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ABSTRACT

RESUMEN

Mexico has an extensive infrastructure that
has positioned it as a power vegetable producer expor-
ter. However, the use of wastewater represents a po-
tential risk to agriculture, economy and human health,
since they are used without due precautions as applied
in crop irrigation. In this sense, potential methods for
diagnosis have been developed, such as microbiological
and molecular methods, which are used for the rapid de-
tection of Samonella and E. coli in minimally processed
vegetables. Further studies are needed to determine a
threshold dose of pathogens in the water and to correla-
te the risk that tends to cause pollution of a crop and the
specified edible parts of the vegetables marketed in the
interior and outside of Mexico.
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México cuenta con una amplia infraestruc-
tura que lo ha posicionado como una potencia produc-
tora y exportadora de hortalizas. No obstante, el uso de
aguas residuales representa un riesgo potencial para
la agricultura, economia y salud humana, ya que son
empleadas sin tomar las debidas precauciones en su
aplicacion en el riego de hortalizas. En este sentido se
han desarrollado métodos potenciales de diagnostico,
como métodos microbioldgicos y moleculares, que son
usados para la rapida deteccion de Salmonella y Es-
cherichia coli en hortalizas minimamente procesadas.
Futuros estudios son necesarios para la determina-
cion de un umbral de concentracion de patégenos en el
agua, para poder correlacionarlo con el riesgo de con-
taminacion de las partes comestibles de las hortalizas
que se comercializan en el interior y exterior de México.
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Introduction

The distribution of pluvial precipitation in the
Mexican territory is irregular since in 42 % of it, specifi-
cally in the north zone, annual pluvial precipitation is less
than 500 mm, and in some cases, such as in the zones
near the River Colorado, there are precipitations of less
than 50 mm. Nevertheless, even when there is not a high
amount of hydraulic resource in the North and Northeast
zones of the country (which have less than the third
part of water), these are the ones where cities of great
agricultural and industrial activities are found (Tortaja-
da, 1998). In this sense, before the growing fresh water
scarcity in the Northeast and North states of the coun-
try, which are characterized for their arid and semiarid
climates, inferior quality water use has been employed
for the agricultural sector and complementary activities. It
represents a potential risk for agriculture and human, due
to the fact the use of contaminated water causes 80 % of
gastrointestinal diseases and death in developing coun-
tries (Donovan et al., 2008).

Employment of water in the production of veg-
etables

Fresh fruit and vegetable consumption is widely
recognized as one of the main factors that might contri-
bute to the presence of microorganisms that cause di-
seases in human beings (Scallan et al., 2011). Among
the factors that might contribute to contamination in fruits
and vegetables we can mention: a) the use of organic
amendments to improve the physical-chemical charac-
teristics of the soil; b) fauna present around the site of
production; c¢) water used for the irrigation or washing
of products (Pachepsky et al., 2011). In this sense, from
the above mentioned factors, water is considered as an
important source of contamination in the field and in the
post-harvest process of fruit and vegetable products, due
to the presence of pathogenic microorganisms that affect
the microbial quality of the water used in the irrigation of
vegetables (Scheierling et al., 2011).

The understanding of the transportation mechanisms of
pathogenic microorganisms through irrigation water and the
transference of fresh products during the production is of
particular importance. Water quality standards have been
established based mainly in indicating microorganisms
such as the identification of total coliforms, Escherichia coli,
streptococcus and enterococcus, which are indicators of re-
cent fecal contamination (Bougeard et al., 2011).

