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Introduccion

|. INTRODUCCION

En nuestro pais, como en todo el mundo, la generacion de alimentos es una
prioridad. En los ultimos afios se han desarrollado tecnologias encaminadas a la
obtencion de alimentos con una mejor calidad comercial, incluido un aumento
significativo en la vida de anaquel. No obstante, por lo general a la inocuidad de los
alimentos, tanto los productores como los comerciantes, no suelen darle una
importancia relevante acorde con los efectos que tiene en la poblacion (Fernandez,
2000). Esta falta de inocuidad trae como consecuencia la presentacion de
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs), principalmente de etiologia
microbiana. El problema, aunque con matices distintos, ocurre en todo el mundo
incluso en paises desarrollados que destinan considerables recursos para generar
alimentos con buena calidad sanitaria (Bean et al., 1996; Beckers, 1998).

En los paises en vias de desarrollo como el nuestro, esta falta de atencion a la
inocuidad alimentaria es mas acentuada. Se ha estimado, por ejemplo, que en
México el nimero de ETAs ascienden a poco mas de 200 millones por afio
(Fernandez, 2000; Archer, 1990).

Se aprecia de esta forma, la necesidad de contar con medidas cada vez mas
eficientes que permitan asegurar la inocuidad de los alimentos y abatir la incidencia
de ETAs. Para lograr este objetivo de inocuidad, se han desarrollado procedimientos
gue sélo difieren en acciones menores, pero que parten de principios similares y se
encaminan hacia objetivos comunes. Tales sistemas, como el Andlisis de Peligros y
Puntos Criticos de Control (HACCP, por sus siglas en inglés), han sido concebidos,
desarrollados y perfeccionados por especialistas en inocuidad de los alimentos

(Fernandez, 1997; Archer, 1990).
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Especificamente, para el caso de la inocuidad microbiana, los elementos que
conducen a la pérdida de la inocuidad de un alimento incluyen la contaminacion,
sobrevivencia y/o desarrollo de los microorganismos patdgenos en los alimentos
(Fernadez, 2000). El sistema HACCP contempla estos tres componentes basicos en
el aseguramiento de la inocuidad de un producto. En consecuencia, es necesario
conocer las fuentes y mecanismos de contaminacion de los alimentos, el tipo de flora
microbiana generalmente presente y el efecto de los factores ecoldgicos en la
sobrevivencia y desarrollo de los microorganismos en el medio ambiente y en los
alimentos (Fernandez, 2000).

En este trabajo se abord6 dos de los tres componentes que afectan la inocuidad
microbiana de un alimento, en particular, el germinado de alfalfa. La naturaleza y
condiciones especiales de produccion, transporte, comercializacion y consumo
sugieren en el germinado la existencia de riesgos potenciales a la salud. Los
germinados de semillas se han visto involucrados en brotes de enfermedad en
diferentes partes del mundo. Desafortunadamente, en nuestro pais no se cuenta con
suficiente informacion al respecto; sin embargo, debido a las inadecuadas
condiciones de preparacion, comercializacion y consumo que generalmente se
aplican en este alimento, debe reconocerse la posibilidad de su participacion en
incidentes de ETAs de etiologia microbiana. En el presente trabajo se estudio el
comportamiento de tres grupos patdgenos de Escherichia coli en germinado de alfalfa
asi como la eficiencia de tratamientos de desinfeccion para reducir los niveles de
estos grupos patdgenos en germinado contaminado. Se trabajé con los grupos
patogenos de E. coli que mas frecuentemente producen padecimientos en México

(Eslava et al., 1993).
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[I. ANTECEDENTES

2.1. Enfermedades transmitidas por alimentos

El interés por evitar las enfermedades asociadas al consumo de los alimentos
surge con la practica misma de la ingestion de alimentos. Esta preocupacion se
manifiesta historicamente de muy diversas maneras. La necesidad de preservar los
alimentos contra el deterioro, constituyd un medio que indirectamente contribuyo a
proteger su inocuidad (Fernandez, 2000). En los ultimos afios se han desarrollado
tecnologias encaminadas a la obtencion de alimentos con una mejor calidad
comercial, incluido un aumento significativo en la vida de anaquel. A la inocuidad de
los alimentos, tanto los productores como los comerciantes, no suelen darle una
importancia relevante acorde con los efectos que tiene en la poblacion. Esta
desatencién trae como consecuencia la manifestacion de enfermedades transmitidas
por los alimentos (ETAS), principalmente de etiologia microbiana (Bean et al., 1990;
Bean et al., 1996; Beckers, 1998; Todd, 1978; Todd, 1985).

Las enfermedades transmitidas por alimentos son un problema mundial. En
muchos casos el cuadro clinico es ligero y de limitada mortalidad. Sin embargo, el
impacto socioeconémico puede llegar a ser alto. Todos estos incidentes generan
pérdidas econdmicas tanto para los productores cuyos alimentos se ven implicados,
como a las personas afectadas, ya que el costo de los brotes no se restringe a los
gastos de atencion médica de los pacientes; hay que considerar también la pérdida
de productividad o el cierre de empresas y el decomiso de grandes volimenes de

alimento (Archer & Kyenberh, 1985; Kyenberg & Archer, 1987; Tood, 1985; Todd,
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1985; Tood, 1989). Debido a toda esta situacion, actualmente en muchos paises

existe gran interés en la obtencién de alimentos con una completa calidad sanitaria.

Es interesante sefialar que el concepto de calidad sanitaria de un alimento no
se limita Unicamente a la ausencia de agentes nocivos; involucra otros atributos que
le confieren calidad comercial y nutricional. Para que un alimento pueda ser
considerado de buena calidad sanitaria debe poseer los siguientes atributos

(Fernandez, 1997):

a) Nutritivo: lo ideal en un alimento es que este no pierda su capacidad nutricional
por causas asociadas a su preparacion, procesamiento o almacenaje. En algunas
ocasiones debido al procesamiento el alimento puede llegar a perder o disminuirse
la concentracion de algunos nutrientes; esta pérdida se debe tomar en cuenta en

las formulaciones del producto.

b) Idéneo: este atributo se refiere a que la informacion que se expresa en la etiqueta
corresponda a la naturaleza y composicion del alimento; de lo contrario se esta

cometiendo un fraude.

c) Fresco: es la plenitud de las caracteristicas organolépticas que presenta el
producto recién cosechado, procesado o preparado. La frescura se puede perder
sin que se llegue al extremo del deterioro.

d) Sensorialmente aceptable: son parametros de calidad y condiciones de fabricacion
gue el fabricante de alimentos ha establecido. La alteracion de tales parametros
conduce a un alimento sensorialmente diferente, inaceptable.

e) Larga vida de anaquel: el alimento tiene que conservar el mayor tiempo posible la

plenitud de los atributos descritos anteriormente; esto se logra con la aplicacién de
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tecnologias, encaminadas a este fin; sin que estas puedan comprometer otras

cualidades del alimento.

f) Inocuo: el término de inocuo se refiere a la ausencia en el alimento de agentes

nocivos al humano, ya sean fisicos, quimicos o bioldgicos.

En general los elementos que conducen a la pérdida de la inocuidad de un
alimento incluyen la contaminacién, sobrevivencia y/o desarrollo de los
microorganismos patdégenos en los alimentos. La falta de inocuidad se traduce en un
alto nimero de brotes de ETAs principalmente de etiologia microbiana; éste problema
que ocurre en todo el mundo. A pesar de los grandes esfuerzos que se realizan en
paises desarrollados para generar alimentos de buena calidad sanitaria, la incidencia
anual de ETAs de etiologia microbiana en estos paises es elevado; por ejemplo, en
los Estados Unidos de Norte América (EE.UU.) la incidencia anual de ETAs se
estima entre: 24 - 81 millones de casos; de los cuales 5000 resultan en muertes

(Archer & Kyvenberg 1985).

2.2. Agentes de riesgo asociados al consumo de alimentos.

Es evidente que una buena alimentacién es fundamental para preservar y
promover la salud. La cualidad méas aparente de los alimentos es su capacidad
nutricional, no obstante su consumo indiscriminado, aun cuando satisfaga plenamente
el apetito puede dar lugar a problemas de sobrepeso. El consumo insuficiente de
manera prolongada también compromete la salud en forma de padecimientos

carenciales.




Antecedentes

Desde un enfoque preventivo, existen riesgos adicionales asociados al
consumo de alimentos que pueden afectar la salud; mas especificamente, los efectos
nocivos asociados al consumo de alimentos estan determinados por agentes que son

de naturaleza fisica, quimica o bioldgica (Fernandez, 2000).

Tabla 1. Agentes nocivos a la salud asociados al consumo de alimentos

Agente Ejemplo

Bioloégicos

Infecciosos (bacterias, virusToxigénicos Salmonella Typhi, virus de la hepatitis

(bacterias, hongos) Clostridium botulinum
Parasitos (forma infectante Entamoeba histolytica
microscopica)

Productores de amina Klebsiella, Proteus
Quimicos

Residuos industriales Mercurio

Aditivos alimentarios Sulfito de sodio
Residuos de medicamentos Penicilina

Residuos de la sanidad Hidréxido de sodio
Fisicos Particulas metalicas

Adaptado de: Fernandez, 2000

De la lista general de riesgos, la opinion generalizada entre los especialistas
coincide en que son los de naturaleza biol6gica son los que representan una

amenaza mayor a la salud cuando se consumen alimentos (Fernandez, 2000).
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Tabla 2. Casos y brotes de enfermedades transmitidas por alimentos segun
etiologia. Estados Unidos de Norte América. 1988 — 1992

Brotes Casos
Etiologia NUumero % NUumero %
841 34.7 35 607 46
Microbiana

Quimica 143 5.9 927 1.2
Parasitica 17 0.7 379 0.5
Vegetal 0.0 0.0 0.0 0.0

1 001 41. 3 36 890 47.7

Total conocido
Desconocido 1422 58.7 40 483 52.3

Adaptado de: Bean et al., 1996

Generalmente, en los paises desarrollados los brotes de ETAs producen
grandes pérdidas econdmicas; el monto econdmico de las demandas contra las
compafiias 0 establecimientos identificados como responsables del manejo del
alimento ha sido muy elevado (Archer & Kyenberg, 1985; Kyenbereg & Archer, 1987,
Todd, 1985; Tood, 1989). Debido a las grandes pérdidas econdmicas que han
ocasionado los brotes de ETAs a los productores o fabricantes de alimentos en los
paises industrializados, el interés por generar alimentos inocuos ha ido en ascenso.
Sin embargo, a pesar de los suficientes recursos econémicos y humanos que estos
paises invierten para prevenir las ETAs, no se ha logrado una reduccion sustancial

(Bean et al., 1996).

2.3. Elementos implicados en ETAs causadas por microorganismos.
El que un individuo enferme como consecuencia del consumo de un alimento
contaminado con un microorganismo patégeno, depende justamente de tres

elementos implicados y su interrelacion (Fernandez, 2000):



o Microorganismo
o Alimento
. Individuo

2.3.1. El Microorganismo

Antecedentes

El perfil de las causas microbianas de las ETAs muestra en la actualidad

matices muy singulares. La lista de patdgenos se ha incrementado notablemente. En

algunos casos se trata de microorganismos recientemente descubiertos. En otros,

son microorganismos que perdieron vigencia de acuerdo con los reportes

epidemioldgicos, pero que han resurgido y se reportan cada vez con mayor

frecuencia (Fernandez, 2000). En la tabla 3 se muestra el nUmero de casos y brotes

trasmitidos por alimentos segun el microorganismo involucrado.

Tabla 3. Casos y brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos segun
microorganismo involucrado. Estados Unidos de Norte América. 1988 - 1992.

