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ABSTRACT

Postharvest bacteriocide treatments for Vibrio cholerae in lettuce
(Lactuca sativa). The effect of bactericidal solutions on postharvest quality of
lettuce (Lactuca sativa) was evaluated. The effect of these treatments on Vibrio
cholerae inoculated on lettuce was also investigated. Lettuce was dipped in chlo-
rine at 0, 4, 8, 12, 16 and 20 ppm and Kilol at 1000 ppm for 1, 4, 7 and 10 min.
Postharvest quality was not affected by any of the treatments. Ten minute dips of
lettuce in either chlorine (20 ppm) or Kilol (1000 ppm), resulted in 99% morta-
lity of V. cholerae inoculated on the vegetable at a concentration of 108 bacte-
ria/g of leaf tissue. When the bacterium was inoculated at 106 bacteria/g, both
bactericidal treatments resulted in 99.99% mortality of V.cholerae.

INTRODUCCION

En Costa Rica, la provincia de Cartago pro-
duce el 70% de las hortalizas que se consumen en
el pafs. Ademds esta provincia ha experimentado
un significativo crecimiento de su poblacién en los
dltimos 20 afios. Este crecimiento se ha presentado
sin un adecuado desarrollo y planificacién de los
sistemas de alcantarillados y tratamientos de aguas
residuales, por lo que la contaminacién de los rios,
que se utilizan tradicionalmente para el riego de
hortalizas, ha aumentado considerablemente.

Segiin estudios preliminares aportados por
el diagnéstico situacional de calidad de las aguas
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de riego de los cantones de Oreamuno, Guarco y
Central de la provincia de Cartago (INCIENSA,
1991), se ha encontrado que el 45,6% de los agri-
cultores riegan los cultivos con aguas provenien-
tes de rfos y acequias y en el 75% de los casos los
recuentos bacterianos que se presentan son supe-
riores a los 1000 coliformes fecales por 100 ml de
muestra.

Estos valores sobrepasan el limite estableci-
do por las directrices recomendadas por la Organi-
zacién Panamericana de la Salud y la Organiza-
cién Mundial para la Salud, sobre la calidad mi-
crobiolégica de las aguas empleadas para el riego
de cultivos que cominmente se consumen crudos.
Este limite corresponde a < de 1000 de coliformes
fecales por 100 ml de muestra de agua (OMS,
1989).

Los vegetales se contaminan con bacterias
fecales cuando se han usado aguas negras o fuen-
tes contaminadas para regarlos. Esto representa un
riesgo potencial para la salud del consumidor, ya
que las hortalizas pueden ser contaminadas con
microorganismos patégenos a humanos, como Es-
cherichia coli, Salmonella sp. y, potencialmente,
la bacteria causante del célera, Vibrio cholerae.
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En el caso de la bacteria del célera, el perfodo de
supervivencia del vibrién en vegetalesesde 1 a 3
dias a temperatura ambiente y se incrementa hasta
10 dfas en refrigeracién (OPS, 1991). Las hortali-
zas de hoja, como lechuga, apio, culantro, perejil,
etc., representan un grupo de alto riesgo de conta-
minacién bacteriana, por ser consumidas crudas.

El célera y otras enfermedades de tipo in-
feccioso son contraidas por ingestién, siendo la
fuente mds comun las excretas de las personas in-
fectadas (OPS, 1991).

Todo esfuerzo tendiente a prevenir las for-
mas de contaminacién y diseminaci6n del célera
se justifica, tanto con los medios ya conocidos,
como aquellos no convencionales. Entre las dife-
rentes medidas que se pueden poner en prictica
como parte de una estrategia para prevenir la in-
feccién estd el adecuado manejo poscosecha, es-
pecialmente lo referente a tratamientos de desin-
feccién, que garantizaria que el producto prove-
niente del campo sea 6ptimo y seguro para el con-
sumo humano y a la vez, que no se alteren sus
propiedades de calidad organoléptica y vida pos-
cosecha. Sin embargo, en nuestro pafs no se tiene
experiencia a este tipo de tratamientos empleando
sustancias desinfectantes de accién bactericida.

