e —————

. UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRICOLAS

SENSIBILIDAD DE Escherichia coli A DIFERENTES BACTERICIDAS DE USO
AGRICOLA

TESIS
QUE COMO TRAMITE PARCIAL PARA LA EVALUACION PROFESIONAL DE
LA LICENCIATURA DE INGENIERO AGRONOMO INDUSTRIAL

PRESENTA:
LAGOS MORAN ITZEL
(402 GENERACION, NUMERO DE CUENTA 0949054)

ASESORES
DRA. OCANA DE JESUS ROSA LAURA
DR. JESUS RICARDO SANCHEZ PALE

:.1,\“05 UNIDOS MEX’CAV
& 2

CAMPUS UNIVERSITARIO “EL CERRILLO”, PIEDRAS BLANCAS
MUNICIPIO DE TOLUCA, MEX, OCTUBRE 2021




No.

V.1
V.2
V.3
V.4
V.5
V.6
IV.6.1

INDICE

iINDICE

INDICE DE CUADROS

INDICE DE FIGURAS

Resumen

Abstract

INTRODUCCION

OBJETIVOS

HIPOTESIS

ANTECEDENTES (REVISION DE LITERATURA)
Inocuidad Agroalimentaria

Tipos de peligros en produccién de alimentos
Contaminantes biol6gicos

Fuentes de contaminacion

Enfermedades transmitidas por alimentos
Prevencién de fuente de contaminacion

Buenas practicas agricolas

IV.6.1.1Seccién campo

IV.6.1.2Disminucion de riesgos durante la produccion

IV.6.1.3Disminucién de riesgos durante la cosecha

IV.6.2
V.7

IvV.7.1
IV.7.2
V.8

IV.8.A
IvV.8.2
vV.8.3

Buenas practicas de manufactura

Importancia de Escherichia coli

Descripcién taxondmica de Escherichia coli O157:H7

Sintomas producidos por Escherichia coli
Bactericidas de uso agricola

Kasumin ®(Kasugamicina).

Sulfato de cobre (Sulfato de cobre pentahidratado).

Terramicina agricola

Pag.

Vi

viii

Xii

© o N o oA~ e

N N NN NNR R R R PR R B R
o o0 A WO N P © © 0 O M DN P, O



IV.8.3 Agry Gent Plus 26

IV.8.5 Hidrobacter 26
V.9 Impacto del uso de antimicrobianos 27
\ MATERIALES Y METODOS 29
V.1 Ubicacién del ensayo 29
V.2 Activacién de cepas 29
V.2.1 Preparacion del inéculo 31
V.2.1 Preparacion de bactericidas 31
V.3 Establecimiento del ensayo 33
V.4 Variables de estudio 36
V.5 Disefio experimental 36
V.6 Analisis de datos 36
VI. RESULTADOS 36

VI.1.1 Método 1: Evaluacion de efecto inhibitorio de Bactericidas incorporados a 36
agar.

VI.1.2 Metodologia 2: Método de difusion. Efecto inhibitorio de Bactericidas por 43
medio de sensidiscos

VII. DISCUSION 54

VIIl.  CONCLUSION 61

IX LITERATURA CONSULTADA 62



Cuadro 1

Cuadro 2

Cuadro 3

Cuadro 4

Cuadro 5

Cuadro 6

Cuadro 7

Cuadro 8

Cuadro 9

Cuadro 10

INDICE DE CUADROS

Bactericidas de uso agricola usados en la presente
investigacion y su preparacion para el ensayo In vitro.
Resultados del andlisis de varianza considerando tres cepas y
6 tratamientos bajo un diseiio de parcelas divididas, a las 24
horas después del establecimiento del ensayo de bactericidas
incorporados en agar.

Separacion de medias para el factor cepas de E.coli
considerando seis tratamientos.

Separacion de medias en la variable UFC/ mL para el factor
tratamientos en las tres cepas de E. coli a las 24 horas de
incubacion.

Resultado de analisis de varianza considerando tres cepas 'y 6
tratamientos bajo un disefio de parcelas divididas, a las 72 horas
después del establecimiento del ensayo de bactericidas
incorporados en agar.

Separacion de medias para el factor de E.coli considerando 6
tratamientos.

Separacion de medias en la variable UFC para el factor
tratamientos en las tres cepas de E.coli a las 24 horas de
sembrados.

Resultados del andlisis de varianza considerando tres cepas y
6 tratamientos bajo un disefio de parcelas divididas, a las 24
horas después del establecimiento del ensayo.

Separacion de medias en la variable halo de inhibicién (mm)
para el factor tratamientos en las tres cepas de E. coli a las 72
horas de sembrados

Valores medios del halo inhibicibn expresado para el factor

cepas de E.coli ante seis tratamientos.

Pag.
32

38

39

40

41

42

43

44

45

45



Cuadro 11

Cuadro 12

Cuadro 13

Cuadro 14.

Cuadro 15.

Cuadro 16.

Cuadro 17.

Cuadro 18.

Cuadro 19.

Resultados del analisis de varianza considerando tres cepas
bacterianas y seis tratamientos bajo un disefio de parcelas
divididas, a las 72 horas después del establecimiento del
ensayo.

Separacion de medias para el factor cepas de E. coli
considerando seis tratamientos.

Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos
y su inhibicion a las tres cepas de E.coli.

Resultados del analisis de varianza del efecto inhibitorio de seis
tratamientos a la E. coli O157:H7.

Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos
evaluados y su inhibicién a la cepa de E.coli 0157:H7.
Resultados del analisis de varianza del efecto inhibitorio a E. coli
0157:H16 ante la presencia de seis tratamientos.

Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos
a la cepa de E.coli O157:H16.

Resultados de analisis de varianza para la variable sensibilidad
de la cepa E.coli O105ab a los diferentes bactericidas de origen
guimico.

Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos

a la cepa de E.coli O105ab.

46

a7

48

48

49

51

52

52

53



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura5

INDICE DE FIGURAS

Pag.
Reactivacion de cepas de Escherichia coli (a) y crecimiento
en medios selectivos (b) 30
Escheria coli en Agar Maconkey y tincién de Gram 30
Preparacion (a) y cuantificacion de in6culo empleado y (b)
siembra en gota. 34
Suplementacién del Agar con los antibiéticos evaluados 34

Evaluacion del diametro de inhibicion originado en
Escherichia coli O157:H7, O157:H16 Y O105ab por efectos 35

de algunos de los bactericidas de uso agricola.

Vi



RESUMEN
El consumo de frutas y hortalizas frescas es parte importante de una dieta
saludable, desde el punto de vista microbiologico son alimentos comparativamente
de menor riesgo que la carne y los productos lacteos. Sin embargo, en los ultimos
afos se ha detectado un mayor numero de enfermedades transmitidas por frutas y
hortalizas, la informacion disponible muestra que es un problema que crece en
importancia, ya que pueden servir como vehiculos de una amplia diversidad de
bacterias, parasitos y virus patégenos para el hombre, las cuales se manejan de
forma preventiva en campo y postcosecha a través de las buenas practicas
agricolas y de manufactura. Pero en la mayoria de los casos se desconoce el efecto
de las bactericidas de uso agricola sobre las bacterias causantes de enfermedades
transmitidas en alimentos. Con la finalidad de generar dicha informacion, se evalué
en condiciones In vitro, el efecto de los bactericidas Terramicina Agricola, Agrigent
Plus, Gentamicina, Kasumin y Sulfato de Cobre, en sus dosis comerciales, a
Eschericia coli cepa 0105ab, 0157:H16 y O157:H7. El testigo fue agua destilada
estéril. Para tal fin se evaluaron dos metodologias, la primera con agar adicionado
con el antibiético a evaluar y su inoculacién por cada cepa; y la segunda que
consistio en el uso de placas de agar nutritivo para ser inoculadas con los serotipos
0157:H16, O105ab y O157:H7, evitando dejar zonas libres para conseguir una
siembra uniforme, e incorporo el antimicrobiano a través de discos de papel filtro
con un tiempo de contacto de 10 minutos. Las placas fueron incubadas a 35°C. Se
utilizé un disefio experimental completamente aleatorizado con tres repeticiones en
ambos métodos. Para su analisis estadistico, se utilizé un arreglo de datos en

parcelas divididas por cada método por cada tiempo de muestreo. En el primer

vii



método, se evalud la cantidad de UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonia por
mililitro) en cada placa sembrada a las 24 y 72 Horas. En este método, el analisis
de varianza indico la existencia de diferencia altamente significativa para cepa
bacteriana, tratamientos y su interaccion. Las cepas de E. coli O105ab (EcH),
0157:H7 y O157:H16 (EcT)) inhibieron su crecimiento al 100%, con los bactericidas
Sulfato de cobre, Agri Gent Plus, Terramicina agricola e Hidrobacter, es decir fueron
incapaces de crecer sobre la superficie del medio, mientras que Kasumin inhibio
solo el 95% de las UFC presentes, aunque los mayores recuentos se tuvieron del
serotipo O157:H16.

En el segundo método se evaluo el diametro de la zona de inhibicion (mm) que se
forma alrededor de cada disco con el apoyo de un vernier. El andlisis de varianza
indico la existencia de diferencia significativa para el factor tratamientos en las
diferentes fechas de evaluacion con el método de sensidiscos. En la primera fecha
de evaluacion, la separacién de medias para el factor tratamientos indicé que
Terramicina Agricola presento el mayor halo de inhibicion de crecimiento en las tres
cepas bacterias, seguido de Gentamicina y Sulfato de Cobre. Por caso contrario,
Kasugamicin no expreso efecto inhibitorio en las tres cepas, su comportamiento fue
estadisticamente similar al testigo. Para la segunda fecha, se encontré diferencia
altamente significativa para el factor cepa bacteriana como tratamientos, asi como
en su interaccion; la separacién de medias para el factor cepa indicd que la mayor
inhibicion fue O157:H16 seguida se O157:H7; para el factor tratamiento se encontro
gue todos los bactericidas presentaron un efecto similar de inhibicion en términos
estadisticos, excepto Kasumicina. Sin embargo, el mayor efecto inhibitorio se

observo con el bactericida Gentamicina seguido de sulfato de cobre, resultados que
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contrastan con lo reportado en la primera fecha de evaluacion. Por caso contrario
en el bactericida Kasumin no se encontré efecto inhibitorio hacia las tres cepas,
similar a lo determinado a la primera fecha, efecto similar se observo en el testigo.
Respecto al factor cepa bacteriana, todas las cepas fueron estadisticamente
similares en su respuesta a los cinco bactericidas. Aunque la cepa O157:H7 expreso

mayor crecimiento a los diferentes bactericidas.



