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RESUMEN

El consumo de hortalizas frescas tiene gran valor nutricional puesto que se tiene el
aporte de vitaminas y minerales esenciales. Al consumirlas en fresco, existe riesgo
de la ocurrencia de alguna enfermedad por causa de algiun microorganismo

patdégeno.

Esta investigacion se desarrolld6 en la Asociacion Cooperativa de Productos
Agropecuarios y Servicios Mdltiples Productos Organicos (ACOPO de R. L.) y los
analisis microbiolégicos en el laboratorio de investigacién y Diagnédstico de la
Facultad de Ciencias Agrondmicas de la Universidad de El Salvador. Se investigd
Escherichia coli y Salmonella spp. en las hortalizas cultivadas organicamente:
rabano, cebollin, cilantro y lechuga. Similarmente en los preparados bioorganicos:
gallinaza, bocashi y EM-5 utilizados en las parcelas. También se investigo la
presencia de coliformes fecales en agua de riego por aspersion.

Los resultados microbiologicos relativos al agua de riego por aspersion en las
parcelas, reflejaron estar contaminadas con coliformes fecales, indicando que no
es aceptable para la irrigacion de los cultivos. Sin embargo, estos en cantidad no
superan los 1000 NMP/ 100 ml segun sefala la “Clasificacion de la Calidad de

Cuerpos de Agua Superficiales” de Costa Rica.

Los resultados obtenidos indicaron que de las 20 muestras de hortalizas
analizadas, solamente rdbano y lechuga de parcelas diferentes, resultaron con
presencia de Escherichia coli, en todas las demas no se encontré este patdgeno.
En el caso de Salmonella, no se detectd, ya que resultados de pruebas
bioguimicas —principalmente la prueba de TSI- no correspondieron a los
preestablecidos para esta bacteria. También en la mayoria de los resultados de
las pruebas de Rojo de metilo y de Voges Proskauer son similares, contrastando
lo que autores 4) mediante estudios sefialan que estas pruebas deben ser

opuestas si se tratase de Salmonella.



En los preparados bioorganicos, no se detectd Escherichia coli. En caso de
Salmonella; tampoco, al observarse que en los resultados de las pruebas
bioquimicas, principalmente en la de TSI no hubo ninguna reportada como K/A

con produccion de Hz2S. EI EM-5, demostrd no contener también este patdgeno.

Se elabor6 el manual: “Buenas Practicas Agricolas. Fertilizantes y Productos
Bioorganicos” y se capacitdé a productores asociados a la Cooperativa en estos
temas a fin de promover las BPAs como herramienta para reducir riesgos y

peligros microbiolégicos y garantizar asi hortalizas seguras para el consumo.

Se recomienda hacer analisis cada seis meses para evaluar la calidad
microbiolégica del agua de riego y analizar el establecimiento de un sistema de
fitrado de agua y un sistema de riego por goteo. También, continuar con

capacitaciones y seguir elaborando adecuadamente los preparados bioorganicos.

Palabras claves: gallinaza, bocashi, EM-5, riego por aspersion, hortalizas fresce~

fertilizantes bioorganicos, Escherichia coli, Salmonella spp., coliformes fecales.
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I. INTRODUCCION

El consumo de hortalizas es vital para la salud humana puesto que poseen
innumerables propiedades alimenticias, son fuente inagotable de vitaminas,
minerales, fibra y energia (20. Sin embargo; éstas por su naturaleza fisica y
quimica, no son exentas a ser contaminadas por diversos microorganismos y entre
éstos estan ciertos patdgenos importantes de enfermedades de transmision

alimentaria.

Dentro de su cadena de produccion, las hortalizas al manejarlas agronémicamente
y cosecharlas en el campo, se exponen a patdégenos que pueden llegar a ellas de
diversas fuentes y formas, entre los que se destacan a los manipuladores, los
insumos utilizados para el cultivo y las herramientas de trabajo entre otros. La
agricultura organica, es una modalidad alternativa a la agricultura convencional,
que busca la produccién de alimentos horticolas méas saludables, exigiendo para
tal fin, que en el manejo agrondmico se usen materiales bioorganicos a base de
ingredientes de origen animal y/o vegetal, entre ellos; fertilizantes e insecticidas,
descartando por completo el uso de agroquimicos. Sin embargo, por su
composiciéon; el uso de éstos preparados bioorganicos en el cultivo de las
hortalizas, representa un riesgo de contaminacion de patdgenos importantes al
gue debe prestarsele importancia, puesto que muchas hortalizas son consumidas
en fresco. Patdbgenos como Escherichia coli y Salmonella spp. pueden ser

transportados mediante estos preparados.

Se desarrollé una investigacion en época seca, en la Asociacion Cooperativa de
Productos Agropecuarios y Servicios Multiples Productos Organicos (ACOPO DE
R. L), que produce hortalizas bajo el enfoque de agricultura organica. Se
determind la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. en cuatro hortalizas:
lechuga (Lactuca sativa L. var. longifolia), cilantro (Coriandrum sativum), rabano

(Raphanus sativus) y cebollin (Allium schoenoprasum). Los resultados se
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compararon con el Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:08;

“Alimentos. Criterios Microbioldgicos para la Inocuidad de Alimentos” (RTCA).

Estos mismos patégenos se investigaron en preparados bioorganicos utilizados en
los cultivos: bocashi, Gallinaza y EM-5. También se investigo coliformes fecales en
agua de riego atendiendo el “Reglamento para la evaluacién y clasificacion de la

Calidad de Cuerpos de agua superficiales de Costa Rica” (19).

Los analisis microbiolégicos para las hortalizas, los preparados bioorganicos y el
agua de riego, se llevaron a cabo en el laboratorio de Investigacién y Diagnostico
del Departamento de Proteccién Vegetal de la Facultad de Ciencias Agronémicas

de la Universidad de El Salvador durante los meses de marzo, abril y mayo.

Se elabor6 un manual técnico sobre Buenas Préacticas Agricolas y sobre
fertilizantes y productos bioorganicos que servird como un documento de consulta
para contribuir en la orientacién de productores de hortalizas frescas en la toma de
decisiones relacionadas con la preparacién, manejo y aplicacion de preparados
bioorganicos. Se realiz6 también una capacitacion sobre referidas Buenas

Practicas a productores de hortalizas frescas asociados a ACOPO de R. L.
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II. OBJETIVOS

2.1. General

Evaluar la calidad microbiolégica de hortalizas tratadas con preparados
bioorganicos en la Asociacibn Cooperativa de Productos Agropecuarios y
Servicios Multiples Productos Orgénicos (ACOPO DE R. L).

2.2. Especificos

2.2.1. Verificar la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. en hortalizas

frescas tratadas con preparados bioorganicos (Bocashi, EM-5 y Gallinaza).

2.2.2. Cuantificar la presencia de coliformes fecales en agua utilizada para el
riego en el cultivo de hortalizas frescas seleccionadas (lechuga, cilantro,

rabano y cebollin).

2.2.3. Determinar la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. en
preparados bioorganicos utilizados en el cultivo de hortalizas frescas

seleccionadas.

2.2.4. Elaborar un manual de Buenas Practicas Agricolas en la elaboracion
de fertilizantes bioorganicos dirigido a productores de hortalizas

cultivadas organicamente.

2.2.5. Capacitar a productores de la Cooperativa de Productos Agropecuarios y
Servicios Multiples Productos Organicos (ACOPO de R. L.) sobre Buenas

Préacticas Agricolas en la elaboracion de fertilizantes bioorganicos.
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lIl. MARCO TEORICO

La agricultura orgdnica como un sistema de produccion viable y productiva para
las zonas aridas, semiaridas y tropicales del pais y del mundo es un proceso de
desarrollo sustentable que debe de utilizarse y extenderse lo mas posible entre los
productores a todos sus niveles, considerando los costos de produccion tan altos
en una agricultura tradicional y modernizada dado el uso tan elevado de insumos y
maquinaria para la obtencién de buenos rendimientos para un cultivo determinado.
Sin embargo, es determinante tener en mente todos los componentes que estan
implicitos en este tipo de agricultura como son: cambio del sistema de produccion
y uso de abonos orgénicos, normatividad, cultivos, y otros que estan involucrados

y forman parte directa en la obtencion de productos organicos (sz).

La agricultura esta ante retos importantes a los que no se habia enfrentado antes,
ya que se trata de minimizar riesgos microbianos en espacios abiertos y en donde
se manejan aguas, estiércoles, animales domésticos, de trabajo y silvestres y en
donde existe también la presencia de trabajadores agricolas, todos ellos con la
potencialidad de contaminar las frutas y hortalizas que se estan cultivando. Otra
de las causas fundamentales de contaminacion lo constituye las heces fecales de
los animales y de los humanos, de aqui la necesidad de implementar buenas
practicas agricolas para el manejo de estiércoles en la agricultura (composteo, no
aplicar estiércol crudo, alargar el tiempo entre la aplicacion del estiércol y la
cosecha, por ejemplo) z1y. Todo esto es importante tomarlo en consideracion para
prevenir problemas de salud relacionados con enfermedades de transmision
alimentaria (ETA), en la cual problemas gastrointestinales toman importante

relevancia.

Las enfermedades de transmision alimentaria incluyen un conjunto de patologias
asociadas con la ingestibn accidental o intencional de alimentos y agua
contaminados por agentes fisicos, quimicos y biolégicos. Por lo general, esta

situacion se debe a deficiencias cualitativas y cuantitativas en la higiene durante
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los procesos de elaboracion, manipulacion, conservacion, transporte, distribucion

o comercializacion de los alimentos ().

Los alimentos constituyen la segunda via en importancia de transmision de
microorganismos que pueden causar infecciones o intoxicaciones. De acuerdo con
la Organizacion Mundial de la salud (OMS), entre 70% y 80% de los casos de
personas que padecen diarrea se debe a la ingestion de alimentos y agua

contaminados (zg).

3.1. Bacterias patégenas e indicadoras asociadas a alimentos.

Los patégenos bacterianos asociados con los alimentos han sido muy bien
descritos. Un amplio nimero de estos se han visto implicados en brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos asociados con el consumo de frutas y
hortalizas frescas. Algunos brotes de enfermedades han sido atribuidos a muchas

hortalizas contaminadas con bacterias patégenas (zg).

3.1.1. Bacterias coliformes

La definicién generalmente aceptada para el término “coliformes” describe a estos
microorganismos como bacterias anaerobias facultativas que fermentan la lactosa
con produccion de acido y gas, bacilos Gram negativos, no esporulados. La
mayoria de los coliformes pueden encontrarse en la flora normal del tracto
digestivo del hombre o animales, por lo cual son expulsados especialmente en las
heces, por ejemplo Escherichia coli. Por esta razon, su presencia es constante en
la materia fecal. Los coliformes son el grupo mas ampliamente utilizado en la
microbiologia de alimentos como indicadores de practicas higiénicas inadecuadas
@3)- El grupo comprende los Geéneros de la Familia Enterobacteriaceae siguientes:
Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter 5. Como los coliformes también
pueden vivir en otros ambientes, se distingue entre coliformes totales y coliformes

fecales (33).
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El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para: (i) La
deteccion de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacion de
los alimentos. (i) La evaluacion de la calidad microbiol6gica de un producto
aunque su presencia, no necesariamente implica un riesgo sanitario, cuando los
coliformes son de origen no-fecal. (iii) Evaluacion de la eficiencia de practicas
sanitarias e higiénicas en el equipo. (iv) La calidad sanitaria del hielo y los distintos
tipos de aguas utilizados en las diferentes areas del procesamiento de alimentos

(35)-

La demostracién y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse
mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o sélidos con caracteristicas

selectivas o diferenciales (s).

En la determinacion del grupo coliforme se realiza una diferenciacion entre los
coliformes de origen fecal y no fecal. El grupo de bacterias coliforme es
normalmente encontrado en las heces de animales homeotermos (mamiferos,

aves) ().

3.1.2. Bacterias Coliformes fecales

Las bacterias coliformes fecales forman parte del total del grupo coliforme. Estas
son definidas como bacilos gram negativos, no esporulados que fermentan la
lactosa con produccion de acido y gas a 44.5 C° +/- 0.2°C dentro de las 24 +/- 2

horas (7).

Aproximadamente el 95% del grupo de los Coliformes fecales presentes en heces
estan formados por Escherichia coli y ciertas especies de Klebsiella. Ya que los
coliformes fecales se encuentran casi exclusivamente en las heces de los
animales de sangre caliente, se considera que reflejan mejor la presencia de
contaminacion fecal. Estos U(ltimos se denominan termotolerantes por su

capacidad de soportar temperaturas mas elevadas. Esta es la caracteristica que
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diferencia a coliformes totales y fecales. La capacidad de los coliformes fecales de
reproducirse fuera del intestino de los animales homeotérmicos es favorecida por
la existencia de condiciones adecuadas de materia organica, pH y humedad.
Desde hace mucho tiempo se han utilizado como indicador ideal de contaminacion
fecal. Su presencia se interpreta como una indicacion de que los organismos
patbgenos pueden estar presentes y su ausencia indica que el agua o el alimento
estudiado se hallan exentos de organismos productores de enfermedades (z).

3.1.3. Escherichia coli

Forma parte importante de la microbiota intestinal del hombre y de los animales de
sangre caliente (s5). En el hombre encuentra su nicho ecolégico en el colon y se
convierte en un residente permanente que establece una relacibn de mutuo
beneficio 6. Sin embargo, algunas cepas han desarrollado capacidad para
provocar enfermedad en el hombre, como son las infecciones gastrointestinales.
Estas cepas patdgenas representan la principal causa de diarrea infantil en el

mundo (zs).

Usualmente es habitante normal del intestino grueso; es un germen antagonista,
sintetizador de vitaminas y desdoblador de carbohidratos; sin embargo, fuera del
intestino, en otros 6rganos y sistemas del cuerpo se comporta como patdgeno; es
la primera causa de infecciones del aparato genitourinario; su importancia radica
en servir como indice sanitario en la microbiologia sanitaria, tomandose como

contaminante fecal de los alimentos y el agua ().

La capacidad de E. coli patégena para producir enfermedad esta determinada por
los factores de virulencia que le permiten infectar a sus huéspedes y sobreponerse
a los mecanismos de defensa, como la produccién de adhesinas, enterotoxinas,
citotoxinas y otras proteinas que le permiten sobrevivir en condiciones ambientales

adversas (ss).
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Un grupo reducido de esta especie es capaz de producir sindromes
gastrointestinales diversos, y que son estudiados con metodologias especiales
para determinar sus factores de virulencia incriminados en cada uno de estos

eventos:

a) Morfologia: Cocobacilo de 1 a 3/0.4 a 0.7 micras, gram negativo, capsulado, no

esporulado, movil por flagelos peritricos (sg).

b) Caracteristicas de cultivo: facultativo, crece en medios simples a pH de 6 a 8,
temperaturas entre 20 a 40°C, produce un IMVIC de ++--, sensible al KCN,
fermentador de lactosa y manitol, no produce H2S lisina descarboxilasa ().

c) Caracteristicas de colonia: en MacConkey; colonias grandes, humedas,
convexas, opacas, de color rosa intenso con halo turbio del mismo color (indicador
de rojo neutro) y cambio del pH al fermentar lactosa. En EMB: colonias
fermentadoras de lactosa que producen un color azul marino con brillo metalico de
color verdoso a la luz reflejada. En XLD: colonias fermentadoras de lactosa que

producen colonias amarillas (3g).

d) Sindromes clinicos.

v' Septicemia: E. coli es el bacilo Gram negativo mas aislado en el paciente
séptico; el foco primario de la infeccién suele ser el tracto genitourinario o

gastrointestinal (sg).

v Infecciones del tracto urinario: responsable de mas de 80% de estas
infecciones; las cepas mas relacionadas son los serotipos aislados de

infecciones originadas en el tracto gastrointestinal (zg).

v" Meningitis: E. coli, junto con Streptococos del grupo “B” son los gérmenes

mas frecuentemente aislados de meningitis neonatal (sg).
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3.1.4. Salmonella spp.

Desde hace casi cien afios hay informacion que relaciona a las bacterias del
género Salmonella con padecimientos en humanos y animales. En la actualidad, la
salmonelosis es la principal causa de enfermedad bacteriana transmitida por
alimentos en la mayoria de los paises desarrollados, y en los subdesarrollados

una de las mas importantes causas de muerte (zg).