Por esta razén se llevé a cabo esta investiga-
cién, la cual tuvo como objetivo evaluar la factibi-
lidad de reducir la contaminacién de la lechuga
(Lactuca sativa) por V. cholerae mediante la apli-
cacién poscosecha de productos desinfectantes.

MATERIALES Y METODOS

La investigaci6n se llevé a cabo en el Labo-
ratorio de Fisiologfa Poscosecha del Centro de In-
vestigaciones Agron6émicas (CIA) y en el Instituto
de Investigaciones en Salud (INISA) ambos de la
Universidad de Costa Rica. En una primera etapa
se evalué el efecto de los tratamientos desinfec-
tantes sobre la calidad y vida poscosecha de 1a le-
chuga. Posteriormente se evalu6 el efecto bacteri-
cida de las sustancias sobre el V. cholerae inocula-
do sobre esta hortaliza.

Experimento 1

Efecto de desinfectantes sobre calidad y vida
poscosecha

Se analiz6 el efecto de los productos desin-
fectantes cloro comercial (formulado como hipo-
clorito de sodio al 5%) y Kilol (Kilol DF-100:

producto desinfectante de origen natural, aproba-
do para tratamientos poscosecha en vegetales. Su
ingrediente activo es extracto de semilla de toron-
ja), sobre la calidad y vida poscosecha de la lechu-
ga americana,

En experimentos preliminares se sumergié
lechuga en una solucién de 200 ppm de cloro por
espacio de 3 min. Dicha concentracién resulté en
oxidaci6én y pardeamiento del tejido de la hortali-
za, en comparacién con lechugas sin tratar, por lo
que en pruebas subsiguientes se trabajé con dosis
mds bajas de este desinfectante. Se probaron dife-
rentes concentraciones de cloro, a saber 0, 4, 8,
12, 16 y 20 ppm como cloro elemental (Cl), y el
Kilol en la dosis recomendada de 10 ml de pro-
ducto comercial/L. Para ambos productos se pro-
baron diferentes tiempos de inmersién de la le-
chuga (1, 4, 7 y 10 min), con el fin de establecer
la méxima exposicién (concentracién y tiempo de
inmersi6n) al producto bactericida que no causara
dafio a la lechuga. Esto se hizo con el fin de que
los trabajos posteriores con lechuga contaminada
con el vibrién se llevaran a cabo con los trata-
mientos potencialmente més eficaces, pero des-
cartando aquellos que por dafiar el producto no
tuvieran posibilidad de llevarse a la préctica a ni-
vel comercial.

Para lograr una mejor cobertura del 4rea a
tratar de la lechuga, se anadi6 a las soluciones el
producto de efecto surfactante WK (1 ml/L), ya
que la forma de crecimiento de la lechuga ameri-
cana dificulta la penetracién de la solucién en los
espacios presentes entre las hojas.

El pH de las soluciones de cloro fue de alre-
dedor de 11. A fin de mejorar la eficacia bacterici-
da de las mismas, fue necesario bajar el pH a 6,5-
7,0, valor al cual se logra la méxima actividad y la
menor pérdida de este elemento de la solucién
(Ogawa, 1984). Esto se hizo afiadiendo vinagre
comercial (4cido acético al 3%) en igual volumen
que la fuente comercial de cloro. Se escogié vina-
gre por considerarse un agente acidificante de f4-
cil acceso para los agricultores.

Se llevaron a cabo 3 repeticiones en todos
los tratamientos. La unidad experimental consistié
de 3 lechugas.

Las lechugas fueron cosechadas en una finca
ubicada en el cantén de El Guarco, provincia de

. Cartago. Fueron trasladadas al Laboratorio de Pos-

cosecha en donde se lavaron y se les removi6 las
hojas bajeras secas y marchitas, al igual que acos-
tumbra hacerlo el productor. Luego se procedié a
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realizar las inmersiones de las lechugas enteras en
las soluciones de cloro y Kilol en los tiempos y
dosis correspondientes. Después de aplicar los tra-
tamientos, se drené el exceso de solucién y las le-
chugas fueron sumergidas durante un minuto en
agua limpia de cafierfa para remover los productos
utilizados y se drend el exceso de agua. Finalmen-
te las lechugas fueron puestas en bandejas y colo-
cadas en condiciones ambiente para su evaluacién
posterior.