ABSTRACT
Fresh fruits and vegetables are an important part of a healthy diet, and from a
microbiological perspective they are relatively low-risk foods compared to meat and
dairy products. However, over the past few years, there has been in increase in the
number of iliness transmitted by fruits and vegetables. The available information
shows that this is a growing problem, since they can serve as a vehicle for a number
of bacteria, parasites, and viruses that are pathogenic to humans, which must be
managed in the field and post-harvest through good agricultural and manufacturing
practices. However, in most cases, the effects of agricultural bactericides on the
disease-causing bacteria found in food are unknown. In order to generate this
information, we evaluated in vitro the effects of commercial doses of the bactericides
Agricultural Terramicin, Agrigent Plus, Gentamicin, Hidrobacter, Kasumin and
copper sulfate on Eschericia coli strains O105ab, O157:H16 and O157:H7. The
control treatment was sterile distilled water. We evaluated two different methods, the
first by adding the antibiotic to the agar, and the second using nutrient agar plates
inoculated with serotypes O157:H16, O105ab and O157:H7, avoiding leaving open
zones to achieve a uniform plating, and incorporating the antimicrobial into discs of
filter paper with a contact time of 10 minutes. The plates were incubated at 35°C.
We used a completely randomized experimental design with three replicates for
each method. For the statistical analysis, we used a split plot design for each method
for each sampling time. In the first method, we evaluated the number of CFU/mL
(Colony-forming units per milliliter) on each plate seeded after 24 and 72 hours. In

this method, the analysis of variance indicated that there was a highly significant



effect of bacterial strain, treatment, and their interaction. The E. coli strains O105ab
(EcH), O157:H7 and O157:H16 (EcT) were 100% inhibited with the copper sulfate,
Agri Gent Plus, agricultural terramicin, and Hidrobacter; that is, they were unable to
grow at all on the surface of the medium. Kasumin inhibited only 95% of the CFU
present, and the highest counts were obtained from the O157:H16 serotype. For the
second method, we used a caliper to measure the diameter of the zone of inhibition
(mm) that was formed around each disc. The analysis of variance showed that there
was a significant effect of the factors treatment and date of evaluation using the
sensidisc method. On the first evaluation date, the separation of means for the
treatment factor indicated that agricultural terramicin presented the largest inhibition
halo for the growth of all three bacterial strains, followed by Gentamicin and copper
sulfate. On the contrary, Kasumin did not have an inhibitory effect on any of the three
strains and its behavior was statistically similar to the control. On the second date,
there were highly significant effects of strain, treatment, and their interaction; the
separation of means for the strain factor showed that O157:H16 was the most
strongly inhibited, followed by O157:H7. For the treatment factor, we found that all
the bactericides had similar inhibitory effects in statistical terms, except for Kasumin.
However, the strongest inhibitory effect was with the bactericide Gentamicin,
followed by copper sulfate, results which contrast with the first evaluation date. On
the contrary, the bactericide Kasumin did not have an inhibitory effect on any of the
three strains, as occurred on the first date and with the control treatment. With
respect to the strain factor, all the strains were statistically similar in their responses
to the five bactericides, although the strain O157:H7 had more growth with the

different bactericides.
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l. INTRODUCCION
La inocuidad agroalimentaria es uno de los principales requisitos que deben de
reunir los productos de origen agricola para garantizar que no causan dafos a la
salud del consumidor final (Estape, 2012). Dentro de la inocuidad agricola se debe
de garantizar que el producto esté libre de contaminantes quimico, fisico, radiol6gico
y bioldgico; dentro de este se encuentran los microbioldgicos. En este Ultimo se
busca que los productos tengan la menor carga de microorganismos que pueden
afectar la salud del consumidor, como Escherichia coli y Salmonella, (Estape, 2012).
Diversos productos minimamente procesados han reportado la presencia de
bacterias, parasitos y virus patdogenos al hombre (Beuchat, 1996).
Esta bacteria fue reconocida por primera vez como un patégeno humano en 1982,
y se vinculd con productos carnicos. Sin embargo, durante los siguientes diez afos,
se produjeron una serie de brotes asociados a productos alimenticios de origen
agricola (Riley et al., 1983; Ocafia et al., 2019).
Los brotes causados por E. coli O157:H7 son mas comunes en el hemisferio
occidental, pero ciertamente no se limitan a esta parte del mundo, ya que uno de
los casos mas notables fue en Asia en 1996 (Estape, 2012). Aqui, el brote fue
causado por el consumo de rabano blanco en la ciudad de Sakai, Osaka, Japon,
donde se vieron afectados mas de 6000 escolares. Aproximadamente 1000 de ellos
fueron hospitalizados con sintomas gastrointestinales severos, y aproximadamente
100 tuvieron complicaciones de SUH (sindrome urémico hemolitico), lo que resultd
en tres muertes.
Se han reportado muchos brotes en los Estados Unidos (EE. UU.), Canada y Gran

Bretafa. Los brotes asociados con productos frescos en los Estados Unidos son



ahora uno de los principales vehiculos vinculados a E. coli O157:H7, y representan
el 34% de todos los brotes transmitidos por alimentos (Estape, 2012).

Un brote de varios estados causado por la espinaca envasada ocurrié en 2006,
afectd a personas de 26 estados en los Estados Unidos y resulté en 183 infecciones
confirmadas y tres muertes. EI mismo afio, los estudios epidemiol4gicos detectaron
Escherichia coli Enterohemorragica (EHEC) en espinacas (Estape, 2012).
Recientemente, el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) en
Estados Unidos informé de un brote en cuatro estados provocados por E. coli STEC
(productora de toxina shiga), donde O157:H7 fue la causa de infecciones
relacionadas con ensaladas listas para comer, 33 personas estaban infectadas, no
se informaron muertes. Por lo tanto, en los ultimos 25 afios, muchos brotes se han
asociado con la presencia de este patégeno en la superficie o se han internalizado
en plantas y frutas alimenticias (Ocafia et al., 2019). El vector de contaminacién a
productos alimenticios se reporta principalmente presencia de animales en
parcelas, insectos y los trabajadores; de igual forma: el agua de riego y los abonos
a base de estiércol no tratado adecuadamente (Olaimat y Holley, 2012).

La presencia de bacterias que afectan la produccion de diversos cultivos y la
intensificacion de la produccion agricola ha llevado a un uso creciente de
antimicrobianos y se espera que se duplique en el 2030. Estos farmacos son
importantes para el tratamiento de enfermedades en plantas y animales, pero deben
usarse de manera responsable y solo cuando es necesario (FAO, 2017).

Por otro lado, el aumento de resistencia o multi-resistencia a antibioticos (AMR, por
sus siglas en inglés) en bacterias patdégenas se ha convertido en un gran problema

de salud a nivel mundial, ya que reduce la eficacia terapéutica de los antibioticos



(De la Fuente-Salcido et al., 2015) en pacientes. Diversos reportes han mostrado
un incremento en la emergencia de Salmonellay E. coli con niveles significativos de
resistencia a los antimicrobianos (Duffy et al., 2005; Musgrove et al., 2006).

Los AMR describen un fendmeno natural por el cual microorganismos como
bacterias, virus, parasitos y hongos ganan resistencia a los efectos de los farmacos
antimicrobianos, como los antibioticos, que anteriormente eran eficaces en el
tratamiento de infecciones (FAO, 2017).

La diseminacion de antibiéticos en el medio natural se asocia principalmente a su
aplicacibn en medicina y veterinaria, sin embargo, no se ha considerado
adecuadamente el papel que juega el uso de antibiéticos en la agricultura, como
base de la cadena trofica, puede desempefar en la transmision bacterias
resistentes a antibioticos y de genes de resistencia a antibiéticos a través de los
alimentos antes de que llegue al consumidor (FAO, 2017). Posiblemente ésta sea
la razén de no recomendar el uso de antibidticos para el control de bacterias
enteropatdégenas, aunque su uso es habitual en el control de patologia de origen
bacteriano en vegetales.

Dentro de las acciones que se han implementado para mitigar la presencia de la
carga bacteriana en productos hortofruticolas, y de forma preventiva, es el uso de
Buenas Practicas Agricolas (BPA), asi como de Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), y poco se ha hecho referencia a uso de bactericidas de uso agricola que
pudieran reducir la presencia de bacterias en los productos cosechados. Con base

a todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue:



II. OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la sensibilidad de las cepas de Escherichia coli (O157:H7, O157:H16 y
0105ab) a diferentes bactericidas de uso agricola (Kasumin, Sulfato de cobre,

Terramicina Agricola, Agry Gent Plus y Hidrobacter).

Objetivos especificos

1. Comparar la sensibilidad de las tres cepas de Escherichia coli a bactericidas de

uso agricola mediante dos metodologias.

2. Evaluar el tamafio del halo de inhibicion y Unidades Formadoras de Colonia

(UFC) que ejercen los cinco bactericidas en cada cepa bacteriana.

lll. HIPOTESIS
Algun ingrediente activo (Kasumin, Sulfato de cobre, Terramicina Agricola, Agry
Gent Plus y Hidrobacter) de los bactericidas de uso agricola evaluado tiene efecto
inhibidor sobre las diferentes cepas (O157:H7, O157:H16 y O105ab) de Escherichia

coli.



IV. ANTECEDENTES (REVISION DE LITERATURA)

IV. 1 Inocuidad Agroalimentaria

La inocuidad de los alimentos puede definirse como el conjunto de condiciones y
medidas necesarias durante la produccion, almacenamiento, distribucion y
preparacion de alimentos para asegurar que una vez ingeridos, no representen un

riesgo para la salud (SENASICA, 2017).

El consumo de frutas y hortalizas frescas es parte importante de una dieta
saludable, desde el punto de vista microbiolégico son alimentos comparativamente
de menor riesgo que la carne y los productos lacteos. Sin embargo, al ser
consumidos sin ningun tipo de coccion, son potencialmente peligrosas en caso de
gue exista la contaminacion. En los dltimos afios se ha detectado un mayor niumero
de enfermedades transmitidas por frutas y hortalizas, la informacion disponible
muestra que es un problema que crece en importancia, ya que pueden servir como
vehiculos de una amplia diversidad de bacterias parasitos y virus patégenos para el

hombre (Lépez et al., 2009).

Comprender la complejidad del problema de la contaminacion microbiana de los
vegetales y tener conciencia de su importancia es el primer paso para lograr una
alta calidad en los productos horticolas. Al nivel actual de la tecnologia no es posible
eliminar el riesgo en forma total, por lo que hay que establecer medidas para

reducirlo. Es preferible, mas efectivo y econdmico prevenir la contaminacion



microbiana en las frutas y hortalizas que eliminarla una vez que tiene lugar

(Rodriguez, 2011).

Los riesgos biolégicos asociados a los productos horticolas estan relacionados con
las malas préacticas de produccién, como el empleo de agua de riego contaminada,
el uso de desechos biologicos sélidos como fertilizante sin tratamiento o con
tratamiento inapropiado, la presencia de animales en las areas de cultivo, la
proximidad a zonas de acumulacion de aguas albafiales o solidos organicos, una
inadecuada higiene de las instalaciones, entre otros (Rodriguez, 2011). En los
ultimos afos se ha detectado un mayor numero de enfermedades transmitidas por
frutas y hortalizas, la informacion disponible muestra que es un problema que crece

en importancia.



IV.2 Tipos de peligros en produccion de alimentos

Se entiende por "alimento” a toda sustancia, elaborada, semielaborada o bruta, que

se destina al consumo humano, incluyendo las bebidas, el chicle y cualquier otra

sustancia que se utilicen en la fabricacion, preparacion o tratamiento de los
alimentos, pero no incluye los cosméticos, ni el tabaco, ni las sustancias utilizadas
solamente como medicamentos. La "higiene de los alimentos" comprende las
condiciones y medidas necesarias para la produccion, elaboracion, almacenamiento

y distribucion de los alimentos destinadas a garantizar un producto inocuo, en buen

estado y comestible, apto para el consumo humano (Codex Alimentarius, 2007).

Un peligro alimentario es “un agente biolégico, quimico o fisico presente en el

alimento, o bien la condicién en que éste se halla, que puede causar un efecto

adverso para la salud” (OMS-FAO, 2007).

Los peligros en alimentos se clasifican segun su naturaleza (OPS, 2015):

1. Peligros bioldgicos: bacterias, virus y pardsitos patogénicos, determinadas
toxinas naturales, toxinas microbianas, y determinados metabdlicos téxicos de
origen microbiano.

2. Peligros quimicos: pesticidas, herbicidas, contaminantes toxicos inorganicos,
antibiéticos, promotores de crecimiento, aditivos alimentarios toxicos, lubricantes
y tintas, desinfectantes, micotoxinas, ficotoxinas, metil y etil-mercurio, e
histamina.

