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Resumen

Paralaexportacion denopal verdura, México debe cumplircon
los requisitos sanitarios de cada pais. Una forma de garantizar
lainocuidad de este producto es implementar buenas practicas
agricolas (BPA). Sin embargo, solo unos pocos productores
de nopal verdura poseen reconocimiento en BPA. El objetivo
del presente trabajo fue evaluar la calidad sanitaria de nopal
verdura en punto de embarque de productores que usan
BPA. Se seleccionaron al azar 10 productores de Otumba,
Estado de México pertenecientes a una sociedad rural con
reconocimiento BPA, y se tomaron muestras combinadas
de nopal en punto de embarque durante los meses de
comercializacion de marzo de 2008 a mayo de 2009. Se
determino la carga de bacterias mesofilas aerobias (BMA),
Coliformestotales (CT), Salmonellasp.y Escherichia coli, asi
como residuos de plaguicidas. S6lo 8% y 3% de las muestras
rebasaron los limites especificados porlaICMSF en el conteo
de BMAy CT, respectivamente. Unade las muestras colectadas
en mayo de 2009 estuvo contaminada con Escherichia coli, y
ninguna con Salmonella sp. Cinco productores rebasaron los
limites permisibles de BMA, y dos los de CT en una de sus
muestras. Estos casos se relacionaron con escasa higiene de
los contenedores y el medio de transporte. Adicionalmente, se
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Abstract

To exportnopal, Mexico must meet the health requirements
of each country. One way to ensure the safety of this
product is to implement good agricultural practices
(GAP). However, only a few have nopal producers BPA
recognition. The aim of this study was to evaluate the
sanitary quality of nopal shipping point for producers using
BPA. We randomly selected 10 producers Otumba, State
of Mexico belonging to a rural society with appreciation
BPA, and sampled nopal combined shipping point during
the months of March commercialization 2008 to May
2009. The load of aerobic mesophilic bacteria (BMA)
was determined, Total Coliforms (TC), Salmonella sp.
and Escherichia coli, as well as pesticide residues. Only
8% and 3% of the samples exceeded the limits specified
by the count ICMSF BMA and CT, respectively. One of
the samples collected in May 2009 was contaminated
with Escherichia coli, and none with Salmonella sp.
Five producers exceeded the permissible limits of BMA,
and two those of CT in one of their samples. These cases
were related to poor hygiene of containers and means of
transport. Additionally, residues were detected one or
more pesticides in 8% of the samples. Indicating partial
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detectaron residuos de uno o varios plaguicidas en 8% de las
muestras. Indicando el cumplimiento parcial de las BPA por
estos productores en particular. Los resultados indican que el
nopal verdura producido con BPA cumple con los requisitos
sanitarios para exportacion.

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, buenas practicas
agricolas, calidad microbioldgica, residuos de plaguicidas,
seguridad del consumidor.

Introduccion

En México, la produccion de hortalizas representa 1.6% del
valor total de la produccion nacional agricola conun valor de
mas de 56 695 millones de pesos, y el nopal verdura (Opuntia
spp.) seencuentraentre las 15 principales hortalizas cultivadas
(SIAP, 2012). En las ultimas dos décadas la incidencia de
enfermedades gastrointestinales e intoxicaciones por el
consumo de hortalizas ha incrementado considerablemente
debido alapresencia de contaminantes bioldgicos o quimicos
(Johnston et al., 2006; Tzschoppe et al., 2012).

Aunque en México no existen registros de brotes de
enfermedades causados directamente por el consumo de
nopal verdura, desde el afio 2000, el SENASICA promueve
la implementacion de sistemas de reduccion de riesgos
de contaminacion (SRRC), con la finalidad de reducir
el riesgo de contaminacion en la produccion de frutas y
hortalizas. Los SRRC integran medidas y procedimientos
para garantizar que las condiciones sanitarias durante el
proceso de produccion primaria sean 6ptimas, a través de
la aplicacion de BPA (DOF, 2007).

Dentro de los lineamientos para implementar los SRRC
se requiere validar la ejecucion de las BPA mediante el
registro de las actividades y realizando peridodicamente
analisis microbiologicos y de residuos de plaguicidas. Los
resultados de estos andlisis deben cumplir con los limites
maximos establecidos en lanormatividad nacional o del pais
al que se desea exportar. Aunque Méxicono se ha establecido
ninguno de estos limites, algunas normas internacionales
como las de la International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF, 2002), el Codex
alimentariux (FAO-WHO, 2000), European Comission
(EC, 2011), y la Environmental Protection Agency (EPA,
2011)indican los limites maximos permisibles de BMA,CT
y residuos de plaguicidas.
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fulfillment of GAP by these producers in particular. The
results indicated that nopal produced with BPA meets the
sanitary requirements for export.

