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RESUMEN

Introduccion. Las frutas y hortalizas frescas se constituyen como un componente
esencial de la dieta de muchas personas a nivel mundial. Su consumo ha ido en
aumento con el paso de los afios, persiguiendo una alimentacién mas sana y
equilibrada.  Salmonella spp es uno de los principales patdégenos que causan
toxiinfeccién alimentaria en todo el mundo. Su transmisidn a humanos generalmente
se produce a través de alimentos y aguas que son usadas como riego de nuestros
cultivos. Salmonella es un bacilo Gram negativo que se localiza en el aparato
gastrointestinal del hombre. Su presencia provoca cuadros gastrointestinales agudos,
debido a su capacidad de invasidon celular. En consecuencia, surge la necesidad de
desarrollar métodos de deteccion eficaces y fiables. Estos métodos se clasifican
en varios grupos, como métodos de cultivo convencionales, ensayos de
inmunologia, y ensayos PCR. Tras su detecciéon se debe proceder a la
eliminacién de tal patégeno, por ello se hace indispensable evaluar la eficacia de
diferentes técnicas de desinfeccion como el uso de productos quimicos, acidos
organicos e incluso la aplicacion de bacteriéfagos como antibacterianos. Objetivo:
Realizar una investigacion bibliografica acerca de la presencia del género Salmonella
en vegetales de hoja, asi como los métodos de deteccién del patdgeno vy las diferentes
técnicas de reduccién. Materiales y métodos: Asi, se han elegido estudios que
cumplieran con una serie de parametros para incluirlos en los resultados. Resultados:
Gracias a la aplicaciéon de diferentes desinfectantes, como peroxiacético, ozono,
productos a base de cloro, etc, se consiguieron reducciones muy significativas de
Salmonella en alimentos variados como lechuga, lombarda, acelga... Con el uso de
acidos organicos se evidenciaron reducciones superiores al 90% en las muestras de
lechuga inoculadas con Salmonella spp. La eficacia del coctel de bacteriéfagos variaba
entre cepas y en alimentos a tratar, y los resultados mostraron que el uso fagos podia
reducir las poblaciones de Salmonella en tejidos de vegetales. En cuanto a los métodos
de deteccién de Salmonella, se considera el mds idéneo el uso de PCR para detectar el
gen de virulencia del patdgeno, llegando incluso a necesitarse una PCR-RT para
mejorar su deteccién.

Palabras clave: Vegetales, Salmonella, PCR, desinfeccidn, intoxicacién.
(



ABSTRACT

Introduction. Fresh fruits and vegetables are an essential component of the diet of
many people worldwide. The consumption has been increasing over the vyears,
pursuing a healthier and more balanced diet. Salmonella spp is one of the main
pathogens that cause food poisoning throughout the world. It is transmission to
humans generally occurs through food and water that are used to irrigate our crops.
Salmonella is a Gram negative bacillus found in the gastrointestinal tract of man. It is
presence causes acute gastrointestinal symptoms, due to his capacity for cell invasion.
Consequently, there is a need to develop efficient and reliable detection methods.
These methods are classified into several groups, such as conventional culture
methods, immunology assays, and PCR assays. After its detection, this pathogen must
be eliminated, therefore it is essential to evaluate the effectiveness of different
disinfection techniques such as the use of chemicals, organic acids and even the
application of bacteriophages as antibacterials. Objective: To carry out a bibliographic
investigation about the presence of the Salmonella genus in leafy vegetables, as well
as the methods for detecting the pathogen and the different reduction techniques.
Materials and methods: Thus, studies that met a series of parameters have been
chosen to include them in the results. Results: Thanks to the application of different
disinfectants, such as peroxyacetic, ozone, chlorine-based products, etc., very
significant reductions of Salmonella were achieved in varied foods such as lettuce, red
cabbage, chard ... With the use of organic acids, greater reductions were evidenced
90% in lettuce samples inoculated with Salmonella spp. The efficacy of the
bacteriophage cocktail varied between strains and in foods to be treated, and the
results showed that the use of phages could reduce Salmonella populations in plant
tissues. Regarding Salmonella detection methods, the use of PCR is considered the
most suitable to detect the virulence gene of the pathogen, even requiring a PCR-RT to

improve the detection.

Key words: Vegetables, Salmonella, PCR, disinfection, intoxication.



1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales de la Seguridad Alimentaria.

Hoy dia, la inocuidad alimentaria, es un concepto que implica la proteccién de la salud
del consumidor cuando se preparan alimentos susceptibles de ser consumidos. Este
concepto estd asociado a todos los riesgos y probabilidades que existen sobre la
presencia de patégenos microbianos, toxinas u otro tipo de contaminantes, ya sean
fisicos o quimicos; que pueden afectar a la salud de los consumidores (Tola, J., 2016).
Segun Tauffer, J et al., (2018) con la aplicacidon de herramientas para la inocuidad de
alimentos, podemos lograr reducir los posibles riesgos de contaminacién por los
factores mencionados anteriormente; desde el inicio de la produccién, incluyendo la
distribucién. Tales acciones pueden afectar concretamente a la inocuidad de los
productos vegetales frescos, ya que, debido al tratamiento en la cosecha, a su alto

contenido hidrico y de nutrientes es susceptible a dichos factores.

El concepto de Seguridad Alimentaria surge en la década del 70, y no fue sino hasta los
90, cuando se incorpora el término de inocuidad y se tiene en cuenta la alimentacién
cultural, pasando la Seguridad Alimentaria a ser un derecho humano. Anteriormente,
la Seguridad alimentaria solo estaba basada en la produccion y disponibilidad de

alimentos que hubiera en el territorio o pais perteneciente (FAO, 2011).

Segun la FAO, desde 1996, la Seguridad Alimentaria solo se alcanza a nivel individual,
cuando todas las personas tienen acceso y disponibilidad a alimentos inocuos y
nutritivos, que satisfagan su demanda alimentaria y su cultura, con el fin de
desarrollarse activamente y de manera sana. Pese a esto, siempre ha habido
controversia entre el derecho a estar protegidos contra el hambre y el derecho a tener
una alimentacion adecuada. El primero es un derecho fundamental, donde se exige
una obligacidén al estado de asegurar que las personas no mueran de hambre; es decir,

los Estados deberan proteger el acceso en todo momento a los alimentos con una



calidad adecuada para llevar una vida saludable. De todo esto nace las asociaciones no

gubernamentales que luchan contra la desigualdad entre paises y la lucha contra el

hambre (FAO, 2011).

El afio 2009 fue un afo catastrofico para las personas que no podian tener acceso a los

alimentos, pues desde ese afio, se ha producido un empeoramiento importante de la

Seguridad Alimentaria mundial sin precedentes desde 1996. La ralentizacién de la

economia mundial privé a 100 millones de personas al acceso a una alimentacién

adecuada e inocua. Hubo un aumento notable del hambre en las principales regiones

del mundo. En el siguiente grafico se muestra la subnutricion en 2009:

Total = 1 020 millones

Figura 1: Subnutricion en 2009, por regiones

aumento desde 2008.

Fuente: FAO, 20089.
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Las principales victimas del aumento pronunciado de la inseguridad alimentaria fueron

las zonas urbanas. Estos no podian producir cosecha y por lo tanto el pago por esos

alimentos era insostenible. Ademas, la crisis de aquel afio afecté de manera
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catastrofica (por el desempleo). Estos habitantes fueron victimas de la inseguridad
alimentaria. La poblacion rural también se vio afectada en gran medida, ya que estos
producian para las grandes urbes, y destinaban toda la produccion a aquellos que les
ofrecia una mayor compra de sus productos, pero sin obtener gran margen de

beneficios (FAO, 2009).

1.1.1.- La contribucién de la agricultura familiar a la Seguridad Alimentaria y la nutricion.

Las explotaciones mundiales dirigidas por una reducida familia ascienden a mas del
90 %, basandose principalmente en la mano de obra familiar. Estas explotaciones
producen un 80 % del total de alimentos en el mundo. Aunque las pequefas
explotaciones agricolas generan mejores rendimientos de cosecha, la mano de obra es
menor y mas cara, por lo que la mayoria de los agricultores familiares estan en la
pobreza y son victimas de la inseguridad alimentaria. Esto se agrava por la amenaza del
uso intensivo que se les dan a los recursos del suelo. Para poder garantizar la
Seguridad Alimentaria, se necesitan acuerdos politicos que reconozcan la diversidad de
las explotaciones familiares y su gran esfuerzo para formar parte de la cadena de valor.
La importancia de la agricultura a pequena escala es primordial y las politicas agrarias
han establecido un objetivo de crecimiento agricola del 6 % cada afio. Los efectos
esperados son principalmente la mejora de la Seguridad Alimentaria y la nutricién en

todas las regiones, la reduccién del desempleo y generacién de riqueza (FAO, 2015).

1.1.2.- Formas en que las crisis repercute en la Seguridad Alimentaria.

Las crisis econdmicas prolongadas (terceros paises) afectan y debilitan la Seguridad
Alimentaria y la nutricion, ya que repercute en la disponibilidad y el acceso de
alimentos. El acceso de las personas a los alimentos se ve alterado durante las crisis
por perturbaciones cuando se expropia tierras a las familias. Por ejemplo, cuando el
gobierno de un Estado no hace nada para proteger los derechos de las personas, nadie

impide expropiarle las tierras a huérfanos o mujeres vulnerables. La inseguridad
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alimentaria se agrava todavia mas cuando las familias acaban con todas sus reservas
de alimentos, y recurre a la explotacidn indebida y a actividades que perjudican a la

tierra a fin de alimentarse inmediatamente (FAO, 2015).

Otra forma de crisis que repercute en la Seguridad Alimentaria son las catdstrofes
naturales y el cambio climatico, es decir, la exposicién a catastrofes naturales es la
principal causa de la inseguridad alimentaria, problema que se va agravando década a
década por el cambio climatico. El dato mas revelador de ello lo tenemos en la década
gue va entre 2003 y 2013, donde las catastrofes naturales de los paises en desarrollo
afectaron a millones de personas. Tras esta década, la FAO calculé que el sector
agricola habia sido afectado en un porcentaje de casi el 22 % con respectos al total de
las consecuencias econdmica de esas catastrofes, dato que arroja claramente como de
afectada quedd la capacidad del sector para contribuir a la seguridad e inocuidad

alimentaria.

El cambio climatico es un desastre natural inducido por el hombre, y multiplica los
riesgos al alterar los fendmenos atmosféricos de precipitaciones y temperatura, asi
como aumentar la frecuencia de fendmenos extremos como la sequia y las
inundaciones. En conjunto, estas exposiciones catastroficas, agravada por el cambio
climatico, dificultan intensamente el desarrollo de los paises y pone en juego su
progreso hacia la consecuciéon del objetivo de paliar el hambre. Para disminuir estos
peligros naturales se necesita politicas globales para ofrecer respuestas eficaces (FAO,

2015).

1.1.3.- Calidad alimentaria en nuestro pais.

El término calidad, entendido como “capacidad de un producto o servicio de satisfacer
las necesidades declaradas o implicitas del consumidor a través de sus propiedades o

caracteristicas” (ISO) comprende diferentes tipos de calidad de entre las que se
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encuentran la calidad higiénica y sanitaria, la bromatoldgica, la sensorial u

organoléptica, la tecnoldgica, la ética, y la calidad ligada a la salud.

Hoy dia, la calidad higiénica y sanitaria constituye un elemento absoluto innegociable
al considerarse esta calidad como un bien que no debe causar enfermedad en el
consumidor. Es por esto que la calidad higiénica y sanitaria se defiende dentro de lo
conocido como inocuidad o Seguridad Alimentaria. La calidad higiénico-sanitaria se
evaluara por la ausencia en el alimento de patdgenos, abidticos, etc. que supondrian
un riesgo para la salud. En este contexto, los recientes escandalos alimentarios han
elevado a la Seguridad Alimentaria a un primer plano en la actualidad espafiola, debido

a los ultimos casos de brotes por intoxicacidn alimentaria (Tola, J., 2016).

Nuestra sociedad exige que los gobiernos garanticen en todo momento que los
alimentos puestos en el mercado no contengan ingredientes que pongan en juego la
salud del consumidor. Pese a esto, aln no se han eliminado las situaciones de crisis
que influyen negativamente en el consumidor y en la imagen que éste tiene hacia el
sector implicado. Por ejemplo, los recientes brotes de listeriosis y de botulismo en
Espana aumentan la preocupacion de las autoridades sanitarias y alimentarias, ademas
de las propias empresas del sector que se han visto empujadas a mejorar e instalar
nuevos sistemas de deteccién de peligros alimentarios, con el consecuente incremento

de gastos que ello supone para la empresa (Cantarero, J., 2020).

1.1.4.- Importancia de la Seguridad Alimentaria en la actualidad.

El objetivo principal de los ministerios y consejerias de agricultura es garantizar la
Seguridad Alimentaria en toda la poblacién, convirtiéndose éste en un objetivo claro y
manifiesto donde el concepto de derecho a la alimentaciéon es un derecho humano

fundamental.
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De todas formas, los gobiernos no solo tienen que brindar asistencia alimentaria
directa sino también deben de proporcionar formacién y conocimiento para mejorar
paulatinamente las condiciones de salubridad alimentaria. Nunca debemos olvidar que
la Seguridad Alimentaria y la inocuidad son conceptos que van unidos, no pueden

separarse ya que la carencia de uno perjudica al otro (Tola, J., 2016).

Con el fin de garantizar los aspectos de calidad y seguridad, actualmente en Espafia
existen leyes y Reales Decretos que regula la produccién de alimentos. A nivel
europeo, se regulan por Directivas. En estas normativas legales se exponen las
especificaciones propias de cada tipo de alimento, la composicion de los mismos, los
tratamientos para su produccién, y todo lo referido a la higiene y seguridad, asi como
las infraestructuras de las empresas. Por otro lado, la industria crea sus propias normas
con el fin de brindar confianza a sus consumidores, asi como prestigio y
competitividad. Un tipo de estas normas seria la Organizacion Internacional de
Normalizacién (1SO) y BRC Global Standard for Food Safety, entre otras. Con el paso del
tiempo y la mejora, el sector de produccién de alimentos ha crecido de manera muy
significativa. Este sector opera internacionalmente y es de gran importancia debido a
los constantes cambios de requisitos y modificaciones que se dan en estas empresas

(Urrutia, M et al., 2018).

1.1.5.- Seguridad Alimentaria de productos vegetales.

La Seguridad Alimentaria se hace compleja por los riesgos sanitarios existentes, por lo
gue es indispensable implantar sistemas de trazabilidad que permitan conocer por qué
etapas han pasado las distintas materias primas desde la cosecha hasta la mesa;
haciéndose necesario la integracion en la herramienta de Analisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control (APPCC). Estos sistemas existen con el objetivo de mantener
siempre la misma calidad del producto que se va a vender, de modo que el consumidor
identifique la marca de ese producto con un determinado nivel de calidad (Prieto, M et

al., 2008).
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Sin embargo, algunos productos alimentarios como son los vegetales varian mucho su
calidad, debido a su heterogeneidad, esto representa un problema para la gestiéon de
la calidad en el sector hortofruticola. Es por esto, que el consumidor exhibe una clara
division en relacion con el consumo de frutas y hortalizas. Por una parte, son
conscientes del efecto protector de la salud que tiene estos alimentos; y, por otra,

tienen el recelo de evitar contraer alguna toxiinfeccién (Véase en la Figura 2).

Consumo de hortalizas. Dicotomia

Fuente de nutrientes, fibra cruda, Riesgo de enfermar

antioxidantes y hipocalorica

Agentes patogenos microbianos

Satisfactor psicologico

Prevencion de riesgos

Promover produccion - consumo

Figura 2: Dicotomia en el consumo de vegetales.

Fuente: Camponovo, M., 2012.

Los parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos son variables segin época,
cosecha, territorio, etc, y pueden ser modificados durante el procesamiento a lo largo
de la cadena productiva (Rivera Vilas, 1995 citado en Prieto, M et al., 2008). Los
procedimientos de control se deben realizar en tres puntos criticos para la
contaminacién de estos productos: durante el cultivo, el procesamiento, y preparacién
para el mercado. En todos estos momentos las normas deben ser claras, asi como su
control (Bedregal, P et al., 2001). Sin embargo, aunque adoptemos novedosos
sistemas de produccién no va a disminuir la heterogeneidad, ya que persiste una
variacion interna entre lotes fabricados con las mismas condiciones. Es decir, el control
de calidad a través de APPCC y demas herramientas no es garantia de la seguridad del
producto final para las industrias de vegetales, ya que estos estdn expuestos a
multitud de factores externos, siendo el mas importante el de controlar la
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refrigeracion del producto y el mantenimiento de la cadena de frio; algo fundamental

para preservar la estabilidad microbioldgica (Prieto, M et al., 2008).

1.2 Vegetales.

Las verduras y las frutas se recomiendan como una importante fuente dietética de
micronutrientes, vitaminas y fibras para los seres humanos y son vitales para la salud y
el bienestar. (Silveira, J et al.,, 2017). El consumo de productos frescos es un

componente importante de una dieta saludable y equilibrada.

Las hortalizas se consideran alimentos funcionales, puesto que poseen determinadas
sustancias que, aunque no sean nutrientes como tal (no aportan energia) tienen un
efecto beneficioso sobre las funciones fisioldgicas del ser humano, ayudan a su salud
(Barragan, P., 2010). Las verduras en general, contiene altas cantidades de nutrientes,
y su contenido puede variar de un vegetal a otro, ya que existen una gran cantidad de
factores (variedad, grado de madurez, tipo de suelo, uso de fertilizantes, horas de luz,
atmdsfera) que pueden influir en el producto final. Si bien, la concentracidon de los
nutrientes en vegetales depende de los nutrientes que enriquezcan el suelo donde se
ha cultivado el alimento. Esto hace que la composicidon nutricional de un mismo
vegetal producido en distintas regiones sea tan diferente que haga dificil otorgar un

valor real de nutrientes en dichos alimentos (Costa, S et al., 2003).