Etiologia No. Brotes No. Casos No. Muertes
Bacterias

Bacillus cereus 21 163 0
Campylobacter 25 732 2
Clostridium botulinum 60 133 11
Escherichia coli 11 244 0
Salmonella 549 21 17 38
Shigella 25 4788 0
Staphylococcus aureus 50 1678 0
Total bacterias 796 33 206 55
Parasitos

Trichinella spiralis 10 195 0
Virus

Hepatitis A 43 2 109 6

Adaptado de: Bean et al., 1996



Antecedentes

Las bacterias patogenas del intestino muestran variados mecanismos de
patogenicidad: invasivo, citotdxico, toxigénico, adhesivo asi como también de
diferentes dosis infectante; que varian segin cada microorganismo implicado en las

ETAs (Fernandez, 2000).

2.3.2. El alimento

La naturaleza del alimento influye en el riesgo de enfermar cuando es
consumido. Si sus caracteristicas no son propicias para la multiplicacion de un
patégeno exotoxigénico, el dafio que este pueda causar es nulo, aun cuando el
microorganismo sea ingerido con el alimento. Ciertos componentes del alimento
pueden facilitar el transito por el estdmago del patdgeno infeccioso (como ocurre con
los productos grasos en la salmonelosis) e incrementan el riesgo de enfermar
(Fernandez, 2000).

Muchos agentes patdégenos, aun en elevado niumero, no afectan la apariencia
0 sabor del alimento. Aun tratdndose de productos perecederos, la regla general es
gue estos no muestren signos de deterioro, incluso si las bacterias patégenas que
contengan se han multiplicado hasta decenas, y en ocasiones cientos de millones por

gramo (Beuchat et al, 1994).

2.3.3. El individuo
Ante el acoso permanente de los microorganismos del medio ambiente con los
gue entra en contacto, un individuo responde con cierta capacidad no especifica e

innata que impide los efectos nocivos de la actividad de tales microorganismos o sus
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productos toxicos (Fernandez, 2000).

Pueden distinguirse dos tipos de poblaciones a este respecto:
o Individuos con mecanismos normales de defensa.
o Individuos hipersensibles.

Las barreras de proteccidn son diversas; en los primeros existen y se expresan

de manera regular; en los segundos es evidente un deterioro de variada magnitud.

De manera particular se encuentran en el intestino mecanismos naturales de

defensa (Petska, 1993):

a. Secreciones: acido del estomago, acidos biliares, enzimas proteoliticas y
moco.

b. Fisicas: mucosa integra y movilidad del intestino.

C. Macréfagos y polimorfonucleares.

d. Ciertas proteinas que realizan funciones que se traducen en un efecto directo

contra microorganismos.
e. Flora microbiana intestinal.

La respuesta inmune ante los agentes patdégenos que ingresan al tracto
digestivo es a través de dos mecanismos. Uno que es de tipo especifico o innato
(inmunidad especifica); cuando se rebasa este recurso y no se suprime al agente de
riesgo, el individuo activa un mecanismo que tiende a su remocion o destruccion;

inmunidad especifica (Fernandez, 2000).

10
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2.4. Factores que afectan la sobrevivencia y desarrollo microbiano en los
alimentos.
Una vez que se ha contaminado un alimento, la perspectiva que se presenta

en el comportamiento de los microorganismos es:

a) Sobrevivencia, sin afectar el nUmero de los microorganismos viables
b) Disminucién en el numero

c) Desarrollo

Eventualmente, un factor especifico por si soélo llega a ser decisivo en el
destino de los microorganismos presentes. Sin embargo, la regla general es que
permanentemente el microorganismo resulte afectado por una activa interaccion entre
mas de dos factores ecolégicos o ambientales. Las perspectivas de inactivacion,
sobrevivencia y desarrollo generalmente son distintas para cada grupo, género,
especie, biotipo, e incluso cepa contaminante en el mismo alimento; este suele ser
escenario de un proceso permanente de actividad microbiana cuya dinamicidad esta
determinada por la composicion del alimento, la diversidad y numero de los
microorganismos presentes y las condiciones ecolégicas prevalentes. Los cambios
guimicos que van teniendo lugar, da lugar a condiciones favorables o adversas para
los diferentes microorganismos (Fernandez, 2000).

El comportamiento de los microorganismos en el medio ambiente y en los
alimentos depende de una serie de factores conocidos como factores ecoldgicos.
Estos son: pH, temperatura, actividad de agua, potencial de oxido-reduccion,
osmolaridad, composicién de la atmésfera, radiaciones, sustancias antimicrobianas,

namero inicial y estado fisioldgico del microorganismo, disponibilidad de nutrientes y
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antagonismo microbiano (IAMFES, 1991). Para cada uno de los factores ecoldgicos,
existe un minimo por abajo del cual la actividad se suspende, se afecta la integridad
estructural y fisiolégica de la célula o se inactiva de manera irreversible; un 6ptimo
para desarrollar y un maximo arriba del cual la actividad nuevamente cesa (IAMFES,
1991; ICMST, 1996). El pH y la temperatura, son dos de los factores que en los
alimentos tienen un efecto mas evidente sobre la dinamica de los microorganismos.
Se ha demostrado claramente que la mayor parte de los microorganismos se
desarrollan mejor con valores de pH alrededor de 7, aunque algunos como
Salmonella, son capaces de desarrollar por abajo de 4, o como V. cholerae en valores
de pH cercanos 11 (IAMFES, 1991). El efecto del pH sobre la actividad microbiana,
depende ademas del tipo de acido presente, por ejemplo una reduccion del 90 % de
la poblacién de Staphylococcus aureus presente en leche pasteurizada, se logra a pH
5.2 con é&cido acético, a 4.9 con acido lactico, a 4.7 con fosforico y a 4.6 con
clorhidrico (Petska, 1996). La forma no disociada del acido es la que ejerce efecto
sobre el microorganismos (Petska, 1993; Park & Sandrs, 1992). La toxicidad por
tanto, depende en parte de la disociacion del &cido; asi mientras mayor sea ésta, el
efecto sobre el microorganismo serd4 menor (Petska, 1993). Es importante sefialar
gue por lo general los limites para un factor ecolégico en particular, se obtienen de
estudios efectuados en el laboratorio en donde los restantes factores se mantienen en
su nivel éptimo. Generalmente el limite se acorta en cuanto otro factor se aparta del
optimo. Salmonella por ejemplo, a una actividad de agua (aw) de 0.986, puede
desarrollar con un valor de pH de 5.0; mientras que para un valor de 0.971 de aw el
pH minimo de desarrollo es de 5.8 (Petska, 1993). Esto también se observa con C.

botulinum, el cual para un valor de 0.99 de aw presenta un pH minimo de 5.3; y para
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una aw. de 0.94 el valor minimo es de 5.3 (Petska, 1993). El tratamiento térmico que
se aplica para inactivar las esporas de C. botulinum, varia segun el pH del medio
como se puede apreciar en la tabla 4; se advierte claramente que la acidez
potencializa el efecto del calor. El valor D o tiempo de muerte térmica disminuye
conforme el pH desciende. En otras palabras, los datos de la tabla indican que
conforme el pH del medio donde se encuentran las esporas desciende, se requiere un
menor tiempo a una temperatura constante, para inactivar al 90 % de las esporas.

En el desarrollo de medidas o tratamientos tendientes a lograr la inocuidad de
los alimentos, es importante considerar las caracteristicas del alimento. Se
podrian producir alimentos estériles, pero sin las caracteristicas organolépticas
apropiadas o con detrimento nutricional. Las nuevas tecnologias y proceso de
alimentos se enfocan a obtenerlos con una completa calidad sanitaria, mediante la
combinacion de 2 o mas factores ecoldgicos que en conjunto, tendran un mayor
efecto sobre la viabilidad o desarrollo de los microorganismos que de manera
individual. De esta forma se logra un mayor efecto sobre el microorganismo con el
minimo nivel de los factores, causando minima alteracion al alimento (Park &

Sanders, 1992).

Tabla 4. Valor D de las esporas de C. botulinum segun pH del medio.

pH Valor D (min.)
4.0 0.128
4.2 0.143
4.4 0.163
4.6 0.223
4.8 0.226
5.0 0.260
6.0 0.491
7.0 0.515

Fuente: Petska, 1993
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2.5. Las verduras como vehiculos de enfermedad.

Recientemente algunos brotes se han asociado a productos que se consumen
crudos. En la década pasada multiples brotes fueron ligados a germinados crudos en
muchos paises alrededor del mundo. Durante su desarrollo en el campo las verduras
se mantienen expuestas a la contaminacién directa por la tierra y el agua; la fauna y
los humanos también tienen participacion. Las frutas suelen estar protegidas por una
cubierta externa que les preserva del ingreso de microorganismos. La poblacion
microbiana se encuentra principalmente sobre las partes externas de frutas y

verduras, que por lo general corresponde a la que existe en el entorno.

La presencia de microorganismos patégenos estd determinada por las
practicas sanitarias que se apliqguen durante el cultivo, incluida la cosecha de los
productos. Sobre las verduras pueden identificarse microorganismos intestinales
diversos: bacterias, virus, quistes y huevecillos de parasitos (Fernandez, 2000). Estas
son consumidas con frecuencias crudas y sin un tratamiento antimicrobiano efectivo
previo a su consumo. Suelen consumirse en forma de ensaladas o como ingredientes
de alimentos cocinados. Se advierte claramente el riesgo a la salud que esta practica

representa.

Numerosos autores han demostrado que la contaminacion de los cultivos con
bacterias patdgenas o indicadores de contaminacién fecal puede ocurrir por irrigacion
con aguas negras o residuales, y por la fertilizacion de la tierra con estiércol no
tratado (Robinson & Adams, 1971). Se ha observado que el 10 % de cultivos de
alfalfa irrigados con agua negras presento contaminaciéon con L. monocytogenes (3-

5 UFC/g), mientras que a partir de los cultivos no irrigados con estas aguas, el
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microorganismo no se aislé (Adams et al.,1989). Sin embargo, debe considerarse que
la contaminacion de los cultivos con microorganismos patdogenos por éste tipo de
aguas, no siempre sucede como regla universal. Las deficientes condiciones de
sanidad entre los manejadores durante el cultivo, cosecha, transporte o
almacenamiento, pueden propiciar también la contaminacién de las verduras con

enterobacterias (Geldreich & Bordner, 1971; Kaferstein, 1976; Park & Sanders, 1990).

2.5.1. Sobrevivencia / desarrollo de bacterias patégenas en las verduras.

Es evidente que la presencia de bacterias patdgenas en un alimento constituye
un riesgo al consumidor. Sin embargo, los niveles del riesgo estan en funcién de la
capacidad del microorganismo para sobrevivir y desarrollar en el alimento. Este Gltimo
punto es un factor que incrementa el riesgo ya que cualquier incremento en los
niveles del patdgeno en el alimento, lo hacen mas riesgoso al consumidor.

La sobrevivencia de las bacterias patdégenas en el campo va a depender de
una serie de factores como el tipo de suelo, flora competitiva, pH, penetracién de la
luz solar y aire en el suelo (Mounteeeery & Wilbur, 1971). No existen reportes en la
literatura sobre la capacidad de las bacterias patdégenas para el hombre, de provocar
dafio en las frutas o verduras y penetrar al interior de las frutas o verduras. Sin
embargo, una alteracion de la céscara de los vegetales, puede favorecer la
penetracion de los microorganismos. Una vez dentro, el patbgeno puede entrar en
actividad e incrementar su nimero. De hecho se sabe que la actividad microbiana es
mas alta en verduras cortadas que en las integras (Beuchat & Brackett, 1990;
Brackett, 1997). Por otro lado, una diversidad de microorganismos puede subsistir y

multiplicarse en la superficie del vegetal a expensas de los escasos nutrientes (sales,
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vitaminas, carbohidratos, proteinas) que se disuelven en el agua de exudacion
(Brackett, 1997; Todd, 1985). En caso de las bacterias patdgenas, existen reportes
donde se sefiala que tanto las verduras sin procesar como las minimamente
procesadas son un sustrato para el desarrollo microbiano.

En las frutas y verduras existen suficientes nutrientes para sostener la
multiplicacibn de microorganismos, tanto deterioradores como patdgenos. Por
ejemplo, E. coli 0157:H7 desarrolla bien sobre lechuga cortada y pepinos rebanados
y en cubos de meldén y sandia conservados a 25° C. Los germinados de semillas de
diversos vegetales como soya, lenteja, alfalfa y otras en general contienen nutrientes

muy facilmente aprovechables por las bacterias (Fernandez, 2000).