Key words: Opuntia ficus-indica, good agricultural
practices, microbiology, pesticide residues, consumer safety.

Introduction

In Mexico, vegetable production represents 1.6 % of total
national agricultural production with a value of more
than 56 695 million pesos, and prickly pear (Opuntia
spp.) among the top 15 vegetables grown (SIAP, 2012).
In the last two decades, the incidence of gastrointestinal
diseases and poisoning by consumption of vegetables has
increased considerably due to the presence of biological or
chemical contaminants (Johnston et al., 2006; Tzschoppe
etal.,2012).

Although in Mexico there are no records of outbreaks of
diseases directly caused by the consumption of nopal, since
2000, SENASICA systems promotes the implementation
of risk reduction of pollution (SRRC), in order to reduce
the risk of contamination in the production of fruits and
vegetables. The SRRC integrated measures and procedures
to ensure that sanitary conditions during the primary
production process are optimized through the application
of EPS (DOF, 2007).

Within the guidelines to implement, the SRRC is necessary
to validate the implementation of GAP by recording and
performing regular activities microbiological and pesticide
residue. The results of these analyzes must comply with
the maximum limits established in national regulations or
the country to which you want to export. Although Mexico
has not established any of these limits, some international
standards such as the International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 2002),
Codex alimentariux (FAO-WHO, 2000), European
Commission (EC,2011), and the Environmental Protection
Agency (EPA, 2011) indicate the maximum permissible
limits of BMA, CT and pesticide residues.

In Mexico, the SRRC has been implemented on a larger
scale in export crops such as pepper, broccoli, tomato,
onion, tomato, and in recent years the traditional crops like
nopal whose export demand has increased in recent years
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En México, los SRRC se han implementado en mayor
escala en cultivos de exportacion como chile, brocoli,
jitomate, cebolla, tomate, y en los tiltimos afios a los cultivos
tradicionales como el nopal verdura, cuya demanda de
exportacion ha incrementado en los Gltimos afios (Callejas
etal.,2006), y que destaca desde épocas prehispanicas por
su importancia cultural, alimenticia, y economica (Flores-
Valdez, 2003). Tan solo en 2011, la superficie cultivada de
nopal en México fue demas de 12,644 hectareas, generando
un valor de produccion de $ 1 340 millones de pesos (SIAP,
2012) y el sustento de alrededor de 2 500 productores de
nopal (Teran-Varelay Alcantara-Hernandez, 2009). E186%
delaproduccionnacional se concentré en el Distrito Federal,
Morelosy el Estado de México (SIAP, 2012). Alrededor de
70% de laproduccidénnacional se comercializa en la Central
de Abasto de Iztapalapa, en la Ciudad de México (Saravia-
Tasayco, 2002; Callejas et al., 2006).

Mientras que los principales mercados internacionales
son Estados Unidos de América, Canada, Japon, Espafia
y Francia, con exportaciones de hasta 20 mil toneladas
que generaron un valor de produccion aproximado de
$ 50 millones de dodlares. Sin embargo, el principal
consumidor es Estados Unidos de América, quién importa
aproximadamente 1 650 t en fresco y 4 000 t de productos
procesados para abastecer el consumo de los connacionales
que residen en este pais y que se concentran en Los Angeles,
San Diego, Houston, Dallas, San Antonioy Chicago (Flores-
Valdez, 2003; Ramirez et al., 2012).

Hasta el momento no existen antecedentes de rechazo
de cargamentos de nopal verdura por problemas de
contaminacion biologica; sin embargo, Hernandez et al.
(2009) determinaron que existe el riesgo de contaminacion
microbiologica por el contacto de los cladodios con agua
de riego y suelo contaminado. En cuanto a contaminacion
quimica,laFDA (2013), documentd que en 2013 detectaron
residuos de clorpirifos etilico en un cargamento de nopal
producido en Chihuahua.

