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1. INTRODUCCION

Los primeros registros del cultivo de champifiones proceden de China y Japén, donde
se estima que los hongos se cultivaban por lo menos desde hace 800 afios, de forma
muy rustica. En Europa se cultiva el champifion desde hace tres siglos. Sin embargo
antes de 1900 los métodos de cultivo eran totalmente empiricos, y por lo tanto el cultivo
era una empresa de resultados impredecibles. Aunque los cultivadores frecuentemente
fracasaban, después se reponian con creces de las pérdidas gracias al alto precio de
venta del producto.

En los Estados Unidos se inici6 el cultivo de champifiones en 1880, en Canada en
1912, y en México en 1933 utilizando una tecnologia simple, empleada posteriormente
en Argentina (1941), Colombia (1950), Brasil (1951), Chile (1959), Guatemala (1960),
Pera (1960), Ecuador (1967), Venezuela (1968), Costa Rica (1969) y Bolivia (1989).

(www.bioplanet.com).

En los ultimos afios esta actividad se ha convertido en una verdadera alternativa de
obtener alimentos para el consumo humano, por la posibilidad de producir grandes
cantidades en pequefias areas mediante técnicas sencillas a bajo costo, en periodos
cortos de tiempo y con el empleo de residuos agroindustriales como sustrato.
(Rodriguez, 1998).

Se ha reportado que los champifiones pueden ser empleados en dietas balanceadas
por su bajo contenido en grasa y calorias, altos contenidos de fibra y compuestos
funcionales como la quitina. (Manzi et al, 2001). Su clasificacibn se menciona a

continuacién:

Clasificacion taxonémica (Vargas, 1997):
Reino: Fungi (Hongos) '
Divisién: Eumycota

Subdivisién: Basidiomycotina

Orden: Agaricales

Género: Agaricus

Especie: bisporus

Nombre comdn: Champinén



1.1. Champifion

La especie mas cultivada de champiiién es Agaricus bisporus (Lange) Imbach,
perteneciente a la familia Aganicaceae. Destacan las variedades Blanchocamp BL-40,
para producciéon en primavera, otofio e invierno; Claron A.5.1 Fungisem, y Gurelan,
para cosechas invernales. Los hongos Agaricus bisporus se cosechan de acuerdo a la
madurez y no por tamafio, los champifiones de buena calidad y frescos deberian de ser
de un color blanco a café oscuro, aunque los blancos son los mas comunes. Los
parametros mas significativos que influyen sobre la calidad de los champifones son:
frescura, el color, el tamafio, uniformidad, madurez, firmeza, aroma, limpieza y ausencia
de defectos. La vida de almacenamiento es de 5-7 dias a 1.5 °C y de 2 dias a 18 °C

para su venta al menudeo ( Pardo ef al, 2001; Suslow y Cantwell, 2001)

1.1.1. Morfologia del hongo.

Los champifiones estan formados por un sombrero o pileo (es la parte mas carnosa,
tiene forma redondeada, globosa y puede alcanzar unos 15 ¢cm de diametro), otra parte
constituyente es el pie o estipite que sirve de soporte al sombrero, tiene forma
cilindrica, es liso y por su parte irferior esta unido al micelio o filamentos del hongo que
crecen en el sustrato y por ultimo el himenio, situado en la parte inferior del sombrero el
cual esta formado por numerosas laminillas dispuestas a manera de radios, que van
desde el pie hasta el borde externo del sombrero. Entre las laminillas se encuentran
millones de esporas, que cuando germinan dan lugar a unos filamentos, que

constituyen el micelio del champifnén.

Sombrero o

pilco ‘;‘ :
\‘ R

Pie o ectipite

Laminlias



1.1.2. Condiciones ambientales e instalaciones para el cultivo

Para el desarrollo de los champifiones se emplean temperaturas entre los 8-18 ° C
siendo el intervalo 6ptimo de 12 a 14 ° C, la humedad relativa se estima de 70-90 %
con un 6ptimo entre 75-80 %. El contenido en humedad del sustrato debe oscilar entre
el 62-67 %. El contenido en CO, del ambiente, juega un importante papel en la
fructificacion y es necesario no rebase el 0.1%, para que no haya interferencias
negativas. La salida del aire, debe estar situada de tal forma con respecto a la entrada
que eviten corrientes de aire, y no den directamente sobre el cultivo. Se pueden instalar
ventiladores o extractores de aire, para permitir renovar el aire del local tres o cuatro

veces al dia. Las instalaciones para el cultivo del champifién son cuevas, bodegas, y

en general, sitios oscuros y frescos. (www.infoagro.com)