La lechuga fue evaluada a las 12,24 y 36 h
después de efectuados los tratamientos. Se evalué
la presencia de olores extrafios, sabores extrafios,
dafios visibles como necrosis, decoloraciones y
pudriciones y vida en anaquel.

Experimentos 2y 3

Efecto de los desinfectantes sobre el Vibrio cho-
lerae inoculado

Estos experimentos se realizaron en el Insti-
tuto de Investigaciones en Salud y se utiliz6 tam-
bién lechuga americana, proveniente de una finca
de la zona de Cartago, la cual se lavé y se removié
de sus hojas secas y partes marchitas, en forma si-
milar a lo que acostumbra el productor.

La cepa de bacteria que se empleé para la
inoculacién fue 1a #1800-02 de Vibrio cholerae 01
Inaba El Tor, toxigénica, de la coleccién del Cen-
ter for Disease Control de Atlanta, GA, que estd
almacenada en la bacterioteca del INISA. Esta ce-
pa se activa en cultivos de agua peptonada alcali-
na (APA) y es trazable genéticamente. La inocula-
cién se realizé a partir de un caldo de 18 ha 35°C,
a 2 concentraciones, 108 y 106 bacilos/g o ml de
lechuga o soluci6n (log 8 y log 6) para los experi-
mentos 2 y 3, respectivamente.

En el experimento 2 se evaluaron los si-
guientes tratamientos: Kilol DF 100 a una dosis de
10 mV/L, Cloro (20 ppm) y testigo.

Se prepar6é cada una de las soluciones con
agua desionizada, ozonizada. Para el tratamiento
con cloro se agregé penetrante WK (0,5 ml/L) y
vinagre (4cido acético a 10 ml/L). Para el Kilol
s6lo se agreg6 el penetrante en la misma dosis.

El procedimiento fue el siguiente: La lechu-
ga se cortd a la mitad, y cada mitad fue cortada en
pequeiias porciones (aproximadamente 1 cm de
ancho y 2 de largo). Las porciones de lechuga se
inocularon con los vibrios en suspensi6n y se de-
jaron de 2 a 4 h en reposo a temperatura ambiente.
Luego de esta incubacién media lechuga se dejé

como testigo, y la otra media fue sumergida en las
soluciones bactericidas antes descritas por espacio
de 10 min.

Después del tratamiento se tomé una por-
ci6n del caldo y otra de lechuga previamente ma-
cerada en morteros de porcelana empleando como
diluyente APA, para preparar diluciones (log 10)
en APA y cultivadas en agar tiosulfato-citrato-sa-
les biliares-sacarosa(TCBS) y en APA, para iden-
tificar los vibrios.

Los cultivos de las diluciones fueron incu-
bados a 35°C durante 18 h, para luego realizar la
lectura de las cepas de Vibrio cholerae y los resul-
tados fueron expresados en base logarftmica, co-
mo concentracién de vibrios/g o ml de lechuga o
fluido.

En el experimento 3 se procedié de forma
similar a la descrita anteriormente, pero usando
las soluciones bactericidas sin el penetrante y sin
el 4cido acético, y utilizando la concentracién de
vibrios menor, 106 bacilos/g o ml de lechuga o
solucién.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1

Para la solucién con cloro, no se presentaron
dafios fisicos visibles o efectos que pudieran ser
causados por accién de la solucién desinfectante
(ni por el producto penetrante o el icido acético).
El tratamiento en que se utiliz6 la mayor concen-
tracién de hipoclorito (20 ppm) y con el mayor
tiempo de inmersién (10 min), no present6 diferen-
cia con la lechuga sin tratar, por lo que algunos da-
flos fisicos observados no pueden atribuirse a los
tratamientos. Tampoco se presentaron dafios a la
lechuga en ninguno de los tratamientos con Kilol.