El género Salmonella debe su nombre a Lignieris, que lo denominé asi en 1900 en
honor del Doctor D. E. Salmon, bacteriélogo americano codescubridor y que
describié por primera vez la Salmonella enterica (antes conocida como Cholerae-

suis) (ze)-

Es una bacteria patdgena para el hombre y muchos animales, produce una
enfermedad de origen alimentario conocida como salmonelosis, que se presenta
en formas esporadica y de brotes. Es la causa mas comun de ETA en diversos
paises (4. Salmonella es uno de los géneros mas estudiados entre los patdgenos

que pueden ser aislados de los alimentos ().

Aungue en la actualidad existen alrededor de 2500 serovares, todos considerados
potencialmente patdgenos para el hombre, s6lo a 200 se les asocia con

enfermedad humana (zg).

a) Especies: De 1987 a 1992, estudios de hibridacion de DNA definieron dos
especies, S. enterica y S. bongori. S. enterica con seis subespecies: enterica,

salamae, arizona, diarizonae, houtanae, indica (ss).

b) Morfologia: Los integrantes de este género son bacilos Gram negativos,
oxidasa negativa, pertenecientes a la Familia Enterobacteriaceae. La mayoria no
fermentan la lactosa, son aerobios 0 anaerobios facultativos, contienen

endotoxinas, generalmente son termolabiles, resisten la congelacion y algunos
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agentes quimicos, poseen una rica composicion antigénica que se emplea como
base para la identificacion de sus miembros en serotipos, recientemente
designados como serovares. Todos considerados potencialmente patégenos al
hombre. Son cocobacilos de 1 a 3/0.4 a 0.7 micras, capsulado, no esporulados,
movil por flagelos peritricos, es lactosa (-), manitol (+) produce H2S, lisina

descarboxilasa (+), sensible al KCN 3s).

c) Caracteristicas de cultivo: Facultativo, crece en medios simples a pH de 6 a
8, temperaturas entre 15 a 41 °C. Se utilizan medios de enriquecimiento como el

caldo selenito o el caldo tetrationato (zg).

d) Caracteristicas de colonia: En MacConkey: colonias pequefias, brillantes
convexas, incoloras o palidas por no fermentar lactosa. En SS; colonias incoloras
con produccién de Acido sulfhidrico (punto negro). En agar sulfito de bismuto;
colonias brillantes, convexas, de color negro por reducciéon del sulfito. En XLD;

colonias rojas lactosa negativas con produccion de acido sulfhidrico (punto negro)

39)-

Tabla 1. Reacciones Bioquimicas de Salmonella spp.

Prueba o Sustrato Resultados
Positivo Negativo Reaccion
Glucosa (TSI) Fondo amarillo Fondo rojo +
Lisina descarboxilasa (LIA) Fondo purpura Fondo amarillo +
H2S (TSl y LIA) Ennegrecimiento No ennegrecimiento +
Ureasa Rosa maravilla No cambia color -
Prueba de Indol Violeta en superficie Amarillo en -
superficie
Voges-Proskauer Rosado-rojo No cambia color -
Rojo de metilo Rojo difuso Amarillo difuso +
Citrato de Simmons Crecimiento, azul No crecimiento, no Verde
cambia color

Fuente: Venegas, 2010

e) Epidemiologia: La distribucion de Salmonella en la naturaleza es muy extensa,
practicamente existe una para cada vertebrado; el origen fecal de las infecciones
en el hombre es por ingestion de agua o alimentos contaminados (exégena o

endogena) (ss).
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f) Sindromes clinicos

v' Gastroenteritis (enterocolitis): Forma habitual de la salmonelosis con
sintomas que pueden presentarse entre las 6 a 48 horas después de la
ingestion de alimentos contaminados, con nausea, vomito, diarrea no
sanguinolenta, fiebre baja y dolor abdominal; suelen presentarse también
mialgias y cefalea, persistiendo por dos dias a una semana con resolucion

espontanea (bacteremia en 2 al 4% de los casos) (s).

v' Septicemia: Todas las Salmonellas pueden causarla pero sélo algunas
como S. typhi, paratyphi, cholerasuis y S. dublin se han incriminado en caso

de septicemias con mas frecuencia (ss).

v' Fiebre entérica: Llamada también fiebre tifoidea, que es un cuadro
septicémico y la produce S. typhi. Se calculan mas de 16 millones de casos
al aflo en el mundo. Una forma leve de la enfermedad se le llama fiebre
paratifoidea y la producen: S. paratyphi Ay S. schottmuelleri (antes llamada
S. paratyphi B), S. hirschlfeldi (antes llamada S. paratyphi C) ().

Presentan un periodo de incubacion de 10 a 14 dias, seguido de fiebre
remitente que aumenta progresivamente, exantema macupapular rosado,
estrefiimiento,  bradicardia, cefalea, mialgias, hepatomegalia vy
esplenomegalia, malestar general, incapacidad, anorexia, durante una o
dos semanas seguida de sintomas gastrointestinales por una reinfeccion
intestinal; las lesiones mas frecuentes son hiperplasia y necrosis del tejido
linfoide (placas de Peyer), hepatitis, necrosis focal de higado, pulmones

periosto y otros organos, colecistitis, perforacion intestinal (zs).

g) Reservorio: Se considera que el reservorio de Salmonella es el tracto intestinal
de animales y hombres. Estudios epidemiolégicos indican que las aves

constituyen un importante reservorio. Algunos serotipos tienen poca especificidad
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de huésped y muestran elevada especificidad de huésped como como: S. typhi en
humanos, S. typhimurium en ratones, S. gallinarum en aves de corral, S. dublin en
bovinos, S. anatum en patos, S. cholerasuis en porcinos y S. abortusovis en
ovinos (24). Salmonella es una bacteria primariamente parasita intestinal de los
animales incluido el hombre, se libera al medio ambiente por las heces, donde
muestra determinada capacidad de supervivencia en los materiales que contacta,
en condiciones favorables se multiplica, y los alimentos no son una excepcion. Se
puede aislar del medio ambiente en general, lo que incluye agua, tierra, etc.;
vegetales, animales salvajes, de explotacion, acuaticos, domésticos y el hombre.
La principal forma de contagio es la via oral, se puede transmitir de forma directa a
través de contacto con las heces fecales de personas enfermas o por medio de
alimentos (leche y sus derivados, verduras, frutas, carne, huevos, etc.) o agua

contaminada y hasta por objetos infectados por moscas o ratas (ss).

h) Diagnoéstico de laboratorio: Coprocultivo con enriquecimientos en caldo
selenito, caldo tetrationato, hemocultivo o cultivo de médula 6sea, asi como

urocultivo con pruebas bioquimicas y serologia (sg).

i) Profilaxis: Control total en el manejo higiénico del agua y de los alimentos,
control de excretas y de las aguas negras, lavado de las manos, antes de preparar

alimentos, coprocultivo a manejadores de alimentos (zg).

3.2. Preparados bioorganicos: bocashi, gallinaza, EM-5, y agua de riego.
3.2.1. Bocashi

El Bocashi es un abono organico fermentado que se obtiene procesando
materiales que son producto de actividades agricolas (rastrojo, cascarilla de café,

etc.), y que pueden ser utilizados y sustituidos segun la disponibilidad que exista

en la region. Esto lo convierte en una actividad practica y de gran beneficio para el
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agricultor que quiere aprovechar todos los recursos con los que cuenta en el

campo (g)-

La elaboracion del bocashi se puede entender como un proceso de semi-
descomposicion aerdbica (con presencia de oxigeno) de residuos organicos por
medio de poblaciones de microorganismos, quimioorganotroficos, que existen en
los propios residuos, con condiciones controladas y que producen un material
parcialmente estable de lenta descomposicion en condiciones favorables y que

son capaces de fertilizar a las plantas y al mismo tiempo nutrir la tierra (g).

La produccion de abono tipo Bocashi es una practica que fortalece los procesos
de produccién de los agricultores porque se produce mas invirtiendo menos, al

tiempo que recupera el suelo y mantiene por mas tiempo la humedad (g).

La palabra bocashi es del idioma japonés y para el caso de la elaboracion de los
abonos orgéanicos fermentados, significa cocer al vapor los materiales del abono,

aprovechando el calor que se genera con la fermentacion aerébica de los mismos

(21)-

3.2.1.1. Ventajas del proceso de elaboracion del abono organico fermentado.

v" No se forman gases toxicos ni surgen malos olores debido a los controles
que se realizan en cada etapa del proceso de la fermentacion, evitdndose
cualquier inicio de putrefaccion.

v' Se facilita el manejo del volumen de abono, su almacenamiento, su
transporte y la disposicion de los materiales para elaborarlo (se puede
elaborar en pequefios o grandes volumenes, de acuerdo con las
condiciones econOmicas y con las necesidades de cada productor).

v' Se pueden elaborar en la mayoria de los ambientes y climas donde se

realicen actividades agropecuarias.
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v' Se autorregulan “agentes patogénicos” en la tierra, por medio de la
inoculacién biolégica natural, principalmente de bacterias, actinomicetos,
hongos y levaduras, entre otros.

v Se da la posibilidad de utilizar el producto final en los cultivos, en un
periodo relativamente corto.

v' Por medio de la inoculacion y reproduccién de microorganismos nativos
presentes en los suelos locales y levaduras, los materiales se transforman
gradualmente en nutrientes de excelente calidad disponibles para la tierra,
las plantas y la propia retroalimentacion de la actividad bioldgica.

v El crecimiento de las plantas es estimulado por una serie de fitohormonas y

fitoreguladores naturales que se activan a través de los abonos

fermentados (21).

Ayuda a la economia del agricultor, debido al bajo costo de su elaboracién.

Contribuye a obtener mejores resultados en la cosecha,

Recupera el suelo y mantiene por mas tiempo la humedad.

IR NERNERN

El agricultor obtiene abono de buena calidad en 18 dias ().

3.2.1.2. Etapas en el proceso de elaboracién del abono organico fermentado

La primera etapa por la que pasa la fermentacién del abono es la estabilizacién,
en la que la temperatura puede llegar a alcanzar aproximadamente entre 70 °C y
75 °C si no se controla adecuadamente, debido al incremento de la actividad

microbiana.

Posteriormente, la temperatura del abono comienza a caer nuevamente, dado el
agotamiento o la disminucién de la fuente energética que retroalimentaba el
proceso. En este momento empieza la estabilizacion del abono y solamente
sobresalen los materiales que presentan una mayor dificultad para su degradacién
a corto plazo. A partir de aqui, el abono pasa a la segunda etapa, que es la

maduracién, en la cual la degradaciéon de los materiales organicos que todavia
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permanecen es mas lenta, para luego llegar a su estado ideal para su inmediata

utilizacion (1.

3.2.1.3. Factores que afectan el proceso de la elaboracién de los abonos

organicos fermentados

Temperatura: Esta en funcion del incremento de la actividad microbiologica del
abono, que comienza después de la etapa de la mezcla de todos los ingredientes.
Aproximadamente, después de catorce horas de haberlo preparado, el abono
debe presentar temperaturas que pueden superar facilmente a los 50 °C, lo que es
una buena sefial para continuar con las demas etapas del proceso. La actividad
microbiolégica puede ser perjudicada por la falta de oxigenacidén y el exceso o

escases de humedad (y).

pH (acidez): La elaboracion de este tipo de abono requiere que el pH oscile entre
un 6 y un 7.5, ya que los valores extremos inhiben la actividad microbiol6gica
durante el proceso de la degradacion de los materiales. Sin embargo, al inicio de
la fermentacion el pH es bien bajo, pero gradualmente se va auto-corrigiendo con

la evaluacion de la fermentacion o maduracion del abono (1.

Humedad: La humedad 6ptima para lograr la maxima eficiencia del proceso de la
fermentacién del abono, oscila entre el 50% y el 60% (en peso) o sea, los
materiales estan vinculados a una fase de oxidacion. Cuando la humedad es
inferior al 35%, se da una descomposicién aerobica muy lenta de los materiales

organicos que hacen parte del compuesto (»y).

Por otro lado, cuando la humedad supera el 60%, la cantidad de poros que estan
libres de agua son muy pocos, lo que dificulta la oxigenacién de la fermentacion,
resultando un proceso anaerobico putrefacto, el cual esta vinculado a una fase de
reduccion de la materia organica, que no es lo deseado ni lo ideal para obtener un

abono de buena calidad (»y).
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Aireacion: la presencia de oxigeno o una buena aireacién es necesario para que
no existan limitaciones en el proceso aerobico de la fermentacién del abono. Se
calcula que como minimo debe existir de un 5% a un 10% de concentracion de
oxigeno en los macroporos de la masa. Sin embargo, cuando el microporo se
encuentra en estado anaerébico (sin oxigeno) debido a un exceso de humedad,
ello puede perjudicar la aireacion del proceso y, en consecuencia, se obtiene un
producto de mala calidad (1.

Tamafo de las particulas de los ingredientes: la reduccion del tamafio de las
particulas de los componentes del abono puede presentar la ventaja de aumentar
la superficie para su descomposicion microbiolégica. Sin embargo, el exceso de
particulas muy pequefias puede llevar facilmente a una compactacion que
favorece el desarrollo de un proceso anaerobico, o que no es ideal para obtener
un buen abono orgénico fermentado. En algunos casos, este fendmeno se corrige
mezclando al abono materiales de relleno de particulas mayores, como son

pedazos picados de maderas, carbon vegetal grueso, etc. (21).

Por otro lado, la forma de preparar el bocashi es variada y se ajusta a las
condiciones y a los materiales que cada agricultor dispone en su finca o
comunidad. Es decir, no existe una Unica receta o férmula para hacer los abonos;
lo méas importante es el entusiasmo y la disponibilidad del tiempo para ser creativo
y asi intentar superar la crisis que los agricultores heredaron de la agricultura

convencional de los venenos y los fertilizantes quimicos altamente solubles (2y).

Relacion carbono-nitrégeno: la relacion tedrica e ideal para la fabricacién de un
buen abono de rapida fermentacion se calcula que es de 1 a 25-35. Las relaciones
menores pueden resultar en pérdidas considerables de nitrogeno por
volatilizacion; por otro lado, relaciones mayores resultan en una fermentacion y

descomposicion mas lenta, y que en muchos casos es conveniente (»y).
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3.2.1.4. Ingredientes basicos para la preparacion de bocashi

Gallinaza de aves ponedoras u otros estiércoles

Carbdn quebrado en particulas pequefas

Pulidura o salvado de arroz

Cascarilla de arroz o café o pajas bien picadas o rastrojo
Cal dolomita o cal agricola o ceniza de fogon

Melaza o miel de cafia de azucar o jugo de la misma
Levadura para pan, granulada o en barra

Tierra arcillosa bien cernida

NS NE N N N N S IR

Agua (solamente una vez y al momento de prepararlo) (y).

3.2.2. Gallinaza

Es fuente principal de nitrégeno en la elaboracion de abonos organicos
fermentados. Su aporte basico consiste en mejorar las caracteristicas vitales y la
fertilidad de la tierra con algunos nutrientes, principalmente con fosforo, potasio,
calcio, magnesio, hierro, manganeso, zinc, cobre y boro, entre otros elementos.
Dependiendo de su origen, puede aportar inGculo microbiolégico y otros materiales
organicos en mayor o menor cantidad, los cuales mejoran las condiciones

biologicas, quimicas y fisicas del terreno donde se aplicaran los abonos (21).

La experiencia desarrollada por muchos agricultores en toda Latinoamérica viene
demostrando que la mejor gallinaza para la elaboracion de abonos organicos es la
gue se origina de la cria de gallinas ponedoras bajo techo y con piso cubierto con
materiales secos mezclados con harina de rocas. Ellos evitan el uso de la
pollinaza que se origina a partir de la cria de pollos de engorde, porque presenta
una mayor cantidad de agua, es putrefacta y muchas veces en la misma estan
presentes los residuos de coccidiostaticos y antibiéticos, los cuales interfieren en
muchos casos, en el proceso de la fermentacion de los abonos. Algunos

agricultores han venido experimentando con éxito la utilizacion de otros estiércoles
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de: conejos, caballos, ovejas, cabras, cerdos, vacas, codornices y patos, para no
utilizar la gallinaza. En algunos casos muy puntuales, la gallinaza o el estiércol
puede ser sustituido en parte o totalmente por harinas de sangre, plumas, hueso y
pescado, esta situacion dependera de las condiciones de la oferta de los

materiales en cada lugar y de las condiciones economicas de cada productor (1.