1.1.3 Medio de cultivo

Como todos los hongos, el champifion requiere desarrollarse en un sustrato que le
proporcione nutrientes, para esto se utiliza una composta formada del 70 % de paja de
cereal y un 30 % de estiércol natural o artificial. El estiércol natural idéneo para el
cultivo del champifién es el de caballo, aunque también puede empleafée el de diversos
mamiferos asi como de aves de corral. Este estiércol debe estar compuesto a base de
paja de trigo o de centeno. Cuando no se dispone de estiércol natural se puede recurrir
al empleo de estiércol artificial, constituido por compuestos nitrogenados, paja de trigo
bien picada, ure.a, soya 0 algodén. Una vez mezclada la composta se deja fermentar
de 5-8 dias para que los microorganismos presentes degraden la materia organica,

terminada ésta etapa se esteriliza la composta a unos 58-60 ° C para eliminar cualquier

microorganismo que pueda competir con el hongo a cultivar (www.infoagro.com;

www.cultivosespeciales.com; http://tomvolkfungi.net/).

México tiene la tradicion de ser micdfago o comedor de hongos. El consumo de los
hongos silvestres estd muy arraigado en el pueblo mexicano desde épocas
prehispanicas; es una tradicién que data de siglos y ha sido plasmada en los cédices

indigenas y en las cronicas y escritos de la época de la colonia.



La mayor parte del conocimiento y tradicion acerca del uso de los hongos comestibles
silvestres en nuestra cultura se perdié al ser conquistados por una cultura diferente a la
nuestra. Como en aquellas épocas, los hongos siguen siendo objeto de comercio en
muchos mercados del pais (Pardavé, 1996)

Debido a la demanda nacional e internacional de champifiones como alimento nutritivo,
se calcula que para los préximos cinco anos el nimero de empresas establecidas en
México productoras de este alimento se incrementara en un 80 por ciento.

En nuestro pais la produccién de hongos es aproximadamente de 30,000 toneladas
anuales y se espera un aumento considerable, ya que este tipo de cultivo se difunde y
promueve a través de Universidades, entre campesinos, organizaciones
gubernamentales y privadas que ven en esta forma de trabajo poca inversidon con

ganancias considerables (Boletines informativos, 2004 ).

Los hongos han sido parte de una dieta humana normal por miles de afos y
recientemente, involucran un gran numero de especies. En 1997 la produccién mundial
anual de hongos cultivados fue de 6.34 millones de toneladas métricas, comparadas

con solo 4.92 toneladas métricas en 1994. (Mattila ef al, 2001)

1.1.4. Importancia de los champifiones como fuente de nutrientes

Composicién de los champifiones:

Componentes Porcentaje
Agua 78.3-90.5 %
Protelna 23.9 -34.8 % (base seca)
Grasas 1.7 — 8.0 % (base seca)
Carbohidratos 51.3 -62.5 % (base seca)
Fibra 7.7 -12.0 % (base seca)
Valor energético 320.0 —368.0 kcal / 100 g de peso seco



Si se advierte que, la dieta de aproximadamente un tercio de la poblacion mundial es
deficiente en proteinas, se debe tener en cuenta que los champifiones poseen los
aminoacidos esenciales y el doble del contenido de proteinas que los vegetales.
Ademas, son ricos en leucina ausente en la mayoria de los cereales. Poseen minerales
(superando en este aspecto al pescado) y vitaminas, teniendo pocas calorias y
carbohidratos. Pudiéndose ubicar entonces el valor nutritivo de estos hongos entre los

vegetales y las carnes (www.bioplanet.com).

Los champifiones son muy importantes nutricionalmente, por su gran contenido de
proteinas (23.9 —-34.8 %), en comparacion con las hortalizas y frutas que solamente
tienen de (7.3-13.2 %) y la leche (25.2 %). Son alimentos bajos en calorias y su fraccion
grasa esta compuesta principalmente por acidos grasos insaturados, correspondiendo
aproximadamente al 4% de peso en base seca. Proveen vitaminas Cy B (B4, Bz, B12, ¥
niacina), folatos, asi como lisina y triptéfano en cantidades de 91 y 2 g
respectivamente. Son también una buena fuente de vitamina D, ergocalciferol, ademas
contienen gran cantidad de ergosterol, provitamina D, la cual puede ser convertida a
vitamina D, por irradiacion ultravioleta. EI champifién contiene buenas cantidades de
fésforo, sodio y potasio, y en menor proporcion calcio e hierro, estos minerales
constituyen aproximadamente de 56 a 70 % del contenido total de cenizas, siendo el
potasio el mas abundante con cerca del 45 % del total. ((Le6n-Guzman et al, 1997;
Villasefior et al, 1997; Vargas, 1997; Mau et al, 1998, )

El contenido de fibra puede variar considerablemente en el hongo, y su presencia es
afectada por diferencias en las cepas, sustrato, condiciones de cultivo, el estado de
desarrollo del hongo, y la edad de las muestras frescas. El contenido de agua de los

hongos puede variar dependiendo de las condiciones de riego (Mattila et al, 2001).