Los resultados del experimento 1 indican
que en el caso de cloro se puede usar la mayor do-
sis evaluada con el mayor tiempo de inmersién,
con la seguridad de que no se presentar4n daiios al
producto tratado, caso similar ocurre con el Kilol
en que se utilizé la mayor dosis comercialmente
recomendada (10 ml/L) y con el mayor tiempo de
exposicién de 10 min y tampoco se presentaron
dafios al producto tratado.

En relaci6n con el tiempo Lema et al., 1979,
menciona que el periodo de sobrevivencia del V.
cholerae en la mayorfa de las hortalizas que pre-
sentan superficie rugosa o 4spera, es mayor.

Por esa razén en la solucién se anadi6é un
penetrante, para que el fluido tuviera una menor
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tensién superficial y el efecto bactericida abarcara
toda la superficie del tejido de 1a lechuga.

Experimento 2y 3

Con los resultados obtenidos en el anterior
experimento se procedié a la evaluacién del andli-
sis bactericida de las soluciones. Se utiliz6 la dosis
de 20 ppm de hipoclorito de sodio (con adicién de
penetrante y 4cido acético) y de Kilol 10 ml/L
(con penetrante solamente), ambos tratamientos
con un tiempo de inmersién de 10 min.

La eficiencia bactericida de estos productos
ante soluciones de 108 y 106 bacilos/g (log 8 y log
6, respectivamente), son expresados también en
base logarftmica, como vibrios/g o ml de lechuga
y fluido. Como lo muestra el Cuadro 1, para la so-
lucién de log 8, cuando se utilizé cloro hubo una
poblaci6n superviviente de bacteria de menos de
log 2 en solucién y de log 6 en el tejido de lechu-
ga. Al respecto Felsenfeld (1965), reporta que el
hipoclorito tiene una excelente funcién desinfec-
tante de accién bactericida y en sus evaluaciones
obtuvo resultados de menos de 1% de sobreviven-
cia de vibrios en lechuga.

Para el caso del Kilol, en la solucién se pre-
sentd una supervivencia calculada de log 4 vibrios
y en el tejido una poblacién de log 6 de bacilos so-
brevivientes.

Las 2 sustancias analizadas presentaron un
mayor control sobre los vibriones que se encontra-
ban en la solucién, en comparacién con los que se
encontraban adheridos al tejido de las hortaliza, y
de los 2 desinfectantes, el cloro presenté la mejor
accién bactericida.

Es importante destacar que la concentracién
de bacilos que se emple6 en esta primera evalua-
cién es tan elevada (108) que préicticamente no se
podré encontrar en la naturaleza infectando las
hortalizas por medio de las aguas de riego conta-
minadas, ya que esta poblacién equivale a la que
se encuentra en las evacuaciones (agua de arroz)
de un paciente enfermo durante la fase aguda de
Cholera gravis que es la forma mds letal y grave
de la enfermedad.

En relacién con la concentracién de vibrios
sobreviviente es importante considerar la dosis
minima infectante. Al respecto Levine et al.,
1981, menciona que aunque para los seres huma-
nos sélo se ha podido establecer en condiciones
experimentales y muy controladas, la dosis infec-
tante para el tipo El Tor puede ser de cien mil a un
millén de bacilos, por lo que existe cierto riesgo
en cuanto a la poblacién que sobrevivié después
de los tratamientos desinfectantes, principaimente
en el tejido de la hortaliza. No obstante, como ya
se menciono, es dificil que por accién del agua de
riego contaminada una hortaliza en produccién
tenga contacto con esa carga o cantidad de pobla-
ci6én bacterial, por lo que se puede considerar que
las 2 soluciones tuvieron una alta y eficiente ac-
cién bactericida, en proporcién a la concentracién
de vibrios inoculada.

En la segunda evaluacién no se agregaron a
las soluciones de cloro y Kilol el penetrante ni el
4cido acético, ademis, la concentracién por g o ml
del vibrién fue menor, ya que se inoculé con cerca
de un millén (log 6) de bacilos.