Destacamos los vegetales de hoja verde como una buena fuente de carotenoides;
siendo estos pigmentos muy importantes para el metabolismo humano, ya que tienen
actividad provitaminica A, son antioxidantes y con los carotenoides se consigue
desactivar el oxigeno singulete (elemento mutagénico). También destaca el contenido
en clorofilas, que son los pigmentos que dan el caracteristico color verde de las hojas
de los vegetales. Son elementos claves en la fotosintesis, para asimilar energia solar y

producir alimentos para si mismas, que luego sirven para alimentar a sus
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depredadores. Cabe destacar que las clorofilas también se utilizan como aditivos en la

industria alimentaria, para aceites, helados y bebidas azucaradas (Costa, S et al., 2003).

La gran diversidad que existe y el suministro anual de productos frescos ha aumentado
en las ultimas décadas, siendo los mas destacados los vegetales de hoja, en particular
las ensaladas preparadas y listas para su consumo (Erickson, M et al., 2019); es por
esto, que han sabido ganarse un puesto en los lineales de los supermercados, asi como
el resto de frutas y verduras, al introducirse en muchos de estos, nuevos productos
mezclados que también han ido desarrollandose hasta conseguir un gran cambio en la
distribucién de los ultimos afios, gracias a la puesta en el mercado de nuevos

productos en constante crecimiento (Figura 3).

1996 @ 0
1997 @ 0 . . ~

1998 & 0 Tendecia lanzamiento de productos en Espaiia

1999 @ 0

2000 @ 6 0
2001 @ O

2002 @ 17 50
2003 @ 4 40
2004 @ 6

2005 @ 1 30
2006 7 20
2007 @ 10

2008 @ 19 S
2009 @ 25 0
2010 @ 20 1
2011 @ 28 .
2012 @ 40 20
2013 @ 44 2ErR 8588335588 c4d233232

2014 @ 40 2 ZZTRIISE8IL IR EER

2015 @ 55

2016 53 Fecha de publicacion ~ wereeeeeeeeeees Lineal (Fecha de publicacién)

Figura 3: Tendencia en el lanzamiento de nuevos productos de Vegetales IV gama en
los ultimos 20 afios. Informe de tendencias y nuevos productos transformados

vegetales.

Fuente: Increa, 2018.

17



En la figura 4, se observa el reparto de los productos segln su modo de preparacion,
en el que se refleja los diferentes porcentajes en base a lo que el consumidor esta

demandando.

Segmentacion de mercado de productos y servicios?

Frutas y verduras enlatadas 40%
Alimentos secos y deshidratados 10%
Frutas y verduras congeladas 38%

|
Zumos, verduras troceadas y preparados de ensalada 14%

Figura 4: Distribucién en porcentaje de las frutas y hortalizas en sus diferentes modos
de preparacion y conservacidon. Informe de tendencias y nuevos productos

transformados vegetales.

Fuente: Increa, 2018.

Segun el Informe del consumo alimentario en Espafia 2019 publicado por el Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacién, fuera del hogar se consumieron en Espafia 10,6
kilos de verduras con una disminucién del 3,7% con respecto al afio anterior. La

lechuga fue una de las mas consumidas, con una ingesta de 1,7 kilos/persona.

Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), es recomendable consumir como
minimo 400 gramos de productos vegetales por dia (OMS, 2003). De hecho, existe
evidencia cientifica de que quién consume esta cantidad de verduras al dia tienen
menor probabilidad de presentar alguna cardiopatia y tiene menor riesgo de padecer
algun tipo de céncer (Restrepo, L et al., 2013). Sin embargo, hay que tener especial
precaucién, ya que segun la FAO y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), el
consumo de estos vegetales se asocia continuamente con multiples casos de

enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA), debido a la falta de seguridad e
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inocuidad alimentaria, destacando las ETA de origen microbiano (Zufiga, | et al., 2017

citado en Giménez, V et al., 2020).

Por contraste, en nuestro pais, el consumo de vegetales no supone ni la mitad de lo
recomendado por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO) y por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Es por esto que la
industria se ha visto empujada a la revalorizacién de esos vegetales para promover su

consumo (Parzanese, M., 2012).

Debido a esta falta de consumo, nacen los vegetales minimamente procesados (VMP),
promovida también por la falta de tiempo en las familias para cocinar durante mucho
tiempo, con estos vegetales se suprime el tiempo que se dedica a la preparacién y
coccién de estos alimentos (Parzanese, M., 2012). La definicion de VMP queda
establecida claramente en el articulo de Aguerri-Esparza, I. (2014): son vegetales qué
sin sufrir modificaciones de las caracteristicas sensoriales, fisico-quimicas, y
nutricionales aumentan su funcionalidad y facilidad de uso, proporcionando a los
consumidores un alimento listo para consumir. Las principales caracteristicas son

(Aguerri-Esparza, |., 2014):

v' Frescura: ya que conservan las propiedades de las frutas y hortalizas en

fresco.

v" Comodidad: ya que son productos listos para su consumo sin necesidad

de limpieza ni lavado.

v Salud: al contribuir a llevar una vida sana y equilibrada, debido a las

aportaciones positivas de las frutas y hortalizas.

Dentro de los factores mas destacables que se espera de este tipo de productos estan:
gue sean de facil preparacién, con una gran vida util y en formatos de gran variedad de
productos y cantidades que se puedan adaptar a los nuevos estilos de vida (Aguerri-

Esparza, ., 2014), por ultimo, pero no el menos importante que sean seguros. En
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resumen, le pedimos todas las cualidades de un producto fresco junto a las ventajas de

los productos industrializados.

Estos productos presentan caracteristicas organolépticas y nutricionales similares a las
frutas y hortalizas frescas y la ventaja de ser faciles de utilizar por el consumidor. Su
minimo procesamiento consiste en operaciones de clasificacion, lavado, pelado,
reduccion de tamafio, etc., por lo cual se comercializan como productos para consumo
directo o para preparaciones culinarias rapidas. Esas caracteristicas hacen que el
tiempo de elaboracion ya no resulte un obstaculo para incorporar o aumentar la
proporcién de vegetales en la dieta. Los VMP son productos que agregan valor a la
materia prima, con el objetivo de facilitar su consumo y aumentar su tiempo de vida
util. A diferencia de los vegetales frescos, los VMP pueden comercializarse en grandes
volumenes y tienen la ventaja de que se abastece rdpidamente a establecimientos

como restaurantes, hoteles, comedores, etc. (Parzanese, M., 2012).

Aunque presenta innumerables ventajas, hay que destacar que dentro de la categoria
sigue habiendo vegetales frescos dafiados por manipulacién poscosecha (lavado,
seleccionado, envasado). Por lo que, aunque facilite la vida del consumidor, estos

productos no se libran de la susceptibilidad propia de un vegetal fresco.
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En la siguiente tabla, (Tabla 1) se muestra la amplia variedad de alimentos procesados

gue se usan para elaborar VMP.

Tabla 1: Variedad de alimentos procesados que se usan para elaborar VMP.

Producto

Materia prima

Operaciones involucradas en

el proceso

Ensaladas

Zanahoria

Lechuga (distintas

variedades)

Repollo (distintas variedades)

Lavado
Pelado
Reduccién de tamario

Picado/rallado

Escarola e Mezclado
Rucula e Envasado
Espinaca
Vegetales para Perejil e Llavado
sopa Apio e Pelado
Zanahoria e Reduccién de tamafio
Papa e Picado o rallado
Cebolla e Mezclado
e Envasado
Vegetales para Tomate e lavado
sandwich Lechuga e Pelado
Cebolla e Cortado en rodajas
Berenjena e Envasado
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Vegetales para e Pimientos (morrones) e Llavado
salsas e Cebolla e Pelado
e Tomates e Picado

e Mezclado

e Envasado
Vegetales para e Patatas e lavado
purés e Calabaza e Pelado

e Calabacin e Reduccidn de tamafio

Fuente: Parzanese, M., 2012.

Por todo ello, destacamos la importancia nutricional y para la salud que tienen los
alimentos de origen vegetal, entre los que destaca los vegetales de hoja. Debido a
esto, es de interés social evitar los posibles problemas de salud que derivan del
consumo de vegetales, que podrian haber sido contaminados por microorganismos.
Pese a que los alimentos vegetales de manera natural, siempre presentan cierta carga
microbiana, hay que asegurarse que esta no sea peligrosa, mediante analisis y control
de los diferentes tipos de microorganismos que las contienen y la realizacidn de
Buenas Practicas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Fabricaciéon (BPF) y Buenas
Practicas de Distribucién (BPD) para poder minimizar ese riesgo de contaminacién (Gil,
M et al., 2005). La implantacién de estos programas de higienizacién resulta necesaria

para garantizar la seguridad de las hortalizas de hoja.
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1.3 Tipos de vegetales.
1.3.1.- Frutas y hortalizas mas cominmente implicadas.

Los vegetales por su naturaleza son muy susceptibles a estos ataques microbianos. A
continuacion, detallamos cual es su clasificacidon segln su consideracion alimentaria y

otros factores relevantes (Martin, P et al., 2008).

Los vegetales son plantas herbaceas, nombradas indistintamente como hortalizas,

legumbres y verduras entre otras:

e Hortaliza. Es la planta herbacea producidas como cultivo, de la cual una o mas
partes es el alimento en su forma natural, sin necesidad de transformaciones

industriales.

e Verduras. Son las plantas de color mas verde tales como lechuga, col, repollo,

acelga, etc.

e Legumbres. Son las semillas y frutos de las leguminosas comestibles.

Existe otro tipo de clasificacion, segun el punto de vista botdnico:
e Raices: zanahoria, nabos, cebollas, remolachas y rabanos.
e Hojas: espinacas, lechugas, acelgas y berros.
e Yema: esparragos, alcachofas, coles, cebollas y ajos.
e Frutas: calabaza, tomates, pepinos, berenjena y pimientos.
e Tallos: apio, ajo y tallo de acelgas.

e Flores: coliflor y brécoli.
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Los vegetales son alimentos con elevado contenido hidrico y bajo valor energético
(poca grasa), ricos en celulosa y vitaminas, escasos en carbohidratos sencillos y casi
nulos en proteinas, se acostumbran a consumir frescos al igual que las frutas, pero en
ocasiones se pueden realizar una pequeia transformacidon para un consumo mas
comodo. Por todo ello, continuamente estamos teniendo problemas de Seguridad
Alimentaria. Un ejemplo es nuestro pais; siendo Espafia un exportador significativo de
productos vegetales a potencias como Estados Unidos no es de extrafiar que
aparezcan de manera esporadica problemas en las aduanas por rechazo de las
hortalizas que se exportan, ya que no cumplen con los requisitos higiénicos-sanitarios
impuestos por el pais receptor; e incluso la aparicion de brotes de alguna ETA

(Camponovo, M., 2012).

1.4 Microorganismos patodgenos en vegetales.

A pesar de las buenas practicas, el consumo de vegetales de hoja esta dramaticamente
relacionado con varios brotes de infecciones alimentarias debido a sus caracteristicas
fisicas y de cultivo, que constituyen un riesgo para la adquisicién de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA). Ademas de las caracteristicas del cultivo, existen
otros factores que contribuyen a la contaminaciéon de frutas y hortalizas, como son: el
uso de agua de riego procedente de rios contaminados con heces de humanos y
animales; practicas inadecuadas en el campo, desinfeccion deficiente, condiciones
inapropiadas de transporte y almacenamiento. La mds extendida como fuente de
contaminacién de las hortalizas es el estiércol utilizado como abono y el agua de riego
contaminada. También, se ha descrito el uso de pesticidas mezclados con agua
contaminada como posible fuente de contaminacién (Guan et al, 2005 citado en Tola,

J., 2016).
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Una vez que se contamina el producto por microorganismos, estos logran sobrevivir
por largos periodos de tiempo en las hortalizas frescas suponiendo un riesgo extremo
para la salud. Algunos microorganismos son capaces de sobrevivir tras procesos tales
como la desinfeccidn, e incluso logran multiplicarse durante el almacenamiento del
producto (Tola, J., 2016). La contaminacidn microbiana presente en los vegetales se
reduce tradicionalmente mediante procedimientos de lavado y desinfeccién, que
corresponden a los principales puntos criticos del procesamiento, (Silveira, J et al.,
2017) ademas de los otros factores que afectan a la calidad microbioldgica final del

producto.

Las ETA, desde hace décadas, son consideradas como un problema de salud publica
global, siendo el agua y los alimentos las principales fuentes de ETA. Estas
enfermedades se caracterizan por la adquisicion de un cuadro gastrointestinal, con
algunos sintomas como: nduseas, diarrea, dolor abdominal y fiebre; y en casos mas

graves se puede dar sepsis, meningitis o abortos. (Soto, Z et al., 2016).

Segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ETA constituyen uno de los
problemas sanitarios mas comunes que sufren las personas a diario. Afectan sobre
todo a nifios, mujeres embarazadas, personas de tercera edad y personas de riesgo;
ademds de afectar a la salud de las personas, también afecta al terreno
socioecondmico, debido a que una alerta sanitaria por infeccién microbiana repercute
sobre la productividad y el comercio, ya que las personas por prejuicios dejan de

consumir esos productos y se genera un impacto negativo (Soto, Z et al,. 2016).

Entre las ETA mas frecuentes en Europa de la ultima década se encuentran Sa/lmonella,
toxinas bacterianas, virus y Campylobacter, siendo los principales Escherichia coli
0157:H7, Salmonella y Listeria monocytogenes. De entre los alimentos que
tradicionalmente se han visto implicados en brotes ETA han sido, tomate, perejil,
lechuga, espinacas y apio. (Rincdn, G et al.,, 2010). Los hongos generalmente no

representan un peligro para los vegetales, pero si, las micotoxinas que producen. Pero
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para que una contaminacion por hongos ocurra, tiene que haber transcurrido un largo
tiempo para que se desarrolle. En una campafa de recogida bien manejada es poco
probable que ocurra, pues a través de los controles se detectan y eliminan antes de

que llegue al consumidor (Tola, J., 2016).

Existen otro grupo de microorganismos que se asocian rara vez a los vegetales: los
virus. Los virus entéricos pueden ser transmitidos mediante agua y alimentos
contaminados (virus hepatitis A, enterovirus, adenovirus, rotavirus, astrovirus, etc.).
Existen estudios que arrojan que los enterovirus y rotavirus pueden sobrevivir de 1 a 4
meses en vegetales durante almacenamiento en refrigeracion. El grupo de enterovirus
es el que se encuentra mds comunmente en aguas de desecho; los enterovirus son
muy peligrosos porque causan infecciones respiratorias, meningitis o incluso la

muerte, en casos mas graves (Tola, J., 2016).

El informe de la EFSA del afo 2012 arrojé un total de 5.262 brotes de origen
alimentario en la UE, con casi 5.000 casos humanos y llegando a costarle la vida a 25
personas; estos datos se mantuvieron en la linea a los reportados en el 2009. El
informe de EFSA subraya a Salmonella como el microorganismo con mayor incidencia,
(en torno al 30.5% de todos los casos en vegetales) (EFSA, 2012). Los vegetales de
hojas se han visto involucrados en numerosos brotes durante los uUltimos afios. De ahi
viene que la preocupacién sobre la Seguridad Alimentaria de estos productos es cada

vez mas relevante (Posada, G., 2013).

1.4.1.- Efectos econdmicos de los brotes de toxiinfecciones en hortalizas.

Es innegable que cuando aparece un brote de toxiinfecciones alimentarias, el sector
afectado se ve dafiado y en productos como las hortalizas, las consecuencias son adn
mayores ya que para el consumidor es facil renunciar a ese producto, promovido por la
pérdida de confianza en el sector y por tanto, el consumo experimenta un fuerte

descenso. Un ejemplo de esto ocurrié en EE. UU, donde un brote en 2006 provoco la
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reduccion de las ventas de ensaladas llegando a rozar el 70% (Todd, E et al., 2009). Tras
este desastre, se necesitd mucho tiempo para recuperar, de nuevo, la confianza del
consumidor, obteniendo posteriormente, porcentajes de ventas inferiores a los de

antes del brote (Posada, G., 2013).

1.4.2.- Principales microorganismos presentes en vegetales IV Gama.

Dentro de los vegetales de hojas frescos, destacan los productos IV Gama. Estos
pueden albergar multitud de patédgenos como: Salmonella, Shigella, Clostridium
botulinum, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Campylobacter, Yersinia, Vibrio y
Staphylococcus aureus (FAO/OMS, 2009). La contaminacion de los productos IV Gama
puede ocurrir tanto en la superficie como en los tejidos internos (internalizacion de las
bacterias) (lbarra, L et al., 2004; Moyne, A et al., 2011). Estos microorganismos son
muy resistentes, siendo capaces de sobrevivir en diversas superficies, y pueden
someterse a condiciones de estrés, entrando en un estado latente; una vez encuentren
unas mejores condiciones para su crecimiento vuelven a colonizar el medio y se
desarrollan. Por ello han surgido muchos estudios enfocados a investigar estos
productos para ver el comportamiento de los microorganismos sobre materia como el
abono y agua; y su nivel de patogenicidad responsable de comprometer la seguridad

microbioldgica de los alimentos (Beuchat, L et al., 2004).

Esta resistencia provoca que los métodos para controlarlos dejen de ser efectivos para
inhibir la carga microbiana. (Mgretrg, T et al., 2012). En el desarrollo de este trabajo,
nos centramos especificamente en el género Salmonella debido al creciente aumento

de toxiinfecciones asociadas a vegetales de hojas y a IV Gama.
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1.4.3.- Factores ecoldgicos que afectan la supervivencia/desarrollo microbiano en las
frutas y hortalizas.

Los factores ecolégicos son clave para el comportamiento de los microorganismos
patégenos en los alimentos en general, y de las hortalizas particularmente. Estos
factores pueden ser decisivos para que el microorganismo contaminante sobreviva, se
inhiba o se multiplique. Destacan entre ellos, la temperatura, el pH, la actividad de
agua, la humedad relativa, y la disponibilidad de nutrientes susceptibles de

colonizaciéon de una bacteria u otra.