3. Peligros fisicos: fragmentos de vidrio, metal, madera u otros objetos que puedan

causar dafo al consumidor.



IV.3 Contaminantes Bioldgicos

Los contaminantes bioldgicos del aire se encuentran en todo hogar, escuela, locales
de trabajo y de uso publico. Las fuentes incluyen el aire exterior y las propias
personas donde se alojan virus y bacterias, en los animales (insectos y otros
artropodos, y mamiferos) que eliminan alérgenos, en las superficies interiores y en
cualquier receptaculo de agua donde los hongos y bacterias puedan crecer (Molina,

2015).

Varios factores permiten que los agentes biologicos crezcan y se liberen. En primer
lugar, la humedad relativa elevada (propia del clima calido y lluvioso), especialmente
en el interior de viviendas con deficiente ventilacion natural e insolacion, contribuye
al crecimiento de las poblaciones de acaros del polvo y al crecimiento de hongos en
las superficies hiumedas. La contaminacion por 4caros y hongos puede originarse
en inundaciones, y comunmente por alfombras continuamente himedas (como
ocurre cuando estas se colocan en suelos de concreto con deficiente ventilacion),
en los bafios 0 humedad generada por filtraciones de instalaciones hidraulicas

(Molina, 2015).

Los mohos se reproducen por medio de pequefias esporas. Estas esporas se
transportan continuamente en el aire libre, asi como en interiores. Cuando las
esporas se depositan en una superficie humeda, comienzan a crecer y al
alimentarse de la superficie a la cual estdn adheridas. Hay hongos que crecen en
madera, papel, alfombras y alimentos cuando se acumula humedad o exceso de

agua dentro de casas y edificios (Molina, 2015).



No hay una forma especifica para eliminar todo el moho y las esporas. No obstante,
la clave para evitar su propagacion es eliminar la fuente de humedad en dichas

superficies (Molina, 2015).

IV.4 Fuentes de contaminacion

Para la produccion de la diversidad de alimentos que tenemos a disposicion existen
varios pasos, a estos pasos los llamamos la cadena de produccion de los alimentos.
La contaminacion puede ocurrir en cualquier momento a lo largo de la cadena

durante la produccién, el procesamiento, la distribucién o preparacién (CDC, 2017).

Una de las principales fuentes de contaminacion es en el campo agricola, seguida
del agua de riego no tratada. El estiércol utilizado como fertilizante organico pude
aumentar significativamente la contaminacion total de coliformes, asi como
aumentar la presencia de E. coli. Los agentes patégenos como E. coli (VETC)
0157:H7 y los E.coli diarreicos se trasmiten principalmente a través de agua y los

fertilizantes organicos (Molina, 2015).

Varios estudios han sefialado a las moscas, artrépodos, aves, mamiferos salvajes
y reptiles como otras fuentes importantes de transmision de patégenos. Se ha
demostrado que, si se cultivan productos frescos cerca del ganado, éstos vectores
pueden trasportar facilmente contaminantes fecales a las plantas. Ademas, las
moscas pueden recoger E. coli O157: H7 del estiércol y depositarla en el filoplano
de las plantas, donde las bacterias pueden colonizar y multiplicarse (Torres et al.,

2016).



Las frutas y hortalizas frescas son una parte esencial de la dieta humana. Si bien el
beneficio para la salud que resulta de su consumo habitual esta ampliamente
comprobado, existen datos que sugieren que la proporcibn de brotes de
enfermedades relacionados con su ingesta son mayores en comparacion con otros
alimentos. La frecuencia con que se ha manifestado cuadros epidémicos ha puesto
en entredicho la inocuidad de productos no sometidos a procedimientos para reducir

o eliminar la carga microbiana (SAGARPA, 2018).

Diferentes factores pudieran contribuir a la presencia de microorganismos
patdgenos asociados a estos productos, incluyendo la contaminacion de las aguas
de riego y de los cultivos con residuos fecales de individuos o animales enfermos.
Ademas, la baja eficiencia en los sistemas de desinfeccion utilizados para el control
de microorganismos en la recepcion y lavado de frutas y hortalizas, las condiciones
sanitarias de area de empaque, la higiene de los trabajadores, los canales de
distribucion distantes y complejos, y el mal manejo durante el almacenamiento,

contribuyen a la presencia de estos microorganismos (SAGARPA, 2018).

IV. 5 Enfermedades Transmitidas por Alimentos

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) se consideran una importante
carga de enfermedad en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
sefala que, en paises menos desarrollados, las ETA son la principal causa de
enfermedad y muerte, asociadas a una carga socioeconomica significativa (Zufiga

y Caro, 2017).
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Una Enfermedad Transmitida por los Alimentos (ETA) es una enfermedad causada
por el consumo de alimentos contaminados por bacterias patégenas o producto de
su metabolismo. Causa un estimado de 48 millones de enfermedades y 3,000

muertes cada afio en los Estados (USDA, 2013).

Las ETA pueden presentarse en cualquier eslabdn de la cadena productiva, aunque
predominan en aquellas areas donde se practican malos habitos higiénico-
sanitarios y en lugares en condiciones de hacinamiento. La incidencia de las ETA
ha aumentado alrededor del mundo, en funcion de factores como cambios
ambientales que conducen a la resistencia antimicrobiana, el aumento de la
poblacion, la aparicion de grupos poblacionales vulnerables, el rapido incremento
del comercio internacional de alimentos, los avances tecnoldgicos en la produccién,
el aumento del uso de aditivos, el incremento del consumo de productos
manufacturados, el recorrido de largos trayectos para su comercializacién, entre

otros (OMS, 2009).

IV.6 Prevencion de fuente de contaminacion

Los lineamientos para reducir riesgos de contaminacion pueden ser divididos en
Buenas Practicas Agricolas (BPA) y Buenas Practicas de Manejo (BPM), un
programa efectivo de inocuidad contiene los dos componentes principales. El
primero esta relacionado con la higiene personal, y el segundo considera la
integridad del producto. El significado de la palabra higiene asocia al producto con
buena salud y se refiere a que el producto es limpio y esta libre de riesgos que

pueden contener un agente infeccioso. Por otro lado, en el componente de
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integridad no debemos de olvidar que un alimento higiénicamente preparado debe
ser presentado al consumidor bajo ciertas condiciones de apariencia, aroma, sabor
y textura agradables, de tal manera que el consumidor este satisfecho y confiado

con su compra (SAGARPA, 2018).

IV.6.1 Buenas préacticas Agricolas

El llevar alimentos a la mesa del consumidor desde el campo involucra muchos
procesos (siembra, desarrollo del cultivo, cosecha, transporte a empaque,
almacenamiento, transporte a mercados terminales y distribucién) en los que los
productos se encuentran expuestos al manejo humanos y al contacto con material
y equipo que aumentan el riesgo de contener agentes contaminantes (Siller et al.,

2002).

Las Buenas Practicas Agricolas en campo inician desde la seleccion del terreno y
sus alrededores, la calidad del agua de riego, la aplicacion de plaguicidas, la higiene
y sanidad del trabajador y las instalaciones sanitarias, entre otras. Las Buenas
Practicas Agricolas en el empaque incluyen tépicos como las instalaciones, el
disefio y la construccion de la planta y el quipo, el control de plagas, las practicas

del proceso y las practicas personales entre otros (Siller et al., 2018).

Organigrama de la empresa: todas las empresas deberan de contar con un

diagrama de flujo que muestre la organizacion general y describa los diferentes

niveles y departamentos que se tienen para realizar sus operaciones.

12



Descripcion de la empresa: describir de una manera general el objetivo, vision y
mision de la empresa, asi como los productos que maneja, su tecnologia disponible,
la localizacion de sus actividades de campo y empaque, la superficie, los volimenes

cosechados y los enviados para distintos mercados.

Descripcion de responsabilidades: Toda empresa debe mantener firmemente la
filosofia de ofrecer alimentos sanos y debe considerar que cada producto ofertado
al mercado, aun cuando es manejado con todos los lineamientos establecidos,
puede llegar a convertirse en un riesgo potencial para la salud publica (Siller et al.,
2002).

Responsabilidad de la empresa:

Es obligatorio para la empresa demostrar de manera escrita que realiza las
operaciones necesarias que conlleven a la inocuidad e integridad del producto, lo
cual lo obtiene registrando toda la informacion en bitacoras adecuadas a sus
operaciones. La empresa tiene como responsabilidad incorporar Buenas Préacticas
Agricolas como un sistema de produccion integral. Para lograr este objetivo, la
empresa debe ser responsable de fomentar el trabajo de equipo, prever y actuar
para lograr la mejora continua de la planta, y mantener una comunicacion constante
entre la gerencia, los empleados de produccién y los de ventas. Asi como establecer
medidas de seguridad que permitan ofrecer un producto con los mas altos

estandares de calidad que exige el consumidor final (Siller et al., 2002).

Responsabilidades del empleado: Las reglas basicas de higiene personal y el

reglamento de la empresa enfatizando los puntos principales deberan ser leidos,
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entendidos y firmados por todos los empleados al iniciar cualquier trabajo (Siller et

al., 2002).

IV.6.1.1 Seccién campo

Disminucion de riesgos antes de la plantacion: Seleccion de material
vegetativo

Antes de seleccionar una variedad especifica, debemos definir los elementos a
considerar para hacer la eleccién. En primer lugar, es importante contar con la
informacion de la semilla antes de la siembra (hoja técnica), entre lo que se incluyen
las condiciones bajo las que se obtuvo la semilla, las pruebas realizadas y
resultados obtenidos, las condiciones esperadas para su distribucion y
almacenamiento (temperatura y humedad), los rendimientos esperados, las
caracteristicas del fruto, el porcentaje de germinacion, el certificado de origen y la

vida de anaquel (Siller et al., 2002).

Siembra en invernadero

Considerar instalaciones, condiciones climéticas, crecimiento de la planta y
personal de apoyo, la ubicacion del invernadero debe ser una zona de facil acceso
con riesgo minimo de entrada de plagas y enfermedades. Ademas, se debe de
contar son servicios de luz, agua potable y proveer el interior con ventilacién,

temperatura e iluminacion adecuada (Siller et al., 2002).

Es importante colocar barreras de aire y tapetes sanitarios en las entradas de estas

naves. La distribucion interna del invernadero debe permitir el acceso facil y rapido
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a todas las charolas, asi como uniformidad en el cuidado, fertilizacion y riesgo de
las plantas. Por seguridad, debe contarse con una bodega para almacenar
sustratos, charolas y materiales de usos frecuente, manteniendo un lugar aparte y

cerrado para los plaguicidas y otro para los fertilizantes (Siller et al., 2002).

Seleccién y preparacion del terreno

Para obtener una mejor produccion, es necesario tener un control del terreno de
siembra. El primer punto es el historial del lote, es importante conocer que cultivos
anteriores fueron plantados, la aplicacibn de quimicos realizada y si hubo
enfermedades presentes. Se debe contar con mapas de localizacion del terreno y

areas circundantes. Revision de canales de riego y drenaje (Siller et al., 2002).

Siembra, cultivo y crecimiento

La plantacion puede ser directa colocando semilla directamente en el lugar
seleccionado o utilizando la plantula obtenida en invernadero. En ambos casos es
muy importante proteger el material de una posible contaminacion, por lo que las

superficies de contacto deben de estar mantenerse limpias (Siller et al., 2002).
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IV. 6. 1. 2 Disminucion de riesgos durante la produccion

Agua

Cuando el agua entra en contacto con frutas y hortalizas frescas, la posibilidad de
contaminacién por microorganismos depende de la calidad y procedencia de la
misma para evitar riesgos, las fuentes de abastecimiento de agua generalmente
pozos y canales, deben llevar un programa de mantenimiento y analisis quimico y
microbiolégicos manteniendo registros de las condiciones y estableciendo un
programa de acciones correctivas cuando es necesario. Se debe de evitar que los
empleados utilicen el canal para bafarse, alejar a los animales para que no
contaminen con sus excrementos y evitar la acumulacién de basura en la corriente

de agua y alrededores (SAGARPA, 2018).