Los resultados de eficiencia bactericida que
se obtuvieron en este segundo experimento se

Cuadro 1. Concentracién superviviente de vibrios tratados con soluciones bactericidas de cloro y Kilol a partir de 2 concentraciones

inoculantes.
Sustancia Material 108/goml 106/g o ml
bactericida evaluado de vibrios de vibrios
Vibrios Vibrios Vibrios Vibrios
inoculados sobrevivientes inoculados sobrevivientes
Cloro solucién 8 * <2 * 6* <2 **
tejido 8 6 6 <2
Kilol solucién 8 "4 6 <2
tejido 8 6 6 <2

*  Concentracién de 100,000,000 bacilos.
** Menos de 100 bacilos.
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muestran en el Cuadro 1. Para ambas soluciones,
cloro y Kilol, se presenté una supervivencia de vi-
briones que equivale a una concentracién menor
de log 2, tanto en solucién como en el tejido.

En este caso la poblacién de vibriones que
se emple6 se acerca mds a la que podria ocurrir en
la realidad y representa la infeccién que podria
ocurrir al regar hortalizas con agua proveniente de
alguna fuente contaminada por evacuaciones pro-
ducidas por algin enfermo de célera. Feachem
(1981) seiiala que el agua contaminada puede aca-
rrear cientos de miles de bacilos por ml y puede
infectar al ser humano a través de la contamina-
cién de los alimentos.

La concentracién de bacilos viables obteni-
do con las 2 soluciones bactericidas al final de los
tratamientos garantiza que la hortaliza tratada con
este manejo poscosecha es incapaz de infectar al
ser humano y provocarle la enfermedad, ya que
como se menciona anteriormente, segin Levine et
al. (1981), la dosis infectante para el ser humano
es de 10 a 100 millones de bacilos (log 7 y log 8
respectivamente), para el biotipo “cldsico” y de
cien mil a un milién de bacilos para el tipo “El
Tor” (log 5 y log 6 respectivamente) y se obtuvie-
ron concentraciones medio mds bajas que esas do-
sis correpondientes a log 2, o sea menos de 100
bacilos/g o ml.

En la actualidad el mecanismo preciso de
diseminacién de la bacteria no est4 bien definido,
sin embargo, son conocidos 2 fuentes de infec-
cién: el contacto directo persona-persona o la
transmisién indirecta por medio de alimentos con-
taminados con excretas (OPS, 1991). Este ltimo
mecanismo se estaria controlando por medio de
los tratamientos poscosecha de desinfeccién, que
se sefialan aqui.

Otra medida préctica que se puede recomen-
dar es tratar de no regar las hortalizas durante los
dltimos 5 dias antes de ser cosechadas, para evitar
de esta manera que no se presenten las condicio-
nes en que la bacteria pueda estar viable, ya que
los vibriones permanecen viables en particular
cuando las frutas y hortalizas permanecen hiime-
das por algiin tiempo (OPS, 1991).

Pollitzer (1959), comenta que el bacilo del c6-
lera es altamente sensible a una serie de agentes fisi-
cos y quimicos entre los que se encuentran ¢l efecto
de los 4cidos y desinfectantes como también las
condiciones de desecacién. También, Hugues et al.
(1982), sefialan que el V. cholerae sobrevive mejor
en agua o humedad que en los propios alimentos.

Especfficamente para los vegetales que se
consumen frescos o crudos las medidas que inclu-
yen su lavado y limpieza son de singular impor-
tancia (OPS, 1991), por lo que contar con algunas
sustancias con efecto bactericida eficaz como el
cloro y el Kilol, es de suma relevancia para tratar
de disminuir el riesgo de contaminacién y trans-
misién del célera por los alimentos.

RESUMEN

Se evalué el efecto de diferentes dosis y
tiempos de inmersién de soluciones de cloro y de
Kilol sobre la calidad poscosecha de lechuga ame-
ricana, y ademds, la accién bactericida de estas so-
luciones sobre el Vibrio cholerae inoculado en la
hortaliza. Las evaluaciones se llevaron a cabo en
el Centro de Investigaciones Agronémicas y el
Instituto de Investigaciones en Salud ambos de la
Universidad de Costa Rica.

