causan
enfermedades en el humano. este estudio es un acercamiento al conocimiento sobre la importancia del
cuidado en el cultivo y manejo de hortalizas que son comercializadas, ademas abre la posibilidad a
realizar estudios con mayor profundidad sobre la presencia y también de los niveles que pueden
presentar los alimentos frescos, como las hortalizas, puesto que es importante conocer si los niveles de
contaminacion estan por encima de los limites permisibles por las normas sanitarias.
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