3.2.3. EM-5

Las plagas y enfermedades son limitantes, especialmente para la produccion de
hortalizas, porque se han buscado alternativas para proteger los cultivos haciendo
uso de productos naturales ().

El EM-5 es un liquido con accién repelente de plagas, fungicida y bioestimulante
que ayuda al desarrollo de las plantas. Fue desarrollado y aplicado en forma
empirica por agricultores de diferentes paises y poco a poco se ha mejorado. En la
Zona Oriental de El Salvador, se ha utilizado EM-5, observandose resultados
positivos como mejoras en la produccién, disminucion de plagas y enfermedades
en hortalizas y otros cultivos; ademas disminuye dafios en el suelo, agua y salud
de productores ().

La preparacion de EM-5 ademéas de utilizar microorganismos de montafia

reproducidos en medio liquido utiliza cinco productos béasicos:

Vinagre
Aguardiente
Melaza

Agua sin cloro

NN NN

Vegetales como: cebolla, ajos, chile picante, jengibre, hojas de epasina,
eucalipto, manzanilla 6 menta (se puede utilizar otras especies de plantas
en las que se observe que no son atacadas por plagas, y que hay

disponibilidad de ellas en la finca) (2o).
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3.2.3.1. Efectos del EM-5

v" Funciona como repelente principalmente de chinches, mosca blanca,
acaros, pulgones, gusanos, gallina ciega y babosas.

v" Funciona como fungicida preventivo.

<\

Es estimulante del vigor y del crecimiento para los cultivos.
v' Sirve para contrarrestar dafios ocasionados por enfermedades, plagas o

factores ambientales (2.

3.2.3.2. Ventajas del EM-5

v Posibilita producir y comercializar alimentos sin agroquimicos.

v" Fomenta una nueva cultura de produccién protegiendo el ambiente y salud
de productores.

v" No dafia organismos benéficos (2.

3.2.3.3. Microorganismos Efectivos

Los Microorganismos Efectivos conocidos por su sigla en inglés —EM—, son una
mezcla de tres grupos de microorganismos completamente naturales que se
encuentran comunmente en los suelos y en los alimentos (1. Consiste en un
cultivo mixto de microorganismos benéficos, de ocurrencia natural, que pueden ser
aplicados como inoculantes para incrementar la diversidad microbial de los suelos
y plantas. Fue desarrollado por el Prof. Teruo Higa y su equipo en la Universidad
de Ryukus, Okinawa, Japdn. Sus aplicaciones son multiples una de ellas es en la
agricultura como promotor del crecimiento de las plantas y supresor de
enfermedades. Investigaciones han arrojado que la inoculacién de cultivos de EM
al ecosistema suelo / planta pueden mejorar la calidad, salud del suelo, el
crecimiento, produccion y calidad de los cultivos. EM contiene especies
seleccionadas de microorganismos incluyendo poblaciones predominantes de

bacterias acido lacticas, levaduras y un numero mas pequefio de bacterias
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fotosintéticas. Todos estos compatibles mutuamente unos con otros y capaces de

coexistir en un cultivo liquido (10).

El EM contiene Lactobacillus, similares a los que se utilizan para fabricar el yogur
y los quesos, levaduras, como las que se emplean para elaborar el pan, la cerveza
o los vinos, bacterias Fototroficas o Fotosintéticas, habitantes comunes de los

suelos y de las raices de las plantas (1g).

Estos microorganismos no son nocivos, ni toxicos, ni genéticamente modificados
por el hombre; por el contrario son naturales, benéficos y altamente eficientes.
Producen sustancias que ayudan a controlar algunos patégenos que atacan a las
plantas. Las levaduras, miembros de los EM, producen sustancias que actian
como hormonas naturales y promueven el crecimiento y el desarrollo de las

plantas (1q).

El EM posee la ventaja con respecto a los insecticidas que es totalmente seguro y
no tiene ningun tipo de riesgo de intoxicacion, lo que lo hace especialmente
conveniente para aquellos locales donde se manipulan alimentos o donde

frecuentan los nifios o personas irresponsables (1q).

El uso de la tecnologia de los Microorganismos Efectivos proporciona amplios
beneficios a la agricultura permitiendo mejorar los suelos, aumentar la produccion

y prevenir o disminuir el ataque de varias plagas y enfermedades (1.

Los principales efectos del EM en area agricola son los siguientes: Promueve el
crecimiento de las raices y el desarrollo de las plantas, mejora la capacidad
fotosintética de las plantas, ayuda a las plantas a desarrollar resistencia a plagas y

enfermedades y suprime algunos patogenos que habitan en el suelo ().

Las aplicaciones foliares al cultivo con EM previenen el ataque de varios

patogenos, y a medida que no se usen plaguicidas quimicos en el cultivo, se
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favorece el desarrollo de hongos entomopatdégenos (hongos que atacan a los
insectos) y otros agentes de control biolégico, disminuyendo por lo tanto las plagas

(10)-

3.2.4. USO DEL AGUA EN LA PRODUCCION DE HORTALIZAS FRESCAS

El agua utilizada para fines agricolas debera ser de calidad adecuada para el uso
previsto ). El agua de insuficiente calidad puede constituir una fuente directa de

contaminacion y un medio para diseminar contaminacion localizada en el campo

(21)-

Cuando el agua entra en contacto con frutas y hortalizas, la posibilidad de
contaminacion de estos productos por microorganismos patdgenos depende de la
calidad de la misma, y si los microorganismos sobreviven en dichos alimentos
pueden causar enfermedades. El agua puede transmitir muchos microorganismos,

como las variedades patogenas de Escherichia coli, y especies de Salmonella (zg).

Es dificil identificar con certeza la fuente de la contaminacién microbiolégica de
frutas y hortalizas frescas. No se sabe la proporciéon de dichos productos que
pueden ser contaminados por el agua utilizada en la agricultura o las operaciones
de empaque, pero existen estudios que demuestran que el uso de agua de riego
contaminada puede incrementar la frecuencia de microorganismos patdgenos

detectados en el producto cosechado (zs).

La calidad del agua, y la forma y el momento en que se usa, asi como las
caracteristicas de la cosecha afectan la posibilidad de contaminacion de las frutas
y hortalizas. En general se puede decir que la calidad del agua en contacto
directo con la parte comestible de las frutas y hortalizas debe ser superior a la del
agua que tiene contacto minimo con dichas areas. También existen otros
factores, como el estado y tipo del cultivo, el tiempo transcurrido entre el contacto

y la cosecha, y la forma en que se manipulan las frutas y hortalizas una vez
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recolectadas que determinan la posibilidad de contaminacibn con
microorganismos patégenos transmitidos por el agua, y el riesgo de que éstos

causen enfermedades a traves de los alimentos (zg).

La calidad del agua de uso agricola varia, especialmente entre las aguas
superficiales que pueden estar expuestas a contaminacion temporal e intermitente.
El agua subterrdnea que se ve afectada por el agua superficial, también puede
estar expuesta a contaminacion. Entre las medidas para asegurar la debida
calidad del agua se encuentran: tratar el agua para reducir la cantidad de
contaminante y usar diferentes métodos de aplicacién del agua para restringir su
contacto con las frutas y hortalizas. La viabilidad de estas y otras medidas
dependera de las fuentes de agua disponibles, del uso que se planee dar al agua,

asi como de las necesidades y recursos de la operacion en cuestion (sg).

Las necesidades de riego varian dependiendo del cultivo y la region. Los
agricultores deben concentrarse antes que nada en proteger y mantener la calidad
del agua, pero en los lugares donde se desconozca o no se pueda controlar dicha
calidad, deben considerar la adopcion de practicas de riego que reduzcan el

contacto entre el agua y la parte comestible del cultivo (zg).

Por otra parte si se ha analizado el agua o se sabe que es de buena calidad,
existird poco riesgo de que constituya una fuente directa de contaminacion
microbiolégica sea cual sea el sistema de riego utilizado. En algunas cosechas,
como las de raices o las que crecen al ras del suelo, puede que resulte imposible
reducir eficientemente el contacto entre el agua de riego y la parte comestible de

la planta (38)-

Los productores deberan identificar las fuentes del agua utilizada en la explotaciéon
agricola (abastecimiento municipal, agua de riego reutilizada, pozo, canal abierto,

embalse, rios, lagos, estanques piscicolas, etc.). Deberan evaluar su calidad
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microbioldgica y quimica y su idoneidad para el uso previsto, e identificar medidas

correctivas para prevenir o reducir al minimo la contaminacion ).

3.2.4.1. Analisis microbioldgicos del agua de riego en la produccion de

hortalizas frescas

Cuando sea necesario, los productores deberan analizar el agua de riego que
utilizan para detectar contaminantes microbianos. La frecuencia de los analisis
dependera de la fuente de la que procede el agua y de los riesgos de
contaminacion ambiental, incluida la contaminacion temporal o intermitente (por
ejemplo, lluvias intensas, inundaciones, etc.). Si se observa que la fuente de agua
estd contaminada, deberan tomarse medidas correctivas a fin de garantizar que el

agua resulte idonea para el uso previsto ).

Hay una serie de problemas cientificos sin respuesta en el programa de analisis
microbiolégico del agua de uso agricola, por lo que es posible que dicho analisis
no resulte muy atil. Los agricultores que estén preocupados por la calidad del
agua deben antes que nada concentrarse en adoptar Buenas Practicas Agricolas
(en el manejo del estiércol y el control del desagle, por ejemplo) para mantener y

proteger la calidad de sus fuentes de agua (sg).

Los agricultores pueden analizar periédicamente la contaminacion microbiologica
de su suministro de agua, utilizando para ello indicadores estandares de
contaminacion fecal, como las pruebas para detectar la presencia de E. coli, que
pueden realizarse en laboratorios privados o del gobierno estatal y local. Pero la
ausencia de bacterias en el agua no indica necesariamente que esté libre de

protozoarios 0 Virus ss).

La calidad del agua, especialmente en el caso del agua superficial, puede variar
con el tiempo (por ejemplo entre una estaciéon y otra, o incluso de hora en hora),

por lo que un solo analisis probablemente no sea indicativo de la contaminacion
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que puede existir. Asimismo, es posible que el andlisis del agua no indique la
presencia de ciertos microorganismos patdgenos si estan presentes en bajas
cantidades; sin embargo, los analisis microbiolégicos pueden ser utiles para
confirmar la calidad del agua en situaciones extremas (como en el caso de una

fuente de agua contaminada) ().

Existen normas oficiales para determinar si el agua a usarse para riego es apta o
no para tal fin. Algunos paises poseen las suyas propias y otros como en el caso
de El Salvador no. El indicador microbiolégico comun para algunas normas
consultadas de ciertos paises es coliformes fecales con un pardmetro maximo
aceptable de 1000 NMP por 100 ml de agua. Asi por ejemplo, la Norma chilena:
Requisitos de calidad del agua para diferentes usos (3, establece que el
contenido de coliformes fecales en aguas de riego destinadas al cultivo de
verduras y frutas que se desarrollan a ras de suelo y que habitualmente se
consumen en estado crudo, debe ser menor o igual a 1000 coliformes fecales por
100 ml.

La Norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes: recurso agua (4, de
Ecuador, en su apartado de “Criterios de calidad de aguas de uso agricola o de
riego” admite como Limite maximo permisible de coliformes fecales: 1000
NMP/100 ml de agua.

La Ley Federal de Desechos; Disposiciones Aplicables en Materia de Aguas
Nacionales 2014 (15, creada por la Comision Nacional del Agua en México,
establece como Paradmetros microbiolégicos en agua para riego agricola también

un maximo de 1000 coliformes fecales por 100 ml.

En Costa Rica existe el Reglamento para la Evaluacion y Clasificacion de la
Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales (25). En ellas, las aguas que deseen
utilizarse bajo el criterio de “Riego de plantas sin limitacion, irrigacion de hortalizas

gue se consumen crudas o de frutas que son ingeridas sin eliminacion de la
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cascara” pueden utilizarse siempre y cuando sean de Clases 1 y 2 puesto que
exigen menos de 20 para la primera y de 20 a 1000 NMP para la segunda de

coliformes fecales por 100 ml.

3.2.4.2. Agua para la aplicacion de fertilizantes, otros productos y para la

lucha contra las plagas

El agua utilizada para la aplicacion en el campo de fertilizantes y productos
solubles en agua no debera contener contaminantes microbianos en cantidades
que puedan perjudicar la inocuidad de las frutas y hortalizas frescas. Debera
prestarse especial atencion a la calidad del agua cuando se utilicen técnicas de
distribucion de fertilizantes (por ejemplo, aspersion) que exponen directamente la
parte comestible de las frutas y hortalizas frescas al agua, sobre todo en fechas

proximas a la cosecha (ss).

3.2.5. Estiércol, biosdlidos y otros fertilizantes naturales

El empleo de estiércol, biosélidos y otros fertilizantes naturales en la produccion
de frutas y hortalizas frescas deberd hacerse de manera que se limite la
posibilidad de contaminacién microbiana. Cuando sea necesario se debera
adoptar procedimientos apropiados de tratamiento (por ejemplo, compostaje,
secado por calor, secado al sol o combinaciones de éstos) para reducir o eliminar
los agentes patdgenos en el estiércol, los biosolidos y otros fertilizantes naturales

(6)-

Cuando se examine la idoneidad de las diferentes aplicaciones, debera tenerse en
cuenta el grado de reduccion de patdogenos conseguido. El estiércol, los biosolidos
y otros fertilizantes naturales no tratados o parcialmente tratados podran utilizarse
Gnicamente si se adoptan medidas correctivas adecuadas para reducir los
contaminantes microbianos, como por ejemplo aumentar al maximo el tiempo

transcurrido entre la aplicacion y la cosecha de las frutas y hortalizas frescas.
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Debera reducirse al minimo el contacto directo o indirecto del estiércol, los
biosolidos y otros fertilizantes naturales con las frutas y hortalizas frescas, sobre
todo en fechas proximas a la cosecha ). Se sugiere no abonar los cultivos de
frutas y hortalizas con estiércol fresco o en lodo. Si se requiere abono, se debe

aplicar un estiércol bien descompuesto o muy viejo (de mas de un afo) ().

El uso de estiércol que no fue afiejado o tratado apropiadamente puede
incrementar el riesgo microbiano y contribuir a las enfermedades causadas por
alimentos. La posibilidad de que la materia fecal entre en contacto con el producto,
y de que el agua pueda salpicar patdogenos del estiércol hacia los productos del
campo hace ambas preocupaciones importantes. Los patégenos como E. coli
0157:H7, Salmonella, y Campylobacter pueden estar presentes en el estiércol y
en el suelo hasta 3 meses 0 mas, dependiendo de las condiciones de temperatura
y del suelo. Es un problema para los productores el hecho de que la bacteria
Listeria monocytogenes puede sobrevivir en el suelo hasta 3 meses. La bacteria
Yersinia enterocolitica puede sobrevivir, pero no crecer en el suelo durante casi un

ano (6)-

El estiércol animal puede ser una fuente valiosa de nutrientes, pero también puede
ser una fuente de patdgenos humanos si no se maneja debidamente. La
preparacion completa y apropiada del estiércol convirtiéndolo en composta,
incorporandolo a la tierra antes de la siembra y evitando el contacto del cultivo con
el mismo, son pasos importantes en la disminucion del riesgo de contaminacion

microbiana ).

El estiércol y los desechos biologicos solidos constituyen un fertilizante inécuo y
efectivo si se tratan debidamente. Si el tratamiento es inapropiado o inexistente, o
se vuelven a contaminar y se utilizan como fertilizante para mejorar la composicién
del suelo, o se introducen en el agua superficial o las aguas subterraneas por
desagiie, es posible que contenga microorganismos patégenos que pueden

contaminar las frutas y hortalizas y representar un peligro para la salud. Los
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cultivos que crecen dentro de la tierra o al ras del suelo son los que corren mayor
peligro de contaminaciéon por los microorganismos patégenos que pueden
sobrevivir en el terreno. Las frutas y hortalizas que crecen a poca altura del suelo,
y que pueden ser salpicadas con tierra durante el riego o por lluvias fuertes
también corren peligro si los microorganismos patdégenos del estiércol sobreviven
en la tierra. Los productos cuya porcion comestible generalmente no entra en
contacto con la tierra corren menos riesgo de contaminacién. Los agricultores que
utilicen estiércol o desechos biolégicos sdlidos tienen que adoptar buenas
practicas agricolas para reducir en lo posible el riesgo microbiolégico. El uso de
desechos bioldgicos solidos o estiércol (incluido estiércol sélido o el liquido que
escurre del mismo) tiene que controlarse cuidadosamente para reducir la

posibilidad de contaminacion con microorganismos patogenos (sg).