Dia a dia aumenta la preferencia de los consumidores por adquirir productos frescos o
cuando menos con el menor tratamiento posible, sin aditivos ni conservadores. Los
vegetales son productos perecederos, pierden calidad y se alteran en un periodo corto,
io que ha impulsado el desarrollo de tecnologias que cumplan el requisito fundamental

de someter al producto a un tratamiento minimo que permita alargar la vida atil, durante



el tiempo necesario para su distribucién y comercializacion, tal es la conservacion en
atmésferas controladas y/o modificadas. (www.infoagro.com)

Los hongos Agaricus bisporus son altamente perecederos debido a su alta tasa
respiratoria, y solo pueden conservarse a 10 °C pocos dias, pasado este tiempo
empiezan a oscurecerse y pueden ser mas susceptibles a contaminacién por mohos y
bacterias. Para aumentar su vida de anaquel, se han usado diversos procesos como
mantenerlos a bajas temperaturas, tratamientos quimicos y envasado en atmoésferas
modificadas (Burton, 1991; Pardo et al, 2001)

1.2. Atmoésferas modificadas

Las técnicas usadas para reducir oxigeno en torno de los alimentos son conocidas
como empacado en atmoésferas modificadas (MAP) e incluyen empacado al vacio,
empacado en atmoésferas controladas y empacado en verdaderas atmosferas
modificadas e implican el reemplazo del aire en un envase por una mezcla de gases
diferentes, la proporcion de cada componente se fija cuando se introduce la mezcia,
pero sin ejercer ningan control posterior durante su almacenamiento. En la practica
comercial se recurre usualmente a la reduccion del oxigeno y elevacion del CO, y/o N2 .
La reduccion de O, disminuye de forma general la velocidad de respiraciéon de los
alimentos vivos. Las concentraciones Optimas de oxigeno y didxido de carbono se
crean pasivamente dentro del empaque, como resultado del intercambio de gases entre
las atmosferas dentro y fuera del empaque y el producto, el cual consume O3 y produce
CO, (Tano et al, 1999)

El uso de empacado en atmosferas modificadas (MAP) se informé por primera vez en
1927, como una extension de la vida de anaquel de manzanas almacenadas. Las
técnicas de empacado en atmosferas modificadas han sido usadas en diversos
alimentos frescos o refrigerados, incluyendo carne y pollo ambos crudos y cocidos,

pescado, frutas y vegetales, y recientemente se han empleado en café, té y productos
de panaderia (Phillips, 1996).

La combinacion de temperaturas de refrigeracion y el empacado en atmésferas
modificadas generalmente resultan en un almacenado mas efectivo y seguro,

prolongando la vida de anaquel. El uso del empacado en atmdsferas modificadas no



elimina la necesidad de un manejo cuidadoso en todas las fases de la produccion. Las
principales funciones del empacado en atmosferas modificadas son reducir la
concentracion de oxigeno e incrementar la presion parcial de diéxido de carbono en los
alimentos empacados. En el caso del empacado en atmésferas modificadas, la
atmoésfera se cambia en el punto de envasado y ya no se controla la composicion de
ésta. Los niveles reducidos de oxigeno pueden disminuir el porcentaje o indice de

oxidacién de lipidos y el crecimiento de bacterias aerobias (Huang et al, 1999).

Los factores que condicionan la conservacion en atmésferas modificadas son: la
composicién y caracteristicas del alimento (naturaleza, actividad de agua, componentes
basicos), carga microbiologica inicial, temperatura de almacenamiento, composicion de
la atmésfera, el material con que esta hecho el envase y la tecnologia del empacado
(Phillips, 1996; Fonseca et al, 2002)

1.2.1. Empacado en atmésferas modificadas
En el empacado en atmésferas modificadas no es necesario, en general, mantener la
composicién del gas a lo largo del almacenamiento, por lo que resulta mas practico y
econdomico para la venta al consumidor. Para el empacado en atmésferas modificadas
es necesaria la utilizacion de materiales plasticos, cuya permeabilidad permite un
adecuado control de la atmoésfera de empacado. Y se emplean diversos tipos de
envases flexibles o semirigidos que estan hechos de uno o mas de cuatro polimeros:
‘ polivinilcloruro (PVC), polietileno tereftalato (PET), polietileno (PE) y polipropileno (PP)
que presentan diversos grados de permeabilidad y resistencia mecéanica
(www.infoagro.com). Los productos dentro de las atmdsferas estan influenciados por el
tipo de material usado en el proceso de empacado y la mezcla de gas usada (Phillips,
1996)

1.2.2. Generacion de la Atmésfera Modificada
Modificacion pasiva de la atmésfera. Si las caracteristicas del producto estan en
armonia con las caracteristicas de permeabilidad de la pelicula, una atmoésfera

apropiada puede ser creada pasivamente dentro del empaque sellado, como resultado



del consumo de O; y la produccién de CO, a través de la respiracion (Smith et al,
1987).