Aunque existe un sistema producto de nopal por estado,
no todos los productores implementan los SRRC, lo que
dificulta el control de la calidad sanitaria de su produccion
con fines de exportacion. Para prevenir el rechazo del nopal
verdura destinado al mercado internacional, desde 2007
algunas unidades de produccion ubicadas en el Distrito
Federal, Puebla, Zacatecas y Estado de México lograron
el reconocimiento en la aplicacion de BPA (SENASICA,
2007).
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(Callejas et al., 2006), and highlights from prehispanic
times for its cultural, nutritional, and economic (Flores-
Valdez, 2003). In 2011 alone, the area cultivated cactus
in Mexico was more than 12 644 hectares, generating a
production value of § 1 340 million pesos (SIAP, 2012)
and the livelihoods of around 2500 nopal producers
(Teran-Varela and Alcantara-Hernandez , 2009). 86% of
domestic production is concentrated in the Federal District,
Morelos and the State of Mexico (SIAP, 2012). About 70
% of domestic production is sold in the Central de Abasto
of Iztapalapa, in Mexico City (Saravia-Tasayco, 2002;
Callejas et al., 2006).

While major markets are USA, Canada, Japan, Spain and
France, with exports up 20 000 tonnes, which generated a
production, value of approximately $ 50 million. However,
the main consumer is the United States of America, who
cares about 1 650 t 4 000 t fresh and processed products to
the consumption of Mexican nationals living in this country
and are concentrated in Los Angeles, San Diego, Houston,
Dallas, San Antonio and Chicago (Flores-Valdez, 2003,
Ramirez et al.,2012).

So far, there is no history of rejection of shipments by nopal
biological pollution problems; however, Hernandez et al.
(2009) determined that there is the risk of microbiological
contamination by contact of the cladodes with irrigation
water and contaminated soil. As for chemical contamination,
the FDA (2013) documented that in 2013 detected ethyl
chlorpyrifos residues in a shipment of nopal produced in
Chihuahua.

Although there is a system nopal product by state, not all
producers implement the SRRC, making it difficult to
control the sanitary quality of their production for export.
To prevent rejection of nopal destined for the international
market, since 2007 some production units located in Mexico
City, Puebla, Zacatecas, State of Mexico recognition
achieved in implementing BPA (SENASICA, 2007).

The State of Mexico is the third largest producer of nopal
vegetable, and contributes 8% of domestic production ,
some producers of top producing municipalities are located
in Otumba, San Martin de las Piramides, Temascalapa,
Nopaltepec, Axapusco, and San Juan Teotihuacan
were grouped into 134 organizations to facilitate the
commercialization of this vegetable (SAGARPA, 2012).
However, only a group of 14 farmers in rural society
constituted PRONACUA, SCR L CYV, and GAP achieved
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El Estado de México es el tercer productor mas importante
de nopal verdura, y aporta 8% de la produccion nacional,
algunos productores de los municipios con mayor
produccioén estan ubicados en Otumba, San Martin de las
Piramides, Temascalapa, Nopaltepec, Axapusco, y San Juan
Teotihuacan se agruparon en 134 organizaciones para facilitar
la comercializacion de esta hortaliza (SAGARPA, 2012).
Sin embargo, solo un grupo de 14 productores constituidos
en la sociedad rural PRONACUA, S.C.deR. L. de C. V.,
logré el reconocimiento en BPA durante 2008 y 2009. Este
grupo de productores pioneros pueden servir de ejemplo a
otros productores, motivandolos a implementar los SRRC,
y permitir la apertura de nuevos canales de comercializacion
que abastecen alos sectores que demandan productos inocuos.

De manera que la implementacion de BPA en las unidades
de produccion de nopal verdura, deberia reducir los riesgos
de contaminacion y permitir el cumplimiento de los limites
microbiologicos y deresiduos de plaguicidas establecidos en
lanormatividad nacional e internacional. Porlo que el objetivo
del presente trabajo fue evaluar la calidad microbiologica
y toxicoldgica de nopal verdura en punto de embarque de
productores que usan las BPA como parte de sus SRRC.

Materiales y métodos

Productores participantes

Este trabajo se realiz6 con la participacion de productores
cooperantes delasociedad rural PRONACUA, S.C.deR. L.
de C. V,ubicada en el municipio Otumba, Estado de México.
En la fecha en que se realiz6 el estudio, esta organizacion
estaba integrada por 14 productores de nopal, cuyas unidades
de produccion fueron reconocidas por el SENASICA en la
aplicacion de BPA. Los muestreos se realizaron con base
en la disposicion de los productores y la disponibilidad de
materia prima. En 2008, las fechas de muestreo fueron el
10 de marzo, 13 dejunio, 02 de septiembre, y 21 de octubre,
mientras que en 2009 el 21 de enero y 15 de mayo.