CAPITULO IV

METODOLOGIA
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IV. METODOLOGIA

4.1. Tipo de investigacion

La investigacion que se llevo a cabo fue de campo y experimental.

De campo: porque los datos reales provinieron del sitio donde se cultivan las
hortalizas en estudio y por tanto la toma de muestras se hizo en el lugar en donde

se desarrollaron los hechos a investigar.

Experimental: ya que se realizd andlisis microbiol6gicos en laboratorio para
determinar la presencia de coliformes fecales, Escherichia coli y Salmonella spp.

en muestras de agua para riego, preparados bioorganicos y hortalizas.

4.2. Lugar y época de la investigacion

La investigacion se llevd a cabo en la Asociacion Cooperativa de Productos
Agropecuarios y Servicios Mdltiples Productos Organicos (ACOPO de R. L.),
ubicada en Canton Los Planes, La Palma, Chalatenango, El Salvador (Anexo N° 1;
Fig. 20), el cual se localiza a una altura de 1880 m.s.n.m. y en la latitud 14° 23’ 30”
N y longitud 89° 06’ 00” oeste; con temperatura promedio de 15.8 °C y humedad
relativa promedio de 81%, con una precipitacion acumulada de 1,900 mm anuales
«0). Especificamente en parcelas de productores asociados a la cooperativa. Los
analisis microbiolégicos se realizaron en el laboratorio de Investigacién y
Diagnostico del Departamento de Proteccion Vegetal de la Facultad de Ciencias

Agronomicas de la Universidad de El Salvador.

El muestreo y los andlisis microbiolégicos de las hortalizas, los preparados

bioorganicos y el agua para riego se hicieron en época seca.
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4.3. Toma de muestras de hortalizas, preparados bioorganicos y agua para

riego

Se determind y se cuantificd los patdgenos: Escherichia coli y Salmonella spp. en
muestras de cuatro tipo de hortalizas fertilizadas y cultivadas organicamente:
lechuga (Lactuca sativa L. var. longifolia), cilantro (Coriandrum sativum), rabano
(Raphanus sativus) y cebollin (Allium schoenoprasum) (Anexo N° 1; Fig. 21); en
muestras de tres tipos de preparados bioorganicos: Bocashi, EM-5 vy gallinaza.
También se determiné coliformes fecales en muestras de agua utilizadas para el
riego de las hortalizas colectadas directamente de la parcela de los productores.
Fueron 20 muestras para hortalizas, 7 para preparados bioorganicos y 5 para

agua. El total de muestras analizadas fue de 32.

4.3.1. Toma de muestras de las hortalizas en campo

Se seleccionaron cinco parcelas pertenecientes a productores asociados a la
Cooperativa (Anexo N° 2; Fig. 22). Cada parcela tuvo cultivada las cuatro
hortalizas en estudio (Anexo N° 3; Fig. 23), y se tomd en cada parcela una
muestra de 100 g por cada hortaliza de estudio (cuatro muestras de 100 g por
parcela). En total fueron 20 muestras que se tomaron por las cinco parcelas de

estudio (4 muestras por parcela por 5 parcelas= 20 muestras) (Cuadro 1).

Ademas se tomo datos informativos y georreferenciales de la ubicacion de las
parcelas (Cuadro 2). Estos datos fueron: direccién, altura sobre el nivel del mar,

productor de la parcela y coordenadas geograficas (Anexo N° 4; Fig. 24).
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Cuadro 1. Cuadro descriptivo de la cantidad (gramos) de muestras
recolectadas por cultivo en cada parcela.

Parcela Hortaliza cultivada. Cantidad
muestreada (Muestra) colectada
1 Rabano 100 gr
2 Lechuga 100 gr
1 3 Cilantro 100 gr
4 Cebollin 100 gr
5 Rabano 100 gr
6 Lechuga 100 gr
2 7 Cilantro 100 gr
8 Cebollin 100 gr
9 Rabano 100 gr
10 Lechuga 100 gr
3 11 Cilantro 100 gr
12 Cebollin 100 gr
13 Rabano 100 gr
14 Lechuga 100 gr
4 15 Cilantro 100 gr
16 Cebollin 100 gr
17 Rabano 100 gr
18 Lechuga 100 gr
5 19 Cilantro 100 gr
20 Cebollin 100 gr

Cuadro 2. Georreferenciacion de parcelas donde se obtuvieron las muestras.

Parcela | Coordenadas Geogréficas Altura sobre el nivel del mar
(Metros)
1 N 14.32426° W 089.09386° 1,963 m
2 N 14.31903° W 089.09041° 1,905 m
3 N 14.31793° W 089.09091° 1,902 m
4 N 14.31553° W 089.08994° 1,919 m
5 N 14.31996° W 089.09590° 2,020 m
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4.3.1.1. Metodologia estadistica para toma de muestras de las hortalizas.

Se calcul6 el tamafio de muestra a tomar por cada hortaliza de estudio de las
cuatro en total. Primeramente se determind en cada parcela, cuanto es la
produccion en libras de cada una de las cuatro hortalizas cultivadas alli, y
proximas a cosechar por el productor. Esto se hizo en las cinco parcelas de
estudio y se obtuvo un total por hortaliza de las cinco parcelas.

Se sum¢ las producciones por tipo de hortaliza por las cinco parcelas y se obtuvo
un total en libras, esta cantidad se dividio entre 5 y se obtuvo un promedio como

se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3: Promedio de produccion en las 5 parcelas segun hortaliza

Promedio de produccién
Hortaliza en las 5 parcelas segun

hortaliza (libras)

Rabano 7,750 Ib
Cilantro 5,857 Ib
Lechuga 4,400 Ib
Cebollin 3,600 Ib
TOTAL 21,607 Ib

El total se designé como “N” y se utilizé en la siguiente formula:

n= (N)(Za)*(p)(q)/(d)*(N-1)+(Za)*(p)(q)

Dénde:

n= Universo de muestreo (poblacion total)

N= total de libras de todas las hortalizas producidas en las cinco parcelas en cierto
tiempo.

(Za)?=1.962 si se trabaja al 95%
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p= proporcion maxima esperada si las hortalizas estan contaminadas (se asume
como maximo el 50%= 0.5).
g=1-p=(1-0.5)=0.5

d= precision al 5%

Esta formula se aplico para determinar el universo de muestreo (poblacién total).

Sustituyendo datos se obtuvo:

n= (21,607) (1.96)2 (0.5)(0.5)/(0.05)2 (21,606)+ (1.96)2(0.5) (0.5)
n=377.33= 377

Universo de muestreo (poblacion total)= 377 hortalizas

Tomando en cuenta la poblacion total del universo de muestreo (n=377) y
asumiendo que esa cantidad representdé un 100%, entonces se calculé el
porcentaje correspondiente (en base a ese 100%) de cada hortaliza segun su
produccién de cosecha (Ib) en el campo; y de acuerdo al porcentaje obtenido de
cada hortaliza y aplicando regla de tres simple, se calculé la cantidad en libras de
cada hortaliza de estudio que se tomé en cuenta para extraer de alli 100 gr que

fue la muestra definitiva para la hortaliza en cuestion (Cuadro 4).

Cuadro 4: Cantidad necesaria para extraer 100 gramos segun cultivo de

hortaliza
Promedio de Cantidad
Produccién por necesaria para
Hortaliza cultivo de % extraer 100 g
hortaliza en las 5 segun cultivo de
parcelas (libras) hortaliza
Rabano 7,750 Ib 35.87 % 135.22 |b
Cilantro 5,857 Ib 27.11 % 102.20 Ib
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Lechuga 4,400 Ib 20.36 % 76.75 1b
Cebollin 3,600 Ib 16.66 % 62.80 Ib
TOTAL 21,607 Ib 100 % 377 b

Las plantas cultivadas se seleccionaron al azar a manera de “zig-zag”. En el
laboratorio, al momento de hacer los analisis microbioldgicos, se tomo6 25 g de los

100 g obtenidos por cultivo de hortaliza por parcela.

4.3.1.2. Descripciéon del muestreo

Se utilizé los siguientes materiales y equipo: bolsas de cierre hermético tipo
ziplock (26.8 cm x 27.3 cm), balanza manual, brocha pequefia, palin, asperjador

con alcohol, libreta, 14piz, hielera, papel absorbente, cuchillo, tijera de podar.

Portando la indumentaria necesaria (guantes de latex, gabacha, cubreboca,
redecilla, botas) para evitar contaminacion microbiana, se extrajo del suelo las
hortalizas que sirvieron para extraer de entre todas ellas; una muestra de 100 g.
De cada planta, se tom6 una pequefa parte representativa. Esto se hizo por cada

tipo de hortaliza en las cinco parcelas del estudio.

Se quité la mayor parte del suelo que contenia la hortaliza en su superficie
(principalmente rabano y cebollin) con una pequefia brocha desinfestada y
posteriormente se tomd una pequefia parte de esta planta (hortaliza) que se
depositdé en una bolsa ziplock. Luego se extrajo otra hortaliza, se limpié, y de
nuevo se tomo solo una pequefia parte de esta, que se depositd en la misma
bolsa. Este procedimiento se repitid en todas las hortalizas que se tomaron en
cuenta de tal manera que al final se obtuvo una muestra de 100 g pesados con
una balanza manual. Se utiliz6 un palin para remover el suelo, el cual previamente
y después de la extraccion de la hortaliza, se desinfesté con alcohol. La bolsa
ziplock que contenia la muestra a analizar, se rotulo con datos de la parcela,

hortaliza, fecha, productor, y otro que se consideré importante. La muestra se
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depositd inmediatamente en una hielera para detener crecimiento microbiano,
mantenerla fresca y protegerla del calor (Anexo N° 4; Fig. 25). EI mismo
procedimiento se utiliz6 para todas las demas muestras segun tipo de hortaliza.
Una vez recolectadas se trasladaron al laboratorio de Investigacion y Diagnostico
del Departamento de Proteccion Vegetal de la Facultad de Ciencias Agronémicas
de la UES y se proces6 inmediatamente. Algunas muestras que no se alcanzaron
a procesar en el momento de su llegada, se almacenaron en refrigerador a 4°C

para evitar el crecimiento bacteriano.

4.3.2. Toma de muestras de los preparados bioorganicos

Se tomo6 muestras de siete preparados bioorganicos utilizados por los productores
para el cultivo organico de las hortalizas en estudio. Estos corresponden a cinco
muestras de gallinaza (una muestra por parcela), una muestra de Bocashi, y una

muestra de EM-5.

Se tomo una muestra definitiva de 100 g de gallinaza, 100 ml de EM-5y 100 g de
bocashi.

4.3.2.1. Toma de muestra de Bocashi

Se selecciond una parcela en la cual el productor elabora bocashi. Este lo ofrece
en venta a los demas productores si desearan aplicar a sus cultivos. En dicha
parcela el productor lo utiliza para si. Para toma de la muestra, se conocio en
primer instante la cantidad total de bocashi almacenado. Con la cantidad conocida
se aplicoé la misma formula utilizada en el muestreo de hortalizas para calcular la
cantidad (libras) a tomar en cuenta para extraer 100 g de bocashi, que fue la

cantidad definitiva de muestra a tomar (Anexo N° 4; Fig. 26).

4.3.2.2. Toma de muestra de EM-5
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Se selecciondé una parcela en la cual el productor elabora EM-5. Este lo
comercializa a los demas productores para que lo utilicen en sus cultivos. Este
producto se comercializa en litros. La muestra colectada consistié en la obtencion
de un litro de EM-5, que se trasladé en un recipiente estéril al laboratorio de

Investigacion y Diagnostico para su analisis microbiol6gico.

4.3.2.3. Toma de muestra de gallinaza

Para toma de la muestra, se conociéo en primer instante la cantidad total de
gallinaza almacenada. Con la cantidad conocida se aplicé la misma férmula
utilizada en el muestreo de hortalizas para calcular la cantidad necesaria (libras) a
tomar en cuenta para extraer 100 g de gallinaza, que fue la cantidad definitiva de
muestra a tomar en cada una de las cinco parcelas. En total fueron cinco muestras

de gallinaza de 100 g cada una. Una muestra por parcela.

En cada parcela, con la indumentaria personal necesaria (botas, gabacha,
guantes, cubrebocas), se pesé y se tomd 100 g de gallinaza, procurando hacerlo
de diferentes puntos representativos de la gallinaza almacenada en sacos (Anexo
N° 5; Fig. 27). Los 100 gramos se depositaron en una bolsa ziplock, se rotuld y
esta se colocd en una hielera. Se trasladd al laboratorio de Investigacion y

Diagndstico para su analisis microbiologico.

4.3.3. Toma de muestra del agua de riego

El agua utilizada por los productores para el riego de las hortalizas, proviene
especificamente de un rio cercano a la zona de las parcelas. En un lugar
estratégicamente seleccionado en el rio, los productores artesanalmente han
construido una pileta cuadrada no mayor de 1 m por lado, de donde conectan
tubos de poliducto para conducir el agua colectada alli, y ser conducida por
gravedad en una distancia no menor a 1 km hasta las parcelas para sus riegos. El

riego en cada parcela se efectia mediante aspersion. En total fueron 5 muestras
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de agua que se tomaron por las 5 parcelas en donde el agua llega por gravedad y

se distribuye a los cultivos por aspersion.

El agua muestreada en las parcelas de los productores se hizo directamente de
los aspersores que utilizan para hacer el riego. Se utilizé similarmente un
recipiente plastico estéril y se coloco en el aspersor funcionando (Anexo N° 6; Fig.
29). Los recipientes se rotularon y se depositaron en una hielera (Anexo N° 5; Fig.
28). Las muestras se trasladaron al laboratorio de Investigacion y Diagnostico para

su analisis microbiologico.

4.4. Andlisis microbiolégico de hortalizas, preparados bioorgéanicos y agua

parariego

Para los analisis microbiolégicos e interpretacion de resultados de las hortalizas,
los preparados bioorgénicos y el agua de riego, se utilizaron diversos medios de
cultivos selectivos y de enriquecimiento, diversa cristaleria, equipo especializado,

Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA 67.04.50:08) ().

4.4.1. Analisis microbioldgicos de hortalizas

4.41.1. Determinacion de Escherichia coli en muestras de hortalizas (s
(Anexo N° 7; Fig. 30).

Procedimiento en laboratorio:

1. Se peso 25 g de muestra de la hortaliza en una bolsa ziplock. Se le agrego
225 ml de agua peptonada buferada y se agitd vigorosamente para
homogenizar. Esta fue la dilucién 10™.

2. A partir de la dilucién anterior se realizé dos diluciones mas hasta la
10 (Anexo N° 8; Fig. 31).



58

3. Se deposité con una pipeta, 1 ml de cada dilucion en 2 Placas Petrifilm EC,
siguiendo la metodologia de siembra sugerida en este tipo de placas
(Anexo N°8; Fig. 32).

4. Se incubo por 24 horas a 35 °C.

5. Se observo resultados: Colonias rojas-rosadas sin formaciéon de gas:
Resultado Positivo para bacterias no coliformes. Colonias rojas-rosadas y
produccién de gas: Resultado positivo para coliformes totales. Colonias
azules con produccion de gas: Resultado positivo para Escherichia coli
(coliformes fecales).

6. Recuento de colonias: con el apoyo de un contador de colonias se contaron
las colonias caracteristicas de coliformes cecales en las dos placas de
Petrifilm de la dilucién mayor (10), estas cantidades se promediaron. El
promedio se multiplicé por el valor reciproco de la dilucion empleada que en
este caso fue de 1000. Se reportd el valor resultante como “Unidades
Formadoras de Colonias por 25 gr de muestra de hortaliza”. Similarmente
se hizo para coliformes totales (aunque no fueron objeto de estudio).

7. Se aplico criterio microbiolégico de inocuidad para Escherichia coli
utilizando el Reglamento Técnico Centroamericano, especificamente en su
apartado que corresponde al grupo de frutas y vegetales frescos (grupo 4 y

subgrupo 4.1 respectivamente).