Introduccién

La distribucion de las precipitaciones pluviales
en el territorio mexicano es irregular ya que en 42 % del
territorio, principalmente en la zona norte, la precipitacion
pluvial media anual es menor a 500 mm, y en algunos ca-
sos como en las zonas préximas al rio Colorado, se tienen
precipitaciones menores a 50 mm. No obstante, aun cuan-
do no existe una alta cantidad del recurso hidrico en las
zonas Norte y Noroeste del pais (cuentan con menos de
la tercera parte de agua) son estas donde se encuentran
las ciudades con una gran actividad agricola e industrial
(Tortajada, 1998). En este sentido, ante la creciente esca-
sez de agua dulce en los estados del Noroeste y Norte del
pais que se caracterizan por un clima arido y semiarido,
ha ocasionado el empleo de agua de calidad inferior para
el sector agricola y actividades complementarias. Lo cual,
representa un riesgo potencial para la agricultura y salud
humana. Debido a que el uso de agua contaminada es cau-
sante del 80 % de enfermedades gastrointestinales y muer-
te en paises en vias de desarrollo (Donovan et al., 2008).

Empleo del agua en la produccién de hortalizas

El consumo de frutas y vegetales frescos es am-
pliamente reconocido como unos de los principales fac-
tores que pueden contribuir a la presencia de microorga-
nismos causantes de enfermedades en humanos (Scallan
et al., 2011). Entre los factores que pueden contribuir a la
contaminacion de los productos hortofruticolas se pueden
mencionar: a) el uso de enmiendas organicas para mejo-
rar las caracteristicas fisicoquimicas del suelo; b) fauna
presente alrededor del sitio de produccion; c) el agua em-
pleada para el riego o lavado de los productos (Pachepsky
et al., 2011). En este sentido, de los factores antes men-
cionados, el agua es considerada como una importante
fuente de contaminacion en el campo y en el proceso de
poscosecha de los productos hortofruticolas, debido a la
presencia de microorganismos patdégenos que afectan la
calidad microbiana del agua usada en el riego de las horta-
lizas (Scheierling et al., 2011).

La comprension de los mecanismos de transporte de los mi-
croorganismos patdgenos, a través del agua de riego y la trans-
ferencia a los productos frescos durante la produccién es de
particular importancia. Para esto se han establecido estandares
de calidad del agua basandose principalmente en microorga-
nismos indicadores como la identificacion de coliformes totales,
Escherichia coli, estreptococos y enterococos que son indica-
dores de contaminacion fecal reciente (Bougeard et al., 2011).
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Some studies have suggested that through irrigation
water, microorganisms such as enteric Salmonella and E.
coli can reach the radicular system, where they can be
transported to the edible parts of the plants (Solomon et
al., 2002; Bernstein et al., 2007). The latter is a limitation
to achieve efficient washing, disinfecting, fresh packaging
and processing of the products for consumption.

On the other hand, it is difficult to establish the point and
non-point sources of water pollution, since it can be sin-
ce it can be due to the presence of manure, stormwater
runoffs and wild fauna, which can cause outbreaks of hu-
man diseases (Droppo et al., 2009; Gorski et al., 2011).
Therefore, the previous treatment and analysis of the
irrigation water as a habitual practice might contribute to
identifying and controlling the presence of pathogenic mi-
croorganisms in vegetables (Erickson et al., 2012).

Main microorganisms of sanitary importance in
irrigation water

Currently, it is accepted that the consumption
of fruits and vegetables is a risk factor to contract in-
fections caused by microorganisms such as Salmonella
and Escherichea coli (Heaton and Jones, 2007). Salmo-
nella is considered an enteric pathogen with distribution
all over the world, and it possesses a high number of
serovars characterized by their distribution and specifi-
city with the host.

In contrast, E. coli is considered an enteric pathogenic
bacteria of great importance just as the Salmonella, it is
an enteric disease transmitter in the human being, where
the serovar E. coli O157:H7 is considered the main sou-
rce of hemorrhagic diarrheas and hemolytic uremic syn-
drome, affecting humans of different age ranges (Kaper et
al., 2004). Wastewater discharges and rain are the main
causes of transmission of this enteric microorganisms to
vegetables (Erickson et al., 2012).