Calidad microbiolégica

Se eligieron al azar 10 productores participantes, a los que
se les identificé numéricamente del 1 al 10. Se tomaron
muestras combinadas de nopal de 1 kg a partir de cajas
provenientes de las unidades de produccion de cada
productor, que se encontraban colocadas en vehiculos con
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recognition in 2008 and 2009. This pioneering producer
group can serve as an example to other producers,
encouraging them to implement the SRRC, and allow
opening new marketing channels that cater to demand safe
products sectors.

Therefore, the implementation of GAP in production units
ofnopal should reduce the risks of contamination and enable
compliance with the microbiological limits for pesticide
residues established by national and international standards.
So the aim of'this study was to evaluate the microbiological
and toxicological quality nopal shipping point for producers
using GAP as part of their SRRC.

Materials and methods

Producers participating

This work was conducted with the participation of
cooperating producers of rural society PRONACUA,SCR
LCV,located in the municipality Otumba, State of Mexico.
Atthetimethe study was conducted, this organization had 14
members of nopal producers, whose production units were
recognized by SENASICA inimplementing BPA. Sampling
was conducted based on the willingness of producers and raw
material availability. In 2008, sampling dates were March
10, June 13, September 02, and October 21, while in 2009
the January 21 and May 15.

Microbiological quality

10 were randomly selected participating farmers, who are
identified numerically from 1 to 10. Combined samples
were nopal 1 kgboxes fromunits from each producer, which
were placed in vehicles cooling system, ready for shipment
to domestic and international markets, in such a way that
the end of the study analyzed 60 samples.

Microbiological quality was determined by aerobic
mesophilic bacteria count (BMA), total coliforms (TC),
and the detection of Salmonella sp. Dilution was prepared
primary (1:10) by mixing 25 g of sample with thorns nopal
225 mL casein peptone (BD Bioxon®)at 0.1 %. The mixture
was homogenized for 1 min at 200 rpm in a glass blender
previously sterilized using an aluminum blender with two
speed motor400 watts. Subsequently, decimal dilutions from
10-1 to 10-4 (Pascual and Calderdn, 2000). All incubations
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sistema de refrigeracion, listas para su envio al mercado
nacional e internacional; de tal forma, que al finalizar el
estudio se analizaron un total de 60 muestras.

La calidad microbiologica se determindé mediante el
recuento de bacterias mesofilas aecrobias (BMA), coliformes
totales (CT), y la deteccion de Salmonella sp. Se prepard
una dilucion primaria (1:10) mezclando 25 g de muestra
de nopal verdura con espinas en 225 mL de peptona de
caseina (BD Bioxon®) al 0.1%. La mezcla se homogenizd
por 1 min a 200 rpm en un vaso de licuadora de aluminio
previamente esterilizado, se utilizé una licuadora Oster®
de dos velocidades, motor de 400 watts, mod. 450-20.
Posteriormente, se prepararon diluciones decimalesde 10-'a
10 (Pascual y Calder6n,2000). Todas las incubaciones a 37
°C serealizaron enincubadora (Thermo Scientific®, modelo
3EG). El recuento de BMA se realiz6 en placas Petrifilm™
3M (Saint Paul, MN, USA), para lo cual se sembraron por
triplicado alicuotas de 1 mL de las diluciones 102, 10° y
10, y se incubaron a 37 °C durante 24 h. Los resultados
se expresaron como unidades formadoras de colonias por
gramo de muestra (UFC g!) (AOAC, 2000).

Paraladeteccion de CTseinoculd portriplicado 1 mLde caldo
lauril sulfato triptosa (Bioxon®) con las diluciones 102, 103 y
10, se colocaron tubos Durham para la deteccion de gas, y se
incubarona 37 °Cpor48h. Losresultados se expresaron como
log'®del niimero méas probable por gramo de muestra (log NMP
g"). Para fines de discusion, el NMP g! (cantidad de bacterias
posiblemente presentes en un gramo muestra) se comparo
con UFC g! (nimero de colonias por gramo de muestra),
considerando que una bacteria viable forma una colonia.