4.4.1.2. Determinacion de Salmonella spp. en muestras de hortalizas (g
(Anexo N° 9; Fig. 33).

Procedimiento en laboratorio:
1. Se pesoO 25 g de muestra y se incubo por 24 horas a 35 °C en 225 ml de
caldo lactosado contenido en un Erlenmeyer. Esta fue la dilucién 10™.
2. De la dilucién 10" se pipeteé 1 ml a un tubo con Caldo Tetrationato y 0.1

ml a un tubo con Caldo Rappaport. Esto como un preenriquecimiento.
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. Se incubo a 35 °C por 24 horas el Caldo Tetrationato y a 42 °C por 24 horas
el Caldo Rappaport. El crecimiento bacteriano es indicado por medio de
turbidez en los caldos (Anexo N° 10; Fig. 34).

. De cada tubo se tomé6 una asada y se estridé en dos cajas de Petri con Agar
XLD (Anexo 10; Fig. 35) y similarmente en dos con Agar Salmonella-
Shigella. Esto como prueba confirmativa.

. Se incubd a 35 °C por 24 horas.

6. Se determiné la presencia o ausencia de colonias sospechosas de

Salmonella spp. mediante la observacion de colonias caracteristicas en las
placas. En Agar XLD: Colonias de color rojo con o sin centro negro (prueba
positiva). Colonias no rojas (prueba negativa).

En Agar Salmonella-Shigella: Colonias de color negro brillante (prueba
positiva). Colonias no negro brillante: prueba negativa.

. Se realizé pruebas bioquimicas (TSI, MR-VP, MIO, INDOL) a colonias
sospechosas en placas para confirmar los resultados.

. Los resultados obtenidos se confrontaron con el Reglamento Técnico
Centroamericano, especificamente en su apartado que corresponde al
grupo de frutas y vegetales frescos (grupo 4 y subgrupo 4.1

respectivamente).

4.4.2. Andlisis microbiolégicos de Bocashi, EM-5y gallinaza

4.4.2.1. Determinacion de Escherichia coli en muestras de Bocashi, EM-5 y
gallinaza 15y (Anexo N° 11; Fig. 36, Anexo N° 12; Fig. 37, Anexo N° 13; Fig. 38).

Procedimiento en laboratorio:

1. Se peso 25 g de bocashi en una bolsa ziplock al cual se le agregé 225 ml

de agua peptonada buferada, se agitdé vigorosamente. Esta fue la dilucion

10%. Similarmente se hizo también para gallinaza.
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En el caso de EM-5, se midi6 25 ml y se agito igualmente como en el caso
anterior (fueron diluciones 10™%). Se procedié como sigue para Bocashi, EM-
5 y gallinaza.

3. A partir de la dilucién 10 se realiz6 dos diluciones mas hasta la 107

Se deposité con una pipeta, 1 ml de cada dilucion en 2 Placas Petrifilm EC
siguiendo la metodologia de siembra sugerida en este tipo de placas.
Se incubd por 24 horas a 35 °C.

6. Se observd resultados: Colonias rojas-rosadas con formacién de gas:

Resultado Positivo para bacterias coliformes totales. Colonias azules y
produccién de gas: Resultado positivo para coliformes fecales.
Se hizo recuentos numéricos y se report6 similarmente como en el recuento

de coliformes en muestras de hortalizas.

4.4.2.2. Determinacion de Salmonella spp. en muestras de Bocashi, EM-5 y
gallinaza (17) (Anexo N° 14; Fig. 39, Anexo N° 15; Fig. 40).

Procedimiento en laboratorio:

1.

Se pesé 25 g de bocashi y se incub6 por 24 horas a 35 °C en 225 ml de
caldo lactosado contenido en un Erlenmeyer (dilucién 10™). Similarmente se
hizo para gallinaza (Anexo N° 16; Fig. 41).

En el caso de EM-5, se midié 25 ml y se incubd igualmente como en el caso
anterior (fueron diluciones 10™). Se procedié como sigue para bocashi, EM-
5y gallinaza.

De la dilucién 10" se pipete6 1 ml a un tubo con Caldo Tetrationato y 0.1
ml a un tubo con Caldo Rappaport. Esto como un preenriquecimiento.

Se incubd a 35 °C por 24 horas el Caldo Tetrationato y a 42 °C por 24 horas
el Caldo Rappaport. El crecimiento bacteriano es indicado por medio de
turbidez en los caldos.

De cada tubo se tom6 una asada y se estrié en dos cajas de Petri con Agar
XLD y similarmente en dos con Agar Salmonella-Shigella. Esto como

prueba presuntiva.
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Se incubd a 35 °C por 24 horas.

Se determind la presencia o ausencia de colonias sospechosas de
Salmonella spp. mediante la observacién de colonias caracteristicas en las
placas.

Se realizé pruebas bioquimicas (TSI, MR-VP, MIO, INDOL) a colonias

sospechosas en placas para confirmar los resultados.

4.4.3. Analisis microbioldgicos de agua

4.4.3.1. Determinacion de coliformes fecales en muestra de agua de riego (17
(Anexo N° 17; Fig. 42).

Procedimiento en laboratorio:

1.

La muestra de agua se agitd vigorosamente unas 25 veces antes de
analizarse, para asegurar una buena homogenizacion.

Se prepar6 una serie de 5 tubos conteniendo 10 ml de Caldo LMX
Fluorocult de concentracion doble y 2 series de 5 tubos con 10 ml de
concentracion simple. En total 15 tubos, tres series. Se rotularon.

Se inocularon con pipeta 10 ml del agua a analizar en 5 tubos con caldo
LMX Fluorocult de concentracion doble.

Se inocularon con pipeta 1 ml en 5 tubos con caldo LMX Fluorocult de
concentracion simple.

Se inocularon con pipeta 0.1 ml en los otros 5 tubos con caldo LMX
Fluorocult de concentracion simple.

Se incubd los tubos por 24 horas a 35 °C.

Se observaron resultados. Los tubos con viraje de color y formacion de gas;
indicaron presencia de coliformes totales.

Recuento de coliformes: se registrd por cada serie de tubos el nUmero de
tubos con viraje de color. La serie obtenida se comparé con la tabla de NMP
32) (Anexo N° 18). El valor NMP se reporté como coliformes por 100 ml de

agua.
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9. Los tubos positivos de CT se observaron por medio de ldamparas UV (Anexo
31). Si hubo fluorescencia indicé presuntivamente presencia de Escherichia
coli (coliformes fecales).

10.A los tubos fluorescentes se les agreg6 reactivo de indol (2 a 3 gotas). La
formacion de un anillo rojizo en el medio indicé presencia confirmativa de
Escherichia coli (coliformes fecales).

11.De los tubos positivos de CF se pas6 a Caldo EC y campana de Durham; y
se incubd a 44.5 °C por 48 horas en Bafio Maria. Esto como prueba
confirmativa para E. coli.

12.Se observd resultados: Tubo positivo: presencia de turbidez y gas en
campana, tubo negativo: ausencia de turbidez y gas en campana.

13.Se hizo recuento y se reportd los resultados aplicando tabla del NMP.

14.Los resultados obtenidos se confrontaron con el Criterio microbiolégico para
valorar la calidad microbiolégica del agua de riego de acuerdo a la
“Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales” (2g), Costa

Rica.

4.5. Elaboracion de Manual de Buenas Préacticas Agricolas en la Elaboracién

de fertilizantes bioorganicos

El manual de Buenas Practicas Agricolas en la elaboracién de fertilizantes
bioorganicos, se elabor6 con el fin de ser entregado a ACOPO de R. L.y a
productores de las parcelas, para que sea un documento practico de consulta en
un momento determinado. El manual se hizo con escritura comprensible y
entendible por el lector. En él, se pretendi6é dar a conocer; aspectos importantes y
fundamentales relacionados con la preparacion, manejo y aplicacion de
fertilizantes bioorganicos y otros preparados bioorganicos bajo la modalidad de
Buenas Practicas Agricolas. EI manual contuvo texto e ilustraciones para mejor
transmision de la informacién que fue de caracter técnico y cientifico, bajo un

lenguaje apropiado.
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El manual se elaboro6 a partir de datos e informacion que se colectd de diferentes
maneras y de diversas fuentes confiables; primarias y secundarias. Se utilizé
diferentes recursos para reunir informacion, entre éstas estuvieron entrevistas que
se hicieron a los productores, ésta contuvo preguntas relacionadas a diferentes
topicos que bajo Buenas Practicas de elaboracion de fertilizantes y preparados
bioorganicos deben de considerarse y relacionarse con el fomento a la inocuidad
de las hortalizas para que su consumo sea seguro. Estos topicos tuvieron relacién
con el manejo y aplicacion de los fertilizantes y preparados bioorganicos en
estudio, actitudes de higiene de los productores, instalaciones de elaboracion y

otros aspectos importantes.

Se recolect6é informacidén sobre la composicion y elaboracion de los preparados
bioorganicos, con el fin de sefialar aspectos importantes de consideracion para
que las acciones tomadas en la elaboracion y manejo estén dentro del marco de
las Buenas Practicas Agricolas. Se observd con criterio técnico y se recolectd

imagenes como elementos auxiliares.

4.6. Capacitacion sobre Buenas Practicas Agricolas en la elaboracion de
preparados bioorganicos a productores de ACOPO de R. L.

Con la finalidad de dar a conocer los resultados obtenidos por la investigacion y
presentar toOpicos importantes sobre Buenas Practicas Agricolas y Buenas
Practicas en la elaboracion de preparados bioorganicos en la produccion de
hortalizas bajo la modalidad de agricultura organica; se realizé una capacitacion
dirigida a productores asociados a ACOPO de R. L. Para tal actividad, se convocé
a los participantes en la cooperativa tomando en consideracion la disponibilidad de
los mismos. La presentacion se hizo de forma expositiva y para tal fin se hizo uso
de equipo tecnolégico como computadora tipo laptop, proyector de imagenes,

pasador de diapositivas, puntero laser.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1. Verificacion de la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. en

hortalizas frescas tratadas con preparados bioorganicos.

Verificacion de Escherichia coli

Se analizaron las 20 muestras de hortalizas obtenidas de las cinco parcelas para
la verificacion de Escherichia coli y Salmonella spp. Se utiliz6 placas petrifim y
una vez inoculadas se incubaron y se observd formacién de colonias
caracteristicas; Coliformes totales: colonias rosas-rojizas con formacion de gas, E.
coli, colonias azules con formacion de gas y colonias no coliformes: rojizas con

ausencia de gas (Figura 1).

Figura 1. Placas Petrifilm: a) colonias no coliformes, b) colonias de coliformes
totales (rosas-rojizas con formacion de gas) y c) colonias de E. coli

(Coliformes fecales; azules con formacion de gas).

Se hizo recuento de colonias caracteristicas de coliformes totales y E. coli, para
estimar cantidad de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra. Se
utilizo la placa con siembra de la dilucion mas alta (Figura 2).
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Figura 2. Recuento de colonias de coliformes y E. coli en placas Petrifilm.

Los recuentos estimados de coliformes totales y E. coli por gramos de muestra

segun hortalizas se presentan en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Verificacion de coliformes totales y Escherichia coli en las

diferentes hortalizas analizadas.

Parcela | Muestra Recuento Recuento Limite méximo

de estimado: estimado: permitido para

hortaliza coliformes Escherichia coli/g Escherichia coli

totales /g de de muestra (RTCA
muestra 67.04.50:08)

Rabano 0 UFCl/g 0 UFCl/g 102 UFClg
1 Cilantro 2000 UFC/g 0 UFCl/g 102 UFCl/g
Lechuga 2000 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
Cebollin 3000 UFC/g 0 UFCl/g 102 UFCl/g
Rabano 2000 UFC/g 0 UFC/g 102 UFClg
2 Cilantro 0 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
Lechuga 5000 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
Cebollin 6000 UFC/g 0 UFC/g 102 UFClg
Rabano 0 UFCl/g 500 UFClg 102 UFCl/g
3 Cilantro 3000 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
Lechuga 0 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
Cebollin 0 UFClg 0 UFCl/g 102 UFCl/g
Rébano 0 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
4 Cilantro 2000 UFC/g 0 UFCl/g 102 UFC/g
Lechuga 0 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
Cebollin 0 UFC/g 0 UFC/g 102 UFC/g
Rabano 3000 UFC/g 0 UFCl/g 102 UFCl/g
5 Cilantro 9000 UFC/g 0 UFCl/g 102 UFCl/g
Lechuga 3000 UFC/g 4000 UFC/g 102 UFC/g
Cebollin 21000 UFC/g 0 UFCl/g 102 UFCl/g
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De las 20 muestras de hortalizas analizadas, solamente dos (rabano y lechuga) de
dos parcelas diferentes, resultaron con presencia de Escherichia coli, en todas las
demas no se encontrd este patdgeno. Las hortalizas son irrigadas por aspersion,
autores (zg), seflalan que el agua puede transmitir muchos microorganismos, como

las variedades patdégenas de Escherichia coli.

Siendo el rabano y lechuga, hortalizas con hojas anchas y rugosas, son mas
vulnerables a la adopcion de patdgenos, tal como sefala ciertos autores (sg), que
indican que las hortalizas con superficies amplias y aquellas en que, debido a sus
caracteristicas se puedan adherir con facilidad o quedar atrapados en ellas
organismos patdgenos (superficies rugosas, por ejemplo), corren mayor riesgo de

contaminacion.

La irrigacion de las hortalizas se efectta principalmente por la mafiana, autores )
mencionan que aplicando riego por aspersion por la mafana, la eficiencia del uso
de agua es llevada al maximo y se reduce el tiempo de secado de las hojas. Un
secado rapido y la luz ultravioleta reduce la supervivencia de los patdgenos, tanto
de vegetales como de humanos, en los cultivos. Esto puede justificar en parte la

ausencia de Escherichia coli en las demas hortalizas.

Considerando que las 20 muestras de hortalizas representan un 100%, se puede
decir que solo un 10% resulté con contaminacion. La mayoria de las hortalizas
pueden consumirse con la seguridad de que éstas no causaran enfermedades

gastrointestinales por Escherichia coli y otras relacionadas a este patdgeno.

Verificacion de Salmonella spp.

Luego de inocularse e incubarse, se observd crecimiento bacteriano para
identificar posibles colonias sospechosas. En Agar Salmonella-Shigella (SS) las
colonias caracteristicas de Salmonella se presentan incoloras, transparentes con

centro negro debido a la reduccion del azufre y halo delgado claro. Estas bacterias
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no fermentan la lactosa en este medio a diferencia de otras bacterias entéricas
que si lo hacen como Proteus y que también reducen el azufre 4 (Figura 3).
Como resultado de la fermentacion de lactosa se produce viraje de color.

Figura 3. a) Agar SS sin inocular y b), ¢) y d) crecimiento de variadas colonias

y viraje de color en medio de cultivo (fermentacidn de latosa).

Luego de la incubacion se observaron colonias en el medio XLD (Figura 4).
.

Figura 4. a) Agar XLD (rojizo) sin inocular, b), c), y d) crecimiento de variadas

colonias y e) colonias sospechosas.
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Cuadro 6: Determinacion de colonias sospechosas (reducciéon de azufre) de
Salmonella spp. en Agar XLD (AXLD) y Agar Salmonella-Shigella

(ASS) en muestras de hortalizas.

Parcela Muestra de Colonias sospechosas

Hortaliza Presencia Ausencia

ASS AXLD ASS Y AXLD

Rabano X

1 Cilantro X X

Lechuga

Cebollin

Rabano

2 Cilantro

Lechuga

Cebollin

Rabano

X| X[ X| X| X| X| X| X

3 Cilantro

Lechuga X X

Cebollin X

Rabano

4 Cilantro

Lechuga

X| X| X| X

Cebollin

Rabano X

S Cilantro X X

Lechuga

X | X

Cebollin

Se consideré pasar a pruebas bioquimicas aquellas colonias consideradas
sospechosas por reducir el azufre con produccién de H2S, mostrando color negro.
Las pruebas bioquimicas empleadas; y recomendadas entre otras por Le Minor y
Richard citados por autores 4 fueron de Indol, Movilidad, Rojo de Metilo, Voges

Proskauer y TSI (Figura 5y 6).
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Figura 5. Pruebas bioquimicas para deteccion de Salmonella spp.: a) Medio
MIO (resultado negativo y positivo (evidencia de movilidad)), b)
prueba de Indol (negativo y positivo (anillo rojo)) y c) prueba de Rojo

de metilo (negativo y positivo (rojo)).

Figura 6. Pruebas bioquimicas para deteccién de Salmonella spp.: a) Prueba
Voges Proskauer (resultado negativo y positivo), b) prueba de TSI
(resultados de izquierda a derecha: A/A, K/A, A/A con &acido

sulfidrico, y K/A con acido sulfidrico.