Cuando las hortalizas estdan expuestas a la contaminacion, los patdgenos tienden a
adherirse en la totalidad de la superficie. Esta adhesién puede llegar a ser tan profunda
que resulte dificil su eliminacion mediante lavado ordinario. El problema se agrava
cuando el agua juega un papel negativo en la desinfeccién, ya que puede iniciarse un
proceso de sintesis de polimeros que se traduciran en la formacidon de biopeliculas,
actuando como reservorios del patégeno. Y son estas biopeliculas las que se liberan
periédicamente contaminando todo el entorno del vegetal en cuestion. En casos
extremos, los microorganismos desarrollan resistencias a la accion de los germicidas,
propiciando su sobrevivencia en hortalizas lavadas y desinfectadas (Ronner, A et al.,
1993). Por ultimo, la supervivencia al factor desecacion es ambigua, ya que depende
del patégeno y de la carga microbiana, si puede ser eliminado o no; pero en general los
microorganismos patdgenos tienden a eliminarse bajo los efectos de la desecacién

(Camponovo, M., 2012).

1.5 Salmonella spp.

La primera vez que se hablé del género Salmonella fue a través del cientifico Daniel E.
Salmon, el cudl detecté por aislamiento la primera cepa de Salmonella en cerdos en
1885 y llamé al patégeno con el nombre de Bacterium choleraesuis, hoy conocida
como Salmonella enterica serovariedad choleraesuis (Bhunia, A., 2008). El género
Salmonella causa la salmonelosis, enfermedad de amplia distribucion mundial que
afecta a seres de sangre caliente y fria, presentando una diferencia en la morbilidad y
mortalidad segun la especie, region y huésped afectado. Posee una distribucion ubicua
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y su excrecion al medio da como resultado la contaminacion del agua, alimentos y

medio ambiente (Tunes, M et al., 2007).

Entre los multiples peligros microbianos asociados con los brotes de lechuga y otros
vegetales de hoja, los microorganismos patégenos como Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella spp, Listeria monocytogenes y norovirus humana son los que mas se
asocian a enfermedades por el consumo de productos frescos. Estos patdgenos
pueden situarse en la superficie de productos frescos y/o en su interior vy
sobrevivir por largos periodos de tiempo. La lechuga se corona como el vector mas
importante para los patégenos transmitidos por los alimentos (Min, S et al., 2016).
Es por esto que la seguridad microbiana de estos alimentos es un tema de
preocupacion para las autoridades y para los empresarios del sector, ya que si no
mejora la higiene, las personas tienen mayor probabilidad de comer productos frescos

contaminados y asi ser victimas de un brote.

La infeccién por Salmonelosis estd muy ligado al factor edad del paciente y su
susceptibilidad. Los brotes provocados por Salmonella conllevan periodos cortos de
incubacidén. Los sintomas que se suelen presentar son diarrea, cefalea, vomito, fiebre,
escalofrios, dolor abdominal o malestar general, desarrollados con posterioridad a la
ingestién de alimentos contaminados (Chavez de la Pefia, M et al., 2001). El cuadro se
manifiesta a las 6-48 horas después de la ingestidon de alimentos o agua contaminada.
Los sintomas persisten unos 7 dias, pero pueden prolongarse por semanas; aunque el
cuadro gastroentérico desaparezca, el patégeno puede aparecer en las heces y durar
unas 5 semanas, convirtiendo a esa persona en portador de Salmonella. (Ellermeier, C
et al., 2006 citado en Spricigo, D et al., 2012). Las bacterias del Género Salmonella son
anaerobias facultativas, es decir, son capaces de crecer con bajas concentraciones de
oxigeno, concentracion que se usa para la conservacién de los vegetales IV Gama. Su
crecimiento se ralentiza a los 15 2 C, y por debajo 7 2 C no son capaces de crecer
(Carrasco, E et al., 2012). Crece a un pH de entre 4 y 9, siendo el pH éptimo entre 6.5y
7.5. Se desarrollan sin problema a una actividad de agua (aw) de 0.99 a 0.94; pueden

llegar a sobrevivir en alimentos secos con una actividad de agua inferior a 0.2
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(Gonzalez, J et al., 2014). El género Salmonella se caracteriza por su habilidad para
sobrevivir en el habitat intestinal y fuera de él, multiplicAndose dentro de numerosas
condiciones ambientales. Debido a su naturaleza ambigua, su erradicacion de la tierra
de cultivo es practicamente imposible (Creus, E., 2005). La capacidad que tiene
Salmonella para sobrevivir en vegetales unas 4 semanas, se ha convertido en un
problema que deberia ser considerado para explicar el porqué de la aparicién de
brotes a pesar de protocolo de eliminaciéon (Dawson, D., 2005). La dosis infectiva
minima que produce problemas en humanos estd entre 10° y 10° células de
Salmonella; por el contrario, esta horquilla se reduce para aquellas personas con
factores de riesgo (avanzada edad, inmunodepresion, etc.) siendo de 10® (Gray, 1995;

Miller et al., 1997 citado en Spricigo, D et al., 2012).

Su presencia en los alimentos es un problema de salud publica importante que no
debe ser extendido en paises desarrollados puesto que la mayoria de los serotipos de
este género son patdgenos para el hombre, convirtiéndose en una de las principales
zoonosis para la salud publica en todo el mundo (Sakugawa, N et al., 2007). Salmonella
estd comunmente asociado al consumo de carne de pollo y carne de ternera
contaminada, productos lacteos, frutas, vegetales, ovoproductos, etc. (Caballero, A,,
2008). En el afio 2010 se notificaron en la Unién Europea, 99.020 casos en humanos
(EFSA, 2012). Ademas, los datos de los Estados Unidos son preocupantes, ya que se
estima que cada ano enferman por salmonelosis 1,5 millones de personas (CAC, 2005)
Por el contrario, el continente asiatico notifica unas 38.000 muertes anuales, datos
menores que los reportados por Estados Unidos, pero no menos preocupantes

(Majowicz, S et al., 2010).

Salmonella spp es un bacilo Gram negativo, no esporulado y movil, pertenece a la
familia Entereobacteriaceae. Mide 0,7 a 1,5 um de ancho y 2 a 5 um de largo, son
organismos moviles por flagelos peritricos (Tunes, M et al., 2007). Antes de 1983 se
tenia constancia de la existencia de multiples especies de Salmonella (Parra, M et al.,
2002). En la actualidad se reconocen dos especies: Salmonella entérica y Salmonella

bongori, y a su vez S. enterica se compone de seis subespecies: enterica, arizonae,
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salamae, houtenae, diarizonae e indica; dentro de cada subespecie describimos
distintos serotipos identificados en funcién de la respuesta inmunitaria del cuerpo a
una infeccién. Con la serotipificacién de Salmonella se han caracterizado 2.579
serotipos, gracias al esquema de Kauffmann-White que reconoce 46 antigenos Oy 119
antigenos H (Tabla 2). Gracias a este esquema se identifica con facilidad los serovares
prevalentes en cada region y la etiologia de los brotes e infecciones que se producen

en humanos y animales (Acero, D et al., 2011).

Tabla 2: Especies, subespecies y serovariedades de Salmonella seglin el sistema de

Kauffmann-White.

Especie y subespecie de No. de serotipos. Habitat usual
Salmonella dentro de la especie
S. enterica subsp. enterica (1) 1531 Animales de sangre caliente
S. enterica subsp. salamae (1l) 505 Animales de sangre fria y ambiente
S. entérica subsp. arizonae (lla) 99 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. diarizonae (llib) 336 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. houtenae (IV) 73 Animales de sangre fria y ambiente
S. enterica subsp. indica (V1) 13 Animales de sangre fria y ambiente
S. bongori (V) 22 Animales de sangre fria y ambiente
Total 2579

Fuente: Grimont et al., 2007.

Los epidemidlogos Terragno, R et al.,, (2008) clasificaron las cepas del género

Salmonella en 3 grupos:

» Las que afectan tanto al hombre como a los animales (engloba a las

serovariedades mas comunes).

> Las gue estan adaptadas a especies animales (S. abortusovis, S. abortusequi, SG,

SP).

» Las que afectan sélo al hombre (Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y C).
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Los genes de virulencia de un patdgeno se localizan en las llamadas islas de
patogenicidad. En el caso de Salmonella se encuentran localizados en 12 islas. Se cree
gue algunas islas son adquiridas segln el microorganismo se va adaptando y mutando
para su supervivencia (transferencia horizontal), mientras que otros genes son
conservados en su origen. Los genes de virulencia que, concretamente, estan

implicados en la dolencia intestinal se localizan en las islas 1 y 2 (Bhunia, A., 2008).

La adherencia de la bacteria a la superficie del hospedador es un factor muy
importante en la patogénesis de Salmonella, y esta se lleva a cabo por la existencia de
adhesinas, entre las que se incluyen: Fimbrias (codificadas en el gen fim) y Fimbrias
codificadas en plasmidos denominados pSLT. Este plasmido es muy importante pues se
encuentra en todas las cepas patdgenas de la bacteria. (Salyers, A et al., 2002 citado en

Parra, M et al., 2002).

El género Salmonella es el que mas problemas genera; segun datos epidemioldgicos, la
gastroenteritis y la fiebre tifoidea son los que mas se dan en el mundo y ocurren tanto
en paises desarrollados como en subdesarrollados. Seguin un estudio de Forshell, L et
al (2006), los cuadros de gastroenteritis aguda que se produce en su mayoria se deben
principalmente por Salmonella. Los serotipos de Salmonella entérica son las que se
relacionan con intoxicaciones de tipo alimentario. Destaca S. typhimurium y S.
enteritidis como las cepas que afectan con mayor frecuencia a humanos (Hendriksen, R
et al., 2011). En el hombre se dan dos tipos principales de infeccidn: (a) infecciones con
malestar general que afectan el sistema reticulo-endotelial con fiebre alta y cuyo
cuadro sintomatoldgico caracteristico son las fiebres entéricas (fiebre tifoidea
producidas por Salmonella typhi). (b) Infecciones centradas en el tubo digestivo, tipo
gastroenteritis debido a toxiinfeccion por alimentos (producidas por la mayoria de
serotipos). La primera infeccién proviene de una enfermedad humana y se puede
erradicar resolviendo los problemas con la potabilidad del agua y la eliminacién de
excretas, mientras que en el segundo tipo de infeccidon se relaciona con la produccién y
preparacion de los alimentos, cuya frecuencia de aparicidon va en aumento (Acero, D et

al., 2011).
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La resistencia a antibidticos es un problema en auge en la salmonelosis. Desde la
década de los 90, han ido emergiendo algunas cepas de Salmonella resistentes a
grupos de antibidticos que son claves para el tratamiento clinico de infecciones
humanas (Pefia, Y et al., 2014). En estudios realizados en varios paises se encontraron
una alta proporciéon de cepas de Salmonella spp con resistencia a multiples
antibioticos. Esto sucede sobre todo en paises industrializados, donde la principal
causa de resistencia es el excesivo uso de antibidticos en el pienso de animales, usados
como promotores de crecimiento y también el uso masivo e indiscriminado de estos
medicamentos en humanos. Un estudio en Korea reporté una alta incidencia de
resistencia de S. enteritidis a las sulfonamidas, estreptomicina y tetraciclinas (Uribe, C

et al., 2006).

1.5.1.- Reservorios y distribucion.

Salmonella spp se encuentra formando reservorios en multiples animales. Los
reservorios mas comunmente descritos incluyen animales domésticos y silvestres
como cerdos, ovejas, aves silvestres y de corral, roedores, perros y gatos. En los
animales la multiplicacion se realiza en los sistemas digestivos, mientras que los
reservorios secundarios como aguas y suelo, los microorganismos sobreviven durante
periodos muy largos sin llegar a multiplicarse. Asimismo, pueden sobrevivir en
alimentos con altas cantidades de proteina y grasas (Uribe, C et al., 2006). Algunos de
estos animales son transportadores pasivos a través de sus extremidades; otros los
expulsan a través de la materia fecal, ya se hayan enfermado o no. Las aves migratorias
tales como pdjaros y gaviotas, pueden ser vehiculo de Salmonella, ya que a través de
sus excretas contaminan la tierra de cultivo y directamente las hortalizas (Camponovo,

M., 2012).
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Salmonella se distribuye por todo el mundo, pero existen variaciones en la frecuencia
de presentacion de las diversas serovariedades. El predominio de una u otra puede
variar con el tiempo. Asi, S. enteritidis y S. typhimurium se aislan en todo el mundo; en
cambio S. weltevreden aparece aislada solo en Asia. El que se consiga aislar una
serovariedad u otra depende del drea, ya que existen lugares que no cuentan con las
condiciones de higiene adecuadas ni con medidas de salud publica éptimas. También
la serotipificacion se ve influenciada por las limitaciones econdmicas de muchos
paises; algunos territorios no son capaces de informar de todas las serovariedades
probablemente porque no cuentan con los reactivos necesarios para ello. Es por esto
que, la Organizacion Mundial de la Salud considera importante la ejecucion global de
un sistema de aislamiento y deteccién de Salmonella, el cual beneficie a todos los
paises y se requiere de programas y actividades de proteccion de las hortalizas contra
toda fuente de contaminacién indeseable desde el cultivo hasta su venta al publico.

(Uribe, C et al., 2006).

Actualmente, los métodos para la deteccion de esta bacteria se basan en su
aislamiento por cultivo microbioldgico, pero se hace dificil su deteccion porque existen
otras células que estan presentes en el alimento y la inhibicién de Salmonella por otros
microorganismos presentes en los vegetales. Por ello, los métodos moleculares como
la PCR se escogen como los mas idéneos debido a su limite de deteccion, alta

sensibilidad y especificidad (Soto, Z et al., 2016).
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1.6 Infecciones alimentarias por Salmonella spp.

1.6.1.- Datos destacados en el mundo por brotes de Salmonella spp.

Las infecciones por Salmonella que son de origen alimentario son frecuentemente
asociadas al serotipo enteritidis, y tienen una amplia distribucion mundial. El brote mas
destacado en Estados Unidos fue en 2006, cuando se notificaron un total de 121
brotes de Salmonella spp, causando mas de 3.300 casos de salmonelosis describiendo
Salmonella enteritidis como la causante. Este brote fue promovido por el consumo de
alimentos a base de huevo u ovoproductos. Para erradicar este problema de salud
publica, el centro para control de enfermedades de EE. UU implementd programas de
prevencion, sin embargo, no obtuvieron datos positivos ya que Salmonella prevalecio
afios después, reportando en el 2010 un total de 1.953 casos de salmonelosis asociada

a contaminacion por huevo (Acero, D et al., 2011).

En la Unién Europea, Salmonella spp es la segunda causante de ETAs, segin informes
de la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), y aunque ha descendido de
manera significativa, en los ultimos anos sigue la tendencia al alta. Un ejemplo de este
brote fue el notificado en 2008, donde el numero de casos fue de 131.468 infectados.
En Europa los alimentos implicados en los brotes de salmonelosis siguen siendo los
huevos y los ovoproductos (23%), la carne de porcino y derivados (10%) y comidas en

restaurantes tipo buffet (9%) (Acero, D et al., 2011).

En Colombia y paises latinos las enfermedades transmitidas por Salmonella son
estudiadas por el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud (INS). En los
aflos que estudiaron esta infeccidn, destaca el 2007, ano donde el INS confirmé un
total de 450 brotes de Salmonella spp. La identificacién de los serotipos culpables
reveld que los mas prevalentes fueron typhimurium (45,8%), enteritidis (21,3%) y typhi
(8,4%). México destaca como uno de los paises mas afectado por la presencia de
salmonelosis, ya que su Secretaria de Salud reporta una cifra muy comprometedora de
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infecciones por las bacterias de Salmonella, una media de 68.000 casos anuales. Estos
paises no cuentan con una epidemiologia rigurosa de las toxiinfecciones alimentarias
para poder lograr una notificacion rapida y seguimiento. Esto es debido a que los
hospitales y los centros de salud carecen de la infraestructura, asi como de
laboratorios necesarios para determinar el origen etioldgico de los brotes. Ademas, en
estos paises latinos existen un numero incalculable de casos subregistrados, por la

falta de asistencia del enfermo al hospital para ser tratado (Acero, D et al., 2011).

En general el incremento de Salmonelosis se ha extendido por todo el mundo. Esto se
vio acentuado a finales de la década de 1980 y principios de la década de 1990 cuando
incrementd la salmonelosis en humanos. Se encontré que 76.1% de los brotes
correspondieron a la serovariedad enteritidis, typhimurium, y typhi. Este incremento
ha venido como consecuencia de nuevos problemas en la higiene alimentaria a nivel
industrial, ya que se origina una facil diseminacién de Salmonella spp (Uribe, C et al.,

2006).

1.7 Presencia de Salmonella spp en alimentos.

Como hemos visto, la Salmonelosis se encuentra relacionada con el consumo de
alimentos de diversos origenes y esta extendida por todo el mundo. Salmonella se
detecta mucho en productos derivados de la carne de ave. Se sabe que los productos
de origen avicola, tales como huevos, carne de pollo o de pavo, son una fuente
importante de contaminacidon por Salmonella en humanos (USDA, 2008). Destacan
también los productos de la pesca, leche, vegetales como ensaladas, etc. Ademas del
agua como vehiculo de transmisidon de Salmonella, asi como también la mala higiene
de las personas que trabajan en el procesado de alimentos (Yousef, A et al., 2006). La
principal desventaja de las explotaciones alimentarias son las contaminaciones
ambientales que alli se producen y que provoca que la contaminacidon con Salmonella

sea de forma accidental causando salmonelosis (Soria, M., 2012).
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Otro factor importante para que el alimento se contamine por Salmonella es la
exposicion a vectores como la mosca doméstica, se describié en un estudio realizado
por Olsen, A et al., (2000) donde se analizaron especies de moscas domésticas
provenientes de granjas avicolas que habian sido relacionadas con brotes de S.
enteritidis en EE. UU. Olsen encontré en un muestreo de 15 caldos de moscas
domeésticas, que 2 caldos eran positivos a Salmonella enteritidis (Olsen, A et al., 2000
citado en Parra, M et al., 2002). Por otra parte, estd ampliamente extendido el origen
de contaminacion fecal-oral de persona a persona y han ocurrido brotes en centros de
atencién primaria por la falta de lavado de las manos. En adicién, existe un alto riesgo
de Salmonelosis por los trabajadores que manipulan alimentos y la transmision a

lactantes a través de madres (Ovalle, Y et al., 1999 citado en Parra, M et al., 2002).