2.5.2. Algunos brotes de enfermedad causadas por el consumo de verduras.

En los EE.UU. de 1986 a 1993 los brotes de ETAs por el consumo de verduras
y ensaladas crudas, ocuparon un lugar importante (Bean et al., 1996). La frecuencia y
extensa distribucion de brotes por ETAs caudas por productos contaminados ha sido
reconocido como un problema en Estados Unidos. Estos productos incluyen
frambuesas, fresas, meldn, lechuga, germinados de alfalfa y tomates (Fernandez,
2000). Diversos microorganismos se han asociado con brotes de enfermedad por
consumo de verduras; por ejemplo, en el 2002 a partir de muestras de verduras
recolectadas en dos restaurantes de Minnesota se aisld6 E. coli enterotoxigénica
(ECET) de perejil asociado a brotes por su consumo (Naimi et al., 2002). De
germinados de semillas como soya, lenteja, alfalfa y otras se tienen registros de
brotes de gastroenteritis debidos a B. cereus, Salmonella y E. coli O157:H7. En

México, existe escasa informacion al respecto, sin embargo, es de esperar que la
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incidencia de enteropatdgenos en las verduras y brotes por el consumo de verduras o

ensaladas crudas, ocupen un lugar importante (Fernandez, 2000).

2.6. Germinados de semillas.
2.6.1. Composicién nutricional, obtencién y consumo.

En los dltimos afios, en muchas partes del mundo (incluido México), se ha
presentado un claro incremento en la demanda de germinados de semillas (Klaus,
1980). Los germinados tienen una composicién nutricional rica en carbohidratos,
proteinas, lipidos, algunos aminoacidos esenciales, vitaminas y minerales (Fordman
et al., 1975; Hitchins, 1992; Kakade & Evans, 1966; Klaus, 1980; Kylen & McCready,
1975; Ranhota et al., 1977). Aunque muchas semillas contienen algunos factores
antinutricionales (como inhibidores de tripsina), éstos practicamente desaparecen
durante la germinacion de la semilla (Gupta & Wagle, 1980).

Los germinados se pueden preparar a partir de diferentes semillas como trigo,
soya, frijol, lenteja, cebada, mostaza, alfalfa, entre otras. Los de soya y alfalfa son los
de mayor consumo a nivel mundial. La germinacion de las semillas, es relativamente
facil de obtener. Con frecuencia la produccién de germinado se realiza en el hogar sin
técnicas ni aparatos sofisticados, Unicamente empleando algunos utensilios de cocina
(Klaus, 1980). Para una produccion a nivel industrial, existen normas y técnicas en lo
referente a disposicién de espacio, instalaciones, higiene, produccion, transporte y
venta (Whyte, 1973). En nuestro pais en general no se cuenta con este tipo de
normas y la mayoria de las veces, se producen en sitios e instalaciones inadecuadas
y con una pobre higiene. Existen diferentes métodos de germinacién de semillas

(Klaus, 1980; Whyte, 1973); en todos ellos, las semillas son hidratadas hasta
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aumentar aproximadamente 4 veces su tamafio o hasta que el agua las satura. El
tiempo de saturacion varia dependiendo del tipo y tamafio de la semilla. Una vez
hidratada, el exceso de agua es drenado y las semillas son colocadas en una capa
uniforme dentro de contenedores en donde germinan a temperaturas entre 22 y 30°,
con irrigacién periodica. Los geminados alcanzan un tamafio comercial entre los 4-10
dias después de la hidratacion de la semilla. El tiempo va a depender del tipo de
semilla y del proceso de germinacion empleado (Klaus, 1980). En los EE.UU; una
vez que los germinados han alcanzado el tamafio deseado, por lo general se colocan
en pequefias charolas de polietileno y son cubiertos con una pelicula de algun
material plastico. De esta forma son mantenidos en refrigeracion. En algunos casos

ademas son empacados bajo atmadsferas modificadas (Trevor & Harris, 2004).

El consumo de germinados crudos ha llegado a ser el centro de atencion
desde la década pasada. A pesar del aumento de informacion sobre el cultivo y
manejo de este tipo de alimento que ha proporcionado la administracion de drogas y
alimentos (FDA) en los Estados Unidos, los brotes por enfermedades transmitidas por
alimentos continian (Monteville & Schaffner, 2003). La mayoria de los brotes estan
relacionados con germinados de alfalfa, aunque también se registran brotes por
germinados de diversas semillas como las de trébol y semillas de soya (Beuchat,
1996). El brote mas grande que se ha registrado involucra aproximadamente 6000
personas y fue asociado con el consumo de germinado de rabano contaminado

(Gandhi & Matthewes, 2003).
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En México es frecuente observar en mercados publicos y supermercados los
germinados expuestos al publico sin ninguna proteccion y fuera de refrigeracion.
Algunos autores sefialan que estas practicas favorecen la contaminaciéon de las
verduras con microorganismos patdgenos y favorecer su desarrollo (Mountey &
Wilbur, 1971). Los germinados de semillas son consumidos de una diversidad de
formas: ensaladas, sopas, sandwiches, postres, bocadillos, licuados con otras
verduras o frutas y en muchos platillos de comida oriental (Klaus, 1980). Con
frecuencia son consumidos crudos y sin un tratamiento antimicrobiano terminal
previo. Esta practica conlleva el riesgo de ingerir microorganismos patdgenos activos

gue pueden afectar la salud del consumidor (Castro-Rojas, 1998).

2.6.2. Microorganismos patdogenos en germinados.

Como se menciong, las verduras son vehiculos frecuentes de microorganismos
patdgenos al humano y han sido causa de brotes de ETAs. Diferentes estudios
muestran que los organismos patégenos pueden exceder a 10’ UFC por gramo de
germinado sin afectar en forma negativa su apariencia. Diferentes microorganismos
patdogenos se han aislado de semillas germinadas. En Tailandia se han aislado
diferentes serotipos de Salmonella (Lexington, Orion, Senftenberg, Tennessee, Poona
y Weltevreden) a partir de germinado de soya con una frecuencia del género de 8.7 %
(Fordman et al., 1975). S. bovismorbificans y S. java se han aislado de germinado de
alfalfa cultivado en Finlandia (Jong & Anderson, 1995, Kuhmonen & Pitkaelae, 1991).
S arizonae se ha detectado en germinado de soya en el Reino Unido (Rowe, 1966).
Diferentes autores reportan el aislamiento de Klebsiella pneumoniae de germinado de

alfalfa y de soya (Park & Sanders, 1990; Patterson & Woodburn, 1890), de germinado
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de soya también se han aislado otros microorganismos patdégenos como Bacillus
cereus (Harmon et al., 1987) L. monocytogenes (Castro-Rosas, 1998) y S. aureus
coagulasa positivo con una frecuencia del 24 % (Kuhmonen & Pitkaelaae, 1991,
Prokopowich & Blank, 1991). Por otro lado, en Canada se han aislado coliformes
fecales de germinado de alfalfa con limites de 7.3 x 10> a 1.1 x 10° UFC/g, vy
organismos coliformes en un intervalo de 3 x 10% a 4 x 10° UFC/g (Prokopowich &
Blank, 1991).

El consumo de ensaladas y germinados de semillas crudos constituye un
riesgo elevado a la salud, luego de una evaluacién microbiologia de este tipo de
alimentos (Geiges et al., 1990). Otros autores reportan niveles elevados de bacterias
mesofilas aerobias y organismos coliformes en germinado tanto de alfalfa como de
soya (Kuhmonen & Pitkaelae, 1991; Prokopowich & Black, 1991). En 90 muestras
colectadas en comercios de la ciudad de Querétaro se detecto E. coli en 74 % y
Salmonella en 1.1 %; el contenido de coliformes oscil6 entre 7.3 y 8.5 log 10 UFC/g
en cuanto a BMA se hallaron de 3.8 a 9.0 log 10 UFC/g y < 1 a 7.7 de coliformes
(Castro-Rosas & Fernandez, 2000).

Los germinados son muy susceptibles a la contaminacién microbiana que
puede llegar por diferentes mecanismos y en distintas etapas desde su cultivo hasta
el consumo. Las semillas tienen una flora microbiana variable que va a depender en
parte del tipo de semilla, del manejo y tratamientos a los que se ha sometido (Park &
Woodburn, 1890; Patterson & Woodburn, 1890; Piernas & Guirand, 1997). La
contaminacion de la semilla con bacterias patdgenas puede suscitarse desde el
campo o por las personas que cultivan éste producto. La contaminacion puede ocurrir

por el uso de agua contaminada con microorganismos patdgenos para irrigar la
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plantula. Durante la cosecha, transporte y comercializacion del alimento, la fuente de
contaminacion mas importante en nuestro medio al parece es la humana ya que en
estas etapas existe un mayor contacto del humano con el alimento. Otras en menor
grado, también pueden estar participando como los utensilios, superficies y el equipo

(Castro-Rosas, 1998).

2.6.3. Comportamiento de bacterias patégenas en germinados.

Aunque la mera presencia de un microorganismo patégeno en el alimento es
suficiente para condenarlo y tomar acciones para evitar la presentacion de un brote,
cualquier incremento de los niveles del patégeno en el alimento incrementa el riesgo
de adquirir una enfermedad. Esto es, para que un microorganismo patégeno
desencadene un cuadro clinico en el huésped, entre otras cosas, debe de ingresar
en él en una concentracion suficiente; concentracion conocida como dosis minima
infectante. Concentraciones del patdgeno inferiores a la minima infectante,
disminuyen la probabilidad de adquirir la enfermedad por el consumo del alimento.
Por el contrario, niveles muy por arriba de la minima infectante o muy cercanos a
esta, aumentan la probabilidad. En consecuencia un alimento es mas o menos
riesgoso dependiendo de la concentracion de patégeno que contenga. Se ha
encontrado que los germinados son un sustrato que soporta bien el desarrollo de
bacterias patégenas. Salmonella stanley y S. enteritidis por ejemplo, se multiplican
activamente en germinado de alfalfa durante las primeras horas de desarrollo de la
plantula (Andrew et al., 1982; Geiges et al., 1990). Bacillus cereus también
incrementa su numero en aproximadamente 4 log en las primeras horas de

germinacion (Fernandez, 1997), al igual que K. pneumoniae (Park & Sandres, 1990).
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C. botulinum (tipo B,E y F) no se multiplica en germinado de soya contaminado
con esporas del patogeno (Carlin & Peck, 1996). A. hydrophila y L monocytogenes en
germinado de alfalfa empacado con atmdsferas modificadas y mantenido en
refrigeracion durante 7 dias, presentandose una ligera disminucion en los niveles de
ambos patdégenos, y que fue mayor para L. monocytogenes (Aytac & Gorris). También
se reporta nulo crecimiento de L. monocytogenes durante el almacenamiento de
germinado de soya a 4 y 22°C (Geiges et al., 1990).

Ante la diversidad de comportamientos con la que responden los
microorganismos podemos pensar que es debido a una gran diversidad de factores el
pH, actividad de agua, flora asociada, temperatura, etc. Los niveles de estos factores
conforme transcurre el tiempo pueden variar y crearse ahora condiciones favorables o
desfavorables para la sobrevivencia y desarrollo de un determinado grupo

microbiano.

Tabla 5. Brotes reportados de intoxicacidon alimentaria asociados al consumo de
germinados de semilla. 1973 — 1998.