La mayoria de las serovariedades (99,8%) de Salmonella aisladas del hombre y
de los animales de sangre caliente pertenecen a Salmonella enterica subesp.

enterica y tienen propiedades bioquimicas caracteristicas (s (Cuadro 7).
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Cuadro 7: Reacciones a Pruebas bioquimicas de Salmonella spp.

Indol | RM | VP MIO TSI
(Movilidad)
K/A
. ) (Con produccién de
Salmonella spp. + + H2S)

Fuente: Terragno, 2008

Los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas a partir de colonias
sospechosas segun muestra de hortaliza se presentan en el Cuadro 8, en donde
se observa que los resultados obtenidos de las cinco pruebas bioquimicas no son
iguales, no coinciden todas al comparase con resultados indicados en el Cuadro 7,
segun debiera ser para especies de Salmonella. Por ejemplo, ninguna en la
prueba de TSI resulto ser K/A, por tanto no hubo fermentacion de glucosa y
ninguna produjo H2S, siendo esta prueba determinante para no confirmar
presencia de Salmonella en las muestras. Estudios (z4) indican que de aislamientos
de Salmonella spp., el 100% ha reaccionado positivamente a la prueba TSI en la
fermentacién de glucosa, produciéndose resultados alcalino sobre acido (K/A), y
con un 91.6% con producciéon de Hz2S. También, en la mayoria de los casos, los
resultados de la prueba rojo de metilo y la de Voges Proskauer son similares, es
decir positivas, al respecto, en estudios realizados z4), sefialan que el 100% de
aislamientos han reaccionado negativo a la prueba Voges Proskauer y que la
mayoria de los miembros de la Familia Enterobacteriaceae, la cual es
perteneciente Salmonella, dan reacciones opuestas entre el rojo de metilo y
VP.

Por tanto, al no coincidir completamente todas las reacciones; destacando
resultados en la prueba del TSI, todas las muestras de hortalizas resultaron ser

negativas para este patdégeno (Cuadro 9).



Cuadro 8: Resultados de pruebas bioquimicas a colonias sospechosas en

agares XLD y SS en muestras de hortalizas.

Parcela Muestra AGAR Indol RM VP MIO TSI
de XLD/SS
hortaliza
1 Cilantro XLD - + + + A/A
H2S
SS - + + + A/A
Lechuga XLD - - + - A/A
3 SS - + + + A/A
H2S
Cebollin XLD - + + + A/A
H2S
SS - + + + A/A
H2S
Réabano XLD - + + + A/A
5 H2S
Cilantro XLD - - - + A/A
SS - + + - A/A
XLD: Agar Xilosa Lisina Descarboxilasa, Agar Salmonella-Shigella, RM: Caldo Rojo de Metilo,
VP: Caldo Voges Proskauer, MIO: Medio Movilidad Indol Ornitina, TSI: Triple AzGcar Hierro,
A/A: acido sobre acido, H:S: acido sulfhidrico.

Cuadro 9: Determinacién de Salmonella spp. en las diferentes hortalizas

analizadas.
Limite maximo
Parcela | Muestra de Hortaliza Presencia/ permitido para
Ausencia Salmonella spp./25g
(RTCA 67.04.50:08)
Rabano Ausencia Ausencia
1 Cilantro Ausencia Ausencia
Lechuga Ausencia Ausencia
Cebollin Ausencia Ausencia
Rabano Ausencia Ausencia
2 Cilantro Ausencia Ausencia
Lechuga Ausencia Ausencia
Cebollin Ausencia Ausencia
Rabano Ausencia Ausencia
3 Cilantro Ausencia Ausencia
Lechuga Ausencia Ausencia
Cebollin Ausencia Ausencia
Rabano Ausencia Ausencia
4 Cilantro Ausencia Ausencia




Lechuga Ausencia Ausencia
Cebollin Ausencia Ausencia
Rabano Ausencia Ausencia
Cilantro Ausencia Ausencia
Lechuga Ausencia Ausencia
Cebollin Ausencia Ausencia
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Al determinarse ausencia en las muestras de hortalizas, y al comparar estos
resultados con los criterios microbiolégicos del Reglamento Técnico
Centroamericano (Tabla 2), se reporta que las hortalizas son aceptables para el
consumo Yy que por haber ausencia de Salmonella spp. no representan riesgo de

contraer enfermedad al consumirse.

Tabla 2: Criterios microbiol6gicos del Reglamento Técnico Centroamericano

para hortalizas en relacion a Salmonella y E. coli.

Parametro Limite maximo permitido
Salmonella ssp/25 g Ausencia
Escherichia coli 102 UFC/g

Fuente: Adaptado de Reglamento Técnico Centroamericano. RTCA 67.04.50:08

5.2. Cuantificacion de la presencia de coliformes fecales en agua utilizada

para el riego en el cultivo de hortalizas frescas

En cada una de las cinco parcelas de donde se obtuvo las hortalizas, se colect6
una muestra de agua de riego para analizarlas y determinar presencia de

coliformes fecales en ellas.

El agua aplicada en los cultivos, proviene de un rio cercano de la zona y esta se
conduce en tuberia por gravedad hasta las parcelas, en donde —con el empleo de
aspersores- se lleva a cabo el riego (Figura 7). El agua superficial es la fuente mas
comun para la irrigacion de cultivos de hortalizas, sin embargo; se considera como
posible fuente de microorganismos peligrosos ya que puede tener patdgenos y

puede causar enfermedades ). En los lugares donde se desconoce o no se
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pueda controlar dicha calidad, se debe considerar la adopcion de practicas de
riego adecuadas para reducir el contacto entre el agua y la parte comestible del

cultivo @7)-

La comunidad cientifica en general coincide en que las practicas de riego que
exponen la parte comestible de las plantas al contacto directo con agua

contaminada, pueden incrementar el riesgo microbiol6gico (sg).

Figura 7. Riego con aspersores en las parcelas.

Algunos autores (), recomiendan utilizar riego por goteo siempre que sea posible.
Este método reduce el riesgo de contaminacion de los cultivos porque las partes
comestibles de la mayoria de los cultivos no se mojan directamente. Los niveles
de enfermedad en las plantas se pueden reducir también y la eficiencia del uso del

agua de riego permanece al maximo con este metodo ().
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El analisis de las aguas muestreadas en las parcelas, se llevé a cabo empleando
la técnica del NMP para 15 tubos y se hizo mediante: presuncion y confirmacion,
en la cual se emplearon medios de cultivos selectivos y diferenciales. En la
presuncion —prueba presuntiva- se empledé Caldo LMX Fluorocult con el propdsito
de determinar —posible- presencia de coliformes totales y coliformes fecales. Se
detectaron ambos grupos bacterianos: viraje de color indicO presencia de

coliformes totales y fluorescencia indico coliformes fecales (Figura 8).

Figura 8. a) Caldo LMX Fluorocult: sin inocular, b) en azul turqueza (coliformes

totales) y c) fluorescentes (coliformes fecales; E. coli).

Se realizé también prueba de Indol en los tubos positivos fluorescentes, dando
como resultado reaccion positiva a la deteccion de este producto metabdlico

guimico como resultado de la degradacién del triptofano (Figura 9).

Figura 9. Deteccion de indol con reactivo de Kovac (anillo rojo) como prueba

confirmatoria de presencia de E. coli (de izquierda a derecha).
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A partir de los tubos positivos, se inoculé en tubos con Caldo EC, para confirmar
la presencia de coliformes fecales. Los tubos con turbidez y formacién de gas en

campana de Durham indicaron positivo para Escherichia coli (coliformes fecales)

(Figura 10).

23/05/2016

Figura 10. a) Incubacion a 44.5 °C en Bafio Maria, b) Caldo EC sin inocular y c)
Caldo con turbidez y formacion de gas en campana de Durham,

indicativos de crecimiento de E. coli.

Se empleo tabla de NMP. El NUumero mas probable por mililitro de agua de
coliformes totales y fecales segun muestra de agua por parcela se presenta en el
Cuadro 10.

Cuadro 10: Niumero mas probable (NMP) de coliformes totales y coliformes
fecales por mililitro de agua en muestras de agua de riego por

aspersion utilizada en las parcelas para los cultivos.

N° Caldo LMX *Limite méximo
Parcela | (Valores NMP/100 ml de agua en muestras permitido en
de agua de riego). NMP/100 ml para la
Coliformes totales Coliformes utilizacion del agua
fecales
1 10 23 1000 CF
2 33 33 1000 CF
3 240 49 1000 CF
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4 >1600 79 1000 CF
5 140 63 1000 CF

*Clasificacion de la Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales” de Costa Rica.

Segun los resultados de los analisis, las cinco muestras resultaron contaminadas
con coliformes fecales, si bien es cierto estan presente en el agua, estos no
superan los 1000 NMP/ 100 ml por muestra que sehala la “Clasificacion de la
Calidad de Cuerpos de Agua Superficiales” de Costa Rica. Esto significa que el
agua en su uso es segura para que las hortalizas no representen riesgo de
enfermedad al ser consumidas. El agua preferiblemente debe ser potable
considerando que contacta directamente a alimentos frescos de consumo
inmediato, consecuentemente para el caso, ésta no es recomendable para una
produccion libre de patdégenos, pero es aceptable de acuerdo a lo indicado por la

normativa citada.

El agua de uso agricola es frecuentemente un recurso compartido. En algunas
regiones el agua de uso agricola procede de aguas superficiales que recorren

ciertas distancias antes de llegar al area de cultivo (27).

Al movilizarse el agua mediante tuberia directamente del rio hacia las parcelas, se
demuestra que éste es fuente y vehiculo de coliformes fecales (Figura 11 y 12).
Investigadores de la Universidad de California concluyeron tras previos estudios
sobre la calidad del agua de riego que 1,000 coliformes fecales en 100 ml de agua
era aceptable basado en estudios de sobrevivencia de varios patégenos en las
hortalizas. De acuerdo a esta afirmacién, el agua utilizada por los productores de

ACOPO para el riego de las hortalizas puede emplearse para tal fin.

Si se utiliza agua superficial para el riego por aspersion, se debe examinar la
fuente de agua (5, sugerencia aplicable para los mismos productores de la

cooperativa quienes emplean este método de riego.
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los productores.
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La calidad del agua puede ser mas importante en casos en donde ésta entre en
contacto directo con la parte comestible de la planta, especialmente cerca del
periodo de cosecha ). Para el caso, como ejemplo de esta aseveracion se puede
mencionar a las cuatro hortalizas del estudio, puesto que el agua entra en

contacto directo con partes que son consumidas.

El conocimiento de la calidad del agua de riego asistird en la seleccion de las
practicas de riego que reduzcan los riesgos de esparcir patégenos al producto
fresco. Los riesgos de microbios en el riego por aspersion son reducidos utilizando

agua potable ).

Figura 14. Enmendaduras artesanales en tubos conductores del agua.
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5.3. Determinacion de la presencia de Escherichia coli y Salmonella spp. en

preparados bioorganicos utilizados en el cultivo de hortalizas frescas.

Se analiz6 microbiolégicamente los preparados bioorganicos que utilizan los
productores de ACOPO en sus cultivos, para determinar presencia de los
patdogenos Escherichia coli y Salmonella spp. Los preparados utilizados en las
parcelas son gallinaza, bocashi y EM-5. La gallinaza es comprada por los
productores y generalmente a un mismo proveedor, el bocashi y el EM-5 son
preparados por ciertos productores asociados a la Cooperativa, quienes los
comercializan a los otros productores para el uso en sus diferentes parcelas. Se
recolecté una muestra de gallinaza por cada parcela, y una muestra de bocashi y
EM-5 (Figura 16).

Verificacion de Escherichia coli

Cuadro 11: Determinacion de coliformes totales y Escherichia coli en

muestras de preparados bioorganicos.

N° Preparado Recuento estimado: Recuento estimado:
Parcela Bioorganico coliformes totales /g Escherichia coli/g de
de muestra muestra
1 Gallinaza 4000 UFC/g 0 UFC/g
2 Gallinaza 1000 UFCl/g 0 UFCl/g
3 Gallinaza 0 UFC/g 0 UFC/g
4 Gallinaza 0 UFC/g 0 UFC/g
5 Gallinaza 0 UFC/g 0 UFCl/g
Bocashi 2000 UFC/g 0 UFC/g
EM-5 0 UFCl/g 0 UFC/mlI

Tanto en la gallinaza, como en el bocashi y el EM-5 no se encontrd la presencia

del patégeno. Esto significa que los preparados bioorganicos son seguros en su
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aplicacion a los cultivos de las hortalizas, puesto que no suponen riesgos

microbiologicos de contaminacion con este patégeno.

Verificacion de Salmonella spp.

Se investigé también la presencia de Salmonella spp. en los mismos preparados
bioorganicos. Para el andlisis microbiolégico y la observacion de colonias
sospechosas -similarmente que para los analisis de las hortalizas-, se emplearon
los mismos medios de cultivos y se emplearon las mismas pruebas bioquimicas
como medios confirmatorios. Los resultados obtenidos se presentan en el Cuadro
12.

Cuadro 12: Determinacion de Salmonella spp. en muestras de preparados

bioorganicos.

Par- Preparado Colonias
cela | Bioorganico sospechosas Pruebas Bioquimicas

Salmonella spp.

ASS AXLD Indol | RM | VP | MIO TSI
1 Gallinaza X - - - - A/A
2 Gallinaza X - - + - K/A
GAS
3 Gallinaza X + - + + K/A
GAS
4 Gallinaza X X + + + + K/A
GAS
5 Gallinaza X + - - - K/A
Bocashi X + + + + K/A
GAS

EM-5 Ninguna | Ninguna

ASS: Agar Salmonella-Shigella, AXLD: Agar Xilosa Lisina Descarboxilasa, RM: Rojo de Metilo,
VP: Voges Proskauer, MIO: Movilidad Indol Ornitina, TSI: Agar Triple AzlUcar y Hierro, A/A:
acido sobre &cido, K/A: alcalino sobre &cido.
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Se observo las reacciones preestablecidas que tiene Salmonella spp. a las
pruebas bioquimicas empleadas, mostradas en el Cuadro 5. En el caso de las
cinco muestras de gallinaza, al comparase los resultados obtenidos con los
indicados en el referido cuadro, se observa que no coinciden los resultados de
todas las pruebas —si bien algunas-, y en ninguna de las pruebas de TSI se
presentd produccion de &cido sulfhidrico, siendo una propiedad fisiolégica
caracteristica de este patégeno. En la mayoria de los casos la prueba de Indol
reportd ser positivo, no correspondiendo a lo preestablecido por esta bacteria que
indica lo contrario, es decir; negativo. También en la mayoria de los casos los
resultados de las pruebas Rojo de metilo y de Voges Proskauer son similares,
contrastando los resultados preestablecidos que indican que éstos deben ser

opuestos.

Esto demuestra que el empleo de este biopreparado por los productores en los
cultivos es seguro para este patdégeno, ademas de ser incorporado al suelo antes
de la siembra. Autores (), sugieren la incorporacion, puesto que se sabe que

muchos patdgenos perjudiciales no sobreviven por mucho tiempo en el suelo.

En el caso del bocashi, los resultados no coincidentes con los sefalados en el
Cuadro 5 fueron los de la prueba de Indol y Voges Proskauer, que debieron ser
negativos si se tratase de confirmacion del patégeno, ademas que también no
hubo produccion de &cido sulfhidrico en la prueba de TSI, (a pesar de la
fermentacién de glucosa manifestado por ser K/A). Por tanto, este preparado
bioorganico no se considera vehiculo de este patdégeno, por tanto es seguro su

empleo en el cultivo de las hortalizas.

El bocashi como preparado bioorganico, es elaborado localmente para luego ser
comercializado a los productores asociados a ACOPO, se elabora empleando
materiales soélidos de desecho entre otros; carbon, granza, melaza, lechugas y

gallinaza (que contiene estiércol de gallinas). La materia fecal animal es una
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fuente conocida de microorganismos patdogenos que puede causar enfermedades

transmitidas por los alimentos (zs).

El bocashi, como parte de su preparacion se voltea diariamente para que los
procesos quimicos-biolégicos internos se lleven a cabo eficazmente. Los
desechos biolégicos sélidos constituyen un fertilizante in6cuo y efectivo si se
tratan debidamente (3g. El bocashi elaborado en la cooperativa es preparado
debidamente, el volteo diario es considerado y esto contribuye a que este

fertilizante se produzca eliminando microorganismos patégenos.