La contaminacién de los alimentos crea, en general, un riesgo potencial. Los errores
cometidos en el sector alimentario, y a lo largo de toda la cadena alimentaria
(preparacion de las comidas, transformacion, transporte..) convierten el riesgo

potencial en una verdadera multiplicacion bacteriana (Parra, M et al., 2002).

Por todo ello, el control de Salmonella spp a lo largo de la cadena alimentaria supone
una alta dificultad debido a las multiples interrelaciones que existen entre la
contaminacién que pueda llegar del medioambiente, los animales de abasto y el
hombre. La tendencia de infecciones por Salmonelosis en humanos es creciente y los
recientes brotes de Salmonella enteritidis en un producto tan primordial como son
huevos, carne o vegetales de hoja, subrayan la necesidad de una mayor vigilancia en
todas las fases de la produccidn de alimentos. Dicha vigilancia debera reflejarse en los
controles oficiales del gobierno y los propios de la industria; incluyendo un sistema de
seguridad APPCC, el cual se convierte en la herramienta idénea para controlar el

procesado y la manipulacién de los alimentos (Acero, D et al., 2011).
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1.8 Salmonella spp en vegetales.

En los ultimos afios en paises occidentales, Salmonella fue relacionados con ETA,
asociandose los brotes de salmonelosis al consumo de vegetales como lechuga, perejil,
cebollas, tomates, coles y de frutas como sandia y melén. En Espafia, durante el 2015
se registraron 4 brotes por consumo de vegetales, con 400 casos de salmonelosis
confirmados en ese afio, mientras que en el afio 2016 se registraron unos 121 brotes.
En los paises europeos, los afios 90 fueron alarmantes por las toxiinfecciones;
Salmonella fue la principal responsable de los brotes de ETA registrados. Los alimentos
a los que estaban asociados fueron vegetales frescos de exportacion (lechugas,
albahaca, tubérculos, etc.). Por lo que se considera a Salmonella como uno de los
patdégenos mas persistentes causantes de enfermedades transmitidas por alimentos en
el mundo (Barrantes, K et al., 2011). Estos productos que son de consumo crudo, como
la lechuga, presentan un mayor riesgo para la transmisién de Salmonella y otros
patdgenos, ya que presentan el inconveniente de que no existe una etapa de
procesamiento posterior o tratamiento térmico que elimine la carga bacteriana

contenida.

Los alimentos de consumo crudo (vegetales y hortalizas) son susceptibles de contener
Salmonella debido a que se pueden infectar por contaminacién fecal: la irrigacidén con
aguas residuales es el principal factor de contaminacion de este producto, asi como el
uso de abono a base de heces animales o la manipulacién/almacenamiento
inadecuado (Barrantes, K et al., 2011). En aquellos abonos donde el compostaje tiene
un proceso térmico deficiente pueden persistir patdgenos (Lemunier, M et al., 2005).
Este proceso afecta directamente la calidad del abono obtenido, convirtiéndose en un
riesgo para aquellos cultivos que lo usen y luego esos productos sean de consumo

directo, conteniendo el patégeno Salmonella (Rodriguez, D et al., 2008).
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1.9 Algunos métodos de eliminacién de microorganismos.

Son muchas las técnicas que se usan para reducir la contaminaciéon microbiana de los
vegetales de hoja. Lo mas extendido es el uso de varios agentes desinfectantes para el
lavado de frutas y verduras, con esto se previene las enfermedades provocadas por
microorganismos pre y poscosecha (Zagori, 1999; Ramos et al., 2013 citado en Garcia, J
et al., 2017). Evaluar la eficacia de la desinfeccidon con diferentes tecnologias es una
tarea muy complicada ya que depende de varios factores, tales como las propiedades
fisicoquimicas del producto, el agua de lavado y el tipo de técnica desinfectante (Gil et
al., 2009 citado en Garcia, J et al., 2017). Ademds de los métodos de aplicacion de

tratamientos de descontaminacion y el procedimiento.

Hay que tener en cuenta que el lavado de los productos vegetales con agua puede
contribuir al deterioro de ciertos vegetales. (Gil, S et al., 2009 citado en Alegre, | et al.,
2020). Es por ello que el uso de desinfectantes quimicos aporta en los consumidores
una percepcion negativa de los mismos, ya que algunos pueden producir compuestos
tdxicos, y no se degradan con facilidad provocando contaminacion ambiental (Faleiro,
2010 citado en Alegre, | et al., 2020). Por ese motivo cada vez mas, surgen alternativas

al lavado con desinfectantes para el incremento de la Seguridad Alimentaria.

Entre las alternativas disminuir la carga microbiana de los vegetales, encontramos
muchos métodos fisicos como la luz ultravioleta, las altas presiones, los ultrasonidos,
entre otros (Ramos, et al., 2013 citado en Alegre, | et al., 2020). Sin embargo, los mas
extendidos a dia de hoy son el envasado en atmdsfera modificada y la refrigeracion, ya
gue al combinar ambos, se evita el desarrollo de microorganismos y se alarga la vida
util de las frutas y hortalizas. Una alternativa que va creciendo en investigaciéon es el
uso de bioconservantes, es decir, el uso de microorganismos o sus metabolitos. Estos
microorganismos ocupan el sitio de los patégenos y son competidores (por espacio y
nutrientes), produciendo sustancias antimicrobianas y sustancias probidticas, que
actuan sobre el intestino humano inhibiendo la adhesiéon de patdgenos (Fliss et al.,

2011 citado en Alegre, | et al., 2020).
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1.10 Prevencidn y deteccion de cepas de Salmonella en vegetales.

Es importante destacar que la implantacién de medidas preventivas en el
procesamiento y manejo comercial de los productos alimenticios, junto a una
educacion sanitaria de la poblacion para la manipulacién de los alimentos, hace posible
la reduccién significativa del grado de contaminacién por Salmonella spp. De la misma
manera, la salmonelosis también se puede prevenir a nivel de consumidor aplicando
sencillas medidas de control que pueden reducir la adquisicion de la infeccion. Dentro
de estas medidas se incluye: no consumir vegetales en estado de descomposicidon o
demasiado sucios, conservacion en refrigeracién (a menos de 4°C); y por ultimo para
garantizar la destruccion de los patégenos, lavar los vegetales justo antes de utilizarlos

(Camponovo, M., 2012).

La experiencia en el sector hortofruticola muestra que en muchos casos el criterio
usado para garantizar la inocuidad de las frutas y hortalizas durante el cultivo y la
cosecha se ha basado en la observacién directa y el cumplimiento de requisitos
provenientes del protocolo. Pero esto no es suficiente a nivel de industria, ya que se
convierte en fundamental valorar individualmente las limitaciones que podrian tener
determinadas acciones de una empresa, aunque tales acciones resulten apropiadas en

otras (Camponovo, M., 2012).

Para proteger la inocuidad microbiana de las frutas y hortalizas se requieren dos
perspectivas complementarias: algunas acciones preventivas y otras, correctivas. En
general, siempre hay que destacar que el riesgo cero no existe. Lo mas sensato es
pretender la reduccion de riesgos tanto como el desarrollo cientifico lo permita. De ahi
qgue surjan las acciones preventivas, para poder impedir el desarrollo de
microorganismos patdgenos en hortalizas; y, para eliminarlos o inactivarlos se hace

necesario el uso de aquellas que son correctivas (Camponovo, M., 2012).
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Como se ha mencionado anteriormente, la formacion de biopeliculas sobre las
superficies de los alimentos genera obstaculos para lograr inactivar estos
microorganismos, aun cuando el tratamiento de lavado y desinfeccidon se aplique de
acuerdo con el protocolo establecido. Es primordial hacer hincapié en que la
prevencidon de la contaminacién de las hortalizas es necesario para contribuir a
minimizar el riesgo de enfermar entre los consumidores, aunque sea imposible
garantizar la ausencia de patégenos durante el cultivo. Por todo ello la industria de
frutas y hortalizas y algunos gobiernos estan desarrollando estrategias para minimizar
el riesgo de enfermedad asociado al consumo de vegetales. Estas estrategias incluyen
la prevencion de la contaminacidon a través de buenas practicas agricolas y la
desinfeccion del producto previo al envasado. La mala praxis de las consideraciones
mencionadas en relacion con los riesgos microbianos de contaminacidén en las
hortalizas, provoca la aparicion inmediata de problemas, sobre todo en las condiciones

de trabajo agricola (Camponovo, M., 2012).

En la Figura 5 se esquematiza un enfoque general de prevenciéon de riesgos

microbianos durante la produccién de hortalizas.
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Figura 5: Enfoque general de prevencion de riesgos microbianos durante la produccion

de hortalizas.

Fuente: Camponovo, M., 2012.
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Pero para conseguir una buena prevencidon se necesita de dos requerimientos

fundamentales (Camponovo, M., 2012):

A) La disponibilidad de una buena infraestructura que proteja tanto como sea posible
de contaminacion a las que se encuentran expuestos estos alimentos durante su
produccién en cualquier etapa. Y en segundo lugar, el ejercicio sistematico de practicas
agricolas. En el primer caso nos referimos a la seleccidon de un buen sitio que asegure
las condiciones iddéneas para la produccién de alimentos. Se incluyen entre estas
condiciones la disponibilidad de agua suficiente y de buena calidad, apoyo con
barreras para evitar la aparicion de animales silvestres o de explotacion, el acceso
restringido a personas ajenas a la explotacién o empresa y facilidades para la higiene

personal.

B) La observacion de Practicas Agricolas Sanitarias (PAS) se refiere al funcionamiento
sanitario del sitio de produccidn y envasado: se hace necesario evitar la aparicion de
personas enfermas al lugar de trabajo; se hace obligatorio el lavado permanente de las

manos al manejar las hortalizas, asi como un uso de utensilios higienizados.

Por ultimo, para la prevencion del desarrollo de Salmonella, se hace muy Uutil el uso de
explotaciones agrarias a través del empleo de invernaderos. Con esto se reduce de
manera significativa el ingreso de microorganismos patdgenos a las hortalizas.
Constituye una barrera fisica contra la roedores o animales silvestres y se prescinde del
uso de la tierra (foco de microorganismos). Pese a las ventajas de los invernaderos, las
hortalizas no quedan exentas al 100% a la contaminacién por patdgenos (Camponovo,

M., 2012).
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1.10.1.- Rastreo del origen del microorganismo patégeno que ha dado lugar a un brote
de intoxicacion.

El asunto mas dificil de tratar viene dado cuando se presenta un brote por consumo de
algun vegetal (en general cualquier alimento), y ha de investigarse la fuente de
contaminacién del patégeno causante de la infeccién. Esta identificacion y localizaciéon
se hace indispensable para controlar lo mas rapido posible el brote. A modo de
ejemplo consideremos un brote de gastroenteritis entre personas que asistieron a un
restaurante. En primer lugar, hay que diagnosticar el agente y el alimento responsable.
Mediante pruebas de laboratorio pueden diagnosticar la etiologia del brote. El
problema consiste ahora en identificar el alimento que supuso la fuente de
contaminacién. Si se rastrea un ingrediente vegetal se investigard el agua de riego
como fuente posible, los trabajadores (cosechadores, envasadores), equipo y
utensilios, y cualquier fuente pertinente. Como es posible detectar al microorganismo
implicado en mas de una fuente, se hace necesario identificar a todas las cepas de
Salmonella que puedan estar implicadas, lo que es posible mediante pruebas
seroldgicas y moleculares (Camponovo, M., 2012). Gracias al desarrollo de estas
pruebas podemos conocer el origen de una infeccién y detectar a los implicados, para
poder implementar o mejorar las acciones que hayan fallado a lo largo de toda la

cadena alimentaria.

En resumen, como consecuencia de la propagacién mundial de toxiinfecciones
alimentarias y su sinergia con la desnutricidn de la poblacidn vulnerable,
principalmente en paises subdesarrollados, aumenta la necesidad de realizar estudios
de control y prevencidn de esta enfermedad, en los sectores de alimentacién y en la
distribucién y comercializacidn de diversos alimentos; todo esto con el fin de perseguir
la salud publica, ademas de la seguridad e inocuidad alimentaria. La identificacion de
las caracteristicas de Salmonella y su deteccién temprana prevendria la aparicién de

brotes y permitiria implementar controles de seguridad.
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Es innegable que, en la produccion de cualquier alimento destinado al consumo
humano, debe atenderse a la calidad comercial, su capacidad nutricional y a los
factores econdmicos en la produccién. La cuestién de inocuidad no puede ser pasado
por alto. Como se ha mencionado a lo largo del presente trabajo, con el paso de los
afios han surgido numerosos registros de brotes de enfermedad asociados al consumo
de hortalizas contaminadas con microorganismos patdgenos. El riesgo existe incluso en
empresas que cuentan con infraestructura, servicios, sustento econdmico, y

condiciones sanitarias adecuadas y supervisadas permanente (Camponovo, M., 2012).

Los brotes de ETA en vegetales de hojas verdes se han venido sucediendo década tras
década detectandose casos por todo el mundo. Salmonella es una de las bacterias mas
detectadas en estos productos, interviniendo en brotes en numerosos paises, desde el
continente asidtico, pasando por Europa y llegando a todas las regiones americanas.
Para facilitar la prevencion y deteccién, se deben favorecer los sistemas de alerta
temprana de los sistemas sanitarios de los distintos paises, sin perder de vista el
perjuicio que supone estas alarmas en relaciones comerciales entre los paises, se
convierte en una rotura de mercado irreversibles a corto plazo. Pero es necesaria la
comunicacidon de toxiinfecciones para poner en marcha medidas correctivas y

preventivas para evitar el riesgo de aparicidn de otros brotes por microorganismos.
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2. OBJETIVOS

OBIJETIVO PRINCIPAL

-Iniciar una investigacién bibliografica acerca de las intoxicaciones alimentarias

producidas por cepas del género Salmonella en vegetales de hoja.

OBIJETIVOS SECUNDARIOS

-Realizar la busqueda de distintos articulos cientificos e identificar los mas acordes al

tema investigado y discutir el contenido de unos con respecto otros.

-Obtener informacidn sobre la situacidon de brotes de salmonelosis asociadas a

vegetales y su impacto en el mundo y en las industrias alimentarias.

-Conocer los diferentes métodos de eliminacion o reduccién de Salmonella inoculada

intencionalmente en hojas de vegetales.

-Comparar los métodos de desinfeccion entre ellos para valorar el mas eficaz, asi como

la diferencia desinfectante en otros alimentos.

-ldentificar y conocer los métodos mas novedosos en la deteccidon de las distintas

cepas de Salmonella.
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3. MATERIALES Y METODOS

El método de investigaciéon aplicado en este estudio corresponde a un método
bibliografico, sustentado en fuentes principales de informacién (el analisis de datos
corresponde a una investigacion de varios articulos) Se destaca el analisis del modelo
de prevencién y deteccién de Salmonella en vegetales de hoja, asi como métodos para
su reduccién y eliminacion (aplicacion de acidos orgdnicos, técnicas inhibitorias,

desinfeccion quimica, etc.).

3.1 Criterios de inclusidn.

Se tuvieron en cuenta articulos referidos a estudios de Salmonella como patégeno
asociado al consumo de vegetales de hoja verde entre los afios (2010-2020), y brotes
en los que estuvieran involucrados Salmonella spp. La eleccion de este
microorganismo para la revision estd basado en la identificaciéon y relacion de

enfermedades transmitidas por alimentos en el mundo.

3.2 Estrategia de busqueda y seleccidon de articulos.

Para la revisidon se hizo una busqueda de articulos que describieran diferentes técnicas
para detectar y prevenir brotes de infeccion o intoxicacién alimentaria en humanos
por Salmonella spp asociados al consumo de vegetales, asi como otras técnicas para su
reduccién o eliminacion. Se utilizaron las bases de datos de Medline, Pubmed, Science
Direct, SCIELO, repositorio TAUJA y Google SCHOLAR; la busqueda se hizo en idioma
espafiol e inglés, y no hubo ningln filtrado en cuanto a zona geografica de prevalencia
del microorganismo, habitos de consumo o preparaciéon del vegetal. Para la busqueda
de articulos se utilizd una combinacion de palabras y términos clave: “Salmonella spp”,
P P

“infection”, “iliness”, “foodborne”, “detection”, “lettuce”, “vegetables”, “disinfection”,

“prevention”.
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Para seleccionar los articulos, se revisaron los titulos y los resimenes de cada uno de
los documentos. Tras evaluar la calidad de esos resimenes, se pasoé a la revisidon del
texto completo; por ultimo, se tomaba la decision de incluirlo o excluirlo. Se
excluyeron: los articulos que fueran demasiado antiguos, los que describian el brote
pero no proporcionaron estrategias para eliminar o reducir la carga, y los articulos en
los cuales el vegetal estaba implicado en la aparicién de Salmonella pero asociado a

otros parametros y factores diferentes a los comentados a lo largo del estudio.
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4. RESULTADOS

4.1 Extraccion de datos.

Tras la busqueda de literatura cientifica se encontrd un total de 30 articulos. De estos,
9 cumplieron los criterios para poder ser usados en este estudio y 21 fueron excluidos.
En la figura 6 se presentan los motivos de exclusidon de los articulos. Durante la
busqueda se encontraron 7 articulos de investigacion de Salmonella asociada a brotes
por consumo de vegetales previamente contaminados. Ademds, se incluyeron también
articulos que trataban en conjunto con Salmonella otros patégenos como Escherichia
coli, Campilobacter, etc; se consideraron aptos para esta revision. Los estudios
incluidos fueron: Gémez, L et al., (2013); Tola, J., (2016); Posada, G., (2013); Neal, J et
al., (2012); Wong, C et al., (2020); Kumar, R et al., (2020); Chacén, L et al., (2010); Luigi,
T et al., (2015) y Miller, D et al., (2011). Es importante sefialar que se encontraron
muchos estudios donde los brotes de salmonelosis estaban asociados a otros
alimentos como pollo, huevos y agua; los cudles se tuvieron en cuenta para comparar

en la discusion estos estudios con los de vegetales.

Articulos identificados en la busqueda
electrdnica (30)

Estudios excluidos al evaluar el texto Estudios usados para la
completo (21) por no asociar el objeto del revision (9)

estudio con el tema tratado

Figura 6: Diagrama de flujo del proceso de seleccién de los estudios.