Lapresenciade Escherichia colise determino a partir de los
tubos que fueron positivos a CT. Se sembraron tres azadas
encaldo EC (Merck®), seincubarona45.5 °C en bafio maria
por 48 h, posteriormente, se tomo una azada de los tubos
positivos (con gas dentro de los tubos Durham) y se resembro
en medio de caldo lauril sulfato de sodio, inmediatamente
se procedid al aislamiento y diferenciacion de labacteria en
placas conagar eosinaazul de metileno (EMB, BD Bioxon®).
La confirmacion se hizo mediante las pruebas bioquimicas
IMViC (Pascual y Calderdn, 2000).

La deteccion de Salmonella spp., se realizoé conforme a la
Norma NOM-114-SSA1-1994 (DOF, 2005). Debido a la
restriccion normativa por la presencia de Salmonella en
alimentos, la confirmacion de las colonias presuntivas se
realizd por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
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at37 °Cwere performed in an incubator (Thermo Scientific®
model 3EG). BMA count was performed on 3M Petrifilm
plates (Saint Paul, MN, USA), for which were planted in
triplicate aliquots of 1 mL of the dilutions 10-2, 10-3 and
10-4, and incubated at 37 °C for 24 h. The results were
expressed as colony forming units per gram of sample (CFU
g") (AOAC, 2000).

For the detection of CT was inoculated in triplicate 1 mL
lauryl sulfate tryptose broth (Bioxon®) dilutions 10-2, 10-3
and 10-4, Durham tubes were placed for detecting gas, and
incubated at 37 °C for 48 h. The results were expressed
as log10 most probable number per gram of sample (g
logMPN™). For discussion purposes, the MPN g! (number of
bacteria possibly present in one gram sample) was compared
with CFU g! (number of colonies per gram of sample),
considering that a viable bacteria form a colony.

The presence of Escherichia coli was determined from the
tubes that were positive for CT. Three hoes seeded EC broth
(Merck®), incubated at45.5 °C in a water bath for 48 h later
took hoe positive tubes (with gas within the tubes Durham)
andreplanted amid sodium lauryl sulfate broth immediately
proceeded to the isolation and differentiation of bacteria on
plates with eosin methylene blue agar (EMB, BD Bioxon®).
The confirmation was made by biochemical tests IMViC
(Pascual and Calderdn, 2000).

Detection of Salmonella spp., was made according to
NOM-114-SSA1-1994 (DOF, 2005). Due to the restriction
rules for the presence of Salmonella in foods, confirmation
of presumptive colonies was performed by chain reaction
(PCR). DNA extraction was performed from a bacterial
culture grown on 1.5 mL of Luria Bertani (LB) at 37 °C
for 18 h. The bacteria were recovered by centrifugation
at 8000 rpm for 5 min, and the pellet was washed twice
with bacterial distilled water. The bacteria were lysed
by resuspending the bacterial pellet in 1 mL of distilled
water and heating at 95 °C for 5 min in a water bath. Once
cooled the sample was centrifuged at 13 000 rpm for 10
min, the supernatant was transferred (DNA problem) to
sterile microfuge tubes and stored frozen until used in
PCR amplification.

Stn 571 initiators were used
(5'-GCGGTCGGTCCCACTTTCTTTTG-3'") and Stn 971
(5'-ACTACCTGCTCTCGCCCAATGCTT-3"), which
amplify a260 bp fragment ofthe gene stn. The amplification
reactions contained 3 pL DNA problem, one of the
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sus siglaseninglés). Laextraccion de ADN serealizd a partir
de un cultivo bacteriano crecido en 1.5 mL de medio Luria
Bertani (LB) a 37 °C por 18 h. Las bacterias se recuperaron
por centrifugacion a 8000 rpm por 5 min, y se lavd lapastilla
bacteriana dos veces con agua destilada. Las bacterias se
lisaronresuspendiendo la pastillabacterianaen 1 mL.de agua
destiladay calentando a 95 °C durante 5 min en bafio Maria.
Una vez fria la muestra, se centrifugo6 a 13 000 rpm por 10
min, se transfirio el sobrenadante (ADN problema) a tubos
de microcentrifuga estériles y se guardé en congelacion
hasta su uso en la amplificacion por PCR.