Afo Patogeno Casos Localizacion Tipo de
confirmados germinado
1994 S. bovismorbificans 595 Sweden, Finland Alfalfa
1995 S. stanley 242 U.S. states, Alfalfa
Finland
1995-96 S. newport 133 U.S. states Alfalfa
Canada, Denmark
1996 S. montevideo ~500 U.S. states Alfalfa
1997 S. meleagridis 78 Canada Alfalfa
1997 S. infantis and S. 109 U.S. states Alfalfa
anatum

1997 E. coli O157:H7 85 U.S. states Alfalfa
1998 E. coli 0157:H7 8 U.S. states Trébol y/o alfalfa
1998 S. havana, S. cubana, 34 U.S. states Alfalfa

S. tennessee

Adaptado de: Taormina et al., 1999
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2.7. Desinfectantes

La industria de alimentos cuenta con una diversidad de agentes germicidas.
Sus virtudes y limitaciones obligan a seleccionar cuidadosamente aquellos que mejor
se ajusten a cada necesidad particular (Fernandez, 2000). La inactivacion del germen
en las plantas procesadoras de alimentos es un requisito basico para controlarlo e
impedir su acceso al producto terminado (Alvarez, 1998). Lo comin es que un
germicida se considere efectivo cuando demuestra capacidad para inactivar al menos

3 Logio de una suspension de microorganismos en 30 segundos (Fernandez, 2000).

2.7.1. Cloro

En general los compuestos que liberan cloro son desinfectantes potentes y de
amplio espectro de actividad. Son sensibles a estos compuestos tanto las bacterias
gram positivas, como las gram negativas; ademas estos compuestos presentan cierta
actividad frente a las esporas bacterianas (Forsyte & Hayes, 2000); y no muestran
toxicidad al humano a bajas concentraciones. Debido a que son de los mas
economicos, se emplean ampliamente en la industria de los alimentos. (Alvarez,

1998).

Las soluciones de cloro como hipoclorito de sodio 6 bidxido de cloro, son
ampliamente utilizadas por la industria de alimentos como desinfectante. Los dos son
oxidantes fuertes que actian a nivel de las membranas y otros constituyentes
celulares (Harmon et al., 1987). No obstante, el primero presenta la desventaja de
reaccionar facilmente con la materia organica, por lo que se inactiva mas rapido. En el

segundo la interferencia es minima (Castro-Rosas, 1998). La principal desventaja del
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hipoclorito de sodio es que la humedad, el calor, la luz y sobre todo la presencia de
materia organica, incrementan la tasa de pérdida de cloro libre. La actividad germicida
del cloro generalmente ha sido atribuida al acido hipocloroso (HOCI), el cual es
generado en soluciones acuosas de hipoclorito de sodio y otros compuestos que
contengan cloro. El HOCI puede disociarse en ion hipoclorito (OCI-) (que es el ion
responsable de las propiedades bactericidas de los hipocloritos) y en lon hidrogeno
(H+), dependiendo del pH de la solucion; la carga eléctrica neutra del HOCI sugiere
gue ésta molécula puede penetrar mas facilmente la pared celular, que el ion OCI-.
Después de difundirse al interior de la célula, el HOCI inactiva al organismo a traves
de la induccién de ciertas especies de oxigeno toxico, 0 combinandose con proteinas,
lo cual puede inhibir las reacciones enzimaticas y alterar la permeabilidad de la
membrana celular (Alvarez, 1998).

Los desinfectantes se pueden incorporar al agua de lavado y de esta forma
contribuir a la reduccién de la carga microbiana. La efectividad del hipoclorito no
solamente es afectada por el tiempo de exposicion y la concentracion del cloro libre,
si no por otros factores como la temperatura, el pH, el tipo de cepa, la presencia de
materia organica y el tipo de materia organica (Alvarez, 1998); Se observé que al
sumergir hojas de lechuga en una solucién con 300 ppm cloro libre, se lograba un
reduccion de bacterias mesofilas de 3 log; este efecto no se presentoé con zanahorias
(Garg et al., 1990). Se observé que al sumergir germinados en soluciones de 100 y
200 ppm se presentaban reduccidn significativa de Salmonella (Fernandez, 2000).
Por otro lado, se subraya que después de pocos dias de almacenamiento, los niveles
de BMA entre frutas o verduras tratadas y no tratadas practicamente es el mismo

Algunos autores sefialan que la eficiencia del hipoclorito en la reduccién de
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microorganismos patdgenos presentes en verduras es limitada (Adams et al., 1989).

2.7.2. Yodo

El yodo es uno de los desinfectantes mas antiguo y eficaces. Se usa
tradicionalmente en las formas conocidas como tinturas o yodoforos. Las tinturas
son soluciones de yodo en alcohol o en agua. Los yodéforos son mezclas de yodo
con agentes tensiactivos que actla como transportador del yodo; poseen las
caracteristicas germicidas del yodo y la ventaja adicional de producir muy poca
irritacion y de ser detergentes (Fernandez, 2000). Es un agente que destruye
rapidamente un amplio espectro de bacterias; a diferencia del cloro, el yodo o sus
compuestos conservan actividad razonable en presencia de materia organica con tal
gue el pH no sea mayor de 4 y la cantidad de los primeros no sea excesiva; sin
embargo, frente a las esporas son menos activos que los hipocloritos (Forsythe &
Hayes, 2000)

Ademas posee propiedades fungicidas y antivirales importantes. EI mecanismo
antimicrobiano del yodo no ha sido explicado claramente. Se ha sugerido que su
accion involucra la halogenacion de las unidades de tirosina de las enzimas y otras
proteinas celulares que necesitan tirosina para su actividad (Patterson & Woodburn,
1890). El yodo también es un agente oxidante y esto cuenta en parte para su
actividad antimicrobiana. Los yoddéforos son ampliamente usados en la industria de
alimentos para desinfectar principalmente superficies, maquinaria, equipo, utensilios y
en menor grado frutas y verduras. La eficacia de los yodoforos al igual que muchos
otros germicidas, esta en funcion de la concentracion, la temperatura de tratamiento,

el tiempo de contacto y el tipo de alimento o superficie. Son ampliamente utilizados en
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la industria de alimentos por su poder detergente (Reid, 1990). Los yodo6foros no son
corrosivos, ni irritantes, ni toxicos y tienen un ligero olor. Algunos materiales plasticos
absorben el yodo y se colorean al exponerlos a estos compuestos, por lo que deben
evitarse los contactos prolongados con los yodoforos para prevenir la posible tincion

de los alimentos (Forsythe & Hayes, 2000).

2.7.3. Plata coloidal

Las propiedades desinfectantes de la plata son conocidas desde hace varios
siglos (Laubusch, 1971). La historia muestra como ejemplo el uso de la plata por sus
propiedades de purificacién. Por sus propiedades desinfectantes se utiliza para el
control microbiolégico en particular en la reduccion de microorganismos patdgenos
para prevenir riesgo a la salud. La plata es efectiva contra bacterias, protozoarios,
virus y helmintos.

Los iones de plata tienen tres diferentes mecanismos para controlar el
crecimiento microbiolégico.
a) Remueve los atomos de hidrogeno desde grupos sulfidrilos (-SH) sobre bacterias o
virus.
Los atomos de azufre participan en la respiracion celular y en la transferencia de
electrones de las células microbianas.
b) inhiben la replicacién del DNA por medio de la interferencia con el desdoblamiento
de DNA.
c) alteran la membrana bacteriana por medio de mecanismos enzimaticos (Gerg,

2005).
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A las concentraciones usadas para destruir bacterias en estado vegetativo,
muestra pobre accion germicida contra esporas y casi nulo sobre los virus, quistes y
huevecillos de parasito (Forsythe & Hayes, 2000). La presencia de materia organica
interfiere con la accion germicida; a mayor contenido de este material (tejidos de
animales, alimentos) el efecto rapidamente se desvanece. Tiene sin embargo,
marcado efecto residual. Si se deposita sobre la superficie interna de un recipiente,
las micelas se adsorben firmemente; el agua que subsecuentemente se recibe en el
recipiente se expone a iones de plata que lentamente se liberan hasta agotar las
reservas. En concentraciones eficientes ordinarias no se afectan las caracteristicas
sensoriales del agua. La concentracion bactericida es tan baja como 15 mg/L, con
efecto muy lento. Ventajas adicionales de la plata sobre el cloro es que no escapa por
volatilizacién, no forma compuestos objetables como los trihalometanos, ni es

corrosivo (Fernandez, 2000).

2.8. Microorganismos indicadores de calidad sanitaria del alimento.

2.8.1. Bacterias mesofilas aerobias (BMA)

Los microorganismos que forman parte de este grupo son muy heterogéneos.
Se incluye en él a todos aquellos que muestran capacidad para formar colonias
visibles en las condiciones de ejecucion de la prueba (medio de cultivo, tiempo y
temperatura de incubacion). Es evidente que en una situacion particular podrian

guedar incluidos microorganismos patdgenos.
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El recuento de BMA en el agua, alimentos y otros materiales relacionados
pueden tener, segun el caso, algunas aplicaciones de interés que pondrian de

manifiesto (Fernandez, 2000):

o La exposicion a fuentes de contaminacion.

. Las condiciones de almacenamiento.

. El nivel de frescura.

o La eficiencia de tratamientos antimicrobianos.

o Las condiciones higiénicas que prevalecian durante la obtencion, preparacion,

transporte o comercializacion de un alimento.

o La prediccion de la vida de anaquel.
o El cumplimiento de normas microbianas.
o La calidad microbioldgica.

2.8.2. Organismos coliformes (OC).

Los organismos coliformes se definen como bacilos cortos, aerobios o
anaerobios facultativos que fermentan la lactosa con produccion de gas. Las
principales especies de bacterias coliformes son Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes; no obstante, las especies que es posible que se ajusten a estos criterios,
son mas de veinte, encontrandose entre las especies de otros géneros de la familia
Enterobacteriaceae e incluso especies de Aeromonas (Frazier & Westhoff, 1993).

Los organismos coliformes son el grupo indicador con mayor tradicion en la
microbiologia sanitaria. E. coli es el tipico coliforme en el sentido de que se trata de
una bacteria cuyo habitat natural es el contenido intestinal de los animales de sangre
caliente. Por tal razdn, su hallazgo en un alimento o en el agua es mas significativo
desde el punto de vista sanitario, que el de cualquier otro coliforme (Fernandez,

2000).
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2.8.2.1. Significado en los alimentos

Tienen valor como indicadores de operaciones sanitarias objetables y para
seguir la eficiencia de un proceso de sanidad del equipo, o de desinfeccién de algun
producto como el agua. Esta postura se apoya en la susceptibilidad de los coliformes
al calor y a los agentes germicidas de uso comun en la industria alimentaria. En
general, si en la preparacion de un alimento se recurre a un tratamiento térmico tan
severo como la pasteurizacion o mayor, el hallazgo de coliformes en el producto
terminado constituye una evidencia consistente de deficientes practicas sanitarias

(Fernandez, 2000).

2.9. Escherichia coli.
2.9.1. Caracteristicas generales.

E. coli es un bacilo corto, movil, gram negativo (90); es considerada
generalmente como integrante de la flora normal del tracto intestinal del hombre y de
los animales (Frazier & Westhoff, 1993); sin embargo, muchas cepas de E. coli son
mas o menos patdégenas para el hombre (Lindquist, 2001) pero una cualidad
sobresaliente que diferencia a las cepas patdgenas de E. coli con respecto a las no
patogenas es la limitada capacidad de las primeras para fermentar la lactosa. Esta
varia desde una negatividad total hasta una fermentacién lenta (mas de 48 h), o
positiva a 37°, pero negativa a 44.5°. La situacion es similar con la produccion de
indol a 44°. Tipicamente E. coli es positiva a la prueba (99%), en tanto que entre las

cepas patogenas la cifra es variable, pero claramente menor (Fernandez, 2000).
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La temperatura Optima de crecimiento es de 37°C, con un intervalo de
crecimiento de 10 a 40°C. Su pH 6ptimo de crecimiento es de 7.0 a 7.5, con un pH
minimo de crecimiento de valor 4.0 (Frazier & Westhoff, 1993).