Fuente: Elaboracion propia.
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4.2 Supervivencia de Salmonella en vegetales de hoja tras
someterse a diferentes productos de desinfeccion.

4.2.1.- Evaluacién de productos a base de acidos organicos frente a Salmonella spp, en
la desinfeccidon de lechuga fresca.

En el siguiente punto se describen los resultados obtenidos en la determinacién de la
carga microbiana en hojas de lechuga inoculadas con cepas de Salmonella, cdmo de
eficaz es el tratamiento de la lechuga con mezclas de acidos orgdnicos y su reduccién.
Esta investigacion basada en el estudio de hojas de lechuga tratadas con mezclas de
acidos organicos arrojo un buen resultado, confirmando a la mezcla de 4cidos como un

buen inhibidor microbiano.

De los articulos analizados en esta investigacion destacamos dos muy interesantes que
arrojan resultados esclarecedores en cuanto al uso de acidos orgdnicos como
desinfectante. Asi, Gomez, L et al.,, (2013) querian determinar la reduccién de
Salmonella spp en lechuga Batavia, utilizando un producto a base de acidos organicos
(Citrosan®©). Estos autores inocularon muestras de lechuga con concentraciones
conocidas de Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium, posteriormente estas
colonias fueron expuestas a soluciones del acido organico a distintas concentraciones
(1000, 1200 y 2000 ppm) a 3 tiempos de exposicidon. Para el control se tomaron
muestras contaminadas de lechuga sin desinfectar. La eficacia de la desinfeccién se
midid mediante la reduccién logaritmica de la poblacién microbiana durante los
tiempos de exposicion al desinfectante y a las diferentes concentraciones del acido

organico.

La eficacia del desinfectante se midid a 4 tiempos de contacto: 0, 3, 5 y 7 minutos
(mismos tiempos usados en el estudio de Tola, J., 2016). Se realizaron diluciones

seriadas en agua peptona para obtener un inéculo de 10> UFC/ml.
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Para la realizacion del estudio se realizaron 3 réplicas y 3 repeticiones en dias
diferentes. Se tomaron series de cada una de las repeticiones y se realizé la deteccion

de Salmonella spp, con el fin de tener una caracterizacion de este microorganismo.

Para la eleccién de la concentracion del desinfectante, se tomaron tres tubos con 2 ml
de cada concentracién del acido organico usado como desinfectante (1000, 1200 y
2000 ppm) Citrosan®© y un ultimo tubo que contenia un tampdn fosfato estéril como
control. A cada uno de estos se les adicionaron 0.2 ml del in6culo de Salmonella. Tras
el paso de los 4 tiempos sefialados se incubaron los tubos por 24 horas y
posteriormente se realizé la lectura por turbidez. Se observé que el método mas
efectivo en la inactivaciéon del patdégeno fue a 2000 ppm y 5 minutos. Tras esto
Salmonella se inoculd en la superficie de los trozos de hoja lechuga. Se cogieron series
de 10 trozos de hoja de lechuga (5 x 5 cm). A cada trozo se le inoculé una cantidad de
50 uml de la suspension del patégeno. Como muestra control se aplicé el mismo
procedimiento de inoculacidn a una serie de 10 trozos de hojas de lechuga, pero estas
no tuvieron ningun tratamiento con desinfectante. Las muestras inoculadas se
sumergieron en el desinfectante organico los tiempos descritos y se sembraron en

placas de agar SS (Salmonella- Shigella); 37 ¢ C /48 horas.

La diferencia con el estudio de Tola, J., (2016) fue en la obtencién de un inéculo de
Salmonella de 103 UFC/ml, siendo el mismo método de inoculacién en la lechuga el
reportado en ambos estudios (directamente en la superficie de los trozos de hoja de
lechuga por el método de gota). El estudio de Tola, J., (2016), coincide también en la
obtencién de series de hojas de lechuga de 10, con un diametro de 5 x 5 cm; asi como
la inoculacidon con una cantidad de 50 uml de la suspensién del patégeno. Y como
control positivo se aplicd el mismo procedimiento de inoculaciéon a una serie de 10

muestras sin la aplicacién de ningun tratamiento con desinfectante.
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Otra de las diferencias con el anterior estudio fue el uso de acido organico; en el
estudio de Tola, J., (2016) se eligieron 3 de las 10 mezclas de acidos orgdnicos que se
usaron, asi se escogieron las llamadas N2 5, 9 y 10. La N2 5 es una mezcla de acido
citrico y acético al 50%; la N2 9 mezcla citrico, acético y lactico en porcentajes de 16, 16
y 66 respectivamente; y la N2 10 mezcla estos mismos acidos, pero en porcentajes

cambiados con respecto al anterior.

Como resultados de estos estudios, se comprobd que habia ausencia de Salmonella/25
g para todas las muestras de lechuga analizadas con el desinfectante mas eficaz para
cada estudio. En la tabla 3, se aprecia la cantidad inicial de Salmonella expresadas en

log (UFC) que se inocularon en las hojas de lechuga para las pruebas.

Tabla 3: Carga microbiana inicial de Salmonella inoculada en las hojas de lechuga antes

de su proceso de desinfeccion, expresado en UFC/g.

Estudio log (UFC/g)
Gbémez, Let al., (2013) 5.40
Tola, J., (2016) 6,6

Fuente: elaboracion propia usando los datos de Gdmez, L et al., 2013 y Tola, J., 2016.

Los resultados del estudio de Gémez, L et al., (2013) arrojaron una mejor actividad
como desinfectante (Citrosan©) a una concentracion de 2000 ppm y 5 minutos de
contacto, respecto a concentraciones inferiores (1000 y 1200 ppm). Gracias a este
tratamiento se redujo los indculos a 0.98 + 0.19 Log UFC/g. Esto significa una reduccién
del 90% en Salmonella spp. Por ultimo, se determind que 5 minutos de desinfecciéon

con Citrosan®© es el tiempo idéneo para ser usado como antimicrobiano.
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El estudio de Tola, J., (2016) muestra diferencias entre los tres desinfectantes
organicos usados (Tabla 4). Se observa cdmo hay una reduccién logaritmica de las
colonias a diferentes tiempos de exposicion y con diferentes acidos orgdnicos. Asi, el
desinfectante N2 5, obtiene una disminucién logaritmica de 3.72 lo que se traduce en
una desinfeccidn bacteriana del 99.9% de colonias y con el tiempo minimo de
exposicion. Asimismo, al aumentar el tiempo de exposicién, también lo hace la
inhibicidn, consiguiéndose un 100% de eliminacidon de colonias. Para Salmonella
podemos observar que los desinfectantes N2 9 y N2 10 son los que mejores resultados
de desinfeccién bacteriana poseen. Con N2 9, la desinfeccién es completa (100% de
colonias bacterianas) para todos los tiempos de exposicién al desinfectante. Al igual

ocurre con N2 10, con una reduccién bacteriana de practicamente el 100%.

Tabla 4: Comparacién entre los tres desinfectantes organicos usados, a diferentes

tiempos.

Patégeno: Salmonella enteritidis.

TIEMPO | EXP N2 | % EXP N2 | % EXP N2 | %
5 INHIBICION | 9 INHIBICION | 10 INHIBICION

0 3.72 >99% 2.41 100% 3.18 > 99%

3 2.3 100% 2 100% 2.32 100%

5 2.3 100% 2 100% 1.3 100%

7 2 100% 1.85 100% 0 100%

Fuente: Tola, J., 2016.

52



Efecto de la mezcla de acidos orgdnicos frente a Salmonella spp en lechugas

inoculadas.

En la siguiente tabla, se muestra la comparativa en relacién a la eficacia y la reduccién
de los diferentes acidos organicos usados como desinfectantes de hojas lechuga. Los
datos que se muestran corresponden a los valores positivos de los tratamientos. Se
puede observar como la reduccion es significativa y todos los acidos organicos son
eficaces para combatir al patégeno, obteniéndose altos porcentajes de reducciones. Se
pone en evidencia por lo tanto que el uso de acidos organicos como desinfectantes,
logran inhibir de manera total la presencia de Salmonella en las lechugas. En el estudio
de Tola, J., (2016) concretamente, se observa que hay una mayor reduccién con
respecto al otro estudio, ya que se debe tener en cuenta que éste parte de un inéculo

de trabajo superior al usado en Gémez, L et al., (2013).

Tabla 5: Tabla comparativa en relacién a la eficacia y la reduccién de los diferentes

acidos organicos usados como desinfectantes de hojas de lechuga.

Estudio Control Tratamiento Reduccion Reduccion
positivo (Log | realizado con el | logaritmica
UFC/g) tratamiento
Gomegz, Letal., | 2,33 Citrosan© 1,35 0,98
(2013)
Tola, J., (2016) | 6,6 N2 5 4,45 2,15
N2 9 5,3 1,3
N2 10 3,18 3,42

Fuente: elaboracidn propia con los datos de Gémez, L et al., (2013) y Tola, J., (2016).
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En conclusion, ambos estudios arrojaron buenos datos sobre el poder desinfectante de
sus acidos orgdnicos para eliminar el patégeno Salmonella. En el estudio de Tola, J.,
(2016) la mezcla N2 10 compuesta por Acido citrico 66 ml, Acido lactico 16 ml, Acido
acético 16 ml, fue la que mejor resultados de desinfeccion bacteriana obtuvo frente
Salmonella, resaltando este poder de desinfeccion incluso en el tiempo de exposicién

minimo de 0 minutos.

Por otro lado, en el estudio de Gémez, L et al., (2013), gracias al tratamiento de
lechuga fresca con el desinfectante a base de acidos orgdnicos Citrosan®© se redujeron
indculos altos (10° UFC/g) de Salmonella spp en 0.98 + 0.19 Log UFC/g. Esto supone
una reduccién del 90% en Salmonella spp. Esta reduccion se llevd a cabo a dosis de uso
elevadas de Citrosan© (concentracidon de 2000 ppm), y a un tiempo de exposicion de 5
minutos de contacto con el desinfectante. Este es el tiempo que produce la mejor
accion antimicrobiana. Por tanto, en este estudio se observd como el desinfectante a
base de acidos organicos Citrosan© supone una alternativa efectiva y segura para ser
usado como tratamiento frente a microorganismos patdgenos en vegetales crudos y

frescos.

Aunque el uso de acidos organicos se corone como un buen antimicrobiano, siempre
hay que tener en cuenta la prevencidn como mecanismo para reducir el riesgo
microbioldgico en vegetales frescos, que, asociado a los tratamientos de desinfeccidn,

supone la erradicacion de la totalidad de los riesgos para ese producto.
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4.2.2.- Estudio de supervivencia de Salmonella spp en superficies de acero inoxidable

ensuciadas con sustancias organicas a base de restos de vegetales de hoja.

El estudio de Posada, G., (2013) evalua la supervivencia de diferentes cepas de
Salmonella spp usando como sustrato restos liquidos de vegetales de hoja. Asi, en el
estudio se toman cinco cepas de Salmonella enterica subsp. enterica. Como sustrato se
eligieron cinco vegetales de hoja muy consumidos por la zona del mediterrdneo:
espinacas, repollo, lechuga iceberg, lechuga romana y perejil; con estos se elaboraron
diferentes jugos vegetales para ser utilizados como sustrato en el experimento de

supervivencia en superficies de acero inoxidable.

Para la inoculacion de superficies de acero inoxidable se esterilizd esta superficie y se
afiadieron 0,1 ml de zumo vegetal con 10° UFC/ml del microorganismo de ensayo,
distribuyéndose uniformemente en las superficies con la ayuda de la punta de una
micropipeta, alcanzando una concentracién final en superficies de 107-108 UFC/cm?,
aproximadamente. Una vez realizada la inoculacién, las muestras que se iban a analizar
se recogieron de la superficie de acero con ayuda de un hisopo y en diferentes tiempos
de recogida (0'; 60'; 120'; 240'; 6h; 24h; 36h; 48h; 72h; 96h; 120h; 144h; 168h; 192h).
Cabe destacar que las superficies de acero inoxidable que fueron inoculadas se
almacenaron bajo refrigeracion (alrededor de 6,5 2 C) y una humedad relativa 60- 70
%. Para el andlisis microbioldgico se usaron placas de medio de agar selectivo (agar
Xylose-Lysine-Desoxycholate) para Salmonella spp. Después de la incubacién a 37 2 C
durante 24 h, se determind el niumero de colonias caracteristicas cultivadas en las

placas de agar inoculadas.

Se analizaron los resultados obtenidos en el momento 0 (condiciones de humedad) y a
las 2 horas (condiciones secas) con el fin de evaluar la capacidad de recuperacién del
método utilizado para el muestreo de superficies inoculadas. Las tasas de recuperacién
se calcularon como porcentajes de células recuperadas con respecto al inéculo inicial

depositado en las superficies. Las tasas de recuperacién de Salmonella spp fueron muy
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bajas, oscilando entre el 3 y el 32 %, con el valor mas bajo en solucion salina, y el

mayor porcentaje de recuperacion, en lechuga Iceberg. En condiciones secas, las tasas

de recuperacidn mostraron una enorme disminucién en comparacion con las

condiciones humedas, con valores inferiores al 0,3 % para Salmonella spp.

Tabla 6: Resumen de los datos de supervivencia de Salmonella obtenidos en

superficies de acero inoxidable ensuciadas con diferentes sustratos de jugos vegetales.

Sustrato

Acelga

Lombarda

Espinacas

Lechuga

iceberg

Perejil

Lechuga

romana

Solucidn salina

Log UFC/cm? a

las 0 horas

7.68
7.74
7.80

7.76

7.47

7.57

7.04

Fuente: Posada, G., 2013.

Log UFC/cm? a | Reducciones

las 192 horas logaritmicas
(log UFC/cm?)
0.87 6.26
0.73 6.52
0.89 6.53
1.48 6.46
0.86 6.61
0.68 7.68
0.90 6.14
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Hora de

finalizacion

168 h

168h

48h

168h

48h

168h

120h



En la tabla 6 se observa que, en los tiempos mas destacados para cada vegetal, la
mayor reduccion del registro de Salmonella se dio en lechuga romana (7.68 log
UFC/cm?), seguida de un grupo homogéneo compuesto por perejil, sustratos de
lechuga y espinacas, asi como solucidn salina (con una reduccién de 6.14 log UFC/cm?);
y finalmente la reduccién mads baja del grupo de vegetales correspondia a la obtenida
en acelga (6.26 log UFC/cm?) (P<0.05). Estos datos se escogieron principalmente
alrededor de las 168h en casi todas las muestras vegetales, puesto que a este tiempo

es cuando se ve la reduccién maxima del microorganismo.

El estudio también arrojo resultados a las 24 h, los resultados mostraron un patrén
similar al observado a las 2 h, con la mayor disminucién en perejil y espinacas (6,17-
6,58 log UFC/cm?), seguida de lechuga romana (5,63 log UFC/cm?), solucidn salina
(5,15 log UFC/cm?), lechuga iceberg (4,43 log UFC/cm?), acelgas (3,93 log UFC/cm? y

finalmente, lombarda con la reduccién mas baja (3,28 log UFC/cm?) (P<0,05).

Asi mismo, en el estudio también se incluyé el género E. coli para hacer una
comparativa con Salmonella. La siguiente tabla (tabla 7) muestra un resumen
comparativo en los tiempos y la reduccién de ambos microorganismos para cada
sustrato. Como se observa en la tabla, en general, las reducciones de ambos
microorganismos son similares y la hora de finalizacién de la recogida de la muestra es
similar para cada sustrato y microorganismo. Destaca la diferencia de 1 punto en la
reduccion de los patdégenos usando el sustrato solucidn salina para el mismo tiempo de
finalizacidn; quizas esta diferencia se halle en las variaciones de la concentracién de
solucion salina usada en cada experimento y con cada microorganismo (7,14 E. coli y

6.14 Salmonella)
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Tabla 7: Resumen de los datos de supervivencia de E. coli obtenidos en superficies de

acero inoxidable ensuciadas con diferentes sustratos de jugos vegetales.

Sustrato

Acelga

Lombarda

Espinacas

Lechuga Iceberg

Perejil

Lechuga romana

Solucién salina

Reduccion E.

coli (log UFC/

cm?)

6.22+0,72

5.19+0.23

6,47 £ 0,20

6,30+ 0,83

7,90+0,51

8.24+£0.38

7.14 +0.09

Tiempo de

finalizacion

192h

192h

32h

192h

48h

144h

120h

Reduccion

Salmonella (log

UFC/cm?)

6,26+0,43

6,52+0,90

6,53+0,15

6,46 + 0,89

6.61 £ 0.08

7,68 +0,34

6.14 £ 0,27

Fuente: elaboracion propia con los datos de Posada, G., 2013.
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Si tenemos en cuenta la hora de finalizacion, las reducciones totales mas altas y mas
bajas correspondieron a 8,24+0,38 y 5,19+0,23 log UFC/cm? para lechuga romana
(144h) y lombarda (192h), respectivamente, en E. coli. Para sustratos con 192 h como
hora de finalizacién, es decir, acelga, lombarda y lechuga iceberg, las reducciones
totales fueron de 6,22, 5,19 y 6,30 UFC/cm?, respectivamente. El tiempo de
supervivencia mas corto correspondid a espinaca y perejil con tiempos finales de 32h y
48h y reducciones totales de 6,47 y 7,90 log UFC/cm? respectivamente. Como hemos
mencionado, los resultados de Salmonella spp se mantuvieron en concordancia con los
patrones de supervivencia encontrados para E. coli 0157:H7, obteniendo las
reducciones totales mads altas y mds bajas en lechuga romana con 7,68 + 0,34 log
UFC/cm? y solucién salina 6.14 + 0,27 log UFC/cm? con 168h y 120h de tiempo de
finalizacidn, respectivamente. El tiempo de supervivencia mds corto correspondio a
espinaca y perejil con tiempos finales de 48h y reducciones totales de 6,53 + 0,15 y

6.61 + 0.08 log UFC/cm?, respectivamente.