Fertilizacion (inorganica)

El control de fertilizantes quimicos empieza desde la recepcion se estos materiales
y su manejo apropiado. Debera de existir un lugar de almacenamiento que cuente
con inventario de existencias, hojas de salida y entrada. Todos los fertilizantes
guimicos deben acompafiarse de un certificado de origen que garantice la calidad
sanitaria del producto, asi mismo se debe vigilar que las especificaciones en la
etiqueta sean las reales apoyandose con un analisis de laboratorio (SAGARPA,

2018).

Orgéanica
En el caso de utilizar abono organico es importante conocer la fuente (estiércol,

guano, gallinaza y la procedencia de estos contar con una garantia en su caso, de
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gue fue tratado para disminuir la carga microbiana, antes de su incorporacion (Siller

etal., 2002).

Plaguicidas

Unicamente deben utilizarse productos quimicos aprobados y autorizados para los
usos y cultivos recomendados por las agencias respectivas en el pais de produccién
0 en el pais a donde se desea exportar (EPA, Agencia de Proteccion Ambiental en
Estados Unidos). Es importante contar un inventario detallado de todos los
plaguicidas almacenados, asi como con los registros de entradas y salidas

(SAGARPA, 2018).

Sanidad del campo y exclusion de animales

Se deben establecer cuadrillas o equipos de limpieza en el campo para eliminar la
basura y los frutos dafiados, podridos o desechados en los surcos y guardarrayas
después del corte y ésta debe acumularse en un centro de acopio con periodos
cortos de permanencia para evitar contaminacion cruzada. En todo momento se
debe evitar la presencia de animales domésticos o silvestres en los campos de

cultivo (SAGARPA, 2018).

Personal

El personal debe estar consciente de que puede ser un vehiculo de contaminacion
en el campo. La presencia de enfermedades infecciosas, lesiones abiertas y otros
trastornos en el personal, constituye una fuente de microorganismos patdgenos los

cuales pueden ser transmitidos a las frutas, hortalizas, al agua y a otros
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trabajadores. Para controlar los posibles riesgos se debe capacitar a todos los
empleados para que adopten buenas practicas de higiene, estableciendo
programas de capacitacion, supervision y correccion. Los trabajadores enfermos o
con heridas deben ser protegidos y en casos necesarios, incapacitarlos para el

trabajo (SAGARPA, 2018).

Instalaciones sanitarias

Se deben colocar instalaciones de lavado y letrinas en vehiculos de transporte con
agua potable, jabén, yodo o cloro, papel sanitario, papel secante y colocar botes de
basura con tapadera. Debera existir una letrina por sexo y al menos un sanitario por

cada 15 empleados.

IV. 6. 1. 3 DISMINUCION DE RIESGOS DURANTE LA COSECHA

Corte

Se deben usar herramientas de corte y guantes ahulados que permitan la
desinfeccion al inicio, durante y final de las labores. Es importante revisar a diario
los recipientes y reparar o descartar los dafiados para reducir la presencia de
heridas al producto y limpiar y desinfectar los recipientes o cubetas todos los dias
antes de utilizarlos. Todo el equipo de recoleccion debe mantenerse perfectamente

limpio antes, durante y después de la operacion (SAGARPA, 2018).

Transporte de campo a empaque
Para reducir el riesgo de contaminacién microbiana, los operarios deben adoptar

buenas practicas de higiene y asegurarse de que se han cumplido todos los
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requisitos de higiene en los camiones y otros tipos de transporte (jabas, cajones,
gondolas o batangas) antes de cargar las frutas y hortalizas. Inspeccionar las cargas
anteriores en los vehiculos y evitar alternar el uso del transporte para cargas de
animales o mezclas de productos animales o quimicos con productos horticolas es
una practica que se debe cuidar. En todos los casos es necesario lavar y desinfestar

las jabas, cajones y batangas después de vaciar el producto (Siller et al., 2002).

Empaque en campo

El producto debe estar libre de clavos, vidrios, objetos extrafios, excremento, tierra
en exceso Yy restos de plantas. Una vez recibido el producto, éste no debe
permanecer mucho tiempo en espera antes de ingresar al siguiente proceso. Las
cajas empacadas son transportadas inmediatamente a cuartos de pre enfriamiento
para reducir las temperaturas de campo antes de ser cargadas a los transportes

refrigerados (Siller et al., 2002).

IV. 6. 2 Buenas Practicas de Manufactura
Las Buenas practicas de manufactura BPM son procedimientos que se aplican en
la elaboracion de alimentos para garantizar que estos sean inocuos. Se articulan

con las BPA y ambas son prerrequisitos del sistema HACCP (OPS-OMS, 2015).

IV. 7 Importancia de E. coli

La E. coli es una bacteria que se encuentre en el sistema digestivo de los animales

y los seres humanos. Esta bacteria se utiliza como indicador principal para detectar
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y medir la contaminacion fecal en la evaluacion de la inocuidad del agua y de los
alimentos (Siller et al., 2002).

Considerados comensales inofensivos, las cepas de E. coli constituyen alrededor
de 1% de la poblacién microbiana normal del intestino. Si bien la mayoria de las
cepas dentro del intestino son agentes patdgenos gastrointestinales beneficiosos

para el ser humano, otros son perjudiciales (FAO, 2019).

En lo relativo a las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas, se trata de bacilos
Gram-negativos con un tamafo que oscila entre 1.1-1.5 ym de diametro y 2.0-6.0
Mm de longitud, generalmente son moviles mediante flagelos peritricos no
esporulados, y son fermentadores de lactosa produciendo acido y gas. En agar
forman colonias lisas, poco elevadas, convexas. El aislamiento de estas colonias se
realiza mediante medios de cultivo selectivos como Agar MacConkey, Agar verde

brillante, entre otros (Fernandez, 2000).

Estas bacterias son anaerobios facultativos que se adaptan bien a situaciones sin
oxigeno. En cuanto a sus caracteristicas, de manera general para las diferentes
cepas, el rango de temperaturas 6ptimas para el crecimiento de la misma se sitla
entre 7 y 50 °C siendo su temperatura 6ptima de 37 °C. Pueden crecer en presencia
de hasta un 6% de NaCl, el pH mediante el cual la bacteria se multiplica es neutro
siendo el minimo para crecer de 4.4 y un maximo de 10. En cuanto a la actividad de
agua (aw), estas bacterias crecen con un minimo de 0. 95 siendo 0,995 el valor

optimo (OPS-OMS, 2015; Doyle y Schoeni, 1984).
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Las E. coli patdgenas se distinguen de otras E. coli por su capacidad de provocar
graves enfermedades como resultado de su informacion genética para la
produccion de toxinas, capacidad de adhesion e invasién de células huéspedes,

interferencia en el metabolismo celular y destruccién de tejidos (FAO, 2019).

Las cepas patdgenas poseen factores de virulencia que relacionados al tipos de
enfermedad que producen han permitido agruparlas en patotipos: E.coli
enteropatégena (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E.

coli shigatoxigénica (STEC) (Fernandez, 2000).

IV. 7.1 Descripcion taxonémica de Escherichia coli O157:H7
Superreino: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Eneterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Geénero: Escherichia
Especie: E. coli

Fuente: NCBI (2020).

21



IV. 7.2 Sintomas ocasionados por Escherichia coli

Las diferentes cepas de E. coli que producen enfermedades que se clasifican de

acuerdo con el tipo de sintomas que pueden producir en lo seres humanos. Esos

tipos de cepas se pueden dividir en seis grupos y variedades:

1. E. coli shigatoxigénica (STEC) “variedad” provoca sintomas que van desde una
diarrea suave hasta una grave.

2. E. coli enterohemorragicas (EHEC) son un subconjunto de STEC asociadas
generalmente a diarrea con sangre y SHU, que producen citotoxinas, conocidas
como verotoxinas (VT) o shigatoxinas (Stx).

3. E.coli(0157:H7) es el serotipo EHEC mas importante ligado a las enfermedades
transmitidas por los alimentos, lo que se traduce en una alta incidencia de
infecciones y muertes por EHEC cada afio (Rodriguez, 2002).

4. E. coli enteroinvasiva (EIEC), el grupo EIEC y Shigella spp. estan relacionados
genética y bioquimicamente ya que son descarboxilasas negativas, no méviles
y lactosa negativas. Los sintomas caracteristicos en personas infectadas por
EIEC son diarrea acuosa, con sangre y moco, pero algunos casos solo
presentan diarrea, ésta en ocasiones es indiferenciable de la que produce ETEC.
Las cepas EIEC se asocian mas con brotes que con casos aislados, en los
cuales la transmision puede ser de persona a persona, por ingestion de
alimentos y agua contaminada, convirtiéndose en un patégeno importante en

nifos mayores de seis meses (Rodriguez, 2002).
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IV. 8 Bactericidas de uso Agricola

Los plaguicidas son sustancias o mezcla de sustancias que se usan de manera
intensiva para controlar plagas y enfermedades agricolas, que afectan la
produccion, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializacion de

alimentos y productos agricolas (FAO, 2003; Galvez et al., 2018).

Los plaguicidas, al ser compuestos quimicos utilizados para combatir las plagas y
enfermedades en los cultivos agricolas, segun su naturaleza y composicion quimica
pueden clasificarse en inorganicos y organicos; mientras de acuerdo a su uso se

clasifican en fungicidas, bactericidas y herbicidas (Géalvez et al., 2018).

Un bactericida se define como una sustancia que tiene la capacidad de lisar
bacterias dependiendo del microorganismo y de la concentracién del antibi6tico
(Cué y Morejon, 1998). Para entender el uso de bactericidas, primero hay que
entender qué son las bacterias. Las bacterias tienen la capacidad de sobrevivir en
casi todas las condiciones en la tierra, ya sea célido y suelo humedo o desechos
radiactivos que no seria hospitalario a ningun otro organismo. Algunas bacterias
pueden causar dafo a los seres humanos, animales o plantas, mientras que algunas
pueden ser necesarias para la supervivencia de plantas, animales y seres humanos.
Debido al hecho de que las bacterias pueden sobrevivir en casi todas las
condiciones, a menudo es dificil matarlos. Por lo tanto, las sustancias tales como
bactericidas se han creado para matar bacterias dafinas mientras que lo ideal es

no dafiar las bacterias importantes (Cué y Morején, 1998).
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IV.8.1 Kasumin ® (Kasugamicina)

Este es un Fungicida-Bactericida de origen bioldgico cuyo ingrediente activo es la
Kasugamicina. KASUMIN® es un antibiético aminoglucoésido, producido por el
metabolismo secundario de la bacteria del grupo actinomices clasificada como
Streptomices kasugaensis. Esta molécula inhibe la incorporacion de aminoacidos a
la sintesis de proteinas en bacterias y hongos. KASUMIN® es absorbido por hojas
y raices y traslocado rapidamente a todas las partes de la planta donde previene el
crecimiento de las lesiones. Debido a la gran accion sistémica y la translocacion en
los tejidos de las plantas, KASUMIN® muestra una excelente eficacia aun con
presencia se lluvia posterior a la aplicacion. Es empleado para el control de la
pudricion bacterial blanda provocada por Erwinia carotovora en arroz y papa; en
Chile, jitomate, tomate de céscara controla la mancha bacterial del tomate
(Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria); en clavel se emplea para el control de

bacteriosis del clavel (Burkholderia andropogonis) (Arysta, 2018).