Atmésfera modificada activa. A la incorporacion de ciertos aditivos dentro de la pelicula
de empaque o dentro del contenedor para modificar la atmésfera y para extender la

vida de anaquel del producto se le conoce como empaque activo (Parry, 1993).

1.2.3. Gases usados en atmésferas modificadas

Los principales gases usados en las atmosferas modificadas son oxigeno, nitrégeno y
diéxido de carbono. Otros sugeridos son éxido nitrico y nitroso, monéxido de carbono,
diéxido de sulfuro, estos no han sido utilizados por seguridad, aceptacién del
consumidor, aspectos legales y razones de costo. Ei oxigeno, el nitrégeno y el diéxido
de carbono son usados en diferentes combinaciones y proporciones dependiendo del

producto y las necesidades del fabricante y el consumidor (Phillips, 1996).

La gran vulnerabilidad de las atmoésferas modificadas en alimentos, desde el punto de
vista de las medidas de seguridad, son los niveles de didxido de carbono el cual puede
favorecer el desarrollo de agentes patogenos como Clostridium botulinum tipo E,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Aeromonas
hydrophila (Quan, 2000).

Datos cientificos demuestran un incremento en el nimero de brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos frescos contaminados. La contaminacién de estos productos
tiene lugar en todas las fases de produccién y durante el procesamiento. Las posibles
fuentes de contaminacion son el suelo, polvo, heces, agua (irrigacién, limpieza),
manipuladores, fauna nociva (incluyendo insectos y pajaros), envases, manejo de los

productos cosechados y del equipo de procesado y el transporte (Johannessen, 2002).

La contaminaciéon cruzada de ensaladas de vegetales crudos con Escherichia coli
0157:H7 durante el procesamiento, manejo y venta puede ocurrir ya que en las
ensaladas, el empacado con 3% de oxigeno y 9% de nitrégeno tiene muy poco o
ningun efecto en la poblacién de E.coli 0157:H7 comparado con controles como el aire,

el abuso de temperatura y el tipo de vegetal presente en la ensalada (Abdul ef a/,1999)



1.3. Escherichia coli

Es habitante normal del intestino. Probablemente su utilidad esta en suprimir el
crecimiento de ciertos organismos proteoliticos y sintetizar grandes cantidades de
vitaminas. Hace tiempo, la importancia de E. coli como agente etiol6gico de
enfermedades se subestimaba grandemente. Escherichia coli es el organismo
facultativo predominante en el tracto gastrointestinal humano. La presencia regular de
E. coli en el intestino humano y en heces se utiliza como un indicador de contaminacion

fecal y contaminacion de agua (www.microbionet.com; Cabrera y Pérez, 2002,)

1.3.1. Caracteristicas generales

Escherichia coli son bacilos cortos, que miden de 0.4 a 0.7 um de ancho yde 1.0a 4.0
um de longitud, es gramnegativo, no esporulado, puede crecer en ausencia o presencia
de oxigeno (anaerobio facultativo), E. coli utiliza azicares sencillos como la glucosa,
produce acido y gas en presencia de lactosa en las primeras 48 horas de incubacién a
44.5° C, por estas caracteristicas se le interpreta como organismo coliforme fecal,
inmovil o movil por flagelos peritricos (Hitchins ef al., 1998; Nataro y Kaper, 1998;
Souza ef al, 2000).

1.3.2. Clasificacion de los grupos de Escherichia coli.

Como un patégeno E. coli es bien conocida por su capacidad para causar
enfermedades intestinales, desde una diarrea hasta colitis hemorragica y el sindrome
urémico. Se conocen seis grupos (patotipos). el enterotoxigénico (ETEC),
enteroinvasivo (EIEC), enteropatogénico (EPEC) , enteroagregativo (EAEC), de
adherencia difusa (DAEC) y enterohemorragico (EHEC). Las cepas de estas categorias
presentan caracteristicas especificas que las distinguen: pertenecen a distintos
serotipos, poseen diferentes factores de virulencia y se asocian con patologias
concretas (Souza ef al, 2000; Rodriguez, 2002; Kaper ef al, 2004).

El grupo enterohemorragico de E. coli, propuesto por Levine (1987) inbluye cepas de
diferentes serotipos, presentan las mismas caracteristicas clinicas, epidemiologicas y

patogénicas del serotipo 0157, considerado como el prototipo del grupo.