Salmonella and Escherichia coli in the produc-
tion of vegetable in Mexico

In different parts of Mexico, the production of vege-
tables for fresh consumption is irrigated with non-treated
or residual water. This implies that microorganisms such
as Salmonella and Escherichia coli can be present in a
wide spectrum of fresh products such as tomato, serrano
chili, melon, lettuce and mangoes, just to mention some
(Sivapalasingam et al., 2003; Berger et al., 2010). Recent
studies show the presence of this pathogens in diverse

Bro-

Algunos estudios han sugerido que a través del a través
del agua de riego, microorganismos como Salmonella en-
téricay E. coli pueden llegar al sistema radicular en donde
pueden ser transportados a las partes comestibles de las
plantas (Solomon et al., 2002; Bernstein et al., 2007). Lo
anterior es una limitante para lograr procesos eficientes
de lavado, desinfeccién, envasado y procesamiento en
fresco de los productos para su consumo.

Por otra parte, es dificil establecer las fuentes puntuales y
no puntuales de contaminacion del agua, ya que ésta se
puede deber a la presencia de estiércol, escorrentias de
agua y fauna silvestre, lo que puede ocasionar brotes de
enfermedades en humanos (Droppo et al., 2009; Gorski et
al., 2011). Por lo que el tratamiento y analisis previo del
agua de riego como una practica habitual podrian contribuir
a identificar y control de la presencia de microorganismos
patogenos en las hortalizas (Erickson et al., 2012).

Principales microorganismos de importancia
sanitaria en el agua de riego

Actualmente, es aceptado que el consumo de
frutas y hortalizas es un factor de riesgo para contraer
infecciones causadas por microorganismos como Sal-
monella y Escherichea coli (Heaton y Jones, 2007). La
Salmonella es considerada un patégeno entérico con
distribucion en todo el mundo y que tiene un amplio nu-
mero de serovares caracterizados por su distribucion y
especificidad con el hospedero.

Por otro lado, E. coli es considerada como una bacteria entéri-
ca patégena de gran importancia que, al igual que Salmonella,
es causante de enfermedades entéricas en el ser humano. En
donde el serovar E. coliO157:H7 es considerado como el prin-
cipal causante de diarreas hemorragicas y sindrome hemolico
urico afectando a humanos de diferentes edades (Kaper et al.,
2004). Siendo las descargas de aguas residuales vy lluvia, las
principales causas de transmision de estos microorganismos
entéricos a las hortalizas (Erickson et al., 2012).

Salmonella 'y Escherichia coli en la produccion
de hortalizas en México

En diversas partes de México, la produccion de
hortalizas para su consumo en fresco es irrigada con agua
no tratada o residual. Lo anterior implica que microorganis-
mos como Salmonella y Escherichia coli pueden presen-
tarse en un amplio espectro de productos frescos como
tomate, chiles serranos, meldn, lechugas y mango, por
citar algunos (Sivapalasingam et al., 2003; Berger et al.,
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companies that export fruits and vegetables (eg., canta-
loupe melon and chili), in Sonora, Sinaloa and Colima
(Mexico), being irrigation water the main source of con-
tamination (Castillo et al., 2004; Gallegos-Robles et al.,
2008). This indicates the high sanitary risk that the use
of irrigation water represents in the different states of the
country that export fresh products to the United States of
America. On the other hand, studies made by Morales-
Hernandez et al., (2009) to different units of production
of Cantaloupe melon (Cucumis melo L.) in the State of
Guerrero, Mexico, found the presence of Salmonella in
fruits irrigated with filtered but not chloride river water
and handled by workers with few hygiene measures. Si-
milar results were found by Rosas et al., (1984) and Gar-
cia- Gémez et al., (2002), who independently report the
bacteriological risk due to the presence of total and fecal
coliforms, feces and Salmonella typhi in water used for
vegetable irrigation such as lettuce, spinach and corian-
der grown in the Xochimilco zone, Mexico.

In recent studies made by Castro-Rosas et al., (2012),
in salads prepared with vegetables produced in the Va-
lle del Mezquital (Hidalgo), they found the presence of
parotypes of E. coli. of sanitary importance. Similar re-
sults were obtained by Lugo-Jiménez et al., (2010) in
the growth of chili habanero in two production systems
(soil and hydroponic), where the presence of total and
fecal coliforms in both production systems was the re-
sult of the inadequate application of the Good Agricultu-
ral Practices (GAP).