Con lo observado en las tablas 6 y 7, el perejil y la espinaca fueron los sustratos que
mas redujeron la capacidad de supervivencia de ambos microorganismos, con un
tiempo final de 48 horas. Este resultado se hace especialmente relevante cuando se
compara con solucién salina (simulando las condiciones de limpieza en este estudio),
que mostré una hora de finalizacién de 120 h y valores de reduccidén mas bajos que los
mostrados por los sustratos de jugo vegetal. Hay que tener en cuenta que la solucién
salina solo se compone de NaCl (0,85 %) y agua, y no hay materia orgdnica. A su vez, se
supone que los jugos vegetales contienen una alta carga de materia orgdnica liberada
de las células vegetales durante el proceso de homogeneizacién. Como se menciona en
el estudio de Posada, G et al., (2013) se espera que las superficies sucias mejoren la
capacidad de supervivencia, que también ha sido observada por otros autores que
estudiaron la supervivencia de E. coli y Salmonella spp en superficies sucias con
sustratos que contenian proteinas y glucosa. Sin embargo, los resultados del estudio
hacen pensar que ciertos jugos vegetales ejercen un efecto negativo sobre la
capacidad de supervivencia de ambos patégenos entéricos. En este sentido, hay
estudios que reportan que los sueros alimentarios reducen la capacidad de

supervivencia bacteriana en superficies de acero inoxidable, como la carne de cerdo
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para Salmonella spp (Vogel, B et al.,, 2010). Por ello, se sugiere como posible
explicacion, la existencia de compuestos en las verduras que una vez liberados debido
a los procesos de elaboracién, serian capaz de ejercer cualquier tipo de efecto
antimicrobiano sobre los microorganismos inoculados en la superficie (Tajkarimi, M et
al., 2010). El estudio de Wong, P et al., (2006), informd que los extractos de perejil
obtenidos en agua y metanol dieron lugar a dafios celulares en E. coli, sugiriendo que
los compuestos polifendlicos podrian afectar la funcion y la integridad de la membrana

celular bacteriana.

En conclusién, este estudio confirmd que Salmonella spp es capaz de sobrevivir en
acero inoxidable ensuciado con diferentes jugos vegetales de 1 a 8 dias. Los sustratos
de perejil y jugo de espinaca redujeron la capacidad de supervivencia con sdlo 1-2 dias,
en comparacion con el resto de sustratos, particularmente, con respecto a la solucién
salina, que simula las condiciones de limpieza. Este hallazgo sugeriria que estos jugos
vegetales podrian contener ciertas sustancias antimicrobianas que afectan a la
viabilidad celular en las superficies. Estas sustancias podrian ser compuestos
polifendlicos y otras moléculas provenientes del sistema de defensa de las plantas
contra las infecciones. No obstante, para obtener datos y conclusiones mas precisos,
deben llevarse a cabo experimentos especificos para determinar dichas sustancias y

sus mecanismos de accion.
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4.2.3.- Comparacion de multiples desinfectantes quimicos para reducir Salmonella en

hojas de espinaca.

Este estudio fue realizado por Neal, J et al., (2012) con el objetivo de comparar la
eficacia de multiples desinfectantes quimicos en la reducciéon de Salmonella spp.
Asi, se quiso probar la eficacia de desinfectantes como acido lactico, acido
peroxiacético, agua clorada, agua ozonada y didxido de cloro gaseoso. Para facilitar el
desarrollo de patégenos en espinacas, se utilizaron cepas de Salmonella resistente a la
rifampicina (Rif*). El indculo inicial de Salmonella en las hojas de espinaca fue de 7.0
UFC/g. Para proceder al lavado con el desinfectante, se usaron: acido lactico al 2%,
agua clorada (200 mg/L), solucién de acido peroxiacético (80 mg/L), inmersidon en
agua ozonada (1 mg/L) y tratamiento con diéxido de cloro gaseoso (1,2 y 2,1 mg/L).

El tratamiento de control fue un lavado con agua.

Los resultados arrojaron resultados muy positivos sobre la eficacia de los diversos
desinfectantes en la reduccién de Salmonella inoculada en las espinacas. Como se
observa en la tabla 8, el acido lactico al 2% produjo la mayor reduccion en Salmonella
(2,3 log UFC/g), y fue muy diferente de las reducciones obtenidas por el lavado solo
con agua, lo que resulté en sélo una reduccion de 0,7 log UFC/g. Del mismo modo, en
un estudio de Lin et al., (2002) se obtuvo una reduccion de 4 log UFC/g de Salmonella
enteritidis en lechuga con aplicacién de acido lactico al 1,5%, pero negativamente se

afecto a las hojas de lechuga porque produjo un pardeamiento con este tratamiento.

El acido peroxicético redujo Salmonella en sélo 0,8 log de UFC/g. Esto va en
concordancia con el estudio de Buchholz, A et al., (2010), donde también informaron
que el acido peroxicético al 1-3% utilizado para tratar las semillas de alfalfa
contaminadas con Salmonella producia sélo una reduccion de 1 log UFC/g,
independientemente de la concentracién. En contraposicion, un estudio de Posada, G.,
& Carpio, E., (2019) reportaron al peroxiacético como el desinfectante mas eficaz en

vegetales IV Gama, con una reduccion decimal de UFC/g bastante mayor en
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comparacion con los otros dos métodos usados en ese estudio: hipoclorito de sodio y
agua. Ademas, se vio como con este desinfectante se consiguid lesionar a los

microorganismos impidiendo su supervivencia con el paso de los dias.

El agua clorada arrojaba datos similares al tratamiento solo con agua, con una
reduccién de 0,7 log de UFC/g. En contraste con Suslow, T et al,, (2002), que
encontraron que el tratamiento de semillas de alfalfa con agua clorada fue eficaz para
eliminar Salmonella. Sin embargo, Niemira, B., (2007) encontré que un desinfectante
clorado a base de hipoclorito de sodio a concentraciones de 300 o 600 ppm no era

diferente de la desinfeccion con agua en la reduccion de E. coli 0157:H7 en espinacas.

El ozono durante 15 minutos redujo Salmonella en 0,9 log UFC/g, y el tratamiento del
ozono durante 30 minutos redujo el patégeno 1.0 log UFC/g. Se ha demostrado que el
ozono reduce la Salmonella de melones inoculados con el patégeno (Selma, M et al.,
2008). Por ultimo, las muestras de espinacas expuestas al gas clorado durante 30
minutos lograron menos reduccién que el lavado con agua, y 1 h de exposicién redujo
Salmonella sélo 0,6 UFC/g. Sin embargo, cuando se utilizé didxido de cloro en tomates
inoculados con Salmonella, se obtuvieron reducciones de 3,86 log con 8 mg/L en 60
segundos (Trinetta, V et al., 2010). Al igual que el estudio de Bhagat, A et al., (2010),
donde se observé resultados similares, con una reduccion de mas de 5 log UFC/ g en
Salmonella en superficies de piel de tomate, usando un tratamiento con 0,5 mg/L de

gas clorado durante 12 minutos.
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Tabla 8: Tabla comparativa en relacion a la eficacia y la reduccién de los diferentes

desinfectantes en hojas lechuga.

Tratamiento Reduccidn logaritmica UFC/g
Lavado con agua 0.7
Acido lactico 2.7
Agua clorada 1.0
Acido peroxiacético 1.1
Agua ozonada (15 minutos) 1.1
Agua ozonada (30 minutos) 0.6
Gas diéxido de cloro (30 minutos) 0.7
Gas diéxido de cloro (60 minutos) 0.7

Fuente: Neal, J et al., 2012.

En conclusién, el desinfectante mas eficaz para obtener una reduccidon bacteriana
significativa en hojas de espinacas frescas fue el acido lactico al 2% pulverizado
durante 30 segundos. Aunque las hojas de espinaca tratadas con 4acido lactico a
temperatura alta mostraron signos iniciales de decoloraciéon después del
tratamiento. Este problema organoléptico no se produjo con los otros
desinfectantes quimicos utilizados en este estudio. Por ello es vital la realizacién
de mads estudios para determinar la concentracidn dptima de dacido lactico y la
temperatura idénea para fijar los atributos sensoriales de las hojas de espinaca.
Gracias a este estudio se pudo comprobar que el acido lactico usado como
antimicrobiano para el tratamiento de las espinacas frescas parece proporcionar
una medida adicional de seguridad al reducir los niveles de patégenos, en los

vegetales de hoja (Neal, J et al., 2012).
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4.3 Evaluacién de bacteriéfagos como antimicrobianos.

Como se ha visto, existe innumerables métodos de reduccién y/o eliminacién de
multiples patégenos, especialmente Salmonella spp en vegetales de hoja verde.
Desafortunadamente, los tratamientos desinfectantes no pueden eliminar
completamente los patdgenos bacterianos entéricos debido a la formacién de
biopeliculas, la inaccesibilidad del sitio de unién, la fuerza de unién o la

internalizacién del patégeno (Burnett, S et al., 2000).

El uso de bacteriéfagos como medio para inactivar bacterias se propuso hace afos,
tras su descubrimiento. Son multiples las ventajas de utilizar bacteriéfagos como
agentes antimicrobianos en los alimentos: alta especificidad, autorreplicacion,
ausencia de efectos secundarios y no provoca toxicidad en humanos. La alta
especificidad de bacteriéfagos permite que la microbiota natural permanezca
intacta, evitando asi efectos indeseables debidos a alteraciones en los patrones de
deterioro o la inactivacién de microorganismos deseables para el sector
alimentario (Sillankorva, S et al., 2012). Adema3s, los bacteriéfagos son insipidos y
su adicidn no altera las caracteristicas o atributos sensoriales de los alimentos,

factor que preocupa a las empresas alimentarias (Moye, Z et al., 2018).

En los ultimos afios, ha habido algunos intentos de usar bacteriéfagos para el
control de S. enterica en vegetales y vegetales de hoja. Los resultados de estas
investigaciones han demostrado que los bacteriéfagos reducen las poblaciones de

Salmonella spp en estos alimentos (Spricigo, D et al., 2013; Zhang, X et al., 2019).
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4.3.1.- Inactivacion de diferentes cepas de Salmonella en meldén y lechuga mediante
un coctel de bacteriéfagos liticos. Estudio de comparacién con alimentos como

pollo y zanahoria.

Este estudio fue llevado a cabo por Wong, C et al., (2020) con el objetivo de
determinar la eficacia de un cdctel de bacteriéfagos contra varias cepas de S.

enterica en tejidos de hojas de lechuga romana y meldn.

Para la preparacidon de la muestra se usaron trozos de lechuga romana y meldn,
cortados en secciones de hojas de 2 x 2 cm y de pulpa de meldn (2 x 2 x 0,2 cm). Se
utilizaron cinco bacteriéfagos de Salmonella aislados de una variedad de fuentes (Tabla
9) para formular un céctel. Los aislados se seleccionaron en funcién de su capacidad

para lisar al menos 35 de las 43 cepas de S. enterica.
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Tabla 9: Bacteriéfagos utilizados en este estudio.

Cepa huesped
de Salmonella
para

aislamiento

Cepa huesped
de Salmonella
para

propagacion

Bacteriofago @ Fuente Ubicacion
o3 Lodos Montreal
pretratados
D6 Lodos Montreal
pretratados
Felix 01 Coleccion de Quebec
virus Felix
d’herell
HER 20 Coleccion de Quebec
virus Felix
d’herell
SE13 Aguas Vancouver
residuales

después del
primer

tratamiento

Fuente: Wong, C et al., 2020.

Enteritidis S7

Javiana S1297

Typhi

Newport

C487-69

Newport S195

Enteritidis S7

Javiana S1297

Paratyphi B

Newport

C487-69

Newport S195

El céctel de bacteriéfagos se aplicd 24 h antes de la inoculacidn con S. entérica, a una

concentracién de aproximadamente 2,5 108 PFU/cm?, con el objetivo de examinar la

capacidad del fago para inactivar los patdgenos que aparezcan en los tejidos de las

plantas durante el manejo poscosecha. El céctel de bacteriéfagos (100 uL) se aplicéd a

los trozos de hoja de lechuga y pulpa de melén. Como control negativo, se aplicé una

solucién de CaCl2 (1,0 mM) a diferentes trozos de las muestras. Tras la inoculacion, las

muestras pasaron a incubacién en placas de Petri. Se incubaron a una temperatura de
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82 C a modo de simulacién de los frigorificos domésticos. Después de 24 h de
incubacidn, se aplicaron 100 pl de cada indculo de S. enterica a la superficie de cada
trozo de muestra con una concentracién de 10° UFC/ml. Las poblaciones de Salmonella
se midieron inmediatamente después de la inoculacidn (dia 0) y después a las 24 y 48
horas. Paralelamente, se midieron las poblaciones mesofilicas aerdbicas totales del
tejido vegetal que no recibieron tratamiento antes de la incubacién. Las poblaciones

aerdbicas se midieron los dias 0, 1y 2.

El estudio de Kumar, R et al., (2020) siguié el mismo protocolo de inoculacion, pero
esta vez en muestras de pollo y zanahorias. A cada muestra, se le inoculd 25 ul de
Salmonella (2 x 10° UFC/ml). Tras un secado, se adicioné 25 pl de fagos (8 x 108
PFU/mI). El efecto de los fagos sobre las bacterias se controlé mediante el recuento de
colonias bacterianas en placas de agar XLD después de 0, 2, 4, 6 y 24 h de tratamiento
con fagos. A diferencia del estudio de Wong, C et al., (2020), que midio el efecto de
los fagos a las 24 y 48 horas. Ademas, otra de las diferencias con el primer estudio
fue que Kumar, R et al.,, (2020) inocularon la muestra con el patégeno y luego
adicionaron los fagos; en cambio, Wong, C et al., (2020), primero adicionaron los

fagos y tras un dia de incubacién inocularon Salmonella a las muestras.

En el experimento de Kumar, R et al,, (2020) también se estudiaron muestras de
ensalada de zanahoria, donde se inoculé 25 ul de Salmonella y posteriormente se
afiadio el cultivo de fagos. Para el control negativo, se afiadié la misma cantidad de (25
pl) de un tampdn en lugar de la suspensidon de fagos. Posteriormente, las muestras de

zanahoria se incubaron en placas de agar XLD a 37 ° C durante 24 h.

En la siguiente tabla se muestra los resultados de ambos estudios en cuanto a
reduccion logaritmica del patdogeno en las diferentes muestras de alimentos y la

comparativa entre ambos estudios (Tabla 10).
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Tabla 10: Reducciones logaritmicas entre las diferentes matrices alimentarias con

respecto al patégeno Salmonella spp.

WONG, CET AL., (2020) KUMAR, R ET AL, (2020)
Lechuga Melon Pollo Ensalada de
romana zanahoria
4 log UFC/cm? | 2-3 log
Cepas: S3, UFC/cm?
$200, S203 Cepas: S3,
S200, S203
. 1-2 log 0.5-1.5 log
LOGARITMICAS
UFC/cm? UFC/cm?
Cepas: 52, Cepas: S2,
$193, 5194 $193, 5194
S.  Newport: sin  reduccién
logaritmica

Fuente: elaboracién propia con los datos de Wong, C et al., 2020 y Kumar, R et al.,

2020.

Los resultados del estudio de Wong, C et al., (2020) mostraron que seis de las siete
cepas de S. enterica que se inocularon individualmente en la superficie de la hoja de
lechuga romana y en tejidos de meldn tratados con un cdctel de cinco bacteriéfagos,
se vieron significativamente afectadas (P <0,05) por el tratamiento con fagos. Las seis
cepas de Salmonella fueron: S3, S200, S203, S2, S193 y S194. En lechugas, las
poblaciones de S3, S200 y S203 se redujeron hasta en 4 log UFC/cm?; y las reducciones
de poblacién de las cepas S2, S193 y S194 fueron menores, oscilando entre 1y 2 log
UFC/cm?. En tejidos de meldn, las poblaciones de las cepas S3, S200 y S203 se
redujeron en 2-3 log UFC/cm?; y las de S2, S193 y S194 en 0,5-1,5 log UFC/cm?. Por el
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contrario, no hubo un cambio significativo (P> 0.05) en las poblaciones de la cepa S.
Newport S195. Estos datos se obtuvieron en el momento 0, inmediatamente después

de la inoculacion de tejidos de lechuga y meldn.

Las diferencias entre el recuento poblaciones de S. enterica en las muestras de control
y las tratadas se observaron durante la incubacién posterior de 1y 2 dias en el tejido
de lechuga inoculado con las cepas S3, S200, S203, S2; sin embargo, las poblaciones de
las cepas S193 y S194 no fueron significativamente diferente después de 1 o 2 dias de
incubacién a 8 ° C. Las poblaciones de las cepas S3, S200, S203, S2 y S193 también
permanecieron mas bajas en el tejido de meldn tratado con los fagos con respecto al
control, pero las poblaciones de la cepa $194 aumentaron de 2,97 a 4,80 log UFC/cm?

entre el dialy 2.

Las mayores reducciones en S. enterica medidas en el presente trabajo ocurrieron el
dia O contra las cepas S. enteritidis S3, S. Javiana S200 y 5203 y S. thompson S194. Sin
embargo, el patégeno en Ila lechuga disminuyé después del dia 1 y 2,
independientemente del tratamiento aplicado, probablemente en respuesta a la

disminucion de la actividad del agua.

Se puede afirmar en este estudio que un cdoctel formulado a partir de cinco
bacteriéfagos liticos eficaces contra un amplio rango de patdégenos aplicados antes de
S. enterica, pudieron reducir las poblaciones de varias cepas inoculadas en hojas de
lechuga romana y tejidos de meldn, ya que la aplicacién del coctel de cinco fagos a una
densidad de 10% PFU/cm? resulté en una reduccion de las poblaciones de Salmonella
de 4 log UFC/cm?, un grado aparentemente alto de inactivacién dado que las
reducciones de bacterias basadas en bacteriéfagos en los alimentos sélidos en general

oscilan entre 1y 3 log UFC/g.
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Ademas, se vio que el coctel de fagos fue mas eficaz contra S. enterica inoculada en
lechuga romana que en tejidos de meldn. La variacién de las reducciones de patégenos
en los alimentos de origen vegetal se ha atribuido a numerosos factores, incluidas las
diferencias en la composicién quimica y las superficies colonizadas por bacterias diana

(Sharma, M et al., 2009).