La E. coli estd serologicamente dividida en serogrupos y serovares, €sto
basado en su composicién antigénica:

o Somatico o antigeno O por serogrupos y flagelar o antigeno H (excepto las

cepas inmoviles)

o Por serovares (Campos et al., 2004), y propios de las fimbrias F (Fernandez,
2000)
o Capsular o antigeno k (Campos et al., 2004)

Los antigenos O y K son polisacaridos complejos, en tanto los H y F son
proteinas. Se reconocen en esta bacteria 174 diferentes antigenos O, 56 H y 80 K.
La mas virulenta es E. coli O157:H7 (enterohemorragica) se caracteriza por poseer el

antigeno somatico 157 y el flagelar 7 (Fernandez, 2000).

2.9.2. E. coli no patdégena.
2.9.2.1. Significado en los alimentos

E. coli es habitante casi universal de las vias intestinales de los humanos y los
animales de sangre caliente, aunque no significa que sea el organismo dominante en
estos héabitats. E. coli tiene un papel nutricional en las vias intestinales sintetizando
vitaminas, en especial vitamina K, como aerobio facultativo es probable que también

ayude a consumir oxigeno; por tanto, se vuelve el gran anaerobio intestinal (Bronk et
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al., 1988).

Su hallazgo en los alimentos no puede sin embargo, establecerse de manera
universal como indicador de una contaminacion fecal directa debido a su capacidad
para multiplicarse en muchos de ellos. En verduras crudas por ejemplo, su presencia
es sugestiva de contaminacion fecal reciente considerando que en ausencia de
materia fecal no suele existir en estos productos y que muy pobremente, si acaso, se
multiplica en ellos, y mas bien tiende a morir. En la leche la situacion es distinta. Esta
bacteria eventualmente existe en residuos de suciedad sobre el equipo mal saneado
usado que contiene la leche ya tratada térmicamente. Aun puede multiplicarse si el
nivel de humedad se lo permite. Con todo, es el indicador mas confiable de
contaminacion fecal en alimentos, especialmente aquellos que han recibido algun
tratamiento antimicrobiano severo. En alimentos destinados a poblaciones
hipersensibles, no debe tolerarse la presencia de E. coli con positividad de porciones

de 0.1 g o menos (Fernandez, 2000).

2.9.3. E. coli patégena.

E. coli es la bacteria mas estudiada y la mas conocida de todas. Esta fue
descrita por primera ocasion en 1885 por Theodor Escherich un pediatra Aleman,
guien noto que predominaba en la microflora intestinal de individuos sanos y tiene alto
potencial para causar enfermedad cuando se inocula directamente en sitios
extraintestinales (Castro-Rosas, 1998). Evolucion6 en la mente de los microbiélogos
de un saprofito propio del contenido intestinal, a bacteria indicadora de contaminacion
fecal en los alimentos, prototipo y conejillo de indias en estudios de genética

bacteriana, hasta reconocerse como agente patdgeno particularmente violento
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asociado al consumo de alimentos (Fernandez, 2000).

La mayoria de las cepas no son patégenas. Algunas sin embargo, pueden causar
enfermedades diarreicas por varios mecanismos, y en la actualidad se identifican seis
tipos o cepas de E. coli capaces de producir diarrea (Castro-Rosas, 1998):

1) Enteropatdgena E. coli (ECEP)

2) Enterohemorréagica E. coli (ECEH)

3) Enterotoxigenica E. coli (ECET)

4) Enteroinvasiva E. coli (ECEI)

5) Enteroagregativa E. coli (ECEG)

6) Enteroadherente E. coli (ECEA)

Recientemente la ECEP ha sido dividida en tipica ECEP (t-ECEP) y atipica ECEP (a-

ECEP) (Kylen & McCready, 1975).

2.9.3.1. E. coli enteropatdgena (ECEP).

E. coli enteropatogena (EPEC) es la principal causa de diarrea infantil en
paises en vias de desarrollo, contribuyendo a la alta mortalidad (Beckers, 1988). En
paises industrializados, la frecuencia de estos han disminuido, pero continGan siendo
una importante causa de diarrea (Kylen & McCaready, 1975).

E. coli enteropatdgena es miembro de un grupo de microorganismos
patdgenos que se adhieren a las células de la mucosa intestinal mediada por un
plasmido, a la que se asocia la produccion de una toxina similar a la colérica, e
incluso una endotoxina que interfiere con procesos metabdlicos de absorcion celular
(Fernandez, 2000). Se adhieren al ribete en cepillo de las células del epitelio intestinal

y causan un tipo especifico de dafio celular que se denomina lesion de aclaracion.
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Las lesiones de aclaracion, o lesiones AE (de attaching-effacing; anclaje y
aclaramiento) representan la destruccion de las microvellocidades del ribete en cepillo
circundante del lugar donde la bacteria se adhiere. Esta destruccion celular lleva a la
diarrea (Hictchis, 1992).

La transmisién ocurre a través del consumo de alimentos contaminados o
directamente siguiendo la ruta ano-mano-boca. La enfermedad en los nifios se
caracteriza por diarrea acuosa, en ocasiones vomito y fiebre baja. En los menores de
6 meses la condicién puede prolongarse por mas de 14 dias y terminar lentamente
Los serogrupos mas comunes incluidos entre estas cepas patégenas son: 055, 086,

011, 0119, 0125, 0126, 0127, O128ab y 0142 (Fernandez, 2000).

2.9.3.2. E. coli enterotoxigénica (ECET).

E. coli toxigénica de origen bovino se clasifican en tres -categorias:
enterotoxigénica (ECET), verotoxigénica (ECVT) y necrotoxigénica (ECNT), que
constituyen uno de los grupos mas importantes de E. coli causantes de diarrea.
Estas son consideradas como la mayor causa de diarrea infantil en los paises
desarrollados como el agente etioldgico responsable mas frecuente de la conocida
diarrea del viajero (Quinto & Cepeda, 1997). En la década de los 80s se aislaron
aproximadamente 800 cepas ECET en pacientes que viajaron a otros paises y
enfermaron (Mitsuda et al., 1998).

Hasta el momento se identifican dos enterotoxinas diferentes de E. coli
enterotoxigénica que se distinguen por su estabilidad frente al calor: la enterotoxina
termoestable (ST) que resiste los 100°C durante 15 minutos, y la enterotoxina

termolabil (LT) que se inactiva a 60°C en 30 minutos (Forsyte & Hayes, 2000). Los
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genes para producir ST y LT y los factores de colonizacion suelen ser portados por
plasmidos. La ST se liga a un receptor glicoproteico que esta ligado a la guanilato
ciclasa sobre la superficie de las células del epitelio intestinal. La activacion de la
guanilato ciclasa estimula la produccion de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP),
gue lleva a la secrecion de electrolitos y agua a la luz del intestino delgado, que se
manifiesta en forma de diarrea acuosa, caracteristica de la infeccion por ECET. La LT
se liga a ganglidsidos especificos sobre las células epiteliales y activa la adenilato
ciclasa ligada a membranas, que lleva a un aumento de la produccion de
monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) a través de un mecanismo similar al
utilizado por la toxina del célera dando como resultado hipersecrecion de electrolitos y
agua a la luz intestinal (Prescott et al., 2002). Las cepas de ETEC pueden producir

cualquiera de las dos toxinas, o0 ambas a la vez (Fernandez, 2000).

Aparte del potencial toxigénico de este grupo patégeno de E. coli, las cepas
deben poseer capacidad para colonizar el intestino. Este proceso se conforma
mediante fimbrias de la bacteria a través de las cuales se adhiere a los enterocitos del
intestino delgado proximal (Krogfelt, 1991). La naturaleza de estas fimbrias provee
una especificidad de huésped en la colonizacion de animales o del hombre por el
microorganismo (Fernandez, 2000). Las cepas ECET han estado implicadas en
brotes que afectaron a muchas personas y cuyas fuentes fueron el agua y muchos
alimentos distintos (por ej: productos carnicos, puré de patatas, leche y queso)
(Forsyte & Hayes, 2000). La dosis infectante, calculada en voluntarios humanos, es
elevada: 10°-10% células. Es necesaria entonces una contaminacién seguida de

multiplicacion del microorganismo, lo que implica deficientes condiciones de
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almacenamiento de los alimentos (Fernandez, 2000).

El periodo de incubacion oscila entre 8 y 44 h con mediana de 26. El individuo
presenta nausea con moderado dolor abdominal y diarrea, que en los casos agudos
conduce a una acentuada deshidratacion. No hay respuesta inflamatoria ni se
observa invasion de neutrdfilos en el tejido intestinal. En los primeros el cuadro puede
ser muy severo e interferir con la absorcion de nutrientes (Fernandez, 2000). En los
adultos se le identifica como una forma comun de la diarrea del viajero, quizé el 60-
70% de los casos. La probabilidad de adquirir el padecimiento se incrementa al
prolongarse la estancia en 50% el riesgo en estancias de 14 dias (Neil et al., 1994).
Las infecciones por esta bacteria confieren inmunidad, segin se demuestra en
voluntarios humanos. Sugieren que anticuerpos locales contra los factores de
adhesion del germen podrian proteger el proceso infeccioso en las células epiteliales

del intestino delgado proximal (Fernandez, 2000).

2.9.3.3. E. coli enteroinvasiva (ECEI).

Este grupo especialmente, muestra semejanzas bioquimicas y posee
antigenos que comparte con Shigella. Una proporcion elevada de cepas de ECEI son
anaerogénicas y fermentan la lactosa dentro de 48 h. Pueden invadir las células
epiteliales del colon, proliferar dentro de ellas y destruirlas (Fernandez, 2000)
frecuente induce enfermedades mas graves, como colitis y una forma de disenteria
acompafada de fiebre y de heces sanguinolentas (Forsyte & Hayes, 2000),
ocasionalmente aparece vomito. A ECEI se les han atribuido muchos brotes, siendo
los alimentos mas frecuentemente incriminados los quesos, la leche y las carnes

(Ferndndez, 2000). La cepas de E. coli enteroinvasiva causan diarrea penetrando en
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las células del epitelio intestinal y multiplicandose en su interior. La capacidad de
infectar las células epiteliales se acomparfa de la presencia grande; las ECEI pueden
producir también una citotoxina y una enterotoxina (Prescott et al., 2002). El periodo
de incubacion en los brotes es de 2 a 48 h con mediana de 18. La dosis infectante

suele ser suficiente con menos de 1,000 (Fernandez, 2000).
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

Determinar el comportamiento de microorganismos indicadores de higiene y de tres
grupos patogenos de Escherichia coli en germinado de alfalfa asi como evaluar la
eficiencia de tres desinfectantes en la reduccion de E. coli patdgena presentes en

germinado de alfalfa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a. Determinar el comportamiento de organismos coliformes, bacterias mesofilas
aerobias, E. coli enteropatdgena, E. coli enteroinvasiva y E. coli

enterotoxigénica en germinado de alfalfa.

b. Evaluar la eficiencia del hipoclorito sodio, yodo y plata coloidal en la reduccion

de los niveles de dos grupos patdégenos de E. coli presentes en el germinado

de alfalfa.
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Materiales y Métodos

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material de Laboratorio

Agitador tipo vortex Genie 2

Asa bacteriolégica

Atomizador de agua

Bolsas de plastico no estériles sin marca comercial
Cajas para puntas de plastico

Cajas petri desechables, Phoenix Biomedical ®
Charolas de pléastico

Espatula

Frasco boca ancha de vidrio con tapon de rosca
Frascos de plastico con tapon de rosca tipo vial
Frascos graduados de vidrio de 500, 1000 ml; Pyrex ®
Gradillas de alambre y plastico

Masking tape

Matraz erlermeyer Kimax de 500ml

Mechero tipo bunsen

Micropipetas 1000 MI, Transferpette ®

Papel aluminio sin marca comercial

Pipeta graduadas de 5y 10 ml Kimax ®

Probeta graduada de 100 ml Kimax ®

Probeta graduada de plastico de 500 ml
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Puntas para micropipetas azules y amarillas
Recipientes de plastico

Termometro, Lauka ®

Tubos de cultivo con tapén de rosca 16x150 mm

Vaso de precipitado de plastico de 5000 ml, Nalgene ®

Vaso de precipitado de vidrio de 250, 500, 1000 ml Kimax ®

4.2. Equipos

Autoclave eléctrica, Metron ®

Autoclave, Sterilizer SSM 200 eléctrica Yamato ®
Balanza analitica, Mettler Pc 2000 ®

Campana de flujo laminar, Labconco ®

Centrifuga digital, Hermle Labnet Z 323 K®

Cuenta colonias, Darkfield Québec, American Optical ®
Incubadora bacteriolégica, Blue M ®

Parilla de agitacion y calentamiento, Thermolyne ®
Refrigerador, Lab-line Environeers Inc.