Es considerado dentro de los antibiéticos aminoglucdésidos que constituyen un grupo
de agentes antibacterianos con interesantes propiedades para el tratamiento de
infecciones bacterianas, particularmente aquellas producidas por bacilos Gram

negativos aerdbicos (Gilbert, 2000; Mella et al., 2004).
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IV.8.2 Sulfato de cobre (Sulfato de cobre pentahidratado)
El sulfato de cobre es un compuesto quimico derivado del cobre, conocido también
con el nombre de sulfato cuprico. Su férmula quimica es CuSO4y es muy utilizado

como fungicida, entre otros beneficios que se le otorgan.

Es un compuesto quimico que suele estar presentado en dos formas: sulfato de
cobre () y sulfato de cobre (ll), dependiendo de como se encuentre el estado de
oxidacion del &tomo de cobre. Siendo el sulfato de cobre (Il) el mas conocido a nivel

comercial en la actualidad.

Las aplicaciones del sulfato de cobre se dan mayormente en la agricultura. Esto,
debido a que generalmente este compuesto quimico es utilizado para el control de
enfermedades bacterianas que afectan a los cultivos de arboles frutales, campos,
frutos secos y vegetales. Es empleado para combatir caracoles y babosas, entre
otros moluscos que afectan los cultivos. Otra aplicacion importante del sulfato de
cobre en la agricultura, es su uso como fungicida. Debido a que este compuesto
guimico posee propiedades desinfectantes, que suelen eliminar microorganismos.
Este fungicida suele atacar ciertos hongos que se propagan y causan la muerte de

diversas plantas (Gilbert, 2000; Mella et al., 2004).

IV.8.3 Terramicina agricola (AGRI-MYCIN®)
AGRI-MYCIN® 100 es una formulacion de sulfato de estreptomicina vy
Oxitetraciclina no estéril, adecuadamente diluida para controlar y prevenir

enfermedades en los cultivos producidas por bacterias. Es un Antibidtico agricola
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formulado a base de Clorhidrato de Oxitetraciclina, especifico para el control de
fitoplasmas, con efecto bacteriostatico. Polvo humectable de accion sistémica.

Empleado para combatir el Tizon de fuego (Erwinia amylovora) (Pfizer, 2020).

IV.8.4 Agry Gent Plus 800 PH

Es un antibiético de amplio espectro para el control preventivo y curativo de una
amplia gama de bacterias, que infestan los cultivos agricolas. Los ingredientes
activos son: Sulfato de Gentamicina al 2% + Clorhidrato de Oxitetraciclina al 6%. El
sulfato de Gentamicina con su accién multisitio, inhibe la sintesis de proteinas
uniéndose irreversiblemente al ribosoma bacteriano. El clorhidrato de Oxitetraciclina
tiene un efecto sinérgico bacteriostatico. Empleado para combatir Burkhloderia
andropogonis en clavel; Erwinia spp. en crisantemo, papa y peral; Xanthomonas en
chile, pimiento, tomate, tomatillo y papa; Pseudomonas lachrymans en calabacita,

pepino, meldn y chilacayote (Sumit Agro, 2018).

IV. 8.5 Hidrobacter

Asociacion de Sulfato de Kanamicina; con Oxitetraciclina: Antibidtico aislado de los
productos de elaboracion del actinomiceto Streptomyces rimosus (MoA FRAC code
41). Antibidtico bacteriostatico de amplio espectro que ejerce su accidn por
inhibicion de la sintesis proteica impidiendo la relacion codén-anti codon bajo la
direccion del acido ribonucleico mensajero. El antibiotico penetra en el interior de la
planta a través de los estomas de las hojas translocandose rapidamente al resto de
los tejidos; a la célula bacteriana accede por difusion pasiva y transporte activo. Una

vez en el interior de la célula se une a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano
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bloqueando la fijacién del aminoacil-tRNA al sitio aceptor (A) del complejo formado
por el mMRNA 'y la subunidad 50S del ribosoma. Su actividad bacteriostatica se basa
en que impide la adicion de amino&cidos a la cadena peptidica en crecimiento. Se
considera ligeramente persistente. Presentado en forma de polvo soluble para
utilizar en: berenjena, chile, jitomate y tomate de céscara para control de mancha

bacteriana (Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria) (Agristar, 2020).

IV.9 Impacto del uso de Antimicrobianos

Pérez y Lacuesta (2019), estiman que la cantidad de antibiéticos empleados en la
proteccion de cultivos representa menos del 0,5 % del total empleado en produccion
animal. Esto excluye a Europa, donde su aplicacién en cultivos esta prohibida. Sin
embargo, cada vez es mas frecuente el uso de estiércol animal, residuos organicos
o lodos de depuradora como material fertilizante. Este material puede contener una

alta carga de antibioticos.

Algunos estudios confirman que entre un 30 y un 90 % de los antibidticos usados
en animales aparece en los excrementos. El estiércol contaminado expone a los
cultivos, incluso a los organicos, a la presencia de antibioticos. Esto, unido al uso
de aguas residuales en el riego, provoca que estos agro-ecosistemas estén
expuestos repetidamente y durante largos periodos de tiempo, a la presencia de

una considerable y variada carga de antibioticos (Pérez y Lacuesta 2019).

Estos agentes pueden ser tomados por las plantas y causar efectos fitotoxicos que

afecten a la germinacion y el crecimiento de los distintos cultivos agricolas. Ademas,
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pueden acumularse en los tejidos vegetales y suponer un riesgo potencial para la
salud humana, al ser las plantas el primer eslabon de la cadena alimentaria. Este
riesgo se ha tenido en cuenta solo en las dos ultimas décadas y, por tanto, la
informacion sobre su es limitada. Recientes estudios han demostrado que la
fitotoxicidad de los antibiéticos en los cultivos depende en gran medida de la especie
vegetal y del tipo de antibiotico, asi como de su concentracidn en el suelo (Pérez y
Lacuesta 2019).

Ademas del impacto directo de los antibidticos en el crecimiento vegetal,
indirectamente pueden provocar alteraciones en la microbiota del suelo. Esto afecta
a su diversidad y a la presencia de bacterias beneficiosas para el cultivo como las
bacterias fijadoras de N,, lo que también puede afectar al rendimiento del cultivo

(Pérez y Lacuesta 2019).
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Ubicacién del ensayo

El ensayo se realiz6 en condiciones In vitro en el Laboratorio de Microbiologia,
Facultad de Ciencias Agricolas del campus “El Cerrillo”, El Cerrillo Piedras Blancas,

Toluca, Estado de México.

V.2. Activacién de cepas

Activacion de cepas

Para el presente estudio se utilizaran tres cepas de Escherichia coli; O157:H16
(EcT), aislada de cultivos de tomate de la regidén de Texcaltitlan, O105ab (EcH) de
espinaca de la zona de Calimaya; la tercera fue una cepa del serogrupo O157:H7
(STEC) donada por el laboratorio de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil

de México Federico Gomez.

Las cepas estaban almacenadas en una solucion de agua-glicerol (50:50) a -20°C.
Las bacterias fueron reactivadas en tubos con solucién salina (Agua Pepetonada
Bufferada- Bioxon), estos fueron incubados a 35°C por 24 h. Transcurrido el tiempo
de incubacion de los tubos con crecimiento bacteriano se procedid a una
confirmacion fenotipica y transfiriendo 100 upl en placas de Agar Mackonkey

(Bioxon), Agar Sangre (Bioxon) y pruebas de tincion de Gram.
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(a) (b)
Figura 1. Reactivacion de cepas de Escherichia coli (a) y crecimiento en medios

selectivos (b).

@ (b)

Figura 2. (a)Escheria coli en Agar Maconkey y b) tincion de Gram.
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V.2.1 Preparacioén del in6culo

Después de la activacion y siembra para estudios morfolégicos y bioquimicos, se
seleccionaron las colonias aisladas por cepa y se suspendi6 una asada a tubos con
10 mL de agua peptonada bufferada e incubaron a 35°C. Se cuantifico la

concentracion inicial de cada cepa empleada.

(@) (b)

Figura 3. Preparacion (a) y cuantificacion de in6culo empleado y (b) siembra en

gota.

V.2.2 Preparacion de bactericidas

Los bactericidas agricolas utilizados son: Kasumi (Kasugamicina), Sulfato de cobre
(cobre), Terramicina agricola (Oxitetraciclina), Agry Gent Plus (Gentamicina) e
Hidrobacter (Sulfato de kanamicina) (Cuadro 1), los cuales fueron diluidos en 30 mL

de agua destilada estéril.
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Cuadro 1. Bactericidas de uso agricola usados en la presente investigacion y su

preparacion para el ensayo In vitro.

Nombre Ingrediente  Clasificacién Dosis Dosis en 30
comercial activo FRAC 2019 comercial mL de agua
destilada
estéril
Kasumi Kasugamicina 24 (D3) 10 mi/l 0.300
Sulfato de cobre Cobre MO1 0.25g/ 0.075
Terramicina Oxitetraciclina 41(D5) 0.2¢9 0.06 g
agricola
Agry Gent Plus Gentamicina 0.8¢g 0.024 g
Hidrobacter Sulfato de

kanamicina y

Oxitetraciclina 41 (D5) 35¢ 0.1g

Cada uno de los bactericidas fueron diluidos con 30 mL de agua destilada estéril en
vasos de precipitado y en un vaso de precipitado con la misma cantidad de se
identifico como el testigo; a cada vaso de precipitado se le agregaron discos de
papel filtro (de aproximadamente 25 mm) los cuales tuvieron un tiempo de contacto

de 10 minutos.
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V. 3 Establecimiento del ensayo
Para cada ensayo se realizaron las evaluaciones del efecto inhibidor de cada
tratamiento en dos tiempos diferentes (24 y 72 horas después de la siembra), con 3

repeticiones por cada metodologia empleada.

Evaluacion de la sensibilidad a antibioticos

La sensibilidad se evalué en condiciones “In vitro” mediante dos metodologias
distintas para cada cepa bacteriana, considerando cada uno de los antibibticos
empleados. Las Metodologias fueron:

1) Agar suplementado con antibioticos: Se utilizo el método establecido por
Quezado et al. (2003) con algunas modificaciones, donde se utiliz6 Agar
suplementado con el antibiético a evaluar (Quezado et al., 2003; Farfan et al., 2014).
Para lo cual se emplearon 5 L de Agar MacConkey (Bioxon) en frascos con rosca
de 1L, que se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 minutos, al término de esta se
dejé enfriar a una temperatura de 45°C para agregar cada uno de los antibiéticos a
evaluar (Figura 4). Posteriormente se vertié en placas Petri hasta su gelificacién. A
continuacion, se inocularon 100 pl de cada uno de los serotipos de Escherichia coli
a evaluar (a una concentracion de 1.2x10° para la cepa O105ab, 2.9X10’ para la
cepa O157:H7 y 3.2X107 UFC/ mL para la cepa O157:H16), después de que el
in6culo fue absorbido por el medio se procedidé a incubar a 35°C. Se cuantificaron
las UFC/ mL a las 24 y 72 horas. Como control se sembré cada una de las
suspensiones bacterianas en placas con agar MacConkey sin antibiotico, incubadas

a la misma temperatura. Los recuentos se realizaron en cuenta colonias manual.
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Los resultados obtenidos del recuento de los controles positivos fueron utilizados
para cuantificar la inhibicién del microorganismo en las distintas condiciones de

estudio.