El estudio de Kumar, R et al., (2020) mostrd unos resultados algo distintos entre sus
muestras de alimentos y con respecto al primer estudio. Las muestras de pollo que se
habian contaminado con 2x10° UFC/cm? de S. enteritidis y luego tratadas con
bacteriofagos mostraron una reduccion significativa (1 log UFC/ml) del patdégeno
después de 5 h de incubacién a temperatura ambiente en comparacién con el control

no tratado (Figura 7).

M Bacteria control

Phage test sample

Salmonella reduction

Ohrs 1hrs 2 hrs 3hrs 4 hrs S5hrs
Time in Hours

Figura 7: Efecto litico de los fagos sobre Salmonella (log UFC/ml) en muestras de pollo

contaminadas experimentalmente.

Fuente: Kumar, R et al., 2020.
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Los resultados del experimento sobre las muestras de zanahoria arrojaron una
reduccidn significativa en la poblacion de Salmonella (1 log UFC/mI) después de 4 h de
incubacién. El grupo de control sin fagos mostré un aumento en la poblacién de
Salmonella pasando el tiempo. El experimento se realizd tres veces, y los valores en el
grafico representan los valores medios alas 0, 1, 2, 3,4, 5y 6 h (Figura 8). Se puede
decir que la capacidad del bacteriéfago usado para reducir la contaminaciéon por

Salmonella en zanahoria se demostré con una reduccidn significativa de 1 log UFC/ml.

m Control
Test
5 6

0 1 2 3 4
Time in Hour

Log cfu/ml
w

Figura 8: Efecto litico de los fagos sobre Salmonella (log UFC/ml) en muestras de

zanahorias contaminadas experimentalmente.

Fuente: Kumar, R et al., 2020.

Como se observa en ambos estudios, la aplicacién del céctel de bacteridfagos puede
inactivar varias cepas de Salmonella, la eficacia dependerd tanto de la cepa como del
alimento que se trate. Varios estudios han informado de una eficacia variable contra
diferentes cepas de S. enterica. Por ejemplo, Spricigo et al., (2013) mostraron que un
coctel de bacteridfagos podria reducir las poblaciones de S. typhimurium en 3,9 log
UFC/g en lechuga recién cortada, pero solo 2,2 log UFC/g de S. enteritidis. A pesar de la
formulacidn del coctel de bacteriéfagos, el coctel utilizado en el estudio de Wong, C et

al., (2020), fue ineficaz contra una de las siete cepas (S. Newport S195) en ambos

71



tejidos vegetales, un resultado inesperado ya que supuestamente, la cepa era

susceptible a la lisis por los bacteriéfagos del coctel (Fong, K et al., 2017).

Los autores que han estudiado los fagos como antimicrobianos coinciden en que la
disminucion de los patogenos varia en diferentes matrices de alimentos debido a las
diferencias en la actividad del agua (Moye, Z et al., 2018; Spricigo et al., 2013). Se cree
que el agua libre en matrices de alimentos humedos, como melones en rodajas, facilita
el transporte de bacterioéfagos y favorece la eliminacion de las bacterias diana (Moye, Z
et al., 2018). Dadas estas averiguaciones, Wong, C et al., (2020) pensaron que iba a
haber una mayor eficacia contra S. enterica en melén en lugar de la superficie de la
lechuga seca. Sin embargo, los tejidos cortados de melén pueden liberar una gran
cantidad de nutrientes, como azucares de facil asimilacién, que estdn presentes en
concentraciones mas altas (0,079 g/g) que en los tejidos de lechuga romana (0,011 g/g)

y por ello perjudica mas al fago a la hora de ejercer su efecto antimicrobiano.

En resumen, los resultados de estos estudios han indicado que la eficacia de un céctel
de bacteriéfagos depende de varios factores, incluida la cepa huésped y la matriz del
alimento. La susceptibilidad puede deberse a la diferencia de cdcteles preparados a
partir de varios bacteriéfagos. Es por ello que, en el estudio de Wong, C et al., (2020)
las diferencias en las reducciones de poblacidon obtenidas con las siete cepas de S.
enterica inoculadas en hojas de lechuga y pulpa de meldn pueden haber sido una
consecuencia de la susceptibilidad de los hospedadores y la concentracidén del céctel
de bacteriéfagos aplicado a la matriz alimentaria. La eficacia del céctel de
bacteriéfagos fue dependiente de la cepa, reduciendo las poblaciones de 1 a 4 log
UFC/cm? en lechuga y meldn. El cActel no fue eficaz contra S. Newport S195 en ambos
productos frescos. Por otro lado, el estudio de Kumar, R et al., (2020) demostré que los
bacteriéfagos liticos son eficaces como agente de biocontrol natural de patdgenos
transmitido por alimentos, pero dependiendo del alimento a tratar y su composicién
guimica. Por lo tanto, las aplicaciones industriales aun pueden requerir tratamientos y

estudios adicionales para reducir ain mas las poblaciones de Salmonella usando fagos.

72



A continuacidn, se expone una tabla donde se resumen los estudios usados en esta
revision bibliografica y sus diferencias en relacion a las muestras y métodos de

reduccion y eliminacion del patégeno Salmonella.

Tabla 21: Cuadro resumen de los articulos usados en la revision bibliografica.

Muestra Tratamiento Cepade
alimentaria desinfectante Salmonella
estudiada
Gomez, Letal., Lechuga fresca Acidos orgénicos S. enteritidis y S.
(2013) (Citrosan©) typhimurium

Acidos organicos:
N2 5: 4cido citricoy

acético
Tola, J et al., Lechuga N¢ 9: acido citrico, S. enteritidis
(2016) acético y lactico
N2 10: acido
citrico, acéticoy
lactico
Jugos de diferentes
vegetales Sin tratamiento Salmonella
Posada, G., (2013) (espinaca, guimico entérica subsp
lombarda, entérica y E. coli
lechuga...)
Acido lactico,
Neal, J et al,, peroxiacético,
(2012) Hojas de espinaca agua clorada, Salmonella spp
agua ozonaday
ClO, gaseoso
Wong, Cet al., Lechuga romanay Bacteriofagos S. enterica
(2020) meldn
Kumar, Ret al., Pollo y ensalada de Bacteriofagos Salmonella spp
(2020) zanahoria

Fuente: elaboracion propia.
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4.4 Ensayos de deteccion de Salmonella spp en vegetales de hoja
usando diferentes técnicas comerciales y experimentales.

El aislamiento tradicional de Salmonella spp implica un preenriquecimiento no
selectivo de la muestra, seguido por un paso de enriquecimiento selectivo y
confirmaciéon bioquimica y seroldgica de las colonias sospechosas. El método actual
de la ISO consiste en un preenriquecimiento de muestras en agua de peptona
(BPW) seguida de un enriquecimiento selectivo en Rappaport Vassiliadis (RVS)

(Lee, K et al., 2015).

Los métodos rapidos que utilizan clonacién molecular y ADN recombinante han
sido desarrollados, validados, y estdn disponibles en el mercado. Estos
procedimientos acelerados de deteccidon de Salmonella permiten respuestas rapidas,
ahorran espacio de almacenamiento de suministros y aumentan el rendimiento de
las muestras. Es por esto, que el método rapido puede ser definido como la
técnica que permite la deteccién de Salmonella spp en muestras y entrega
resultados fiables en pocas horas. Los métodos rdpidos disponibles
comercialmente para la deteccién de Salmonella se pueden dividir en varias
categorias, incluyendo los nuevos medios selectivos, los procedimientos
convencionales, los ensayos basados en inmunologia y los ensayos basados en

acidos nucleicos (Lee, K et al., 2015).

De estos métodos, los procedimientos ELISA y PCR muestran una gran especificidad y
sensibilidad con respecto a los métodos convencionales. Los ensayos ELISA son
capaces de detectar la concentracion de Salmonella a un nivel de 10* -10°> UFC/ml
mientras que los ensayos basados en PCR proporcionan niveles de sensibilidad de
10%/ml después del enriquecimiento. La sensibilidad y la especificidad de estos
métodos dependen en gran medida de la flora, matriz de muestras, presencia de
sustancias inhibitorias (por ejemplo, grasas, proteinas, metales pesados y antibiéticos)

(Alakomi, H et al., 2009).
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4.4.1.- Estandarizacion de una PCR para la deteccién del gen invA de Salmonella spp en

lechuga.

El articulo de Chacdn, L et al., (2010) tuvo el objetivo de estandarizar una técnica de
PCR en vegetales como la lechuga para la deteccion del gen invA de Salmonella spp;
este gen es muy importante para el género Salmonella puesto que es el que se
relaciona con el proceso de invasion al epitelio intestinal, siendo este gen el que causa

los problemas gastrointestinales por salmonelosis.

La bacteria que se uso en el ensayo y se inoculd en la lechuga para la estandarizacién
de la PCR fue una cepa de Salmonella enterica serovariedad enteritidis (ATCC 13076).
Para la realizacién de las prueba de especificidad de la PCR se utilizaron un gran
numero de bacterias del género E. coli, destacando: Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
(LT-/ST-), E.coli (LT+/ST-), E.coli (LT-/ST+), E.coli (LT+/ST+), E.coli enteropatdgena, entre
otras. En cuanto a la muestra de ensayo, se utilizaron 13 muestras de 25 g, analizadas

por triplicado (39 muestras en total) de lechugas variedad mantequilla.

Figura 9: Lechuga variedad mantequilla.
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La lechuga fue dividida en muestras de 25 gramos y se contaminaron intencionalmente
con Salmonella ATCC 13076. Como control negativo se utilizé una porcién de muestra
de 25 ginoculada con 1 mL de agua de peptona estéril. Estas muestras se sometieron a
un preenriquecimiento y se incubaron por 24 horas a 352C. En paralelo se realizé un
ensayo con caldo tetrationato y selenito-cistina para detectar colonias con morfologia
sospechosa de Salmonella spp, para ser analizada por métodos bioquimicos

tradicionales (cultivo convencional).

Para la extraccién del ADN se escogié 1 ml del caldo de preenriquecimiento, tanto de
las lechugas contaminadas de Salmonella spp, como las que se mezclaron con agua
peptonada estéril. La extracciéon del ADN se realizdé por choque térmico. Era una PCR
con modificaciones (llamada PCR touchdown), la cual mostré ser reproducible,
especifica y sensible para la deteccidon de Salmonella spp. La PCR consté de 10 ciclos
con una temperatura de hibridacién inicial de 652C, disminuyendo 12C cada ciclo;
seguido de 30 ciclos con una temperatura de hibridacién estable a 552C. Como
adyuvante se agregé dimetil sulfoxido. Por ultimo, para obtener un ADN control
positivo de la PCR, se inoculd 1 ml de agua destilada estéril con una colonia de

Salmonella spp.

Para obtener unos resultados precisos se procedid a la estandarizacién de la técnica de
PCR. Para poder obtener una amplificacién adecuada del producto de 389 pb del gen
invA, fue necesario realizar varias PCR. En casa repeticion se fueron modificando

temperaturas y tiempos en el termociclador.

Purificacidn y secuenciacion: La banda obtenida de 389 pb se purificé a partir del gel

de agarosa utilizando un kit comercial. Gracias a que se realizé una PCR touchdown,

este producto fue secuenciado utilizando sus mismos iniciadores
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Reproducibilidad de la técnica de PCR: Se analizd el ADN de 30 aislamientos de

Salmonella spp (identificadas bioquimica y serolégicamente) conforme al protocolo de
PCR estandarizado. En todos los casos se observd la banda correspondiente al gen invA

(Figura 10).

500 pb
400 pb

E.coli ATCC Control Marcador
(0[]
reactivos
Molecular

de Peso

Salmonella ATCC

Salmonella cepas 16, 35, 53, 59, 83, 130 y
137

Figura 10: Electroforesis en gel de agarosa al 2% con tincion de bromuro de etidio para

analisis de reproducibilidad de Salmonella spp.

Fuente: Chacédn, Let al., 2010.

PCR vs cultivo convencional: Se analizaron por cultivo varias porciones de 25 g de
lechuga contaminadas con concentraciones conocidas de Salmonella spp y se logrd
evidenciar por cultivo convencional y por PCR concentraciones de hasta 10> UFC/25 g.
Los ADN extraidos no mostraron amplificacion del producto de 389 pb. La comparacién
cualitativa del método de PCR con el cultivo convencional, mostrd una mayor eficiencia
del PCR, ya que se rebaja el tiempo de procesamiento de muestra y se obtienen
resultados en 36-48 horas, comparado con la técnica de cultivo (5-6 dias). Pero el nivel

de deteccién fue el mismo para ambos métodos (102 UFC/25 g).
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En conclusion, la técnica estandarizada de PCR realizada en este estudio, supone una
herramienta base para la deteccion de Salmonella entérica, y podria utilizarse en un
futuro para analizar otras matrices de alimentos, pues la transmision de este patogeno
se da en otros muchos alimentos y agua contaminada. Gracias a la deteccién de
factores de virulencia, como el gen invA, se puede obtener informacién de la identidad
de una bacteria determinada y su potencial virulento, ya que la produccién de cuadros
gastrointestinales depende, en gran medida, de los genes de virulencia que posea la
bacteria y, como beneficio adicional permite un resultado presuntivo en menor

tiempo.

El estudio de Luigi, T et al., (2015) confirma lo reportado por el estudio anterior
(Chacédn, L et al., 2010). Luigi, T et al., (2015) concluyé que la realizacién de la PCR para
detectar el gen invA de Salmonella resulté ser muy especifica y sensible para la
deteccion de Salmonella spp en suspensiones bacterianas con recuentos de 4 x 10°
UFC/ml hasta 3 x 10 UFC/ ml. Los resultados obtenidos en este estudio cumplieron con
los requisitos de selectividad, exclusividad, robustez y reproducibilidad. Asimismo, hay
mucha diferencia con el método convencional de deteccidn de Salmonella spp, que
resulta laborioso y requiere de medios de cultivos para su reactivacion y aislamiento
en medio selectivo. Ademas, con el método tradicional se necesitan de 5 a 7 dias para
confirmar los resultados, con la PCR usando el gen invA, el tiempo de deteccién se
acorta (24 horas). A pesar de ello, se sugiere continuar con investigaciones donde se
aplique este protocolo de PCR para detectar Salmonella spp en otro tipo de alimentos

susceptibles de este patégeno.
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4.4.2 .- Ensayo de una PCR en tiempo real con transcriptasa inversa para la deteccién de
Salmonella typhimurium en lechugas y tomates.

Son muchos los articulos que utilizan PCR en tiempo real para la detecciéon de
patégenos en alimentos. El inconveniente de estos métodos moleculares tipicos
basados en ADN es que no distinguen entre células vivas y muertas. Es por ello que
varios investigadores han afirmado la idoneidad del uso de PCR con transcriptasa
inversa (RT-PCR) para la determinacion de la viabilidad de Salmonella a través del
ARNm para el gen invA (Gonzdlez-Escalona, N et al., 2009). La RT-PCR no solo permite
la deteccién potencial de células infecciosas vivas, sino que también es util para
detectar contaminacién reciente, ya que el ARNm tiene una vida media mds corta que
el ADN. La deteccion répida de la contaminacién por Salmonella en productos frescos
mediante RT-PCR en tiempo real (rt-RT-PCR) no solo ayudaria a controlar la
diseminacion del producto contaminado, sino que podria ayudar en el desarrollo de
estrategias de control y como una herramienta para un APPCC eficaz (Maurer, J,,

2006).

El estudio de Miller, D et al., (2011) investigd la sensibilidad de un método de RT-PCR
en tiempo real para la deteccidn de Salmonella en lechugas y tomates para comprobar
si el método podia detectar el patégeno en un dia. El método de RT-PCR desarrollado
evalud el uso de los cebadores invA que son especificos para especies de Salmonella.
Se usaron niveles altos de indculos (6-8 log UFC/ml) y bajos (1-5 log UFC/mI) para

inocular lechugas y tomates.

Se usaron trozos de lechuga (25 g) y tomates (100 g) para inocularlos con 0,1 ml de
inéculos altos (6-8 log) y bajos (1-5 log) de Salmonella typhimurium. Se dejaron
controles de muestras lavadas pero sin inocular y cada experimento se replicd dos
veces. Para recuperar el patégeno inoculado en los vegetales se usaron diferentes

tampones:
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-0,05 mol / L de glicina
-0,14 mol / L / tampdn salino (pH 9,0)
-Tampdn de glicina salina con 0,1 g/100 ml de Tween-20

-Tampdn de glicinesalina con 0,05 g/100 ml de Tween-20 y 3 g/100 ml de extracto de

carne.

Estas soluciones de lavado se utilizaron para comparar la eficiencia en la recuperacién

de células bacterianas del producto.

Adicionalmente se quiso comprobar la capacidad de este ensayo para detectar células
estresadas, por lo que se sembraron S. typhimurium estresadas por frio a-202 Cy 42 C

y por calor a 452 C.

Los resultados de este estudio confirmaron que la recuperacién mdaxima de Salmonella
typhimurium de lechuga fue de 3,40 log UFC/25 g (2,52 x 103) del indculo inicial de 6
log UFC/25 g. De la superficie de los tomates, la recuperacion fue de 2,51 log UFC/100
g del indculo inicial de 7 log UFC/100 g. El tampdn de glicina que contenia 0,05 g/100
ml de Tween-20 y extracto de carne de vacuno fue el tampén de recuperacién mas

eficaz como se muestra en la Tabla 12.
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Tabla 12: Recuperaciéon de Salmonella typhimurium de lechuga sin enriquecimiento en

agar XLT4 y concentracion resultante de ARN extraido.

CELULAS
NIVEL DE RECUPERADAS | RN EXTRAIDO NG
< MEDIANTE PLACA
TAMPON INOCULOS POR 25 / ML
G DE LECHUGA DIRECTA EN XLT4
(UFC/25 G)
0,05 mol / L de
glicina 106 9.0 x 10! 9.95
0,14 mol / L /
tampén salino (pH 106 1.0 x 10t 16.83
9,0)
Tampoén de glicina
salina con 0,1 17.35
g/100 mli de
106 2.45 x 102
Tween-20
Tampon de
glicinesalina  con
0,05 g/100 ml de
10° 2.52 x 103 23.13

Tween-20 vy 3
g/100 mi de
extracto de carne.