Stomacher ® 400, Culator Seward

4.3. Reactivos

Agua esteéril

Alcohol metilico Sigma Chemical ®, USA.
Cloro al 6% Clorox ®

Cloruro de sodio Analytyca de México®
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Germicida Gadicin ® Argentum

Rifampicima Eurifam ®

Solucién salina estéril al 0.85% de NaCl (SSI)
Tiosulfato de sodio

Yodo resublimado Analitica de México ®

4.4. Medios de cultivo

Agar Bilis Rojo Violeta (ABRV), Bioxon ®
Agar Cuenta Estandar (ACE), Bioxon ®
Agar Soya Tripticaseina (AST), Bioxon ®
Agar de Eosina y Azul de Metileno, Bioxon ®

Peptona de caseina (PC), Bioxon ®

4.5. Material biolégico

Cepas:

Escherichia coli enteropatégena:
872 TL 489 3 EP R+

EP52GM 291 1 EP R+

EP 873 TL 489 2 EP R+
Escherichia coli enteroinvasiva:
232 GM 89-4 5 ET R+

TL34El

4VC 81-56 EI R+

40



Escherichia coli enterotoxigénica:

ETEC 10 ET

150 TL 419 ET

1620 TL 326 11 ET R+

Materiales y Métodos

Todas las cepas fueron donadas por el departamento de Biomedicina Molecular,

CINVESTAV-IPN, México D.F. y se marcaron previamente con resistencia a

Rifampicina (Rojas, 2005).

Semilla de alfalfa obtenida en Pachuca de Soto Hidalgo.
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4.6. METODOS

La metodologia abarca cuatro tipos de estudios:
1.- Determinacion del comportamiento de organismos coliformes, bacterias mesoéfilas
aerobias en germinado de alfalfa.
2.- Determinacion del comportamiento de Eschericha coli enteropatdgena,
enteroinvasiva y enterotoxigénica desarrolladas en germinado de alfalfa.
3.- Determinacion del comportamiento en germianado matenido en refrigeracion de
tres grupos de Escherichia coli desarrolladas en germinado de alfalfa.
4.- Evaluacién de la eficiencia de desinfectantes quimicos en la desinfeccién del

germinado de alfalfa.

Estudio 1.- Comportamiento de organismos coliformes y bacterias mesofilas
aerobias.

La determinacion del comportamiento de OC y BMA se estudio en dos etapas
diferentes de germinacion de la semilla: a) a partir de semilla recién hidratada; b) a

partir de semilla con 24 h de hidratacion.

1.1. Obtencion del germinado a partir de semilla recién hidratada.

50g de semilla de alfalfa se colocaron en un matraz erlenmeyer; en éste la
semilla se lavé 3 veces con agua potable agitando vigorosamente durante 1min; en
cada ocasion se desecho el agua de lavado. La semilla lavada se desinfecté con una
solucion de 100 ppm de hipoclorito de sodio durante 5 min, posteriormente, se drend
el desinfectante y se lavo con agua potable estéril como se describidé anteriormente.

Finalmente, la semilla mantuvo en reposos por 4 h en agua potable estéril a
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temperatura ambiente (hidratacion). Después de hidratada la semilla, se drené el
agua y la semilla se extendi6é en charolas de plastico formando una monocapa; las
charolas se cubrieron con una pelicula plastica para evitar la pérdida rapida de
humedad. Finalmente, las charolas se almacenaron a 25°C por 4 dias, hidratando la

semilla por medio de aspersion cada 24 h con agua potable estéril.

1.2. Obtencion del germinado a partir de semilla con 24 h de hidratacion.

La hidratacién de la semilla se realiz6 como se mencioné anteriormente, con la
variante de que posterior a las 4 h de hidratacion la semilla, est4 se recolect6 en una
coladera estéril y se dren6 agitando periddicamente la coladera durante 10 min. La
semilla se distribuy6 en toda la superficie de la coladera y ésta se colocé sobre un
vaso estéril de acero inoxidable conteniendo agua destilada. Este “sistema” se cubrid
y encerr6 completamente con una bolsa de polietilieno para evitar la pérdida de
humedad (Castro-Rosas, 1998; Castro-Rosas and Escartin, 1999; Castro-Rosas and
Escartin, 2000). La germinacion de la semilla se consiguié almacenando este
“sistema” durante 24 h a 22° + 0.5°C. Posterior a este paso se continué con la

germinacion de la manera en que especifica en 1.1.

1.3. Muestreo y recuento de OC y BMA.

Para el estudio del germinado de alfalfa en las dos etapas diferentes; semilla
con 4 h 0 24 h de hidratacion se utiliz6 el mismo procedimiento. De la semilla
hidratada o germinado se retiré por triplicado 3 porciones de 10g. Se realizaron seis

diluciones decimales de cada porcién y el conteo se efectué por medio de la técnica
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de vertido en placa sembrando diluciones seleccionadas. Los medio de cultivo que
se emplearon para el analisis de BMA y OC fueron: Agar Soya Tripticaseina (AST) y
Agar Bilis y Rojo Violeta (ABRV), respectivamente. Las cajas petri se incubaron a
35°C durante 24 h. Posteriormente, cada 24 h se tomaron nuevamente tres porciones
independientes de germinado proveniente de cada estudio y por separado se realizd

el muestreo y recuento siguiendo el procedimiento antes mencionado.

Estudio 2. Comportamiento de E. coli enteropatdgena, enteroinvasiva y
enterotoxigenica.

El comportamiento de los tres grupos patdégenos de E. coli se estudié en tres
etapas diferentes de germinacion de la semilla: a) a partir de semilla recién hidratada;
b) a partir de semilla con 24 h de hidratacion y ¢) en germinado de tamafio comercial
(5-6cm de longitud aproximadamente) almacenado en temperatura de refrigeracion.

Se trabaj6é con 3 cepas de E. coli enterotoxigénica (ECET): 1620 TL 326, 10
ET, 150 TL 419; 3 cepas de E. coli enteroinvasiva (ECEI): 4VC81-5, 323GM894,
TL3, y 3 cepas de E. coli enteropatégena (ECEP): 872 TL 489, 873 TL 489, 52 GM

291.

2.1. Preparacion del in6culo.

Todas las cepas patdégenas de E. coli resistentes a Rifampicina (R+) fueron
inoculadas en CST a 37°C durante 24 h, para su desarrollo. Bajo estas condiciones
de cultivo las cepas de E. coli alcanzan una concentracion aproximada de 9 log
UFC/mL. Posteriormente, los cultivos fueron lavados dos veces en solucion salina

isoténica (SSI) a 3500 rpm/20 min. Las tres cepas de cada grupo patdgeno fueron
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mezcladas en volumenes iguales de 1 mL en un tubo de ensaye estéril; de _esta

forma se tuvo una mezclade E. coli, de ECET, otra de ECEIl y una mas de ECEP.

2.2. Inoculacion de los patégenos.

El germinado se contamin6 en dos etapas de su desarrollo: en la semilla recién

hidratada y en semilla con 24 h de hidratacion.

2.2.1. Contaminacién de la semilla.

Al término de las 4 h de hidratacion de la semilla, ésta se colocé en una
coladera estéril y se dejo drenar el exceso de agua durante 10 min, con agitacion

manual peridédica de la coladera. A partir _de cada mezcla de los_qrupos

patégenos, se prepardé una suspensiéon de 1 L con una concentracion de 10*
UFC/mL. Para cada mezcla de cada grupo patdgeno se preparé una suspension
independiente. La coladera conteniendo la semilla se sumergié, por separado, en la
suspension de cada mezcla de los grupos patégeno y se mantuvo sumergida durante
10 min. Posteriormente, se retiré la coladera de la suspension y se dejo drenar
durante 10 min el exceso de agua contenida en la semilla, agitando suavemente la
coladera de forma manual. Finalmente, el germinado fue depositado en charolas de

de plastico como se describié anteriormente para continuar la germinacion.

2.2.2 Contaminacion al brotar el tallo.

La semilla con 24 h de germinacion presentd un brote (plantula) con
aproximadamente 0.5 cm de longitud del tallo. La coladera conteniendo esta semilla

se sumergié también completamente en la suspension de las mezclas de cada grupo
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patogeno de E. coli durante 15 min. Posteriormente, se retir6 la coladera de la
suspension y se dejé drenar el exceso de agua durante 10 min, agitando suavemente
la coladera de forma manual. Finalmente, el germinado fue depositado en charolas de

plastico como se describié anteriormente.

2.3. Muestreo v recuento de los grupos patdégenos de E. coli.

Al inicio del estudios y posteriormente cada 24 h, se tomaron al azar y de
manera independiente tres porciones de 10 g de semilla 6 germinado y se colocaron
en diluyente de peptona (DP); el andlisis de los microorganismos se realizé por medio
de la técnica de vertido en placa utilizando AST con 100 mg/L de Rifampicina e
incubando las cajas inoculadas durante 24-48 h /35°C.

En estudios preliminares, se encontr6 que 100 mg/L de Rifampicina eran
suficientes para inhibir el 99.99999 % de la microflora nativa del germinado de alfalfa

tanto comercial como preparado en el laboratorio. Las cajas se incubaron a 35°C/24h.

Estudio 3. Sobrevivencia de grupos patdégenos en germinado de alfalfa
almacenado en refrigeracion.

Germinado con 7 dias de desarrollo (6-8 cm de longitud del tallo) que habia
sido contaminado desde la semilla con los grupos patogenos de E. coli como se
describié en 2.2.1, se almacené en refrigeracion (3-7°C) durante 30 dias en charolas

de plastico cubiertas con una pelicula de polietileno.
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3.1. Muestreo vy recuento.

Antes (0 dias), durante (10 dias) y al finalizar la refrigeracion (dias 30), se efectuo el
conteo de los grupos patégenos de E. coli de la misma forma como se describié en

2.3.

Estudio 4. Evaluacion de la eficiencia de desinfectantes quimicos en la
desinfeccion del germinado de alfalfa.

Se efectud un estudio para conocer el efecto del hipoclorito de sodio, yodo y
plata coloidal en la reduccion de los niveles de grupos patdgenos de E. coli presentes
en germinado de alfalfa. Los tratamientos consistieron en poner en contacto el
germinado contaminado con los desinfectantes bajo estudio a tiempos vy
concentraciones diferentes. Para el hipoclorito y yodo los se emplearon: 50 y 200
ppm con 3 y 10 min de contacto. Para el caso de la plata coloidal se evaluaron dos
concentraciones 1 y 4 ppm también a 3 y 10 min de contacto; se calculé que la
concentracion final que recomiendan los fabricantes del desinfectante comercial a

base de plata coloidal es de 1 ppm.

4.1. Preparacion de los germicidas.

Las soluciones de hipoclorito se prepararon a partir de hipoclorito comercial
concentrado diluyendo con agua destilada estéril. Las soluciones de Yodo se
prepararon a partir de yodo grado reactivo. La concentraciéon de cloro y yodo libre se
determiné por el método yodométrico (APHA, 1980; Richardson, 1985). Para calcular
la concentracion de plata, nos basamos en el procedimiento que se recomienda en la

etiqueta de la suspension comercial; en esta se recomienda adicionar 5 gotas de la
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suspension comercial de plata coloidal por litro de agua, en esta solucion se introduce
la verdura a desinfectar. En el laboratorio determinamos el volumen en mL que
representan estas 5 gotas en promedio y se cuantifico la concentracién de palta
coloidal en ese volumen (1mg/mL). Finalmente se calculo la concentracion de plata
coloidal que se alcanzaba al adicionar 5 gotas de la solucién comercial en 1L de agua

destilada.