Rapid identification of Salmonella and Esch-
erichia coli in vegetable products in Mexico

The presence of microorganisms in irrigation
water increases the possibility of these to penetrate the
interior of the edible parts of vegetables, representing an
important risk since they can be found in the superior
tissues of plants (Erickson et al., 2012). This has motiva-
ted the necessity of having microbiological, biochemical,
molecular, electrochemical and biophysical methods that
would allow identification of the pathogens in short time
and with great certainty during the production and packa-
ging processes (Mandal et al., 2011). In this sense, in re-
cent years, a wide range of potential diagnostic methods
that could favor the rapid detection of Salmonella and E.
coli in a number of aliments have been developed.

2010). Estudios recientes muestran la presencia de estos
patégenos en diversas empresas exportadoras de frutas y
hortalizas (eg., melén cantaloupe y chile), en Sonora, Sina-
loa y Colima (México), siendo el agua de riego la principal
fuente de contaminacion (Castillo et al., 2004; Gallegos-
Robles et al., 2008). Esto indica el alto riesgo sanitario que
representa el uso de agua de riego en los diferentes estados
del pais que exportan los productos en fresco a los Estados
Unidos de Norteamérica. Por otra parte, estudios realizados
por Morales-Hernandez et al., (2009) a diferentes unidades
de produccién de melon Cantaloupe (Cucumis melo L.), en
el estado de Guerrero, México, encontraron la presencia de
Salmonella en frutos irrigados con agua de rio filtrada pero
no clorada y manejados por trabajadores con poca higie-
ne. Similares, resultados fueron obtenidos por Rosas et al.,
(1984) y Garcia- Gémez et al., (2002), que de manera inde-
pendiente reportan el riesgo bacteriolégico por la presencia
de coliformes totales, fecales y Salmonella typhi, en el agua
empleada en el riego de hortalizas como lechuga, espinaca
y cilantro cultivados en la zona de Xochimilco, México.

En estudios recientes realizados por Castro-Rosas et al.,
(2012), en ensaladas elaboradas con vegetales producidos
en el valle del Mezquital (Hidalgo), encontraron la presencia
de parotipos de E. coli. de importancia sanitaria. Similares
resultados fueron obtenidos por Lugo-Jiménez et al., (2010)
en el cultivo de chile habanero en dos sistemas de produc-
cién (suelo e hidroponico), en donde la presencia de colifor-
mes totales y fecales en los dos sistemas de produccion fue
resultado de la inadecuada aplicacién de las Buenas Practi-
cas Agricolas (BPA).

Identificacion rapida de Salmonella'y Escherich-
ia coli en productos hortofruticolas en México

La presencia de microorganismos en el agua
de riego incrementa la posibilidad de que estos pene-
tren al interior de las partes comestibles de las horta-
lizas, representando un riesgo importante ya que pue-
de encontrarse en los tejidos superiores de las plantas
(Erickson et al., 2012). Esto ha motivado la necesidad
de tener métodos microbioldgicos, bioquimicos, mole-
culares, electroquimicos y biofisicos que permitan la
identificacion de los patdgenos en corto tiempo y con
gran certeza durante el proceso de produccion y alma-
cenamiento (Mandal et al., 2011). En este sentido, en
afios recientes, se han desarrollado una amplia gama
de métodos potenciales de diagnéstico que podrian fa-
vorecer la rapida deteccion de Salmonella 'y E. coli en
una diversidad de alimentos. Estos métodos involucran
aspectos innovadores como el uso de la técnica de infrarro-
jo termal, el cual se basa en el uso de imagenes térmicas para
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These methods involve innovative aspects such as the use
of the thermal infrared technique, which is based in the use
of thermal images for the identification of microorga-
nisms (Vadavambal et al., 2011). This technique allows
the identification of E.coli colonies in contaminated sur-
faces in less time than identification techniques in se-
lective culture media and biochemical tests (Hahn et al.,
2006). Nevertheless, its application to vegetables and
other types of food is in experimental phase (Hernan-
dez-Eugenio et al., 2007).