Figura 4. Suplementacion del Agar con los antibiéticos evaluados.

2) Método de difusion- uso de sensidiscos: Para la segunda metodologia
evaluada se prepararon placas de agar nutritivo para ser inoculadas con las cepas
0157:H16, O105ab y O157:H7, evitando dejar zonas libres para conseguir una
siembra uniforme, se incorporoé el bactericida a discos de papel filtro con un tiempo
de contacto de 10 minutos. Los discos fueron colocados con pinzas estériles. Se
sembraron 6 discos en cada placa con bactericidas: Kasumin, Sulfato de cobre,
Terramicina Agricola, Agry Gent Plus, Hidrobacter y un testigo (agua destilada
esteril). Las placas fueron incubadas a 35°C, en una incubadora marca

Thermoscientific. Después de las 24 y 72 h se evalu6 el diametro del halo de
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inhibicién (Figura 5) con un vernier (PAHO, 2005). que se formé alrededor de cada

disco, en cada una de los 6 tratamientos que fueron distribuidas de forma aleatoria.

Figura 5. Evaluacion del diametro de inhibicion originado en Escherichia coli
0157:H7, 0157:H16 y O105ab por efecto de algunos de los bactericidas de uso

agricola.
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V.4 Variables de estudio
En el primer método, se evaluo la cantidad de UFC/mL (Unidades Formadoras de
Colonia por mililitro presentes) en cada una de las placas sembradas a las 24y 72

horas.

En el segundo método se evalud el diametro de la zona o halo de inhibicién (mm)
gue se forma alrededor de cada disco. En cada tratamiento se consideraron tres
repeticiones (caja de Petri con seis sensidiscos), se considero el valor promedio de
los seis discos por cada repeticion. Las repeticiones se distribuyeron de forma

aleatoria.

V.5 Disefo experimental

Cada método se analizé por separado por cada tiempo de evaluacién. En cada
método, se utilizé un disefio en parcelas divididas, la parcela grande correspondié
al factor cepa de la bacteria y las parcelas chicas correspondieron al factor
tratamientos que correspondid a los cinco bactericidas empleados mas un testigo,
gue se distribuyeron de forma completamente aleatorizadas. Las repeticiones

correspondieron a las placas sembradas con la bacteria y el bactericida en cuestion.

V.6 Anélisis de datos
Los resultados obtenidos en cada metodologia, se analizaron estadisticamente por
medio de un andlisis de varianza con el programa SAS versién 9.0. Para la variable

(UFC/mL o halo de inhibicidn) que indico la existencia de diferencia significativa, se
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procedid a realizar la prueba de separacién de medias con la prueba de Tukey al

0.05%.

Para conocer el efecto especifico de cada uno de los bactericidas sobre cada cepa
bacteriana, se realiz6 un andlisis de varianza con un arreglo en bloques al azar con
el programa SAS version 9.0. En caso de existir diferencias significativas, se

procedié a realizar la separacion de medias con la prueba de Tukey al 0.05%.

VI. Resultados
En ambos métodos de evaluacion después de la incubacion de las cepas con cada
uno de los bactericidas agricolas, en los tiempos evaluados, se observé una notable

inhibicion con respecto al testigo de cada cepa bacteriana, excepto para Kasumin.

VI.1.1 Método 1: Evaluacion de efecto inhibitorio de Bactericidas incorporados

a agar.
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En este método, se determin6 que las cepas bacterianas (E. coli O105ab (EcH),
0157:H7 y O157:H16 (EcT)) inhibieron su crecimiento al 100%, con los bactericidas
Sulfato de cobre, Agri Gent Plus, Terramicina agricola e Hidrobacter, es decir fueron
incapaces de crecer sobre la superficie del medio con el bactericida evaluado, como

a continuacion se indica.

La evaluacion realizada a las 24 horas después de la inoculacién al medio de cultivo,
el andlisis de varianza indico la existencia de diferencia altamente significativa para
cepa bacteriana como para el factor tratamientos, asi como en su interaccion

(Cuadro 2).

Cuadro. 2 Resultados del andlisis de varianza considerando tres cepas y 6
tratamientos bajo un disefio de parcelas divididas, a las 24 horas después del

establecimiento del ensayo de bactericidas incorporados en agar.

FvV G.L Sumade Cuadro dela F Pr>F
Cuadro medida
Modelo 23 474242815 2061925.3 19197.2 0.0001 **
Cepa de Bacteria 2 1092025.9 5469129 5083.5 0.0001 **
Bloque 2 70.3 35.1 0.3 0.7232 s
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Cepa * bloque 4 574.1 143.5 1.34 0.2794 s
Tratamiento 5 41276148.1 8255229.6 76859.0 0.0001 **
Cepa * Tratamiento 10 5055462.9  505546.3 4706.8 0.0001 **

CVv 2.50
**Altamente significativo (P<0.01); * Significativo (P<0.05); "S- No significativo

La separaciébn de medias para el factor cepa bacteriana, indic6 que la cepa
0157:H16 presentd la mayor cuantificacion de UFC/mL en los tratamientos
evaluados, que fue estadisticamente diferente a las otras dos cepas. La menor

cantidad de UFC/mL se present6 en la cepa E. coli O105ab (Cuadro 3).

Cuadro 3. Separacion de medias para el factor cepas de E.coli considerando seis

tratamientos.

Cepa Bacteriana Media (UFC/mL)

0O157:H16 525.00 a
0105:H7 503.89 b
0105ab 213.33c

*Valores acompafiados con la misma letra indican igualdad estadistica (Tukey

a=0.05)
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La separacion de medias para el factor tratamiento, indico que el testigo y Kasumin
fueron los dos U(nicos que expresaron crecimiento en las diferentes cepas
bacterianas (Cuadro 4), contrastando con los tratamientos Hidrobacter, Sulfato de
Cobre, Terramicina y Gentamicina que no permitieron el crecimiento de colonias

bacterianas en las tres cepas.

Cuadro 4. Separacion de medias en la variable UFC/ mL para el factor tratamientos

en las tres cepas de E. coli a las 24 horas de incubacion.

Tratamiento Media (UFC/mL)*
Testigo 2366.7 a
Kasumin 117.8Db
Hidrobacter 0.00b
Sulfato de cobre 0.00b
Terramicina 0.00 b
Gentamicina 0.00b

*Valores acompafiados con la misma letra indican igualdad estadistica (Tukey
a=0.05).

Para la evaluacion realizada a las 72 horas después de la inoculacién al medio de
cultivo, el analisis de varianza indico la existencia de diferencia altamente
significativa para cepa bacteriana como para el factor tratamientos, asi como en su
interaccion (Cuadro 5), comportamiento similar a lo observado a las 24 horas

después de la inoculacion en medio de cultivo.
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Cuadro 5. Resultados del analisis de varianza considerando tres cepas y 6
tratamientos bajo un disefio de parcelas divididas, a las 72 horas después del

establecimiento del ensayo de bactericidas incorporados en agar.

FVv G.L Sumade Cuadro dela F Pr>F
Cuadro medida
Modelo 23 47169098.1 2050830.3 21297.1 0.0001 **
Cepa de Bacteria 2 1037159.9 518579.6 5385.2  0.0001 **
Bloque 2 192.59 96.3 1.0 0.3798 ns:
Cepa * blogue 4 385.1 96.3 1.0 0.4249 s
Tratamiento 5 41028231.4 8205646.3 85212.5 0.0001 **

Cepa * Tratamiento 10 5103129.6  510312.9 5299.4 0.0001 **

CV 2.32
**Altamente significativo (P<0.01); * Significativo (P<0.05); "S- No significativo

Para esta segunda evaluacion, el factor cepa bacteriana tuvo un comportamiento
similar al de la primera evaluacion, la separaciéon de medias indicé que la cepa
0O157:H16 presento los mayores recuentos de UFC/mL en los tratamientos
evaluados, que fue estadisticamente diferente a las otras dos cepas. La menor

cantidad de colonias se presentd en la E. coli O105ab (Cuadro 6).

Cuadro 6. Separaciéon de medias para el factor cepas de E. coli considerando seis

tratamientos.

Cepa Bacteriana Media (UFC/mL)
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0O157:H16 525.88 a

O105H7 511.67 b

0105ab 226.67 c

*Valores acompafiados con la misma letra indican igualdad estadistica (Tukey

a=0.05)

Para el factor tratamientos, la separacion de medias, indic6 que el testigo y Kasumin
fueron los dos Unicos que expresaron crecimiento en las diferentes cepas
bacterianas (Cuadro 7), manteniendo el mismo efecto a lo observado en la
evaluacion previa. Los tratamientos Hidrobacter, Sulfato de Cobre, Terramicina y
Gentamicina que no permitieron el crecimiento de colonias bacterianas en las tres

cepas.

Cuadro 7. Separacion de medias en la variable UFC para el factor tratamientos en

las tres cepas de E.coli a las 24 horas de sembrados.

Tratamiento Media (UFC/mL)*
Testigo 2366.7 a
Kasumin 1178Db
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Hidrobacter 0.00b

Sulfato de cobre 0.00b
Terramicina 0.00b
Gentamicina 0.00b

*Valores acompafiados con la misma letra indican igualdad estadistica (Tukey

a=0.05).

VI.1.2 Metodologia 2: Método de difusion. Efecto inhibitorio de Bactericidas
por medio de sensidiscos

En la primera evaluacion (24 horas después de la inoculacidon que correspondi6 al
17 de marzo del 2020), el analisis de varianza indic6 que se careci6 de diferencia
significativa en las parcelas grandes, correspondientes a las cepas bacterianas
evaluadas, indicativo que se comportaron de la misma forma con respecto a los
tratamientos usados. Sin embargo, existié alta significancia entre los diferentes
tratamientos evaluados con las tres cepas E. coli (Cuadro 8) en la primera fecha de

evaluacion. Por lo que al menos un tratamiento se comporto diferente.

Cuadro 8. Resultados del anadlisis de varianza considerando tres cepas y 6
tratamientos bajo un disefio de parcelas divididas, a las 24 horas después del

establecimiento del ensayo.

FV G.L Sumade Cuadrodela F Pr>F
Cuadro medida
Modelo 23 208.54 9.06 33.05 0.0001 **
Cepa de Bacteria 2 0.6533 0.3266 1.19 0.3179 s
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Bloque 2 0.1477 0.0738 0.27 0.7658 "=

Cepa * bloque 4 0.5622 0.1405 0.51 0.7271"s

Tratamiento 5 199.89 39.9782  145.73 0.0001 **

Cepa * Tratamiento 10 7.28 0.7288 2.66 0.0187 *
20.85

C.Vv

**Altamente significativo (P<0.01); * Significativo (P<0.05); " No significativo

La prueba de separacion de medias para el factor tratamiento indicé que

la

Terramicina Agricola formo6 el mayor halo de inhibicion del crecimiento en las tres

cepas, seguido de Gentamicina y Sulfato de Cobre. Por caso contrario el bactericida

Kasumin no expreso efecto inhibitorio en las tres bacterias, su comportamiento fue

estadisticamente similar al testigo (Cuadro 9).

Cuadro 9. Separacion de medias en la variable halo de inhibicion (mm) para el factor

tratamientos en las tres cepas de E. coli a las 72 horas de sembrados.

Tratamiento Media (mm)*
Terramicina 5.0889 a
Gentamicina 4.0778 ab

Sulfato de cobre 3.1889 b
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Hidrobacter 2.7111b
Kasumin 0.0000 ¢

Testigo 0.0000 c

*Valores acompafiados con la misma letra indican igualdad estadistica (Tukey

a=0.05).