Se puede utilizar una variedad de tratamientos para reducir los microorganismos
patdgenos. Estos tratamientos se basan principalmente en el paso del tiempo y
en factores ambientales (como la presencia de rayos ultravioletas) para reducir el

nivel de microorganismos patégenos (sg).

Figura 15. Almacenamiento de bocashi en area alejada de los cultivos, donde

se deja pasar el tiempo antes de aplicarse a las parcelas

En el caso del EM-5 no se hizo analisis con pruebas bioquimicas puesto que no
hubo crecimiento bacteriano en los medios diferenciales, es decir en los agares

XLD y SS. Al no producirse crecimiento, se confirma ausencia del patdogeno.
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Figura 16. Toma de muestra de EM-5.

5.4. Elaboracién de manual de Buenas Préacticas Agricolas. Fertilizantes y

productos bioorganicos

Se elabor6é un manual técnico de consulta el cual se titulé: “Buenas Practicas
Agricolas. Fertilizantes y productos Bioorganicos; elaboracion, uso y manejo”
(Figura 17), dirigido principalmente a productores de hortalizas asociados a
ACOPO de R. L. quienes utilizan en sus cultivos algunos fertilizantes y otros
productos preparados bioorganicamente, también esta dirigido a personas
interesadas en conocer sobre las tematicas tratadas en el manual, como

estudiantes, profesionales y personas tomadoras de decisiones.

El manual se elabor6 con la finalidad de apoyar a los productores de ACOPO de
R. L. en el conocimiento y uso de productos bioorganicos. Ellos utilizan para sus
cultivos: gallinaza, bocashi y EM-5, y por tal motivo la informacion presentada en
el manual responde enfaticamente a fortalecer esas areas. Los productores que
utilicen estiércol o desechos bioldgicos solidos tienen que adoptar Buenas

Practicas Agricolas para reducir en lo posible el riesgo microbiol0gico (s).

El uso y manejo irresponsable de productos bioorganicos, supone un riesgo de
contaminacion microbiolégica a las hortalizas mientras se cultivan,

importantemente con microorganismos patdégenos entre los cuales se puede
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destacar a los estudiados en esta investigacion, por consiguiente se deben poner
en practica acciones orientadas a disminuir a niveles seguros dichos riesgos
mientras se preparan, manejan y se usan. Este conjunto de acciones se integran
en las denominadas Buenas Practicas Agricolas. Por ello, el manual elaborado
también contiene informacién relacionada con la misma, en donde se expresan
sugerencias o consejos de buenas practicas aplicables en las diferentes etapas
por las cuales se desarrollan los cultivos, desde la seleccion de la parcela antes de
la siembra hasta la cosecha y actividades de poscosecha. El uso de Buenas
Practicas Agricolas, puede reducir el riesgo de contaminacion microbiologica de

hortalizas (s).

La informacion contenida en el manual se obtuvo de fuentes bibliograficas
confiables, y va acompafada de dibujos y fotografias para facilitar y enriquecer la
comprension del mensaje que se desea transmitir. EI documento consta de 98
paginas y se divide ordenadamente en ocho capitulos distribuidos en dos partes: i)
Fertilizantes y productos bioorganicos y ii) Buenas Practicas Agricolas. En la
primera se presenta informacion referida a la preparacién, uso y manejo de
bocashi, EM-5 y biofertilizantes, sus beneficios, recursos e insumos y ejemplos
practicos de elaboracién. En la segunda parte en relacion a Buenas Practicas
Agricolas se presentan consejos y sugerencias de acciones adoptables orientadas
a proteger los recursos naturales, salvaguardar la salud del productor, producir

hortalizas libres de contaminantes y sobre todo libre de patdgenos.

Las sugerencias hacen alusion al uso del agua, manejo del suelo, uso de
fertilizantes, actitud de trabajadores agricolas, condiciones de instalaciones, entre
otros, y manifiestan de manera implicita la importancia de atenderlos en la medida

de lo posible para la produccion de hortalizas inocuas.

El manual se entregd formalmente en un acto oficial preparado en las
instalaciones de ACOPO de R. L. Personal representante de la misma recibieron

el documento (Figura 18).
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Figura 17. Manual de Buenas Practicas Agricolas. Fertilizantes y Productos

Bioorgéanicos.

5.5. Capacitacion a productores de ACOPO de R.L. sobre Buenas Précticas

Agricolas en la Elaboracion de Fertilizantes y Productos Bioorganicos.

En instalaciones de ACOPO de R. L. se desarrollé una capacitacién sobre Buenas
Practicas Agricolas (BPA) en la Elaboracion de Fertilizantes y Productos
Bioorganicos. Es imprescindible contar con trabajadores agricolas capacitados
para la labor que desempefiaran (»7). La capacitacion fue dirigida a productores de
hortalizas frescas cultivadas organicamente asociados a la Cooperativa. En la
capacitaciéon se expuso definiciones, importancia y sugerencias relativas a las
BPA, dentro de las cuales se enfatizé6 importantemente en la elaboracién, manejo
y uso de productos bioorganicos utilizados por ellos en sus parcelas. Las
consideraciones expuestas se orientaron a proteger y hacer buen uso de los

recursos naturales como también salvaguardar el bienestar de los productores.

Como resultado de ésta capacitacion, los productores obtuvieron conocimiento
sobre los riesgos y peligros asociados con malas practicas agricolas y con el mal
uso y manejo de productos bioorganicos, tomando en consideracion la falta de

higiene y la creacién de ambientes favorables para patégenos. También se generd
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conciencia sobre la importancia de cultivar hortalizas libre de patégenos y por

consiguiente que no enfermen en su consumo al fresco.

En la jornada también se socializo los resultados obtenidos de esta investigacion.

@ UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
{

Facultad de Quimica y Farmacia
Maestria en Microbiologia e Inocuidad de Alimentos

[

“Calidad microbiolégicade hortalizas tratadas con
preparados bioorganicos en la asociacion cooperativa de
productos agropecuarios y servicios multiples productos

organicos (ACOPO de R.L.)”.

Ricardo Ernesto Gémez Orellana | [ |

Figura 18. Capacitacion a productores de ACOPO sobre Buenas Practicas
Agricolas en la Elaboracion de Fertilizantes y Productc

Bioorganicos a representante de ACOPO de R. L.
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VI. CONCLUSIONES

Las hortalizas frescas analizadas microbiolégicamente, son inocuas en el
90% y 100% para el caso de Escherichia coli y Salmonella spp.

respectivamente.

El riego por aspersion no es el adecuado para el cultivo de las hortalizas, el
agua presento coliformes fecales, sin embargo puede ser empleada ya que

no supera los 1000 CF/100 ml que declara la normativa consultada.

Las hortalizas de hojas anchas como rdbano y lechuga, son especialmente
vulnerables a contaminacién por patdgenos por medio del agua de riego,

debido a que exponen mayor area superficial de contacto en sus hojas.

La aplicacién de gallinaza, EM-5 y bocashi en el cultivo de las hortalizas no
representa riesgo de contaminarlas, ya que no se encontré6 en ellos
especies de Salmonella y Escherichia coli, produciéndose asi vegetales

libres de éstos patdgenos.

El Manual: “Buenas Practicas Agricolas. Fertilizantes y productos
bioorganicos”, es de gran beneficio para los productores de ACOPO, puesto
gue proporciona algunos principios basicos y practicas recomendadas para
reducir al minimo el riesgo microbiolégico en la produccién de las hortalizas

frescas.

La capacitacion a productores de ACOPO, sobre Buenas Practicas
Agricolas en la Elaboracion de Fertilizantes y Productos Bioorganicos, fue
importante porque se dio a conocer los peligros bioldgicos a las que se
exponen las hortalizas y se concientizé sobre la importancia de aplicar
Buenas Practicas Agricolas y producir fertilizantes y productos bioorganicos

con las medidas pertinentes necesarias.
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VIl. RECOMENDACIONES

Analizar microbiolégicamente otras hortalizas producidas por ACOPO de
R.L. no consideradas en este estudio; como zanahoria y espinaca, para

determinar la presencia de Salmonella spp. y Escherichia coli.

Analizar microbiol6gicamente cada seis meses, el agua de riego a efectos
de valorar la cantidad y diversidad de microorganismos patdogenos
transmitidos —en especial coliformes fecales- y determinar su aceptabilidad

0 no para tomar decisiones importantes.

Aplicar riego por goteo en el cultivo de las hortalizas, ya que el agua no
contacta directamente a las mismas y se disminuye el riesgo por

contaminacion de patdgenos.

Valorar la conveniencia de establecer un sistema que permita filtrar el agua

gue se emplea para el riego de las hortalizas.

Analizar microbiolégicamente la gallinaza y bocashi para determinar la
presencia de posibles parasitos patdgenos que puedan transmitirse en las
mismas, y a la vez, analizar las hortalizas frescas para verificar una posible

correlacion.

Fortalecer las practicas de cultivo de las hortalizas frescas con la aplicacion
de las “Buenas Practicas Agricolas” a efectos de reducir los peligros

microbiolégicos y producir hortalizas mas seguras.

Capacitar periddicamente a los productores y deméas manipuladores de
ACOPO en temas de inocuidad de hortalizas frescas, para que conozcan y
sean concientes de las fuentes y formas de transmision de peligros

microbioldgicos tanto en el campo como en la planta procesadora.
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Anexo N° 1

l
| CLUSA, - i
+ “PROMOVIENDO AGRICULTURA CON RESPONSABILIDAD AMBIENTAL® 1
| Agricultura Protegida en hortalizas organicas -—
| Asociacién Cooperativa de Productores Organicos-AGOPO DERIL. |

& Proyecto . G '
FOMENTO DE LA COMPETITIVIDAD DEL SUBSECTOR ORGANIGOEN C.A., &

"( . ” __ Cooperacitn Austrinca 2

Figura 19. Asociacion Cooperativa de Productos Agropecuarios y Servicios
Mudltiples Productos Organicos (ACOPO de R.L.).

Figura 20. Hortalizas de la investigacion: a) rdbano (Raphanus sativus), b) cebollin
(Allium schoenoprasum), c) cilantro (Coriandrum sativum) y d) lechuga
(Lactuca sativa L. var. longifolia).
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Anexo N° 2

Figura 21. Parcelas seleccionadas de productores con cultivos de hortalizas
tratadas bioorganicamente.
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Anexo N° 3
Productor propietario de Productor propietario de Productor propietario de
parcelas 1y 4 parcelas2y 5 parcelas3y6
Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3
4 N\ 77 ™ 4 N N { N [ N
Rabano Cilantro Rabano Cilantro Rabano Cilantro
100g 1009 100 g 100 g 100 g 100 g
N J/ J \, AN J \. J L J
4 N ™ 4 N\ /7 ~\ r N 7 ™\
Lechuga Cebollin Lechuga Cebollin Lechuga Cebollin
100 g 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g
\, J U J . / J/ \. VRN J
Parcela 4 Parcela 5
' N\ 7 ) 4 N 7 N
Rabano Cilantro Rabano Cilantro
100 g 100 g 100 g 100 g
\ /L v, . 7/ L /
4 N 7 ™\ 4 N 7 ™\
Lechuga Cebollin Lechuga Cebollin
100 g 100 g 100 g 100 g
\ VRN J \, J \ J/

Figura 22. Esquema descriptivo de la distribucion de parcelas con las hortalizas de
estudio. Cinco parcelas en total. Cada parcela con los cuatro cultivos de
las hortalizas de estudio: rabano, cilantro, lechuga y cebollin.



104

Anexo N° 4

Figura 23. Georreferenciacion de la ubicacion de las parcelas de los productores
mediante GPS.

Figura 24. a) Indumentaria para muestreos. b) Desinfestacion de tijera de podar. c)
Toma de muestra de hortalizas y d) depositadas en hielera para su
traslado al laboratorio.

Figura 25. a) Almacenamiento de bocashi, b) rotulacién de bolsa ziplock y c) toma
de muestra de bocashi.
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Anexo N° 5

Figura 26. a) Almacenamiento de gallinaza en parcelas, b) desinfestacion de palin
con alcohol y ¢) toma de muestra de gallinaza.

Figura 27. Muestra de agua de riego de parcelas en recipiente estéril y depositado
en hielera para su traslado al laboratorio.
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Anexo N° 6

Figura 28. Toma de muestra de agua de riego en asperjadores de las parcelas.



Anexo N° 7

Pesar 25 gr de Muestra de Agregar 225 ml
Hortaliza de Agua Peptonada

l

= Homogenizar

D —— .
vigorosamente

Hacer diluciones / 107 \

1073

1ml 1ml 1ml

Siembra en duplicado en Placas Petrifilm (1 ml)

[-® ' Incubar
& 35°C
> 24 H
o

Leer resultados
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Figura 29. Marcha analitica para determinacién de Escherichia coli en muestras de

hortalizas.
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Anexo N° 8

Figura 31. a) Inoculacion (siembra) en placas Petrifilm, b) distribucion del inéculo a
leve presién y c) placa inoculada lista a incubarse.



Pesar 25 gr de Muestra de
Hortaliza

/ /
y.

cs Incubar
q 35°C
z 24 H

1
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Anexo N° 9

Agregar 225 ml
de Caldo Lactosado

/

/
N/

Caldo Lml 0.1 ml
Tetrationato Caldo
Rappaport
Incubar = Incubar
37°C 42°C
24H 24H
I I
Una asada Una asada
Agar Agar Asar
XLD <S XLD SS
N\
|ncuPar Observar Realizar Pruebas
37°C Rty ——> BIOQUIMICAS:
24H TSI, MR-VP, MIO, INDOL
Figura 32. Marcha analitica para determinacion de Salmonella spp. en muestras

de hortalizas.
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Anexo N° 10

Figura 33. a) Caldos: Rappaport (amarillo claro) y tetrationato (verde), b y c)
Caldos con crecimientos bacterianos.

Figura 34. Siembra en placas con Agar XLD
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Anexo N° 11

Wiz a0 |
Pesar 25 gr de Muestra de Agregar 225 ml
Bocashi de Agua Peptonada
‘r-"'* T/ Homogenizar
\ \
€

| vigorosamente

Incubar
35°C
24 h

Siembra en duplicado en Placa Petrifilm (1 ml) Leer resultados

Figura 35. Marcha analitica para determinacion de Escherichia coli en muestra de
Bocashi.



112

Anexo N° 12

| _
_ Agregar 225 ml
Medir 25 ml de  EMS5 de Agua Peptonada
o~ ‘; Homogenizar
|
€« .
| vigorosamente
‘\ J
[1]{ . Incubar
(&2 35°C
= 24H

1ml Iml 1ml

Leer resultados
Siembra en duplicado en Placa Petrifilm (1 ml)

Figura 36. Marcha analitica para determinacion de Escherichia coli en muestra de
EM-5.
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Anexo N° 13

B Dio0g

Agregar 225 ml
de Agua Peptonada

Gallinaza l

] Homogenizar

Pesar 25 gr de Muestra de

vigorosamente

1072 )

[ 1
n

A

10‘3

LB

l

Incubar
35°C
24H

l

«—

-

Siembra en duplicado en Placa Petrifilm (1 ml) Leer resultados

Figura 37. Marcha analitica para determinacion de Escherichia coli en muestra de
Gallinaza.
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Anexo N° 14

B D0g

Agregar 225 ml
de Caldo Lactosado

y Gallinaza /

Pesar 25 gr de Bocashi

Incubar
[_j‘]J 35°C

= 24H

3 \ )
/
Caldo 0.1 ml
Tetrationato Caldo
| Rappaport
Incubar Incubar
37°C = 12°C
‘ 24 H
24 H =]
I l
Una asada Una asada
Agar Agar Agar Agar
XLD SS XLD SS
N\
==
)Jl';” In;;lot::ar Observar Realizar Pruebas
3 24 H > Resultados BIOQUIMICAS:

TSI, MR-VP, MIO, INDOL

Figura 38. Marcha analitica para determinacion de Salmonella spp. en muestra de
Bocashi y Gallinaza



Anexo N° 15
A I/
|
|
‘ _— >
Medir 25 ml de Muestra Agregar 225 ml
EM5 de Caldo Lactosado
= Incubar
j : 35°C
24 H
/ ) /
/" / \ y.
Caldo Lml 0.1 ml
Tetrationato T(I Caldo
4_ Rappaport

Incubar Incubar
37°C 42°C
24 H 24 H
I l
Una asada Una asada
Agar Agar Agar
XLD SN XLD SS

)

& ‘ |ncuPar Observar Realizar Pruebas
= ; 37°C S Resultados _ BIOQUIMICAS:
] 24H TSI, MR-VP, MIO, INDOL

Figura 39. Marcha analitica para determinacion de Salmonella spp. en muestra
de EM-5.
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Anexo N° 16

Figura 40. a) Pesaje de bocashi y b) vaciado de Caldo Lactosado para la
identificacion de Salmonella spp.