Escherichia coli O157:H7 es un agente infeccioso aislado e identificado por primera vez
en humanos en 1982 a causa de un brote de diarrea con sangre en los Estados Unidos
de Norteamérica (Ralph y Gianella,1999; Kaper et al, 2004). Este patégeno causa en
algunos casos colitis hemorragica, sindrome urémico hemorragico y purpura
trombocitopénica trombdtica. Las cepas del serotipo O157:H7 tienen caracteristicas que
las diferencian del resto de las E. coli y facilitan su cuitivo y deteccién. (Blanco ef al,
1996b)

Escherichia coli O157:H7 produce citotoxinas denominadas verotoxinas (ya que
destruyen la linea celular Vero) o toxinas similares a la shiga de Shigella dysentenae.
Existen dos tipos de verotoxinas, VT1 (o SLT-I) y VT2 (o SLT-ll). La toxina esta
codificada por fagos y la produccién esta aumentada por deficiencia de hierro (Smith
and Scotlan, 1988; Rodriguez,2002).

1.3.3. Serotipos

Escherichia coli 0O157:H7 (clasificada asi por los antigenos somaticos O y flagelar H)
fue reconocida por primera vez como patégeno humano después de dos brotes de
colitis hemorragica en 1982. Mas de 100 diferentes serotipos de E. coli
enterohemorragica han estado involucrados en infecciones humanas, y en EE.UU mas
del 90% de los casos han sido provocados por E. coli 0157:H7. En Japoén, Alemania, la
ex Checoslovaquia, Italia, EE.UU. y Australia han reportado brotes por cepas de E. coli
enterohemorragica que no pertenecen al serotipo O157:H7. Entre estos se identificaron
los serotipos 026:H11, O111:H-, O157:H-, O145:H- (H- indica inmovil), 045:H2,
0128:H-, O4:H- y 0103:H2 (Ralph y Giannella, 1996; Prats, 2001)

1.3.4. Brotes

La infeccién por E. coli O157:H7 fue reconocida por primera vez en 1982 en EE.UU en
brotes de colitis hemorragica, afectando a personas que comieron en diversos
restaurantes de la misma cadena de comidas rapidas. Entre 1989 y 1992 se produjeron
17 brotes de colitis hemorragica en Escocia, regién europea con mayor numero de
casos registrados. Ofros paises europeos con registros de brotes por E. coli
enterohemorragica (0157 y no O157) son la ex Checoslovaquia, Hungria, Alemania,
italia y Espana (Cutter y Siragusa, 1994; Blanco ef al, 1996b).
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Cuadro 1. Brotes producidos por E. coli 0157:H7 causados por consumo de carne

Ao Lugar Alimento involucrado Casos Numero de
muertes

1982 Oregon Hamburguesas poco cocidas 26 0

1982 Michigan 21 0

1986 Alberta Carne molida Ocurrieron tres brotes

1987 Oritario Emparedados 128 38

1988 Utah Carne molida 51 4

1988 Minnesota Hamburguesas 32 0

1991 Inglaterra Hamburguesas 615 0

1992 Washington, Idaho, Nevada y Hamburguesas 732 4

1993 California

1993 Oregon Hamburguesas 40-50 0

1993 Area de Seattle-Tacoma, Hamburguesas 477

Washington

1994 Washington Salami curado en seco 17

1995 Oregon Carne de venado 1"

1997 Parte central de Francia Carne 330 0

1998

1999 Ciudades de Estados Unidos Carne molida, hamburguesas, 1897 4

(ocurrieron 37 brotes)

carne asada

Cuadro 2. Brotes producidos por E. coli 0157:H7 causados por consumo de leche y sus derivados

Ano Lugar Alimento involucrado Casos Muertes
Canada Leche bronca 2432 0

1989

1997 Parte central de Francia Queso 330 0

1998
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Cuadro 3. Brotes producidos por E. coli 0157:H7 causados por consumo de vegetales y productos

varios

Ao Lugar Alimento Casos Muertes
1989 Chile é? 20 0
1989 Argentina ¢? 51 0
1990 Saitama, Japén Agua para beber 366 2
1991 Canada Persona-a-persona 15 0
Oregon Agua de alberca 21 0
1991 Missouri Agua para beber 243 4
Massachussets Sidra 4 0
1995 E. U Lechuga 40 0
1996 Canada Jugo de manzana 66 0
1996 Kyoto, Japén Rabanos 3328 3
1996 Sakai, Japén frescos 6000 0

1999 Ciudades de Estados Unidos Sidra de manzana, lechuga
(ocurrieron 37 brotes) romana, ensalada de verduras 1897 4
con mayonesa

1999 E.U. lechuga 72 0
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1.3.5. Alimentos involucrados

La mayoria de los brotes en los Estados Unidos son debidos a {a ingestion de productos
de origen bovino como carne contaminada y mal cocinada especialmente
hamburguesas, asi como leche fresca sin pasteurizar y sus derivados (Blanco et al,
1996a; Wang y Doyle, 1998; Ralph y Gianella, 1999, Garay et al, 2003).