Respecto al factor de cepas bacterianas, las tres mostraron un comportamiento
similar en su sensibilidad ante los diferentes tratamientos (Cuadro 10), todas fueron

estadisticamente similares.

Cuadro 10. Valores medios del halo inhibicién expresado para el factor cepas de

E.coli ante seis tratamientos.

Cepa bacteriana Media (mm)
0O157:H7 2.6556
0O105ab 2.4889
0O157:H16 2.3889

Segunda evaluacion (72 horas posteriores a la siembra).

Para la segunda fecha de evaluacion realizada a las 72 horas después de la

siembra, se encontr6 diferencia altamente significativa para el factor cepa

bacteriana como para el factor tratamiento, asi como en su interaccién (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Resultados del andlisis de varianza considerando tres cepas

bacterianas y seis tratamientos bajo un disefio de parcelas divididas, a las 72 horas

después del establecimiento del ensayo.

FV G.L Suma de Cuadro de F Pr>F
Cuadrados la medida
Modelo 23 185.56 8.07 54.66 0.0001 **
Cepa de Bacteria 2 3.924 1.9622 13.29 0.0001**
Bloque 2 0.0744 0.0372 0.25 0.7787 s
Cepa * bloque 4 1.3911 0.3477 s 2.36 0.0761 s
164.39

Tratamiento 5 32.8790 " 222.77 0.0001**
Cepa * tratamiento 10 15.77 15775 10.69 0.0001**
CV 15.75217

**Altamente significativo (P<0.01); * Significativo (P<0.05); "5 No significativo

La separacion de medias para el factor cepa indicé que la O157:H16 fue la cepa

bacteriana con mayor inhibicién seguida de 0157:H7 (Cuadro 12), mientras que la

cepa 0O105ab fue la que expresé un menor halo de inhibicion.

Cuadro 12. Separacién de medias para el factor cepas de E. coli considerando

seis tratamientos.

Cepa Bacteriana Media (mm)

46



0157:H16 2.8167 a

O105H7 2.2944 ab

0105ab 2.2056 b

*Valores acompafiados con la misma letra indican igualdad estadistica (Tukey

a=0.05)

La separacion de medias para el factor tratamientos se encontr6 que todos los
bactericidas presentaron un efecto similar de inhibicién en términos estadisticos,
excepto Kasumin. Sin embargo, el mayor efecto inhibitorio, en términos numéricos,
se observo con el bactericida Gentamicina seguido de sulfato de cobre, resultados

gue contrastan con lo reportado en la primera fecha de evaluacion.

Por caso contrario, con el bactericida Kasumin no se encontré efecto inhibitorio
hacia las tres cepas, similar a lo determinado a la primera fecha. Ese

comportamiento fue similar a lo observado en el testigo (Cuadro 13).

Cuadro 13. Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos y su

inhibicién a las tres cepas de E.coli.

Tratamiento Media (mm) *
Gentamicina 4.0889 a
Sulfato 3.8556 a
Hidrobac 3.3556 a
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Terramicina 3.3333 a
Kasumin 0.0000 b

Testigo 0.0000 b

*Valores acompafiados con la misma letra indican igualdad estadistica (Tukey

a=0.05)

E.coli O157:H7

El andlisis realizado para conocer el efecto de cada uno de los bactericidas de forma
especifica sobre cada cepa, a través de un analisis de bloques completos al azar,
se determino que en la cepa O157:H7 se encontro alta diferencia significativa entre

los tratamientos (Cuadro 14).

Cuadro 14. Resultados del andlisis de varianza del efecto inhibitorio de seis

tratamientos a la E. coli O157:H7.

Fuente de DF Suma de Cuadrados de F-Valor Pr >F
variacion Cuadrados la media
Modelo 7 50.6972 7.2424 61.78 <.0001 ™
Error 10 1.1722 0.1172
Total 17 51.8694
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CV (%)  14.92201
Tratamiento 5 50.6494 10.1298 86.42 <.0001 ™

Repeticiéon 2 0.0477 0.0238 0.20

**Altamente significativo (P<0.01); * Significativo (P<0.05); "S- No significativo

La separacion de medias mostro que el bactericida a base de sulfato de cobre fue
el que mayor halo inhibitorio expres6 en esta cepa seguido del bactericida
Hidrobacter, que fueron estadisticamente similares. Los Bactericidas Terramicina y
Gentamicina también mostraron un efecto de inhibicion, pero 50 y 25% menor
respecto a sulfato de cobre. El Bactericida Kasumin no mostro efecto de inhibicién

con un comportamiento similar al testigo (Cuadro 15).

Cuadro 15. Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos

evaluados y su inhibicién a la cepa de E.coli 0157:H7.

Tratamiento Media
Sulfato de cobre 4.2333* a
Hidrobacter 3.5667 ab
Terramicina 3.1000 b
Gentamicina 2.8667 b
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Kasumin 0.0000 c

Testigo 0.0000 c

*Valores de las medias en la columna con las mismas letras indican igualdad en

términos estadisticos. Tukey (a = 0.05).

E.coli O157:H16
Respecto a la cepa bacteriana O157:H16 el analisis de varianza bajo un disefio de

bloques al azar indicé diferencia altamente significativa en el factor tratamientos

(Cuadro 16).

Cuadro 16. Resultados del analisis de varianza del efecto inhibitorio a E. coli

0157:H16 ante la presencia de seis tratamientos.

Fuente de DF Suma de Cuadrados de F-Valor Pr >F
variacion Cuadrados la media
Modelo 7 80.7416 11.5345 62.72 <0.0001 ™
Error 10 1.7033 0.1703
Total 17 82.4450

CV (%)  14.6525
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Tratamiento 5 78.8116 15.9623 93.71 <0.0001

Repeticion 2 0.9300 0.4650 2.73

**Altamente significativo (P<0.01); * Significativo (P<0.05); " No significativo

La separacion de medias con la prueba de Tukey indic6 que el bactericida
Gentamicina ejercio un efecto inhibitorio de mayor tamafio en su halo respeto a los
demas bactericidas, fue un 25 % mayor su efecto respecto al bactericida Hidrobacter
aungue estadisticamente fueron similares. La bactericida terramicina también
ejerci6 un efecto inhibitorio menor, pero fue estadisticamente diferente a
Gentamicina. Tanto Kasumin como el testigo no ejercieron efecto inhibitorio en esta

cepa (cuadro 17).

Cuadro 17. Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos a la

cepa de E.coli O157:H16.

Tratamiento Media
Gentamicina 5.4000* a
Hidrobacter 4.2667 ab
Sulfato de Cobre 4.2000 bc
Terramicina 3.0333¢c
Kasumin 0.0000d
Testigo 0.0000d
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*Valores de las medias en la columna con las mismas letras indican igualdad en

términos estadisticos. Tukey (a = 0.05).

E.coli O105ab
Finalmente, en la cepa O105ab se encontr6 diferencia altamente significativa de

acuerdo al analisis de varianza (cuadro 18).

Cuadro 18. Resultados de andlisis de varianza para la variable sensibilidad de la

cepa E.coli 0105ab a los diferentes bactericidas de origen quimico.

Fuente de DF Sumade Cuadrados de F-Valor Pr >F
variacion Cuadrados la media
Modelo 7 50.1972 7.1710 46.20 <0.0001 ™
Error 10 1.5522 0.1552
Total 17 51.7494
C.V (%) 17.8631
Bactericida 5 49.7094 9.9418 64.05 <0.0001 "
Rep 2 0.4877 0.2438 1.57 0.2550

**Altamente significativo (P<0.01); * Significativo (P<0.05); "S- No significativo

La separacion de medias indicé un comportamiento parecido al observado a la cepa
0157:H16, en donde el bactericida Gentamicina expreso un mayor efecto inhibitorio
en la cepa O105ab seguido de terramicina agricola y sulfato de cobre. El bactericida

Kasumin y el testigo no ejercieron efecto inhibitorio en esta cepa (cuadro 19).

Cuadro 19. Separacion de medias del efecto inhibitorio de los tratamientos a la

cepa de E.coli O105ab.
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Tratamiento Media (mm)

Gentamicina 4.0000* a
Terramicina 3.8667 a
Sulfato de cobre 3.1333 ab
Hidrobacter 2.2333 b
Kasumin 0.0000 c
Testigo 0.0000 c

*Valores de las medias en la columna con las mismas letras indican igualdad en

términos estadisticos. Tukey (a = 0.05).

VII. DISCUSION

La introduccion de antibiéticos para el tratamiento de enfermedades bacterianas
hace casi seis décadas revolucion6 la medicina humana. Su uso para curar a las
victimas de enfermedades debilitantes y fatales se consider6 sorprendente
(McManus et al., 2002). La Organizacion de las Naciones Unidas proyecta un

aumento de la poblacion en el mundo que alcanzara 9000 millones de habitantes
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para el 2050 y se debe garantizar el abastecimiento de alimentos con el aumento
de productividad agricola que ofrezca productos de calidad y seguros para el

consumidor.

En el area agricola, se reconocié rapidamente el potencial de los antibiéticos en los
agro ecosistemas como la promocion de crecimiento, asi como, prevencion y

tratamiento de enfermedades (Williams-Nguyen et al., 2016).

El ndmero de antibiéticos utilizados en la agricultura de plantas es modesto en
relacion con las aplicaciones en medicina humana y veterinaria, y en la produccién
animal, donde se usan mas de 30 diferentes medicamentos con al menos 14 clases

distintas solo en los EE. UU (Robertson et al., 1999).

La vulnerabilidad de los antibioticos a la aparicion de resistencia y la posible pérdida
de registro han llevado a una importante investigacion para desarrollar nuevas
herramientas (McManus et al., 2002). El alarmante aumento de los patdgenos
bacterianos resistentes a los antibidticos en humanos, y los esfuerzos por conservar
su eficacia en la medicina humana (McManus et al., 2002) han despertado el interés
en el uso o aplicaciones no médicas de los antibiéticos, como es en la agricultura y
ganaderia. En agricultura se ha enfocado hacia el manejo de enfermedades
bacteriana con otros ingredientes activos; sin embargo, la constante presencia de
bacterias enteropatégenas en los cultivos de campo, que dafian a la salud humana,
han desembocado en una propuesta de manejo preventivo en la que se privilegia la

inocuidad, y el menor uso de antibidticos.
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Ucfoodsafety (2012) indican que la forma en que se deben de manejar los cultivos
en términos de inocuidad es a través de la aplicacion de buenas practicas agricolas,
gue se considera importante para reducir la posibilidad de que los patégenos se
transmiten por los alimentos, y no se contaminen los cultivos. Dichas practicas
deberian empezar con una evaluaciéon especifica de los riesgos de contaminacion
para el cultivo y lugar geografico del mismo, y una evaluacién subsecuente de

medidas practicas de reduccion de los riesgos detectados (Ucfoodsafety, 2012).

Se ha enfatizado en que las buenas practicas de manejo deben de reducir los
factores que aumenten la probabilidad de que se presenten patégenos que se
transmiten por los alimentos; para ello se debe evaluar el riesgo de aplicar
enmiendas derivadas de animales que no han sido abonadas por un tratamiento
validado. Se deberia examinar la calidad microbioldgica del agua utilizada para el
riego y para la aplicacion de productos agroquimicos, especialmente cuando se
utiliza antes de la cosecha o directamente con los frutos maduros. El pastoreo de
animales domesticados en el huerto, sobre todo antes de la cosecha, es también un
posible factor de riesgo que se deberia evaluar. Igualmente, se deberia intentar
reducir al minimo la invasion de animales salvajes y pajaros en el huerto
(Ucfoodsafety, 2012), otro posible factor de riesgo es la aplicacidon de estiércol a la
tierra, asi como el empleo de abonos organicos sin embargo no hay alguna
recomendacion sobre el manejo a seguir cuando se sospeche o tengan presuncion
de la presencia de alguna bacteria potencial de causar dafio al consumidor. Una

posible alternativa es el uso de antibiéticos de uso agricola.