117

Anexo N° 17

Muestra de Agua

— Peviamente agitada
Agitar aprox. 25 veces / l/
7 4 V4
Caldo LMX
Fluorocult
Concentracion Doble Concentracion Simple  Concentracion Simple
Observar resultados Observar resultados
Viraje de colory gas: CT —> Fluorescencia con lampara
(Tubos positivos) UV: CF (E. coli) (Tubos

/ positivos)

Agregar 3 gotas de reactivo }

Anillo Rojo: Prueba Positva
de Indol a Tubos Positivos

(Antes de pasar a Caldo EC) para E. coli.
De los Tubos positivos pasar
una asada
Caldo EC
Y Campana
de Durham
Incubar Observar resultados
44.5°C _— Turbidez y gas: Prueba
24 H Positiva para E. coli

En Bafio Maria

Figura 41. Marcha analitica para determinacion de coliformes fecales en muestra
de agua de riego.
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Tabla 4. Tabla del Nimero Més Probable (NMP) para 15 tubos.

Combinacldn de tubos | NMP/ Limites de 95% de | Comblnaclén de tubos | NMP/ Limites de 95% de
positivas 100mL conflanza pasitivos 100mL conflanza
Inferior Superior Infarior Superior
] 0 1] <18 - 6.8 4 ] 3 25 9.8 70
[i] [i] 1 18 0.090 6.8 4 1 0 17 6.0 40
] 1 0 18 0.090 6.9 4 1 1 21 6.8 42
[i] 1 1 36 0.70 10 4 1 2 26 9.8 70
1] 2 0 37 0.70 10 4 1 3 31 10 70
] 2 1 5.5 18 15 4 2 0 22 6.8 50
[i] 3 [i] 5.6 18 15 4 2 1 26 9.8 70
1 0 0 2.0 0.10 10 4 2 2 32 10 70
1 [i] 1 4.0 0.70 10 4 2 3 38 14 100
1 1] 2 6.0 18 15 4 3 0 27 9.9 70
1 1 0 4.0 0.71 12 4 3 1 33 10 70
1 1 1 6.1 18 15 4 3 2 39 14 100
1 1 2 8.1 34 22 4 4 0 34 14 100
1 2 0 6.1 18 15 4 4 1 40 14 100
1 2 1 8.2 34 22 4 4 2 47 15 120
1 3 0 83 34 22 4 5 0 41 14 100
1 3 1 10 35 22 4 5 1 48 15 120
1 4 1] 10 35 22 5 1] 0 23 6.8 70
2 0 1] 4.5 0.79 15 5 ] 1 31 10 70
2 1] 1 6.8 18 15 5 ] 2 43 14 100
2 [i] 2 9.1 3.4 22 5 [i] 3 58 22 150
2 1 0 6.8 18 17 5 1 0 33 10 100
2 1 1 9.2 34 22 5 1 1 46 14 120
2 1 2 12 4.1 26 5 1 2 63 22 150
2 2 0 9.3 34 22 5 1 3 84 34 220
2 2 1 12 4.1 26 5 2 0 49 15 150
2 2 2 14 5.9 36 5 2 1 70 22 170
2 3 0 12 4.1 26 5 2 2 94 34 230
2 3 1 14 5.9 36 5 2 3 120 36 250
2 4 0 15 5.9 36 5 2 4 150 58 400
3 1] 0 7.8 21 22 5 3 0 79 22 220
3 1] 1 11 35 23 5 3 1 110 34 250
3 [i] 2 13 5.6 35 5 3 2 140 52 400
3 1 0 11 35 26 5 3 3 170 70 400
3 1 1 14 5.6 36 5 3 4 210 70 400
3 1 2 17 6.0 36 5 4 0 130 36 400
3 2 0 14 5.7 36 5 4 1 170 58 400
3 2 1 17 6.8 40 5 4 2 220 70 440
3 2 2 20 6.8 40 5 4 3 280 100 710
3 3 0 17 6.8 40 5 4 4 350 100 710
3 3 1 21 6.8 40 5 4 5 430 150 1100
3 3 2 24 9.8 70 5 5 0 240 70 710
3 4 [i] 21 6.8 40 5 5 1 350 100 1100
3 4 1 24 9.8 70 5 5 2 540 150 1700
3 5 0 25 9.8 70 5 5 3 920 220 2600
4 1] 0 13 4.1 35 5 5 4 1600 400 4600
4 [i] 1 17 5.9 36 5 5 5 >1600 | 700 -
4 0 2 21 6.8 40
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Anexo N° 19

Figura 42. Equipo de laboratorio de apoyo: a) contador de colonias, b) camara de
flujo laminar, c) estufa, d) Bafio Maria, e) balanza digital de mesa
semianalitica y f) Bortex.
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Anexo N° 20

Fundamentos de medios de cultivo

Para la determinacion de los patdgenos en las hortalizas, preparados bioorganicos
y agua utilizada para el riego, se utilizaron en los andlisis microbiologicos
diferentes medios de cultivo entre enriquecidos, selectivos y diferenciales para
procurar el crecimiento de los mismos. Estos medios estan disefiados
guimicamente para manifestar una respuesta cuando en ellos ha crecido el
microorganismo de interés. La manera de operar (fundamento) de cada medio

utilizado se presenta como sigue.

Placas Petrifilm

Las Placas Petriflm™ para el Recuento de E.coli/Coliformes (Placa Petrifilm EC)
contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en
agua fria, un indicador de actividad de la glucuronidasa y un indicador que facilita
la enumeracién de las colonias. La mayoria de las E. coli (cerca del 97%) produce
beta-glucuronidasa, la que a su vez produce una precipitacién azul asociada con
la colonia. La pelicula superior atrapa el gas producido por E. coli y coliformes
fermentadores de lactosa. Cerca del 95% de las E. coli producen gas,
representado por colonias entre azules y rojo-azules asociadas con el gas
atrapado en la Placa Petrifim EC (dentro del diametro aproximado de una
colonia). Las colonias coliformes que crecen en la Placa Petrifilm EC, producen un
acido que causa el oscurecimiento del gel por el indicador de pH. El gas atrapado

alrededor de las colonias rojas de coliformes confirma su presencia (s).

Caldo Lactosado

Es un medio rico en nutrientes y no contiene inhibidores del crecimiento

bacteriano. Permite recuperar células injuriadas, diluye sustancias toxicas o
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inhibitorias y favorece el desarrollo de Salmonella con respecto a otras bacterias.
El extracto de carne y la peptona son la fuente de carbono y nitrégeno mientras
que la lactosa es el hidrato de carbono fermentable. Por la fermentacion de la
lactosa se produce acido y gas (el cual se evidencia al utilizar las campanas

Durham) (12).

Caldo Rappaport

El bajo pH del medio de cultivo combinado con la presencia de verde malaquita y
la alta concentracion de cloruro de magnesio, que incrementa la presién osmotica,

tiene caracter selectivo para las especies de Salmonella (13).

Caldo Tetrationato

El medio de cultivo peptona que provee los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano, y carbonato de calcio que neutraliza y absorbe metabolitos
toxicos. La selectividad estd dada por la presencia de sales biliares y tetrationato
(compuesto generado en el medio de cultivo al reaccionar el tiosulfato de sodio
con la solucion iodo-iodurada) que inhibe el desarrollo de microorganismos Gram
positivos y algunas enterobacterias. Salmonella spp. contiene la enzima
tetrationato reductasa y puede crecer satisfactoriamente en el medio de cultivo
debido a que no la afecta la toxicidad tetrationato (13).

Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD)

XLD Agar es un medio selectivo y de diferenciacion. Contiene extracto de levadura
como fuente de nutrientes y vitaminas. Utiliza el desoxicolato de sodio como
agente selectivo y, por consiguiente, inhibe los microorganismos Gram positivos.
La xilosa se incorpora en el medio dado que la fermentan practicamente todos los
entéricos, excepto Shigella, y esta propiedad hace posible la diferenciacion de
dicha especie. La lisina se incluye para permitir la diferenciacion del grupo

Salmonella de los organismos no patdégenos, dado que, sin lisina, Salmonella
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fermentaria rapidamente la xilosa y no se distinguiria de las especies no
patdogenas. Cuando la Salmonella agota el suministro de xilosa, la lisina es
atacada por la enzima lisina descarboxilasa, lo que genera un cambio a un pH
alcalino que imita la reaccién de Shigella. Para evitar el cambio similar en los
organismos coliformes positivos a la lisina, se afiaden lactosa y sacarosa para
producir &cido en exceso. Para aumentar la capacidad de diferenciacion de la
férmula, se incluye un sistema indicador de H2S, formado por tiosulfato sodico y
citrato férrico amonico, para la visualizacion del acido sulfhidrico producido, lo que
origina la formacion de colonias con centros de color negro. Los organismos no
patégenos no productores de H2S no descarboxilan la lisina; por tanto, la reaccion
acida producida por dichos organismos evita el oscurecimiento de las colonias, lo

que sucede solo con pH alcalino o neutro ().

Agar Salmonella-Shigella

El agar Salmonella-Shigella es una modificacién del agar citrato desoxicolato. Se
le considera un medio moderadamente selectivo segun el nivel de inhibicion de los
microorganismos Gram positivos y Enterobacteriaceae diferentes de Salmonella y
Shigella, que inhibe por contenido de sales biliares, verde brillante y citratos. La
diferenciacion de los organismos entéricos se logra mediante la incorporaciéon de
lactosa en el medio. Los organismos no fermentadores de lactosa forman colonias
incoloras. Este ultimo grupo incluye la mayoria de los patdgenos intestinales,
incluidos Salmonella. El tiosulfato sédico y el citrato férrico permiten la deteccién
de produccién de acido sulfhidrico, como lo demuestran las colonias con centros

de color negro ().
Prueba de Voges Proskauer (VP)
Determina la capacidad de algunos organismos de producir acetoina a partir de

la fermentacion metabdlica de la glucosa que es metabolizada en acido piravico,

intermediario en la glucdlisis. A partir del acido piravico, una bacteria puede
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seguir muchas vias. La produccion de acetoina es uno de los ciclos para la
degradacion de la glucosa en las bacterias y es una via alternativa. Las bacterias
que utilizan esta via producen solo pequefias cantidades de acidos mixtos que
son insuficientes para disminuir el pH del medio de rojo de metilo, lo bastante
como para producir un cambio de color. Por este motivo muchas de las especies

de Enterobacterias son VP positivas, pocas con excepciones son negativas (ig).

Interpretacion.
v Positivo: Rojo rosado en la superficie del medio (presencia de acetoina).
v" Negativo: Amarillo. Puede formarse un color cobrizo pero aun asi la

reaccion es negativa ().

Prueba de Rojo de metilo (RM)

Es una prueba cualitativa de la determinacion de pH. Se basa en el empleo de
un indicador de pH para determinar la concentracion de iones hidrégeno
presentes cuando un organismo fermenta glucosa. Las bacterias RM
positivas producen acidos estables manteniendo una alta concentracion de
iones hidrégeno hasta alcanzar cierta concentracion y entonces cesa toda
actividad. Los organismos RM negativo también producen &cidos pero tienen
una menor concentracion de iones hidrégeno porque hay una reversion hacia
la neutralidad debida a la nueva degradacion de los acidos organicos en

carbonatos ().

Interpretacion
v’ Positiva: Rojo en la superficie del medio (pH = 4.4)

v Negativo: Amarillo (pH = 6) 6 naranja g).
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Prueba de Indol

El tript6fano es un amino&cido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar: indol, escatol e indolacético. Diversas enzimas intracelulares que
intervienen en éste proceso reciben el nombre de triptofanasas. Esta prueba se
basa en la formacién de un complejo de color rojo cuando el indol reacciona con el
grupo aldehido de p-dimetilaminobenzaldehido (sustancia activa del reactivo de
Kovacs que se agrega al cultivo). La formacién de indol se produce solamente en

aquellos organismos capaces de fermentar los hidratos de carbono (i).

Interpretacion
v Positivo: Anillo rojo en la superficie del medio.

v Negativa: No se produce color ().

Prueba de Movilidad

Determina si un organismo es movil o inmovil. Las bacterias tienen movilidad
por medio de sus flagelos, que se encuentran principalmente entre los bacilos,
pueden contener uno solo o muchos; ademas su localizaciéon varia con su
especie bacteriana y las condiciones de cultivo. A veces, las bacterias con
movilidad producen variantes no méviles que parecen ser estables y raramente

se revierten en formas moviles ().

Interpretacion
v' Positiva: Los organismos mdviles migran de la linea de siembra y se
difunden en el medio provocando turbiedad.
v" Negativa: Crecimiento bacteriano acentuado siguiendo la linea de siembra

16).
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Prueba de TSI

Determina la capacidad de un organismo de atacar un hidrato de carbono
especifico incorporado en un medio de crecimiento basico, con produccién o no
de gases, junto con la determinacion de posible acido sulfhidrico. Las bacterias
pueden utilizar cualquiera de los sustratos incorporados en el medio y ser
metabolizados, caracteristicas que son utilizadas para la diferenciacién de éstas,
principalmente para las Enterobacterias. EI medio TSI contiene lactosa y glucosa,
lo que permite la observacion de la fermentacion expresada en un color
amarillo (acidez) de uno o de ambos carbohidratos por parte de las bacterias. Si
no hay fermentacion (alcalino) permaneceré el color rojo (indicando que no hay
variacion del pH) demostrando que la bacteria no es miembro de la familia

Enterobacteriaceae ().

Interpretacion

v Pico de flauta alcalino / profundidad alcalina (K/K): No fermentacién de

hidratos de carbono. Caracteristico de bacterias no fermentadoras como

Pseudomonas aeruginosa.

v Pico de flauta alcalino / profundidad &cida (K/A): Glucosa fermentada,

lactosa no fermentada. Caracteristico de bacterias no fermentadoras de

lactosa.

v Pico de flauta alcalino / profundidad &cida (negra) (K/A/H2S): Glucosa

fermentada, lactosa no fermentada; produccion de H2S. Caracteristico de

bacterias no fermentadoras de lactosa y productoras de H2S.

v' Pico _de flauta éacido / profundidad &cida (A/A): Glucosa y lactosa

fermentadas. Caracteristico de coliformes que fermentan lactosa como: E.

coli y grupo Klebsiella- Enterobacter ().
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Caldo LMX Fluorocult

El Caldo LMX Fluorocult contiene tampodn fosfato para garantizar una alta tasa de
crecimiento de coliformes totales. Contiene lauril sulfato que en gran medida
inhibe la flora Gram-positivas acompafante. La deteccion simultanea de
coliformes totales y E. coli es posible debido al sustrato cromogénico 5- bromo-4-
cloro-3-indolil-3  D-galactopiranésido, que separa a los coliformes y el sustrato
fluorogénico 4-metilumbeliferil-3-D-glucurénido, que es altamente especifico para
E. coli. Un cambio de color del caldo de amarillo a azul-verde indica la presencia
de coliformes. Bajo luz UV permite la deteccion rapida de E. coli mediante una
fluorescencia azul de onda larga. El triptéfano contenido en el caldo permite
facilmente la reaccion del indol mediante la adicion de reactivo de Kovacs, en la
cual se observa una formacion de un anillo rojo que confirma adicionalmente la
presencia de E. coli. La sintesis de la enzima es amplificada por 1-isopropil-3-D-1-

tio-galactopiranésido y aumenta la actividad [3-D-galactosidasa (1)

Caldo EC

En el medio de cultivo la tripteina es la fuente de péptidos, aminoacidos y
nitrdgeno. La Lactosa es el hidrato de carbono fermentable y favorece el desarrollo
de bacterias coliformes, las sales biliares inhiben el crecimiento de la flora
acompafnante gram positivas, las sales fosfato constituyen un sistema buffer que
impide que los productos &cidos originados por la fermentacion de la lactosa
afecten el crecimiento microbiano y el cloruro de sodio mantiene el balance

osmOtico (1y).
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Anexo 21

Manual:

Buenas Practicas Agricolas. Fertilizantes y Productos Bioorganicos