4.2. Fuente del germinado de alfalfa.

En el estudio se empled germinado contaminado con los grupos patdgenos de
E. coli, este germinado fue contaminado desde la semilla como se describi6é en 2.2.1.
Se emple6 germinado de tamafio comercial (aproximadamente 6-8 cm de longitud del

tallo).

4.3. Efecto de los germicidas.

Por triplicado, los 10 g de germinado contaminado se colocaron en una
coladera estéril y por separado sumergio en las soluciones de los germicidas durante
3 6 10 min. Para cada porcion de germinado, se utilizé una solucion del germicida
recién preparada y valorada. El recuento de los microorganismos se efectudé antes y
después de cada tratamiento. Luego de las exposicion a los germicidas, el germinado
se depositdé en bolsas de plastico que contenian 90 mL de diluyente de peptona
estéril adicionado de tiosulfato sodio al 0.1%. La mezcla se homogeneizé en
Stomacher durante 2 min a velocidad de 200 rpm. El conteo de los microorganismos

se efectud de la misma forma como se describié en 2.3.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

En general, la simple presencia de un microorganismo patégeno en un
alimento es razon suficiente para rechazarlo (Fernandez, 2000). La razén es que
algunos como Shigella tienen dosis infectante muy baja. Cualquier factor que
favorezca la multiplicacion de los microorganismos en el alimento incrementa el
riesgo. En otras palabras, un alimento es mas o menos peligroso dependiendo del
tipo de microorganismo patdgeno que contenga y de las facilidades que presente
para su eventual desarrollo. Existen diferentes estudios que muestran la capacidad
que tienen diferentes microorganismos patdogenos para multiplicarse en los
germinados de semillas (Pelczar, 1983; Fernandez 1997); sin embargo, el
comportamiento de los grupos patdgenos de E. coli diferentes a E. coli O157:H7, no
se ha investigado.

Para evaluar el comportamiento de los tres grupos patégenos de E. coli se
emplearon cepas resistentes al antibidtico Rifampicina (Castro-Rosas & Fernandez,
2000). El recurso de emplear cepas resistentes a un antibiotico para monitorear su
comportamiento en diversos materiales es muy utilizado para abatir la interferencia de
la flora asociada (Castro-Rosas & Fernandez, 2000).

El comportamiento de los grupos patdgenos de E. coli se evalué en tres
etapas diferentes del germinado de alfalfa: a) a partir de semilla contaminada
inmediatamente después de su hidratacion; b) a partir de semilla contaminada
después de 24 h de ser hidratada y c) en germinado de tamafio comercial

almacenado en temperatura de refrigeracion.
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5.1. Comportamiento de organismo coliformes y bacterias mesofilas aerobias
nativas.

Previo a los estudios con los grupos patégenos de E. coli, se investigo el
comportamiento de las bacterias mesoéfilas aerobias (BMA) y organismos coliformes
(OC) nativos de la semilla, en las dos etapas de germinacion y hasta que el
germinado alcanzé el tamafio deseado, esto con el fin de observar el comportamiento
de las BMA y OC nativos Y la interferencia que puedan llegar a tener en el desarrollo
de los patogenos.

Ambos grupos microbianos se multiplicaron considerablemente durante la
germinacion de la semilla de alfalfa hidrata 4h. Las BMA mostraron mayor
concentracion que los OC; partiendo de un inoculo relativamente bajo, en sélo 24 h
alcanzaron valores promedios de 1.4x10° y 4.6x10° UFC/g de BMA y OC,
respectivamente. Este germinado alcanz6 un tamafio semejante al del comercio al
cuarto dia de crecimiento; la concentracion promedio de BMA y OC que presento el
germinado en ese momento fue de 1.7x10° y 1x10® UFC/g respectivamente (Grafica
1). En el caso de la hidratacion de 24h las BMA y los OC presentaron una
concentracion inicial de 1.2x10° y 9.9x10” UFC/g respectivamente y la concentracion
final promedio fue de 5.5x10° y 1.7x10° UFC/g presentando también en este caso
mayor concentracion las BMA que los OC (Gréfica 2).

Es notable la capacidad del germinado de alfalfa para favorecer el desarrollo
microbiano. Prokopowich & Blank (1991) también observaron activa multiplicacion de
las BMA y OC durante las primeras horas de germinacion de diversas semillas. Este
comportamiento es muy importante ya que si bien es cierto que los OC no se

reconocen
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Grafica 1. Compaortamienta de BMA y OC nativas en germinado de alfalfa hidratado 4 haras.
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Grafica 2. Comportamienta de BMA v OC nativas en germinado de alfalfa con 24h de hitracian.
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Como indicadores de la presencia de enteropatégenos en los alimentos, su
comportamiento se aproxima mucho al de ellos. Por tanto, es muy probable que los

enteropatdégenos se multipliquen en el germinado.

5.2. Comportamiento de Escherichia coli enteropatégena, enterinvasiva vy
enterotoxigenica.

Con estos antecedentes, se procedi6 a contaminar la semilla de alfalfa
(previamente lavada y desinfectada) con 4h de hidratacién con los grupos patogenos
de E. coli. En términos generales, al cabo de 24 h de crecimiento de la plantula,
los tres grupos patdgenos se multiplicaron y aumentaron considerablemente su
concentracién pasando de un promedio de 56 UFC/g en semilla a 3.6 x 10’ UFC/g en
germinado (Grafica 3). A partir de entonces, la concentracion de los tres grupos
patégenos de E. coli en el germinado se conservd practicamente constante al menos
hasta el cuarto dia que dur¢ el estudio. Como se observa, el comportamiento de los tres
grupos patogenos a lo largo del crecimiento del germinado es muy similar.

Como se pudo observar, el germinado de alfalfa resultd un sustrato que favorece
el desarrollo de los tres grupos patégenos de E. coli; la concentracion final de los
patdgenos en el germinado de tamafio comercial constituye un riesgo severo para los
consumidores. Los resultados indican que si la semilla se encuentra contaminada con
estas bacterias patdégenas o llegan a ella al inicio de la germinacion, las bacterias
patégenas encuentran un medio favorable para su multiplicacion; es muy probable que
en tan solo 24 h de crecimiento del germinado y partiendo aun con cifras muy discretas

del patégeno, se alcancen niveles de 10’ UFC de patégeno/g de germinado.
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Grafica 3. Compaortamietno de tres grupos patdgenos de E. coli en germinado de alfalfa incolandolos
inmediatamente después de 4 haras.
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Es importante subrayar que en la Gréfica 3 los valores que se reportan son por
gramo de germinado; si consideramos que una persona consumiera minimo 50 g de un
germinado contaminado con algun grupo patdgeno de E. coli, en donde el patdogeno se
hubiera multiplicado durante la germinacion de la semilla tal como en nuestro estudio, la
concentracion promedio del patdgeno que estaria ingiriendo seria de entre 990, 000,000
a 2200, 000,000 UFC. Como se puede observar es una cifra muy alta y con mayor
probabilidad de provocar enfermedad.

Un comportamiento similar al que exhibieron los grupos patdgenos de E. coli en
el germinado de alfalfa durante su crecimiento, ha sido reportado en la literatura.
Andrews et al., (1982) describen un desarrollo muy activo de 2 serotipos de Salmonella
(Eimsbuettel y Poona) en este producto. Asimismo, S stanley y S. enteritidis incrementan
su numero durante las primeras horas de desarrollo de germinado de alfalfa (Andrew et
al., 1982; Geiges et al., 1990). Bacillus cereus lo incrementa en aproximadamente 4 log
durante las primeras horas de germinacion (Harmon et al., 1987), al igual que Klebsiella
pneumoniae (Park & Sanders, 1992; Patterson & Woodburn, 1890). Por el contrario
Geiges et al., (1990) reportan nulo crecimiento de L. monocytogenes durante el
almacenamiento de germinado de soya a 4y 22° (62). Carlin & Peck (1996) encontraron
también que C. botulinum (tipo B,E y F) no se multiplica en germinado de soya. De igual
forma Aytac & Goris (1994) observaron nulo desarrollo A. hydrophila y L. monocytogenes
en germinado de alfalfa empacado en atmdsfera modificada y mantenido en refrigeracion
durante 7 dias. También Geisges et al., (1990) reportan nulo desarrollo de S. enteritidis
durante el almacenamiento de germinado de soya, pero no durante la germinacion de la

semilla en donde el microorganismo se multiplica activamente. Finalmente, observaron
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un comportamiento de V. cholerae, S. typhi y E. coli 0157:H7 en germinado de alfalfa
muy semejante al que observamos con los tres grupos patdgenos de E. coli en
germinado de alfalfa (Castro-Rosas & Fernandez, 2000).

Como se pudo observar en este estudio, durante las primeras horas de la
germinacion de la semilla los grupos patégenos de E. coli se multiplicaron a la par de las
BMA, no asi después de este tiempo. Este comportamiento podria deberse a que el
patdégeno llegd a un maximo de desarrollo (por agotamiento de nutrientes o saturacion de
espacio) o bien por efecto inhibitorio de la flora asociada. Es sabido que en un alimento
con elevada concentracion de microorganismos nativos es dificil que otros como los
microorganismos patdégenos para el hombre se multipliquen debido a que este no es su
habitat natural.

Este antecedente nos llevo a cuestionar si los grupos patdgenos de E. coli eran
capaces de multiplicarse cuando las BMA nativas se encontraran en niveles cercanos o
superiores a 10° (cifras que se presentan al rededor de las 24 h de crecimiento del
germinado). Conocer el comportamiento que tendran los grupos patdgenos en
germinado en el cual ya se han desarrollado previamente los microorganismos nativos
es interesante ya que nos permite simular una posible contaminacion del germinado, con
algun grupo patégeno de E. coli, después de las primeras 24 h de germinacién de la
semilla. Este estudio se justifica ademas ya que durante su desarrollo y comercializacién
el germinado esta expuesto a diversas fuentes de contaminacion como por ejemplo el
agua de irrigacion, el humano, la fauna, entre otras.

Cuando se contaminé el germinado de alfalfa de 24 h de crecimiento

(aproximadamente 0.5 cm de longitud del tallo) con los grupos patégenos de E. coli, sélo
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se observd un ligero desarrollo con E. coli enteropatdbgena enteroinvasiva y
enterotoxigénica (Grafica 4). Dos explicaciones pueden proponerse para este
comportamiento: el efecto antagonico referido, y la sintesis de sustancias
antimicrobianas por parte de la plantula tales como las fitoalexinas, que son compuestos
de bajo peso molecular sintetizados en respuesta a una infeccion microbiana o por
condiciones de estrés (Amin et al., 1988; Beuchat & Brackett, 1990; Beuchat & Brackett,
1994; Beuchat & Goleen, 1989; Subba et al., 1967). Quiza estas sustancias se formen o
incrementen su concentracion después de las primeras 48 hrs. de crecimiento de la
plantula. Es muy probable la ocurrencia simultdnea de ambos efectos en el germinado.
Hasta el momento los estudios muestran la necesidad de utilizar semilla de alfalfa
libre de microorganismos patdégenos para la produccion del germinado, ya que como se
observé los microorganismos patdégenos entran facilmente en actividad pudiendo
alcanzar niveles muy elevados desde las primeras horas de la germinacién. En reportes
recientes, se manifiesta el interés en evaluar métodos de desinfeccion a base de agentes
fisicos y quimicos que permitan disponer de semilla libre de microorganismos patégenos

(Beuchat, 1997; Jaquette et al., 1996; Okuda et al., 1994; Piernas & Guirand, 1997).