55



La evaluacion de la sensibilidad en medio sélido demostrd la inhibicion del
crecimiento de las cepas de E. coli, sin importar la concentracion inicial presente en
la solucién. El efecto de la Kasugamicina (Kasumin) sobre las bacterias se debe al
efecto que ejerce al afectar la sintesis de proteinas y cuando no existe inhibicion (se
presenta resistencia) se genera una mutacién no afectando la sintesis de proteinas
(Lewin, 1996; Galvez et al., 2018). Mientras que para la Oxitetraciclina (Terramicina
Agricola) el compuesto se adhiere a los ribosomas microbianos en donde altera la
sintesis de proteinas y por ende inhibe el desarrollo y crecimiento. La resistencia se
puede presentar después de adquirir el gen tet (Tetraciclina) y/ o oxt (oxitetraciclina),
el cual se obtiene mediante la transferencia de ADN entre hongos y bacterias
(Gélvez et al., 2018). Mientras que el efecto del cobre se debe formacion de
radicales libres; las especies reactivas de oxigeno y peroxidacion de lipidos, causan
estrés oxidativo en la bacteria por desestabilizacién de la composicion de la
membrana, interrupcion del transporte de electrones, oxidacion de proteinas
degradacion del DNA y destruccion de las mitocondrias, conduciendo a la muerte
del microorganismo, estudios médicos y en la industria alimentaria han sefialado
efecto inhibitorio de organismos Gram negativos (Chatterjee et al. 2014; Sanchez-

Venegas et al., 2016).

Los resultados encontrados en el presente trabajo indican la posibilidad de manejar
las bacterias entero patégeno desde campo, es decir desde las plantas de jitomate
y cilantro establecidas en campo o invernadero, que indirectamente reduciran las

patologias infecciosas en los consumidores, en caso de tener alguna sospecha.
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Estos resultados sugieren la necesidad de realizar el uso de bactericidas de forma
especifica, dependiendo de la cepa, de tal manera que para las cepas de E. coli
0105 ab y O157:H16 se requiere el uso de Gentamicina Agricola. Resultados que
coinciden con Barrios et al. (2016) quienes reportan una sensibilidad de 93.5% de
E. coli aislada de animales a Gentamicina. En otro estudio realizado por Lopez et
al. (2009) indican que al evaluar la efectividad de Gentamicina ante diversas cepas
de E. coli aislada de agua y suelo de uso agricola solo el 2.1% presenté poca
efectividad. Por otra parte, si se requiriera controlar la presencia del serotipo
0157:H7 se requiere el uso especifico de Sulfato de cobre, cuyo estudio se ha
centrado mayormente en el area industrial (Construccion, textil, produccion de
alimentos) y médica por su interaccion eficiente en especies reactivas a la oxidacion

gue provoca este metal (Mohamad et al., 2012).

Por otro lado, los presente resultados contrastan con los reportado por Lopez et al.
(2009) que reportan la existencia de resistencia en cepas de bacterias aisladas en
muestras de agua, de las cuales, nueve ueron resistentes a tetraciclina, 38 fueron
resistentes a estreptomicina y solo una cepa fue resistente a gentamicina. Por otro
lado, Farfan et al. (2014) indicaron que los mayores porcentajes de sensibilidad a
antibiéticos, excluyendo el cloranfenicol que no es de uso agricola, fueron
obtenidos con sulfato de estreptomicina (25 mg L-1) con un 79% de aislamientos
sensibles. Toda la poblacion evaluada fue sensible a sulfato de cobre en una
concentracién de 750 mg L-1 y por el contrario, con oxicloruro de cobre (100% de

la poblacién) presenté resistencia.
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Los tres serotipos empleados mostraron insensibilidad a Kasumin (Kasugamicina)
resultados que contrastan con reportes que sefialan muerte bacteriana de E. coli
entre los 60 y 240 minutos de contacto (Zemelman et al., 1988; Mella et al., 2004),
asi como la susceptibilidad de microorganismos Gram negativos (grupo al que
pertenece E. coli) a este bactericida (Tafur et al., 2008). Indicando resistencia
bacteriana, la cual es considerada una amenaza a nivel mundial para la seguridad
alimentaria y la salud publica (OMS, 2018). Esta resistencia identificada sefiala un
peligro debido a la existente presencia de E coli O157:H7 en el cultivo de frutas y
hortalizas de consumo en crudo, estos pueden ser fuente de exposicion alimentaria

a bacterias resistentes (FAO/WHO, 2018).

La FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations, por sus siglas en
inglés) sefalad que antimicrobianos, incluidos la estreptomicina, la kasugamicina, la
oxitetraciclina y el acido oxolinico son de gran importancia a la hora de tratar y
controlar las enfermedades de las plantas. Sin embargo, la contaminacion de los
suelos con los residuos de estos productos, después de su aplicacion en cultivos,
genera un enriquecimiento de bacterias resistentes en el medio como ocurrié en
este estudio (FAO/WHO, 2018). Sin embargo, no se conoce hasta qué punto el
tratamiento de cultivos con agentes antimicrobianos promueve la resistencia en
bacterias que se encuentran en las partes comestibles de los vegetales (FAO/WHO,
2018). Existen evidencias que indican que la contaminacion del suelo con ciertos
iones metalicos, como los iones de cobre, promueven resistencias en las bacterias

del suelo.
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Garcia (2001) indica como preocupante el incremento constante en la resistencia a
antibidticos R-lactamicos (ejemplo: penicilina, los carbapenémicos o las
cefalosporinas (Latorre-Barragan et al., 2019) en bacterias Gram-positivas,
particularmente a la oxacilina en Staphylococcus, asi como a amikacina,
ceftazidima, cefotaxime y ciprofloxacina en bacilos Gram-negativos y, muy
especialmente, la resistencia a imipenem en Pseudomonas aeruginosa vy
Acinetobacter baumannii. Ademas, indica que otro aspecto es la necesidad de
estudiar con mayor detalle la produccién de R-lactamasas de espectro ampliado en
bacterias Gram-negativas, particularmente en especies de Klebsiella,
Enterobacter y otras de la familia Enterobacteriaceae, y la resistencia a vancomicina
en Enterococcus y Staphylococcus.

Estos compuestos, ademas de ser utilizados para el tratamiento de las infecciones
bacterianas, se emplean como inductores de crecimiento en las practicas pecuarias
(Centre on Global Health Security, 2014). Teniendo en cuenta el uso de antibiéticos,
en los Estados Unidos, el 84 por ciento de todos los antibioticos se usan en la
mayoria se usa en la cria de ganado y control de enfermedades (Harris, 2010).

Liu et al. (2011) al estudiar la asociacion de resistencia a antibioticos de E. coli y su
capacidad de unirse a particulas ambientales, observaron resistencia a Acido
Nalaxidico en un 16.75%, Gentamicina 17.17 %, Cloranfenicol 19.21%, Amoxicilina
24.63%, Neomicina 26.6%, Ampicilina 24.63%, Neomicina 26.6%, Ampicilina
30.54%, 39.6%, Estreptomicina 53.14%, Clortetraciclina 60.89%, Sulfamethizina
66.29%, Tetraciclina 79.31%), Eritromicina 82.76% y Tilosina 89.6%. Del mismo
modo Lopez et al. (2009) reportan la existencia de resistencia en bacterias aisladas

en muestras de agua de Culiacan, de tal forma que todas las cepas de Salmonella
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fueron susceptibles a ampicilina, ciprofloxacino y trimetoprim-sulfametoxazol y 12
presentaron resistencia a tetraciclina. De las 46 cepas de E. coli analizadas, 9 fueron
resistentes a tetraciclina, 38 fueron resistentes a estreptomicina y solo una cepa fue
resistente a gentamicina; mientras que 23 cepas presentaron resistencia intermedia.
Todas las cepas de Salmonella tuvieron altos niveles de resistencia a CuSO4+5H20
en dosis entre 1200 y 1600 ug mL! del antimicrobiano, esto contrasta con la
respuesta que tuvo E. coli O157:H7 en el presente estudio, alternativa que ademas
de reportarse su uso como control, aporta pequefias cantidades de cobre al sistema
agricola sin efectos adversos siempre y cuando no se exceda su uso (Molinari et

al., 2015).

El transporte de estas bacterias a los cultivos de hortalizas por alguna via de
contaminacién como el agua, abonos, insectos, animales y trabajadores puede
provocar la exposicion de las poblaciones humanas a una Enfermedad Transmitida
por Alimentos que puede desencadenar desde sintomas leves hasta la muerte, los
resultados presentados destacan la importancia de seguir estudiando la respuesta
de bacterias enteropatogenas a bactericidas empleados comunmente en la

agricultura.
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VIIl. CONCLUSION
Los bactericidas de uso agricola evaluados ejercieron un efecto de inhibicién en
diferentes niveles en las tres cepas (O157:H7, O157:H16 y O105ab) de E. coli

evaluadas, excepto Kasumin.

Con la técnica de incorporar los bactericidas en el agar se inhibié completamente el

desarrollo de E. coli.

El bactericida Sulfato de cobre ejercié un efecto inhibitorio con la cepa O157: H7 de

E.coli.

El bactericida Gentamicina agricola inhibié el crecimiento de la cepa 0157:H16 y

0O105ab de E.coli.
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capitios y cusiquier trabajo académico) derivado do las obligaciones comunes y
especificas que se tene como Sujeto Obligadc en materia de Trasparencla y en
cumplimiento o la Ley de Proteccién de Datos Personales en Posesidn o Suetos

En pos a i3 proteccion de datos personales ¢o terceros, y en cumplimiento a la Ley de
Proteccidn de Datos Personales en Posasion de Sujetos Obligados. e5toy de acuerdo para
que W tesis de mi autoria no contenga documentos donde se visualicen datos personales
sensibles que puedan afectar a terceros; tales documentos COmoO VOLO aprobatorio,
aceptacion de tesss, dedicatorias, agradecimeentos, mismos gue, de no ocultarios, seran
visibles en ef Repositorio Institucional de 1a Universidad autdnoma Del Estado de México,
hacléndome responsable de los mismos y $in Previo permiso de 108 terceros

Fiemo ae Conformidad y bajo protesta e verdad

Nombre y Firma___—-'2#1| Lages HMewnn

No. De Cuenta Ca4905 4

Conozco y acepto los términos de privacidad de la Universiiad
Auténoma del Estado de México
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Universidad Autdnoma del Estado do México
UAEM

Toluca. Méxicoa 2F  de Ccicv© de 20 <)

Hoja de datos del autor
Nombre: L terl Lages Movan
Nifmero de cuenta (on caso de apicar), 149054
Grado académico. ' Geniero Aavonomo —tndostvial
Programa educativo de procedencia (apica solo en tesisy |1 gem e O ngarn{v.n(,-v
Institucién donde labora:  NUir el -4 nduntvcal
Domiclile: San Jost Comaleo  TemooNO
Teldfona/Fax: J2aF Oasao4
Correo electrénico (preferentemante core mmqgw); .ngm,.cwnfk\nc_ot 5

_ ~ .
Tirel Lagsos Vican
Nombre y firma

Nota: para of CASO 06 QuE SEAN MAs B0 w1 M200, 30 dobard Imorimir o5ts UItma NOJS G “Catos O Sulor™ e
rolacion o nimero de autores

Esta informacion es recabada con fines administrativos

Conozco y acepto los términos de privacidad de la Universidad
Autdnoma del Estado de México
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