Las dosis de cloro fueronde 0,4, 8,12, 16 y
20 ppm de hipoclorito de sodio y la de Kilol 10
ml/L, ambos en tiempos de inmersién de 1,4, 7 y
10 min. No se obtuvieron diferencias significati-
vas en cuanto a efectos que pudieran atribuirse a
las soluciones bactericidas en las dosis y tiempos
de inmersién empleados.

Se llevaron a cabo 2 diferentes evaluaciones
de acci6n bacterida; para ambas el tiempo de in-
mersién fue de 10 min. En la primera la concen-
tracién de vibrios inoculada fue de 100 millones
de la cepa # 1800-02 Vibrio cholerae 01 Inaba El
Tor, y la dosis de cloro usada fue de 20 ppm con
4cido acético y penetrante.

Los resultados obtenidos fueron expresados
en base logaritmica como vibrios por g o ml. Para el
caso del cloro se present6 una supervivencia de me-
nos de log 2 en solucién y log 6 en tejido, y para Ki-
lol fue de log 4 en solucién y log 6 sobre el tejido.

En la segunda evaluacién la concentracién
inoculante del vibrio fue de log 6 y las dosis de
cloro y Kilol fueron similares pero no se afiadi6 ni
¢l penetrante ni el 4cido acético. Los resultados del
tratamiento desinfectante en cuanto a superviven-
cia de bacilos en ambas soluciones, tanto en fluido
como en tejido de menos de log 2 de vibrios.

Esta iltima concentraci6én de vibrios inocu-
lado (log 6) se asemeja a la que podria estar in-
fectando hortalizas al utilizar aguas de riego con-
taminadas y los resultados de su desinfeccién con
cloro (20 ppm/10 min) o Kilol (10 mi/I./10 min),
demuestran que ambos tratamientos son muy
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efectivos ya que la concentracién de vibrios so-
breviviente est4 por debajo de la dosis minima in-
fectante que es log 5. '

LITERATURA CITADA

FELSENFELD, D. 1965. Notes on food beverages and fomites
contaminates with Vibrio cholerae. Bulletin World
Health Organization. 33:730.

HUGUES, L.; BOYGE, J.; LEVINE, R. 1982. Epidemiology
of cholera in rural Bangladesh. Importance of surface
water in transmission. Bulletin. World Health Organi-
zation. 6:60-395.

INCIENSA-MINISTERIO DE AGRICULTURA Y GANADE-
RIA. 1991. Presencia de Escherichia coli en aguas de rie-
g0 de horlizas en la provincia de Cartago (sin publicar).

LEMA, O. et al. 1979. Survival of El Tor cholera vibrio in lo-
cal water sources and beverages in Tanzania. East Afri-
can Medical Journal. 56:504. '

LEVINE, M.N. e al. 1981. Volunteer studies in development of
accines against cholera and enterotoxigenic Escherichia
coli. In North Holland Biomedical Press. pp 443-459.

MATA, JL. 1992, El Célera: historia, prevencién y control.
San José, C.R., EUNED-EUCR 1992. 384 p.

ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD (OMS).
1989. Directrices sanitarias sobre el uso de aguas re-
siduales en agricultura y acuicultura. Trad. por Orga-
nizacién Panamericana de la Salud. Informe de un
grupo cientifico de 1a OPS. Seric de Informes Técni-
cos:778. 90p.

ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD
-(OPS). 1991. Guia para la prevencién y control del c6-
lera. Presentacién en Ecuador, Quito. pp 20-40.

ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD
(OPS). 1991. Risks of transmission of cholera by food.
Publicado por el Programa de Salud Publica Veterina-
ria. Traduccién Colegio de Médicos Veterinarios de
Costa Rica. 53 p.

POLLITZER, R. 1959. Cholera. World Health Organization.
Geneva. pp. 10-19.

SPIRA, W. M. et al. 1980. Microbiological Surveillance o in-
traneihbourhood El Tor cholera transmission in rural
Bangladesh. Bull. World Health Organization 58: 731-
740.