The use of techniques based in vibrational spectros-
copy, as the Fourier-transform infrared spectroscopy
(FT-IR), has proven to be a rapid tool, non-destructive
and that allows rapid identification of bacteria (Gupta et
al., 2005). However, in Mexico, the application of this
technique in the determination of pathogenic bacteria
in food is not widely known. Even though, it has been
successfully applied for the identification of the parasite
Trichinella spiralis in pork, contributing to a quick diag-
nosis of contamination in the meat of animals (Gomez
de Anda et al., 2012).

In contrast to the previous techniques, conventional te-
chniques in combination with molecular and immunolo-
gical tests are the ones widely distributed in the analysis
of food and water in Mexico (Morales-Hernandez et al.,
2009). This is due to the fact that the combination of
both techniques allows to have higher specificity in less
time in most of the cases, compared with the traditio-
nal techniques (Mandal et al., 2011). Hence, the use
of the combination of molecular and microbiological te-
chniques has the potential to save time and effort in
the laboratory. Finally, there is a wide infrastructure in
Mexico, mainly in the Northeast and center zones (Ba-
jio), that has positioned the country as a producing and
exporting world power of vegetables (Macias, 2010).

Conclusions

Further investigations are required in order to
confirm the existence of the correlation between indicator
microorganisms of fecal contamination and the presence of
pathogenic bacteria in the water used in agricultural fields.
Investigations need to be made in the validation of the mo-
lecular tools for the determination of a threshold of patho-
gen doses in the water and its presence in the edible parts
of vegetables that are commercialized in Mexico.

Bro-

la identificacion de microorganismos (Vadavambal et al., 2011).
Esta técnica permite la identificacion de colonias de E.coli en
superficies contaminadas en menor tiempo que las téc-
nicas de identificaciéon en medios de cultivo selectivo y
pruebas bioquimicas (Hahn et al., 2006). No obstante, su
aplicacion a hortalizas y otros tipos de alimentos esta en
fase experimental (Hernandez-Eugenio et al., 2007).

El uso de técnicas basadas en espectroscopia vibracio-
nal, como la espectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier (FT-IR) ha demostrado ser una herramienta
rapida, no destructiva y que permite la rapida identifica-
cion de bacterias (Gupta et al., 2005). Sin embargo, en
México, la aplicacion de esta técnica en la determinacion
de bacterias patdgenas en alimentos no es muy difundida.
No obstante, se ha aplicado con éxito para la identificacion
del parasito Trichinella spiralis en carne de cerdos, contri-
buyendo a un diagnostico rapido de la contaminacién en
la carne de los animales (Gomez de Anda et al., 2012).

En contraste a las técnicas antes mencionas, las técnicas
convencionales en combinacién con las pruebas molecu-
lares e inmunoldgicas son las que se encuentran mas
ampliamente difundidas en el analisis de los alimentos y
agua en México (Morales-Hernandez et al., 2009). Esto
debido a que la combinacion de ambas técnicas permite
obtener mayor especificidad en menor tiempo en la ma-
yoria de los casos, en comparacion con las metodologias
tradicionalestradicionales (Mandal et al., 2011). De tal for-
ma que el uso de la combinacion de técnicas molecula-
res y microbioldgicas tiene el potencial de ahorrar tiempo
y esfuerzo en el laboratorio. Finalmente, en México se
cuenta con una amplia infraestructura principalmente en
la zona Noroeste y del centro (zona del Bajio) que ha
posicionado al pais como una potencia productora y ex-
portadora de hortalizas (Macias, 2010).

Conclusiones

Se requieren investigaciones que confirmen
la existencia de una correlacion entre los microorganis-
mos indicadores de contaminacioén fecal y la presencia
de bacterias patdgenas en el agua utilizada en cam-
pos agricolas. Se deben realizar investigaciones en la
validacioén de las herramientas moleculares para la de-
terminacion de un umbral de dosis de patégenos en el
agua y su presencia en las partes comestibles de las
hortalizas que se comercializan en México.
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