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Introduccion

El agua destinada al uso agricola puede constituir una fuente de patdégenos asociados a la generacion de
casos Yy brotes de enfermedades por el consumo de productos frescos, |0 que puede generar riesgos a la
salud del consumidor [1, 2]. Una de las fuentes de agua con mayor aprovechamiento en la produccion de
frutas y horatlizas frescas (F&H) es el agua subterranea, debido a que es la que tiene menor probabilidad
de presentar contaminacion [3]. Sin embargo, las aguas subterraneas pueden contaminarse por la
infiltraciéon de contaminantes aportados por diversas fuentes asociadas al crecimiento poblacional y
antropogénico, como vertederos de drenaje urbano, residuos provenientes de industrias, actividades
agropecuarias, fosas sépticas, entre otras [4]; por otra parte, una mala estructura y falta de mantenimiento
de la bomba extractora de agua, podria facilitar una contaminacién al interior del pozo.

Jalisco es uno de los principales productores de berries a nivel nacional; gran parte de su produccién se
exporta a los Estados Unidos de América (EUA) para lo cual, los productores deben cumplir con el marco
regulatorio nacional (SENASICA-COFEPRIS)y con los lineamientos del Reglamento de Productos Agricolas
Frescos (PSR, por sus siglas en inglés), de la Ley de Modernizacion de la Inocuidad de los Alimentos, la
cual establece criterios de calidad microbiana para el agua agricola utilizando E. coli como indicador de
contaminacion fecal [3].

Un aspecto fundamental en las reglamentaciones nacionales e internacionales que norman la produccién
de F&H, es el relacionado con la calidad del agua para usos agricolas, debido a su importancia como
potencial fuente de contaminacién hacia los productos. EI PSR establece que la utilizacion de una fuente de
agua para actividades agricolas debe decidirse luego de un riguroso andlisis microbiolégico durante un
periodo relativamente largo de tiempo. Para la irrigacion estan permitidas las fuentes de agua superficiales
o subterraneas toda vez que la forma de riego no implique el contacto directo del agua con el producto, y
siempre y cuando los resultados microbiolégicos sean favorables en un estudio denominado “encuesta
inicial”. Para agua de pozo, la encuesta inicial consiste en la recoleccion de al menos 4 muestras en un afio
y tan proximas a la cosecha como sea aplicable y debe calcularse la media geométrica (GM) y el valor
umbral estadistico (VUE) para comparar los valores obtenidos con los sefialados en el PSR y determinar su
idoneidad, o en su caso aplicar medidas correctivas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar los niveles de E. coli y la presencia de Salmonella en agua
de pozo utilizada en la produccion de berries para exportacion en unidades de produccién ubicadas en la
zona Sureste de Jalisco, determinando la variacion en los recuentos del indicador microbiano a lo largo del
tiempo y la posible influencia de factores meteroldgicos.

Metodologia
Se analizaron un total de 50 muestras de agua de tres unidades de produccién de berries ubicadas en la

zona Sureste de Jalisco, durante el periodo de octubre 2020 a agosto 2021; la cantidad de muestras
recolectadas por unidad de produccion se muestran en la Tabla 1. Los datos de temperatura y humedad
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relativa de la zona de estudio se obtuvieron del portal del Sistema Meteorolégico Nacional (estacion
meteorologica #14077).

Tabla 1. NUmero de muestras recolectadas en la zona Sureste de Jalisco de
octubre de 2020 a agosto de 2021

Unidad de produccién  Tipo de muestra No. muestras
A Agua del punto de desfogue del pozo #1 10
Agua del punto de desfogue del pozo #2 7
Agua de la salida del filtro del pozo #2 6
B Agua del punto de desfogue del pozo #1 10

Agua del punto de desfogue del pozo #2
C Agua del punto de desfogue del pozo #1
Agua de la salida del filtro del pozo #1