Se usaron los iniciadores Stn 571
(5’-GCGGTCGGTCCCACTTTCTTTTG-3") y Stn 971
(5’-ACTACCTGCTCTCGCCCAATGCTT-3"), que
amplificanun fragmento de 260 bp del genstn. Lasreacciones
de amplificacion contenian 3 pL del ADN problema, 1 pLde
los oligonucleotidos Stn 10 pmol, 3 puL de buffer 10X para
Taq Polimerasa, 2.5 pL. de dNTPs 2.5 mM, 2.1 pL de MgCl,
25mM, 0.3 pL de Taq Polimerasa 1.5 Uy 17.1 uLL de H,O,
para un volumen final de 30 uL.. La amplificacion se realizo
en un termociclador (BIORAD®) y consistio de un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min, seguidos por 25
ciclos de 94 °C por 1 min; 55 °C por 1 min; 72 °C por 1 min
y un periodo final a 72 °C por 5 min. Se utiliz6 un control
positivo (ADN de Salmonella snt+), un negativo (ADN de
Salmonella snt-), asi como un testigo adicional de uso comun
en el laboratorio. Los productos de amplificacion fueron
sometidos a electroforesis en geles de agarosa al 1% y tefiidos
conbromuro de etidio. Se utilizé unmarcador de 100 pb (Gibco
BRL Rockville, Md.) para la deteccion de los tamafios de los
productos de PCR. Los resultados se observaron mediante un
transiluminador de luz UV y las imagenes fueron capturadas
con un fotodocumentador EDAS 290 (Kodak).

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados de las variables
respuesta BMAy CT ennopal verdura, se realizo mediante un
analisis de varianza (ANOVA). Para determinar diferencias
significativas en las cargas microbianas entre las fechas de
muestreo y entre productores, se utilizo la prueba de Tukey
(»=<0.05),conel Programa SAS 9.0 (SAS Institute Inc.,2002).

Calidad toxicoldgica
Para determinar la presencia de residuos de plaguicidas

organoclorados, organofosforados, organonitrogenados y
piretroides se utilizo el método de multiresiduos de la FDA
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oligonucleotides PL Stn 10 pmol, 3 Lof 10X Taq polymerase
buffer, 2.5 L of 2.5 mM dNTPs, 2.1 L of 25 mM MgCl2,
0.3 Lof 1.5 U Taq Polymerase and 17.1 L of H20 to a final
volume of 30 uL.. Amplification was performed in athermal
cycler (BioRad®)and consisted of one cycle of denaturation
at 94 °C for 5 min, followed by 25 cycles 0f 94 °C for 1 min,
55°Cfor 1 min, 72 ° C for a period of 1 min at 72 ° C for 5
min. We used a positive control (+ SNT Salmonella DNA)
a negative one (SNT- Salmonella DNA) and an additional
control commonly used in the laboratory. The amplification
products were subjected to electrophoresis in 1% agarose
and stained with ethidium bromide. Used a 100 bp marker
(Gibco BRL Rockville, Md.) for detecting the sizes of
the PCR products. The results were observed using a UV
transilluminator and images were captured with a photo-
documentary EDAS 290 (Kodak).

Statistical analysis

Statistical analysis of the results of response variables
BMA and nopal CT was performed by analysis of variance
(ANOVA). Todetermine significant differences in microbial
loads between sampling dates and between producers we
used the Tukey test (p< 0.05), with the program SAS 9.0
(SAS Institute Inc., 2002).

Toxicological quality

To determine the presence of residues of organochlorine
pesticides, organophosphorus, organo and pyrethroids
multiresidue method used by the FDA (1994), and a
determination was made only in the laboratory CESAVEM
certificate. Due to the high cost of service, in each sample
were randomly selected four producers and four samples
were taken 3 kg combined nopal, for a total of 24 samples
for the six samples. The samples were collected aseptically
into polyethylene bags 25 x 33 cm, previously sterilized
with UV lightat 265 nm, transported at4 °C and kept frozen
until analysis.

The detection limit was 0.01 to 0.08 ppm, with a
recovery percentage > 80%. During sampling continued
communication with technical staff and producers,
CESAVEM forinformation related to the presence of cactus
pests and pesticides that were applied in the study region.

The toxicological risk by consuming contaminated by
pesticides nopal was estimated using the methodology
described by Aldana-Madrid et al. (2008). The
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(1994), y serealiz6 una determinacion inica en el laboratorio
certificado del CESAVEM. Debido al alto costo del servicio,
en cada muestreo se eligieron al azar cuatro productores y
se tomaron cuatro muestras combinadas de 3 kg de nopal
verdura, para obtener un total de 24 muestras durante los
seis muestreos. Las muestras se colectaron asépticamente
en bolsas de polietileno de 25 x 33 cm, previamente
esterilizadas con luz UV a 265 nm, se transportaron a 4 °C
y se mantuvieron en congelacion hasta su analisis.