También se han presentado brotes de E. coli O157:H7 por consumo de jugos de frutas
sin pasteurizar, germinado de alfalfa, salami, lechuga, requesén, alimentos éacidos,

frutas, agua contaminada y yogurt (Wang y Doyle, 1998; Voitoux et al, 2002)

1.3.6. Reservorios

El ganado vacuno, especialmente los animales jovenes constituyen el principal
reservorio de este tipo de microorganismos, siendo la carne picada, hamburguesas y la
leche sin pasteurizar los principales vehiculos de transmision. Otra fuente de infeccion
reconocida en varios brotes por E. coli O157:H7 es el agua para beber y de uso
recreativo (Nettles y Siragusa, 1994; Blanco et al, 1996¢; Wang y Doyle, 1998; Ralph y
Gianella, 1999, Varela et al, 2003)

1.3.7. Patogenia

Escherichia coli O157:H7 es el agente causal de la colitis hemorragica (CH), el
sindrome urémico hemolitico (SUH), purpura trombocitopénica trombética (PTT),
diarrea no sanguinolenta e incluso infecciones asintomaticas. Estas infecciones se
presentan mas en el verano, afectando con mayor severidad a nifios y ancianos
(Nettles y Siragusa, 1994; Blanco et al, 1996b). La presentacion clinica mas comun es
una diarrea seguida de una CH (cuadro severo de dolor abdominal diarrea
sanguinolenta y ausencia de fiebre (Blanco et al, 1996b). El sindrome urémico
hemolitico fue descrito por primera vez por Gasser en 1955 y ha sido detectado en
diversos paises de Sudamérica, Europa, América del Norte, Australia y Asia.

Los sintomas clasicos del SUH son: fiebre, anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia, afectacion neurolégica y renal. No todos estos sintomas se presentan
de forma simultdnea, sino que aparecen de forma sucesiva en el curso de la
enfermedad. Los pacientes presentan fatiga (relacionada con la anemia), trastornos

hemorragicos, cuadros de dolor abdominal o neurolégicos. EI SUH se acompaia de
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otros sintomas, entre los que se encuentran: vomitos, dolor abdominal y renal, fiebre,
hipertensién arterial, letargia, irritabilidad y alteraciones neuroldgicas (www.uninet.com;
Vifias, et al, 2000)

De un 5-10% de los nifios con diarrea causada por Escherichia coli O157:H7 pueden
desarrollar el sindrome urémico hemolitico y generalmente se presenta en ninos
menores de 5 anos. Existen datos que indican que el tratar esta infeccion con
antibiéticos puede elevar el riesgo de SUH en nifios (Vifas et al, 2000; Wong et al,
2000).

Parpura trombocitopénica trombética (PTT). Esta variante consiste en un trastorno
severo con patologia y clinica similar al SUH, pero el sistema nervioso central tiene
participacion. No hay diarrea pero si dolor abdominal (14%), fiebre y hemorragia
gastrointestinal. Puede haber coagulos sanguineos cerebrales. Se caracteriza por el
dafio a las células que tapizan el interior de los vasos sanguineos lo que produce
coagulacion de la sangre en el interior de ellos (trombosis) con la consiguiente
alteracion en la funcion del érgano donde el dafio tiene lugar. La trombosis intravascular
consume plaquetas (trombocitos), con la disminucién del contenido de plaguetas en la
sangre (trombocitopenia), lo que da lugar a la aparicibn de hemorragias espontaneas
(que cuando se producen en la piel generan una erupcion de pequefias manchas

rajizas que se conoce como purpura) (Viias et al, 2000)

Frecuentemente los individuos con sindrome urémico hemolitico requieren dialisis y
transfusiones sanguineas y pueden desarrollar enfermedad del sistema nervioso central
caracterizada por ataques frecuentes y coma. Puede haber algunos casos que lleven a
la muerte. Los pacientes con PTT manifiestan caracteristicas clinicas y patolégicas
similares a las del SUH, pero el sistema nervioso central es el principal sistema
involucrado. Los pacientes a menudo presentan coagulos en el cerebro y usualmente

mueren.(Doyle, 1991)
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I1. JUSTIFICACION

Por la gran cantidad de proteinas asi como de aminoacidos, vitaminas, minerales, los
champifiones cada vez se consumen mas en nuestro pais. Al ser estos productos
perecederos, se deben de buscar alternativas para que se mantengan frescos por mas
tiempo.

Una de estas formas es utilizar la tecnologia de empacado en atmésferas modificadas
en donde el metabolismo se mantiene disminuido. La produccién de champifiones se
realiza en un medio con estiércol, lo cual es una fuente de contaminacion de
organismos patdégenos como Escherichia coli O157:H7, causante de gastroenteritis,
colitis hemorragica y el sindrome urémico hemolitico.

Destaca la importancia de las atmosferas modificadas sobre fa posible inhibicién del
crecimiento de esta bacteria en champifiones (Agaricus bisporus), dando como
resultado una disminucién en el riesgo de casos producidos por el microorganismo
antes mencionado.