a~NO

Las muestras se recolectaron en bolsas Whirl-Pak estériles y se transportaron al laboratorio en contenedores
insulados con hielo; a su llegada se almacenaron en refrigeracion y se analizaron en menos de 24 h. Para
detectar Salmonella se empled la técnica de filtracion por membrana. Se filtr6 1 L de cada muestra y la
membrana fue preerinquecida en 100 mL de agua peptonada amortiguada e incubada a 35+ 2 °C por 24 +
2 h. A partir de los preenriquecimientos se elaboraron muestras compuestas y se analizaron usando el
Sistema de Deteccion Molecular MDS 3M™. Las muestras que resultaron positivas se confirmaron por
cultivo usando el método publicado en el Manual de Analisis Bacteriologico de la Administracion de
Medicamentos y Alimentos de los EUA [5]. Del preenriquecimiento de cada muestra individual se
transfirieron 0.1 y 1.0 mL a 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) y caldo tetrationato (CTT)
respectivamente; se incubod a 42.5 °C para RV y a 43 °C para CTT por 24 h en un termo bafo. A partir de
cada tubo de enriquecimiento se realizé el aislamiento en agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD), agar
entérico hektoen (HE) y agar sulfito bismuto (SB) después de incubar a 35 + 2 °C por 24 h (48 h para SB).
Se seleccionaron colonias tipicas para confirmacion mediante pruebas bioquimicas en agar triple azucar y
hierro, agar de hierro y lisina y caldo urea; los aislamientos con perfil bioquimico tipico de Salmonella se
confirmaron mediante serologia con antisuero polivalente A-1&Vi.

El recuento de E.coli se realizé por el Método 1604 de la Agencia de Proteccién Ambiental de los EUA [6]
por filtracién por membrana. Se filtraron 100, 10 y 1 mL de cada muestra y las membranas se colocaron
sobre placas de agar Ml que se incubaron a 35°C por 24 h. Las colonias de E. coli se contaron bajo luz UV
y siguiendo las indicaciones del fabricante. Se calculé la MG y el VUE de los recuentos de E. coli y se
compararon los resultados obtenidos con los limites maximos establecidos en el PSR para evaluar el perfil
de la calidad microbioldgica del agua subterranea (MG=126 UFC/100 mL y STV=410 UFC/100 mL).

Resultados y discusion

De las 50 muestras analizadas de agua de pozo, 37 fueron colectadas en su punto de desfogue y 13 después
de pasar por un proceso de filtracién. En la unidad A, el agua de los pozos #1 y #2 cumplio con los niveles
de E. coli establecidos como limite maximo en el reglamento del PSR (Tabla 2), pero puede observarse que
las cuentas del indicador aumentaron después de que el agua paso por un filtro. En la unidad B, el agua del
pozo #1 tampoco sobrepaso los limites del PSR pero el agua del pozo #2 rebasé el VUE con un valor de
708 UFC/100 mL. En la unidad C, el agua del pozo #1 rebasé los limite del PSR al presentar una MG de
155 UFC/100 mL y un VUE de 7,079 UFC/100 mL, sin embargo, en las muestras de agua del mismo pozo
colectadas después de pasar por un proceso de filtracion, los niveles no rebasaron los limites del
reglamento.

De acuerdo con la reglamentacién de los Estados Unidos, cuando el agua para uso agricola rebasa los
limites de E. coli, deben aplicarse medidas correctivas para prevenir la contaminacién de los productos
hortofruticolas. Una medida correctiva permitida por el reglamento de PSR es la aplicacién de un intervalo
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de tiempo entre la ultima aplicacion del agua (riego, aplicaciones foliares) y la cosecha para lograr la
mortandad o reduccién microbiana de 0.5 log/dia durante un maximo de 4 dias consecutivos. De acuerdo
con los niveles obtenidos, la medida correctiva inmediata consistiria en asegurarse que transcurra al menos
1 y 3 dias entre la ultima aplicacion y la cosecha para la unidad B y C, respectivamente. Otras medidas
correctivas aceptables son la aplicacion de tratamientos quimicos, filtracion o radiacion UV.

Tabla 2. Niveles de Escherichia coli y frecuencia de Salmonella en agua de pozo para uso agricola
en unidades de produccion de berries para exportacion de la zona Sureste de Jalisco

Media geométrica (MG) y valor umbral estadistico (VUE) UFC/100 mL

Pozo #1 Pozo #2 No.
Punto de Después Punto de Después muestras
Unidad de desfogue de filtro desfogue de filtro positivas a
produccién MG VUE MG VUE MG  VUE MG  VUE Salmonella
A 6 89 nd nd 3 11 11 324 0
B 6 89 nd nd 20 708 nd nd 2
C 155 7,079 14 191 nd nd nd nd 0