5.3. Comportamiento de E. coli enteropatdégena, enteroinvasiva y enterotoxigenica
en germinado mantenido en refrigeracion.
La temperatura de almacenamiento es probablemente el factor mas importante que

afecta el crecimiento de microorganismos en vegetales minimamente procesados como:
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Grafica 4. Comportamienta de tres grupos patdgenos de E. coli inoculadas inmediatamente despues
de 24 horas de hidratacion
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Es en el caso del germinado de alfalfa. Beuchat y Brackett (1990) quienes demostraron
que el crecimiento de bacterias mesofilas aerobias disminuyd significativamente en
proporcion al decremento de la temperatura de almacenamiento. Regulaciones
francesas impusieron 8°C como maxima temperatura de almacenamiento para vegetales
minimamente procesados. El Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos recomienda
rangos de temperatura de almacenamiento de 0-5°C para ensaladas de vegetales, con
este rango de temperatura ninguno de los vegetales puede sufrir dafios organolépticos
(Garg., et al 1990). Se ha sugerido que una forma de disminuir el riesgo de salmonelosis
por consumo de germinado de alfalfa, sea mantenerlo en refrigeracion y consumirlo
dentro de los primeros 4 dias a partir del comienzo de la germinacién de la semilla (Jong
& Andesson, 1995).

Los microorganismos patdégenos mesofilos no crecen cuando el control de la
temperatura es el adecuado (4°C o menos). La temperatura minima de crecimiento para
Salmonella esta reportado de 5.2°C (ICMSF, 1996). Como en todas las bacterias, la
sobrevivencia y crecimiento de E. coli O157:H7 en los alimentos depende de la
interaccion de varios factores tales como la temperatura, pH, aw, etc. pero E. coli
sobrevive a temperaturas de refrigeracion. Es altamente tolerante a condiciones acidas,
saladas y secas especialmente a temperaturas de refrigeracion, sin embargo es
facilmente destruida por el calor (Beuchat, 1996). No obstante, si el germinado se
produce con semilla contaminada o el germinado se contamina en cualquier etapa de su
produccién, el germinado de tamafio comercial estara contaminado y la refrigeracion solo

evitara que desarrollen los microorganismos mas no los matara.
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Se observé que a partir de germinado contaminado desde la semilla con los
grupos patogenos de E. coli, los microorganismos se multiplicaron durante la
germinacion de la semilla y el germinado de tamafio comercial presentd una
concentracion elevada de estos grupos patdégenos; éste germinado se almacend en
refrigeracion y se observé que los tres grupos patégenos sobrevivieron practicamente sin
cambios en su concentracion hasta los 10 dias de almacenamiento, a partir de
entonces, la concentracion fue disminuyendo paulatinamente (Gréafica 5). Sin embargo, a
pesar de la disminucion en el nUmero de los patégenos, la concentracion remanente de
microorganismos patégenos hasta los 30 dias de almacenamiento en refrigeracion
todavia era elevada, la discreta disminucion que se presenta, no alcanza niveles de
seguridad.

Idealmente el objetivo es obtener germinado a partir de semilla libre de
microorganismos patdégeno y observar las practicas sanitarias durante la produccion y
comercializacion del germinado para evitar contaminacion. Especialmente ante bacterias
gue pueden mostrar muy baja dosis infectante; como se observa en grupos de personas
hipersensibles: nifios, ancianos, mujeres embarazadas o inmunocomprometidos.

En nuestro pais, anualmente se reportan numerosos caso de enfermedades
diarreicas por grupos patdgenos de E. coli, de hecho México es una area endémica de
estos patdgenos. Hasta el momento no se cuenta con informacién sobre la participacion
de grupos patogenos de E. coli en brotes asociados al consumo de germinados de
semillas. Es de esperar, sin embargo, que en areas endémicas de estos grupos
patégenos de E. coli, como México, estos sean vehiculos potenciales de tales grupos

patdégenos.
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Grafica 5. Comportamiento en germinado mantenido en refrigeracian de tres grupos patdgenos de E.

coli desarrolladas en germinado de alfalfa.

—s— Enteroinvasiva

—e— Enteropatogena

—— Enterotoxigenica

5 10 15 20
Tiempo (Dias)

61



Resultados y Discusiones

Es importante sefialar que aparte de los grupos patégenos de E. coli y otras
bacterias patdégenas, otros agentes patdégenos pueden llegar al germinado, por ejemplo
los parasitos o virus. Aunque incapaces de multiplicarse en él representan un riesgo de
consideracién; por ejemplo un so6lo huevecillo de Taenia solium basta para provocar
cisticercocis cerebral en un individuo (INDRE, 1991). Las fuentes de contaminacion
pueden ser variadas como por ejemplo: agua con materia fecal humana utilizada en la

irrigacion del germinado de alfalfa.

5.4. Evaluacién de los germicidas en la desinfeccion del germinado de alfalfa.

Una cierta percepcion de los riesgos asociados al consumo de verduras, lleva a la
poblacion a aplicar germicidas a las verduras crudas previ6 a su consumo. En la
literatura se reportan estudios sobre evaluaciones de algunos de estos compuestos para
abatir el contenido microbiano de las verduras crudas. Diversos autores sefalan, sin
embargo, que la eficiencia de los germicidas quimicos para desinfectar verduras crudas
es limitada (Adams et al., 1989; Garg et al.,1990; Shapiro & Holder, 1960). En un estudio
reciente se observé que el bidxido de cloro, hipoclorito de sodio, un yodéforo, y
Citricidin® (germicida comercial a base de semilla de toronja, al que se le atribuye un alto
poder bactericida), aun en concentraciones de 200 ppm, no eliminaron o disminuyeron a
un nivel seguro la concentracién de Salmonella y Vibio cholerae presentes en germinado
de alfalfa (Castro-Rosas, 1998). En nuestro caso, se efectud un estudio para conocer el
efecto del hipoclorito de sodio, yodo y plata coloidal en la reduccion de los niveles de

grupos patogenos de E. coli presentes en germinado de alfalfa.
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Los tratamientos consistieron en poner en contacto el germinado contaminado con
el desinfectante a estudiar con tiempo y concentraciones diferentes. Los tratamientos
que se utilizaron en este estudio fueron: 50 y 200 ppm con 3 y 10 min de contacto
respectivamente. Para el caso de la plata coloidal se evaluaron dos concentraciones 1y
4 ppm; segun las recomendaciones del fabricante se calculé que la concentracién final
que recomiendan es de 1 ppm.

En general se observo un limitado efecto de los desinfectantes en la reduccion de
los niveles de los grupos patdégenos de E. coli presentes en el germinado de alfalfa
(tablas 6 y 7). Incluso, aun con un tiempo de contacto de 10 min y concentraciones de
200 ppm de desinfectante se observa un pobre efecto bactericida. La maxima reduccién
se observo con la plata coloidal. Cabe sefialar que aun que con 4 veces mas de la
concentracion de plata coloidal recomendada, el efecto que se logré fue limitado. Los
germicidas probados, aunque eficientes cuando se aplican directamente en aguas
limpias, claras o con bajo contenido de materia organica, o en la desinfeccién del equipo
en las plantas procesadoras de alimentos, no exhiben niveles seguros de destruccion
bacteriana en el alimento examinado. Los resultados muestran que la desinfeccion tiene
un valor limitado para corregir el problema de la contaminacion del germinado de alfalfa.
Aun con 200 ppm de la solucién de yodo (concentracion a la cual aparece un tinte
ligeramente café en el germinado después del tratamiento), la méxima reduccion fue de
15% de la poblacion. Esta reduccion tiene escasa repercusion en términos sanitarios.
Por lo general, cuando se disefian experimentos para evaluar la eficiencia de un proceso
de desinfeccién a base de germicidas quimicos u otros agentes fisicos, se emplean

niveles de gérmenes que no suelen presentarse en condiciones naturales. De esta

63



Resultados y Discusiones

manera se puede contar con margenes de seguridad apreciables, ante una disminucion
significativa de los microorganismos indicadores. Sin embargo, en nuestro caso se utilizo
germinado de alfalfa con la concentracion que los propios patégenos alcanzaron sin
alterar el curso de su desarrollo. En estas condiciones los germicidas no fueron capaces
de reducir la concentracion de los patdgenos a niveles razonablemente seguros. En
relacién con el limitado efecto germicida sobre este producto puede especularse que el
microorganismo en el alimento se circunscribe a pequefas colonias o laminas extensas,
ya sea sobre la cuticula o en areas donde existe discontinuidad de esta (por algun dafo).

En cualquier caso, estaria dispuesto en multicapas, de tal forma que las mas
externas tendran mayor interaccion con el medio que las internas, y por tanto, estaran
menos protegidas contra factores externos como el contacto con los germicidas. En
consecuencia, los germicidas pueden estar actuando mas activamente sobre las células
gue se encuentran en las capas externas. Las células internas se encuentran en mejores
perspectivas de sobrevivir. Alternativa o complementariamente, el microorganismo puede
estar sintetizando compuestos (polimeros) 6 una especie biopelicula (Babia et al., 1996)
en el que queda embebido. Este material le permite adherirse a la superficie y
proporciona un medio de proteccion contra la accion de agentes externos. De hecho
algunos investigadores han observado que las bacterias que se adhieren a las
superficies de materiales y equipo de la industria de alimentos, se vuelven mas
resistentes a los agentes biocidas (Frank & Koffi, 1990; Quintavalla, 1990). Hay que
considerar ademas, como sefialan Adams et al.,(1989) , que ante la cuticula cerosa

(hidrofdbica) del tallo de la planta, las soluciones germicidas no entran facilmente en
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Tabla 6 y 7.- Efecto de dos concentraciones y dos tiempos de contacto en la
reduccion de niveles de E. coli desarrollada en germinado de alfalfa con tres
desinfectantes diferentes cloro, yodo y plata coloidal.

3 minutos
Cloro Yodo Plata Coloidal
Control | 3 min. Control | 3 min. Control | 3 min.
50 ppm | 200 ppm 50 ppm | 200 ppm 1 ppm |4 ppm
Invasivas | '6.30 5.94 5.63 6.17 6.08 5.94 5.96 4.95 5.17
+0.06" | 0.1 +0.1 +0.13 | 0.1 +0.09 +0.08 | +0.2 +0.04
Patégenas | 6.12 5.60 5.39 6.99 6.30 5.96 7.09 6.9 6.73
+0.08 | +0.1 +0.1 +0.55 | +0.7 +0.06 +0.08 | +0.09 [ +0.09
10 minutos
Cloro Yodo Plata Coloidal
Control 10 min. Control 10 min. Control 10 min.
50 ppm | 200 ppm 50 ppm | 200 ppm 1 ppm | 4 ppm
Invasivas '6.30 5.85 5.69 6.17 6.09 6.14 5.96 4.8 5.62
+0.06° | 0.2 +0.03 +0.13 +0.2 +0.1 +0.08 | +0.07 | +0.03
Patogenas | 6.12 5.54 5.27 6.99 5.53 5.93 7.09 5.82 5.81
+0.08 +0.1 +0.09 +0.55 +0.8 +0.09 +0.08 | +0.09 +0.05

* Promedio (log)
** Desviacion estandar +
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Contacto con la superficie, y la interaccion con los microorganismos se ve restringida
(Adams et al.,1989). La inactivacion de los germicidas al contacto con la materia
organica, tiene un significado menor en este alimento. Es evidente que el uso de
germicidas (al menos a las concentraciones ensayadas) para corregir la

contaminacion de este producto con bacterias patdgenas puede no ser suficiente.
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VI. CONCLUSIONES

Los tres grupos patégenos de E. coli se multiplicaron durante las 24 hrs. de
germinacion de la semilla contaminado inmediatamente después de la hidratacion.
Sin embargo al contaminar después de las 24 hrs. no se observo multiplicacion de
los grupos patégenos.

La concentracidon alcanzada por los tres grupos patégenos de E. coli fue menor 6
igual a la dosis minima infectante cuando el germinado se contaminé en la semilla
con 4h de hidratacion.

Los tres grupos patdgenos sobrevivieron durante 10 dias a temperatura de
refrigeracion posteriormente la concentracion disminuyé solo 3 log. La
concentracion final fue en promedio de 5 log.

La maxima reduccion que se observo fue de 1-2 log con plata coloidal. Aunque
fue utilizando 4 veces mas la concentracion recomendada.

Los desinfectantes no redujeron la concentraciéon de los patégenos a niveles

razonablemente seguros en el germinado de alfalfa. Reduccion de 5 log al menos.
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