Fuente: Miller, D et al., 2011.
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La extraccion de ARN parecié mejorar obteniéndose una mayor recuperacion
bacteriana cuando se usé tampdn que contenia Tween-20 y extracto de carne como se
muestra en la Tabla 12, produciendo un maximo de 23 ng/ml de ARN sin
enriquecimiento. Usando este ensayo de RT-PCR en tiempo real, se pudo detectar
Salmonella a concentraciones de 6 log UFC/25 g de lechuga con altos indculos de
Salmonella sin pre-enriquecimiento. Para niveles bajos de indculos, fue necesario un
enriquecimiento de 6 h para la deteccidn, que mejord el limite de deteccién a 4 log
UFC/25 g de lechuga. Para los tomates, se detecté Salmonella a 6-7 log UFC/100 g sin
enriquecimiento. Para inéculos bajos, un pre-enriquecimiento de 6 h resulté en un
limite de deteccion de 4 log UFC/100 g. Por lo tanto, se puede decir que el
preenriquecimiento mejoré la deteccién de Salmonella mediante RT-PCR en tomates y
lechugas con bajos niveles de contaminacion del patégeno. Ademas, los resultados se

pudieron obtener en un dia, lo que ha sido una ventaja para este estudio.

Estos resultados se validaron ain mas analizando los amplicones diana (fragmento de
ARN) usando electroforesis en gel que reveld el producto diana de 347 pb, con una
sensibilidad de deteccién similar a valores de 4 log UFC (Figuras 13 y 14). Los controles
negativos no mostraron el producto diana de 347 pb en el gel (Figuras 11 y 12). Los
controles negativos consistieron en agua, TSB, peptona o lechuga y tomates sin

inocular.
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347 bp inva
product

Figura 11: Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados por rt-RT-PCR

(347 pb) de lechuga inoculada con Salmonella typhimurium sin enriquecimiento.

e Carril (M): marcador de escalera de 100 pb.

e Carril (1-8): trozos de 25g de lechugas inoculadas con 1-8 log UFC de S.

typhimurium.
e Carril (9): control positivo de ARN extraido de S. typhimurium.
e Carril (10): control negativo (agua) con IAC a 154 pb.

Fuente: Miller, D et al., 2011.

500 bp

347 bp invA
product

Figura 12: Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados por rt-RT-PCR
(347 pb) de lechuga inoculada con Salmonella typhimurium después del

enriquecimiento.

e Carril (M): marcador de escalera de 100 pb.

e Carril (1-5): trozos de lechuga inoculadas con 4-8 log UFC de S. typhimurium.
e Carril (6): control positivo de ARN extraido de S. typhimurium.

e Carril (7): control negativo (agua).

Fuente: Miller, D et al., 2011.
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500 bp

347 bp invA

Figura

product

13: Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados por rt-RT-PCR

(347 pb) de tomates inoculados con Salmonella typhimurium sin enriquecimiento.

Carril (M): marcador de escalera de 100 pb.

Carril (2-4): porciones de 100 g de tomates inoculados con 6-8 log UFC de S.

typhimurium.
Carril (5): control positivo de ARN extraido de S. typhimurium.

Carril (6): control negativo (agua) con IAC a 154 pb.

Fuente: Miller, D et al., 2011.

Figura

347 bp invA
product

14: Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados por rt-RT-PCR

(347pb) de tomates inoculados con Salmonella typhimurium después del

enriquecimiento durante 6 h.

Carril (M): marcador de escalera de 100 pb.

Carril (1-8): porciones de tomates inoculados con 1-8 log UFC de S.

typhimurium.
Carril (9): control positivo de ARN extraido de S. typhimurium.

Carril (7): control negativo (agua).

Fuente: Miller, D et al., 2011.
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Las células de Salmonella estresadas por calor (472 C) a niveles altos de indculos de 7
log UFC/ml demostraron resultados de extraccidon similares a los de las células de
Salmonella cultivadas de manera dptima con una recuperacion de 4,2 log UFC/25 g de
lechuga y 3,2 log UFC/100 g de tomate. Se obtuvieron resultados similares para las
células de Salmonella estresadas por frio (-202 Cy 42 C) con un indculo inicial de 7 log
UFC/ml con recuperaciones de 3.4 log UFC/25 g y 4.2 log UFC/25 g de lechuga. Para
tomates inoculados con 7 log UFC/ml de células estresadas por frio, la recuperacion
fue de 2.8 log UFC y 3.8 log UFC/100 g. Los resultados de RT-PCR en tiempo real para S.
typhimurium estresado por frio y calor (a niveles altos y bajos de inéculos) mostraron
una deteccion similar a las de las células no estresadas, con limites de deteccion de 7
log UFC/25 gy 8 log UFC/100 g en lechugas y tomates sin enriquecer, respectivamente.
El enriquecimiento previo de 6 h ayuddé en la recuperaciéon y deteccién de las células
estresadas con indculos bajos de una manera similar a las células no estresadas. Esto
demuestra que se pueden obtener resultados de deteccién similares para Salmonella
usando RT-PCR cuando los productos se mantienen a diferentes temperaturas durante

el transporte y almacenamiento.

En conclusion, este método de RT-PCR en tiempo real detectd rédpida y exitosamente
Salmonella spp de lechugas y tomates en 24 h, de manera mas rdpida que los métodos
tradicionales. Gracias a la investigacién continua sobre la mejora de la velocidad de
deteccién, la sensibilidad, la recuperacién bacteriana, la calidad del ARN y los
rendimientos de ARN, se puede llegar a ahorrar un capital significativo en las industrias

alimentarias al prevenir brotes y retiradas de lotes.

Por ultimo, se detalla un cuadro donde se resumen los estudios usados en esta revision
bibliografica y sus diferencias en relacién a las muestras y métodos de deteccién del

patégeno Salmonella.
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Tabla 13: Cuadro resumen de los articulos usados en la revisiéon bibliografica.

Autor Muestra Método de Cepade
alimentaria deteccion Salmonella
estudiada
Chacodn, Let al,, Lechuga variedad PCR Touchdown S. enterica serovar
(2010) mantequilla enteritidis (ATCC
13076)
Miller, D et al., Lechuga y tomate rt-RT-PCR S. typhimurium
(2011)

Fuente: elaboracidn propia con los datos de la revisidn bibliografica.
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5. DISCUSION

Tradicionalmente, el proceso de lavado era el mas extendido en la industria de
productos frescos para eliminar la tierra, y polvo de los alimentos, asi como para
mejorar la seguridad microbioldgica de los productos frescos (Gil, M et al., 2009). Sin
embargo, un proceso de lavado simple no puede inactivar los patégenos internalizados
en los vegetales (Huang, R et al., 2018). Ademas, este agua de lavado también podria
servir como fuente de contaminacién para los productos frescos. Por lo tanto, hoy dia
se usan innumerables productos desinfectantes a base de quimicos para inactivar los
patdgenos en los productos frescos y prevenir la contaminacién cruzada. Pese a esto,
son muchos los autores que han estudiado la eficacia de cada desinfectante y han
reportado numerosas fluctuaciones en sus experimentos, relacionando cada una con

diferentes parametros fisicoquimicos y organolépticos del alimento estudiado.

Segln un estudio de Zheng, J et al., (2013); se ha demostrado la persistencia de
Salmonella en productos frescos como el tomate y se vio como la capacidad de
Salmonella para persistir en estas plantas variaba entre los sitios donde se inoculaba.
Segun este estudio, la concentracidon de Salmonella se duplicé en la etapa de flor del
tomate, mientras que en otras partes como las valvas disminuyeron con el paso de los

dias.

Se estudio la persistencia de Salmonella en el propio fruto y se vio como la mitad de
los tomates usados en el experimento, contenian el patdgeno solo en las superficies de
la fruta, ya que Salmonella se detectd al analizar una muestra del agua de lavado. Sin
embargo, también se encontrd que algunos tomates podian tener Salmonella tanto en

la superficie como internamente (Zheng, J et al., 2013).
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Este estudio muestra como el método de cultivo y la serovariedad son dos factores
clave que afectan la internalizacién de Salmonella, ademas del tiempo que es muy
importante para dicha internalizacion. De hecho, en este estudio se vio como 3 dias
después de la inoculacion se produjo una recuperacion mayor de Salmonella
colonizadora del interior. Ademds, en este estudio, se vio como en la etapa de
trasplante, una planta de tomate es mds susceptible a la internalizacion, lo que
provoca un mayor riesgo de contaminacion por Salmonella en los tomates recogidos

antes de la cosecha.

Tras la revision de este estudio podemos confirmar como el sitio de inoculacién afecta
mucho a la hora de la internalizacién de Salmonella en las hojas de los vegetales tales
como lechuga, puesto que no son todas uniformes, algunas muestras provienen de la
zona mads herbdcea y otras de la parte mas lefiosa, por lo tanto, cuentan con diferente
textura y dureza. Ademas, al igual que en el estudio de Jie Zheng et al,. (2013) en
vegetales de hoja también puede encontrarse Salmonella en la superficie o
colonizando el interior celular entre recovecos y estomas, esto nos da una explicacién
de por qué la recuperacién con cualquier tampdn resulta tan variable y azarosa.
Ademas, coincide con otros estudios en el factor “tiempo”, puesto que en diferentes
ensayos se alude al desarrollo de Sa/lmonella tras el trascurso de los dias. Por ultimo,
cabe destacar que el grado de madurez de los vegetales también puede afectar a la
internalizacion del patégeno, puesto que, en el estudio de Zheng, J et al,. (2013) se
comprobé como los tomates precosecha eran mas susceptibles de ser contaminados,

al igual que ocurriria con vegetales de hoja.

Otro estudio muy interesante fue el realizado por Bencardino, D et al., (2018). Ellos
también afirmaron como la eficiencia de lavado y desinfeccién puede verse influida
por multiples factores como la superficie del producto, la calidad del agua, el
desinfectante utilizado y el tiempo de contacto. Asi, la efectividad del lavado variaba
segun el método y el tiempo de inmersion. Estos autores revelaron como el lavado
basado solo en el agua del grifo no separaba las bacterias de las hojas de lechuga, es

decir, la reduccion decimal no era considerable. Este resultado es coincidente con lo
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reportado en nuestra revisién bibliografica. Segun Bencardino, D et al., (2018), la
diferencia en la reduccion bacteriana era representado por el desinfectante que se
usase; en concordancia con nuestra revision, dénde afirmamos que el tipo de

desinfectante a usar es muy influyente para la reduccién de la carga bacteriana.

Ademas, en el estudio de Bencardino, D et al., (2018) se puso en evidencia algo que se
llevaba estudiando hace tiempo. Los vegetales IV Gama se exponen como el producto
mas contaminado. Por lo tanto, tal y como hemos afirmado en anteriores ocasiones, la
manipulacién en el procesado es una importante fuente adicional de contaminacion
microbiana. Es por esto que, la mejora de las Buenas Prdacticas Agricolas y de
Fabricacion (BPA) por parte de los productores es necesaria para garantizar la
inocuidad de los alimentos. Tal y como hemos ido descubriendo a lo largo de la
revisiéon bibliogréafica, el tiempo de almacenamiento de los vegetales es muy
importante e influyente ya que su consumo durante el primer periodo de vida util y
después del lavado con desinfectantes minimiza el riesgo para la salud humana,

afirmado también por el presente estudio discutido.

La deteccion de Salmonella spp en alimentos, especialmente en productos con poca
preparacién para el consumo representa un gran reto, dadas la capacidad de
adaptacion del microorganismo y la importancia de obtener resultados en poco tiempo
gue permitan tomar decisiones répidas frente a la expedicidn de lotes de alimentos en
las industrias alimentarias. Las técnicas convencionales suponen procedimientos
prolongados y tediosos basados en enriquecimiento, aislamiento e identificacién del
patdégeno. Ademas, pueden generar resultados erréneos en muestras con una alta

carga de microorganismos que puede enmascarar la presencia de Salmonella spp.
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Gracias a los avances en biologia molecular se ha podido desarrollar técnicas mejoras
para la deteccion de patdgenos asociados a alimentos; sin embargo, estas
metodologias se han visto limitadas por varios factores que han hecho dificil su
estandarizacién y uso de forma rutinaria. El principal obstaculo en la aplicaciéon de
técnicas PCR para la deteccidon de microorganismos presentes en los alimentos es la
presencia de compuestos que pueden actuar como inhibidores de la reacciéon de

amplificacién y arrojar resultados erroneos (Delbeke, S et al., 2015).

Un paso critico para detectar patdégenos en productos frescos es la extraccién de las
células en un tampdn. Se ha demostrado en numerosos estudios que las células
bacterianas son dificiles de eliminar de la superficie de los productos frescos.
Investigaciones anteriores han sugerido que la dificultad de extraccion se debe a la
unién de las células bacterianas a la superficie del producto debido a la textura rugosa
o naturaleza hidréfoba de la superficie (lturriaga, M et al., 2003). Shi, X et al (2007)
descubrieron que dependiendo de la cepa de Salmonella la adhesiéon a las superficies

era distinta.

Otro factor potencial que puede afectar a la recuperacion y deteccién es la viabilidad
celular. El uso de métodos de enriquecimiento y pre-enriquecimiento permite una
mayor recuperacion de las poblaciones bacterianas, pero estos métodos pueden llevar
varios dias. En el estudio de Yuk, H et al, (2006). utilizaron un paso de
preenriquecimiento de 10 h para obtener un limite de deteccién de 1 UFC en muestras
de leche y carne para Staphylococcus aureus. Se realizé una PCR en tiempo real donde
se mostrd la deteccién de serovares de Salmonella en superficies de tomate con un
nivel de deteccion bajo (4.6 10! UFC por tomate). Investigaciones posteriores de estos
autores mostraron una mejor deteccién de 10 UFC por tomate mediante el método
inmunocaptura de flujo continuo seguida por PCR (FTI-PCR) en 8 de cada 10 muestras
de tomate (Yuk, H et al., 2007). En el estudio de Guo, X et al.,, (2000) se usaron
cebadores hilA, en un ensayo tradicional basado en PCR, donde se detectd S. enterica
Montevideo a nivel de 10! UFC/g de tomates inoculados después de enriquecimiento

durante 6 h a 372 C.
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En los ensayos analizados en la presente revision se obtuvieron resultados de
deteccion similares para las células de Salmonella estresadas y para las células
cultivadas de manera 6ptima, es decir, se puede concluir que la detecciéon de

Salmonella es posible a partir de productos expuestos a diferentes temperaturas.

Otro de los puntos a favor de los métodos basados en acidos nucleicos es la deteccion
del gen invA. Un estudio de Gonzalez-Escalona et al., (2009)., utilizd cebadores del gen
invA para realizar una RT-PCR basado en TagMan (sondas para aumentar la
especificidad de la PCR cuantitativa). Este método arrojé limites de deteccion muy
precisos (5 UFC/25 g) para S. saintpaul y S. newport a partir de espinacas, tomates y
pimientos jalapeiios; eso si, se utilizé un preenriquecimiento mas prolongado de 24 h.
La diferencia con el estudio de Miller et al., (2010) fue en el uso de las sondas; ya que
se usé un tinte fluorescente SYBR green |, en lugar de TagMan. Este tinte era menos
costoso que el uso de sondas TagMan (Miller et al., 2010). Y se logré un limite de
deteccidn para S. typhimurium de 4 log UFC/25 g tanto para lechuga como para
tomates (100 g) después de un breve preenriquecimiento de solo 6 h con un tiempo
total de ensayo de 10-12h. Es decir, gracias a la deteccidn del gen invA con RT-PCR se
pudo detectar Salmonella a niveles muy bajos y dependiendo de la sonda que se usara,

se conseguia limites de deteccién muy buenos.
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6. CONCLUSION

Como consecuencia de la propagacién mundial de toxiinfecciones alimentarias
provocadas por patdgenos, aumenta la necesidad de realizar estudios de deteccion y
reduccion de esta enfermedad, con el fin de conseguir la seguridad e inocuidad
alimentaria. Salmonella se ha identificado como uno de los patégenos mas
problematicos del sector agroalimentario, especialmente en las empresas de alimentos
vegetales. Para facilitar la prevencion y deteccién, son muchos los estudios
desarrollados con el fin de aislar al patégeno y prevenir su desarrollo en los vegetales

de hoja.

Estda ampliamente extendido el uso de desinfectantes quimicos para reducir la carga
microbiana en vegetales como lechuga, espinaca, col, apio, etc. La evaluacidn de las
propiedades bactericidas de los diferentes desinfectantes son muy variadas ya que
depende del propio producto, de la muestra a tratar, y demds factores externos que
afectan a su desinfeccidn. Pese a ello, los resultados de los estudios que se realizan al
respecto son muy alentadores ya que indican una buena capacidad desinfectante y su
uso puede ser muy util para las empresas ya que no generan toxicidad al humano.
Ultimamente, el uso de bacteriéfagos como sustituto de los productos quimicos esta
en auge. Este método antimicrobiano arroja buenos resultados en la eliminacién de
Salmonella en vegetales de hoja. Son multiples las ventajas de utilizar bacteriéfagos
como agentes antimicrobianos en los alimentos: alta especificidad, ausencia de
efectos secundarios y no provoca toxicidad en humanos. Ademds, los
bacteriofagos son insipidos y su adicidon no altera las caracteristicas o atributos

sensoriales de los alimentos.

Por otro lado, la tecnologia de detecciéon de patégenos moderna es mads sensible,
selectiva y mas rdpida que la tecnologia anterior. Analisis basados en ADN, como la
PCR son una alternativa viable. Sin embargo, estas técnicas todavia tienen muchas
interferencias, debido a los reactivos usados o la capacidad de recuperacién del

patdgeno presente en la muestra a analizar. Debido a estas limitaciones, es necesario

92



un enriguecimiento para superar la interferencia de la matriz alimentaria. Por lo tanto,
es necesario un método que reduzca el tiempo requerido para las técnicas de

diagndstico y a su vez, consiga detectar niveles muy bajos de Salmonella en alimentos.

Varios de los métodos discutidos aqui se han utilizado individualmente o en
combinacidon con otros métodos para aislar y concentrar rapidamente bacterias en
muestras de alimentos en un tiempo mucho mas corto que los tradicionales. Por todo
ello, el desarrollo de métodos rapidos, sensibles y especificos para la deteccién y
eliminacion de Salmonella asociada a los alimentos sigue siendo un desafio para

garantizar la Seguridad Alimentaria.
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