nd= no determinado

En general, los niveles de E. coli fueron mas altos en la unidad C, seguidos por B y A, y mostraron
variabilidad a lo largo del tiempo (Tabla 3). Los recuentos mas bajos fueron observados entre los meses de
octubre a abril, incluso a pesar de que abril fue uno de los meses con la temperatura promedio mas alta
(23°C) en la zona de estudio (Figura 1). Se detectaron dos muestras de agua positivas a Salmonella en el
pozo #1 de la unidad B, las cuales fueron colectadas en el mes de abril, cuando se registraron las primeras
temperaturas mas altas del afio con un promedio de 23 °C y un maximo de 35 °C. Esto coincide con reportes
previos que sefialan una asociacién positiva entre el aumento de la temperatura ambiental y la frecuencia
de patégenos en agua agricola [7]. A partir del mes de junio se observé un incremento en los niveles de E.
coli; los mayores se registraron en agosto que correspondié al mes mas lluvioso y con humedad relativa
mas alta (79%). En general, la unidad de produccion C mostré la mayor variabilidad de recuentos de E. coli.

Tabla 3. Niveles de Escherichia coli en agua de pozo para uso agricola en unidades de produccion
de berries para exportacién segun el mes de muestreo

Recuento promedio de E. coli por unidad de Recuento promedio
producion UFC/100 mL (rango) mensual de E. coli
Mes UFC/100 mL
A B c (rango)
Octubre (n=9) 0 3(0-9) 0 1(0-9)
Diciembre (n=9) 25 (0-103) 3 (2-3) 1 15 (0-103)
Abril (n=14) 2 (0-4) 3 (2-9) 40 (3-98) 13 (0-98)
Junio (n=11) 95 (1-440) 300 (10-790) 331 (11-650) 194 (1-790)
Agosto (n=7) 2 (3-4) 12 (1-22) 1,620 (140-3,100) 467 (0-3,100)

Por otro lado, Salmonella se detecté en 1 de 5 pozos (20%) incluidos en el estudio. El patégeno fue
detectado en 2 de las 10 muestras colectadas del pozo #1 de la Unidad B, a pesar de que el agua cumplio
con los limites de E. coli. Estos resultados coinciden con lo reportado por Gu y colaboradores [8] quienes
observaron la presencia de Salmonella en el agua de cuatro pozos agricolas en Virginia, USA, a pesar de
que los niveles de E. coli estuvieron por debajo de los limites establecidos en el PSR con una MG entre 1.0
y 1.3 NMP/100 mL y un VUE entre 0 y 71.8 NMP/100 mL. Topalcengiz y colaboradores [9], reportaron un
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fenémeno similar en agua superficial para uso agricola en Florida, USA, encontrando que el 4.8% de las
muestras analizadas fueron positivas a Salmonella a pesar de presentar niveles de E. coli por debajo de los
limites del PSR.
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Figura 1. Temperatura promedio (barras azules), temperatura maxima (linea negra
vertical) y humedad relativa promedio (linea naranja) mensual en la zona de estudio

Los niveles mas altos de E. coli se observaron en las unidades de produccion B y C, mientras que Salmonella
se detectd en muestras de agua de la unidad B; en ambas unidades productivas existen areas ganaderas
en proximidad, lo cual podria ser un factor influyente en la calidad del agua. Se observé una granja avicola
anexa a la unidad de produccion B, a una distancia aproximada de 20 m con respecto al pozo #1, asi como
corrales con ganado bovino y equino a una distancia aproximada de 24 m del pozo de la unidad C. Estos
resultados coinciden con Valenzuela y colaboradores [10], quienes encontraron niveles de E. coli por arriba
de los limites establecidos en la normatividad Chilena en agua de pozos en una zona agricola-ganadera del
sur de Chile. En el mismo sentido, Sigua y colaboradores [11] determinaron que los niveles de E. coli y
coliformes fecales asi como la frecuencia de Salmonella fueron mayores en aguas superficiales cercanas a
zonas ganaderas en Brasil.

Conclusiones

Los niveles de E. coli en agua de pozo utilizada para el riego de berries muestran variabilidad a lo largo del
tiempo con un mayor incremento en los meses mas calidos y lluviosos y en algunos casos sobrepasan los
limites maximos establecidos en el Reglamento para la Inocuidad de Productos Hortofruticolas Frescos de
los Estados Unidos de América para este indicador microbiologico. El agua para usos agricolas de la zona
de estudio puede tener presencia de Salmonella aun cuando cumpla con los criterios microbioldgicos
establecidos en el PSR, lo cual representa una limitacion del indicador microbioldgico que debe considerarse
en el plan de inocuidad de las unidades de produccién. Es importante mantener un monitoreo de las fuentes
de agua y vigilar las practicas para su uso agricola a fin de cumplir con la normatividad para la exportacion
de productos frescos.
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