El Quimico Farmacéutico Bidlogo (Q.F.B) puede participar en la deteccion de la calidad
bacterioldgica, en la produccion de champifiones por el riesgo sanitario que representa

para el consumidor.
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II1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la incidencia de Escherichia coli O157: H7 en champifiones frescos y
evaluar el efecto de las atmoésferas modificadas en la supervivencia de E. coli O157:H7
ATCC 35150, experimentalmente.

Objetivos particulares.

1. Evaluar experimentalmente la incidencia de E. coli 0157: H7 en muestras de

champinones frescos.

2. Determinar la supervivencia de Escherichia coli O157. H7 ATCC 35150 en

muestras de champifiones sometidos a atmdsfera modificada.

3. Estandarizar los parametros para aplicar la atmésfera modificada en
champifiones inoculados con E. coli 0157: H7 ATCC 35150
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IV.DESARROLLO EXPERIMENTAL

Obtener las muestras de champifones en las naves
mayores de la central de abastos de la ciudad de

méxico

Obtener las muestras de champifones
empacados en tiendas de autoservicio

Transportar las
muestras

Anilisis
microbiolégico

/

S

Numero mas probable de organismos
coliformes fecales

!

Determinar la supervivencia de
E. coli O157:H7 por vaciado en

placa en champiiiones frescos
empacados en atmdsferas
modificadas

Inoculacién con
E. coli O157:H7

ATCC 35150
Prueba presuntiva prueba(+)
[noculacion en caldo
lauril sulfato
_ ¢ S Prueba confirmatoria
Incubacién a 37° C [noculacion en caldo
48 hrs EC
l Aislamiento de E.
[ coli O157:H7
Incubacién a 45 © C 48 hrs
Prueba
O '
v Sembrar en

MacConkey- sorbitol a

Prueba(+) 37°C / 24 hrs.

Identificacién
IMVIC TSI LIA MIO
+ + - - + - ++ +++

Inoculacion en
agar base sangre Serologia
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V. MATERIALES Y METODOS

Materias primas
Se obtendran las muestras de champinones frescos en las naves mayores de la central
de abastos de la ciudad de México, asi como las muestras de champifiones frescos
empacados seran compradas en tiendas de autoservicio. Se analizaran 50 muestras de
la central de abastos y 25 muestras de tiendas de autoservicio.
Materiales de empaque:

= Pelicula plastica de polietileno (kleen pack)

= Charolas de poliestireno de alto impacto
Materiales y equipo
Material de vidrio de uso comun en el laboratorio.
Balanza granataria
Autoclave
Bafo de agua con sistema de circulacion para mantener la temperatura a 44.5 +/- 0.2°C
Incubadora
Medios y reactivos
Agua peptonada
Caldo lauril sulfato triptosa
Caldo Escherichia coli (EC)
Caldo infusion cerebro corazén (BHI)
Caldo Voges-Proskauer- rojo de metilo (MR-VP)
Agar Citrato de Simmon’s
Agar MacConkey-Sorbirtol
Reactivo de Kovac's
Reactivo de Voges-Proskauer
Indicador rojo de metilo
Agar hierro lisina (LIA)
Agar triple azdcar hierro (TSI)
Agar indol movilidad ornitina (MIO)

Sueros para pruebas de aglutinacion y movilidad
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ESTA TESIS NO SALE
OE LA BIBLIOTECA

DISENO EXPERIMENTAL
Supervivencia de E. coli 0157:H7

Se empleara un disefio experimental completamente al azar, cuyos factores son:
temperaturas (4° C, y temperatura ambiente), periodos de conservacion (1, 3, y 5 dias)
y concentracion de inéculo (100, 1,000 y 10,000 UFC/ ml).

La unidad experimental consistira en una charola con 50 g de champifiones recubiertos

con la pelicula plastica, y cada tratamiento tendra tres repeticiones.

METODOS

Tratamiento de la muestra. A las muestras se les realizara un tratamiento para
determinar la presencia de E. coli, que consistira en colocar 50 gramos de champifiones
en una bolsa de plastico y se le agregaran 450 ml de agua peptonada (A.P) al 0.1%, se
hara un lavado por frotacion y posteriormente se realizaran diluciones decimales hasta
10 *® tomando en cuenta que la solucién de la bolsa sera la dilucion 10 “'(NOM 110-
SSA-1994)

Analisis microbiolégico. La metodologia utilizada para el analisis microbiolégico en la
determinacién de la presencia de coliformes fecales y la de E. coli O157:H7, es la
recomendada por el manual de Bacteriologia Analitica de la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (Hitchins et. al., 1998). Esta metodologia esta basada en un
analisis estadistico del numero mas probable para la determinacion de coliformes

fecales.

Procedimiento:

Prueba presuntiva

1. Inocular 1 ml de cada dilucion en serie de 3 tubos con 10 ml de caldo lauril
sulfato triptosa y campana de Durham.

2. Incubar los tubos a 35 +/- 2 °C durante 48 +/- 2 horas.

3. Examinar los tubos a las 24+/- 2 horas y observar si hay produccion de gas en la
campana de fermentacion, si no lo hay seguir incubando hasta las 48+/- 2 horas.
La presencia de gas, en cualquier cantidad, dentro del tiempo de incubacion

hace positiva la prueba.
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Prueba confirmativa.

. Agitar suavemente los tubos de caldo lauril sulfato triptosa que resuitaron

positivos

Transferir de 2 a 3 asadas de cada tubo a tubos con caldo Escherichia coli (EC)
y campana de Durham.

Incubar los tubos de 44.5+/- 0.2 °C en bafo de agua y observar si hay
produccién de gas a las 24 o 48 horas.

La presencia de gas en cualquier cantidad, dentro de las 48 horas de incubacion,
hace positiva la prueba. (NOM-112-SSA-1994)

Identificacion de Escherichia coli 0157:H7

1.

De cada tubo con caldo Escherichia coli con crecimiento y produccion de gas,
sembrar una asada por estria cruzada en placas con medio de agar MacConkey-

Sorbitol e incubar a 37°C durante 24 horas (March y Ratnam, 1986).

Seleccionar de 3 a 10 colonias circulares, de 1 a 2 mm de diametro, hiumedas,
brillantes, convexas, con bordes enteros, ambarinas y no fermentadoras del
sorbitol, sembrar en tubos que contengan caldo infusion cerebro corazén (BHI),
incubar de 8 a 12 horas a 37°C (Rodriguez,2002).

De cada tubo de BHI con crecimiento se sembrard una asada en agar indol
movilidad ornitina (MIO), agar triple azucar hierro (TSl), agar indol lisina (LIA),
agar citrato de Simmon’s, caldo MR-VP para las pruebas de rojo de metilo y
Voges-Proskauer. (Cabrera et al, 2002)

. A los aislados confinados mediante pruebas bioquimicas como E. coli se les

realizaran las pruebas de aglutinacién, para identificar el serotipo. (Doyle, 1991,
Rodriguez, 2002)

Para el antigeno H7, los aislados se sembraran en agar base sangre que se
incubara a 37 °C por 24 horas. Transcurrido el tiempo cada colonia se sembrara
en dos tubos con agar movilidad, afiadiendo a uno de ellos una gota del suero H7,
se incubaran a 35-37 °C durante 24 horas. Los tubos a los que no se les agregé

suero y presenten movilidad son indicativos de la presencia de Escherichia coli
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0157:H7 al igual que los tubos que presenten inmovilidad en donde se agrego el

suero, se consideran O157:H7 (Farmer y Davis., 1985).

Determinacion de supervivencia de E. coli.
a) Preparacién del inéculo

A partir de una cepa de E. coli 0157:H7 ATCC 35150, el cultivo se cosechara y se
lavara tres veces por centrifugacion a 3000 RPM durante diez minutos con solucion
amortiguadora de fosfatos (SAF), el paquete celular se resuspendera en SAF y se
llevara a una concentracion de 2 x 10 ° céls/ ml, el inéculo se diluira hasta tener 100,
1,000 y 10,000 células de E. coli por mililitro de agua peptonada. Esto se corroborara

mediante cuenta viable. (Vazquez ef al, 1997).

b) Inoculacién de los champifiones frescos y empacado en atmésfera modificada
1. Se colocaran 50 g de champifiones en las charolas de poliestireno y se
inocularan con los diferentes indculos de Escherichia coli O157:H7 ATCC
35150, posteriormente se envolveran las charolas con la pelicula de polietileno

(kleen pack)

2. Las charolas se mantendran a 4 °C | y a temperatura ambiente por 1,3y 5
dias.

3. Todos los experimentos se haran por triplicado. (Vargas,1997).

¢)Técnica de vaciado en placa

Cada 1, 3 y 5 dias se colocaran los 50 g de champifiones empacados e
inoculados (100, 1000, 10,000 UFC/mI) en 450 ml de agua peptonada al 0.1 %, se
realizaran diluciones decimales desde 107" hasta 10, colocar 1 ml de cada dilucion en
cajas de petri y vaciar 15 ml de agar cuenta estandar, mezclar perfectamente e incubar
a 37 °C durante 24 horas.

Se hara el conteo de colonias (NOM-092-SSA-1994; Amador ef al, 2004)
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Determinacién de Oxigeno y Dioxido de carbono

Se determinara la cantidad de oxigeno y diéxido de carbono en cada empaque
utilizando una jeringa para extraer la mezcla de O, y CO; la cual se analizara mediante
cromatografia de gases, durante el periodo establecido para las diferentes

temperaturas de frigoconservacién (Saltveit, 1982)
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