El limite de deteccion fue de 0.01 a 0.08 ppm, con un
porcentaje de recuperacion >80%. Durante el muestreo
se mantuvo comunicacion con el personal técnico del
CESAVEM y con los productores, para obtener informacion
relacionada a la presencia de plagas de nopal y a los
plaguicidas que se aplicaban en la region de estudio.

El riesgo toxicologico por el consumo de nopal verdura
contaminado por plaguicidas se estim6 con la metodologia
descrita por Aldana-Madrid et al. (2008). El célculo de la
ingesta diaria estimada (IDE) se realiz6 con la formula
descrita por Valenzuela et al. (2001):

C
IDE=YC; [NDKJ

Donde: X ci= es la suma de las concentraciones de los
plaguicidas evaluadas en nopal (mgkg™); C=es el consumo
anual denopal por persona (5.8 kg/afio) (Berger et al.,2006);
N= es el nimero de muestras analizadas (N=4); D= es el
numero de dias enun afio (365 dias); y K=es el peso corporal
promedio del consumidor (70 kg). Las ingestas diarias
admisibles (IDA) se obtuvieron de los datos publicados por
la FAO-WHO (1993, 1996, 1997, 1998, 2000). El riesgo
toxicologico por el consumo de nopal de la zona de estudio
se estim6 comparando la sumatoria de IDA’s y las IDE’s
(Aldana-Madrid et al., 2008), y por la relacion IDE/IDA,
si el la proporcion excede a 1.0 el riesgo toxicologico se
considera alto (Tsakiris et al.,2011).

Resultados y discusion

Calidad microbioldgica de cladodios de nopal verdura

Los valores promedio de las cargas microbiologicas para
BMA estuvieron en un rango de 3.40 a 3.89 log UFC g, y
el de CT de 0.33 a 0.84 log NMP g, sin que se detectaran
diferencias significativas por medio de la prueba de Tukey
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calculation of the estimated daily intake (EDI) was
performed using the formula described by Valenzuela et
al. (2001):

C
IDE=YC; [NDK}

Where: Z ci = the sum of the concentrations of pesticides
evaluated innopal (mgkg™), C=the annual consumption per
personnopal (5.8 kg/year) (Bergeretal.,2006); N =number
of samples analyzed (N = 4), D = the number of days in a
year (365 days), and K =the average consumer body weight
(70 kg). The daily intakes (ADIs) were obtained from data
published by FAO-WHO (1993, 1996, 1997, 1998, 2000).
Thetoxicological risk by eating cactus of the study area was
estimated by comparing the sum of IDA'sand IDE's (Aldana
-Madrid et al., 2008), and the relationship IDE/IDA, if the
ratio exceeds 1.0 the toxicological risk is considered high
(Tsakiris et al. 2011).

Results and discussion

Microbiological quality nopal cladodes

The average values for BMA microbiological loads ranged
from 3.40 to 3.89 log CFU g, and CT of 0.33 to 0.84 log
MPN g, no significant differences were detected using the
Tukey test (p<0.05, Table 1). The 4 nopal producer presented
the highestaverage of BMA (3.89+1.441log CFU g!), while
the producer 9 had the highest CTload (0.84+0.91 logMPN
g1). These results indicated that on average, the microbial
load in the nopal was within the limits set by the ICMSF and
countries such as Spain and Israel who consider maximum
load of 5 log CFU g for BMA and 2 log CFU g for CT
(ICMSF, 2002, FNB, 2003). However, five of the samples
(8%) exceeded the maximum limit for BMA, and two (3%)
for CT (Table 1, Figure 1). Suggesting that BMA in some
cases were not adequately followed.

E. coli was identified in the sample only producer 9 that
took the May 15, 2009. Although the diagnostic test used
does not discriminate serotype of E. coli in samples. Its
detection in foods could involve high risk to the health
of consumers, especially when they have documented
countless deaths and economic losses of some pathogenic
strains suchas O157:H7,0121:H19 and O26 (Tzschoppe
etal.,2012).
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(p< 0.05; Cuadro 1). El nopal verdura del productor 4
presentd un mayor recuento de BMA (3.89+1.44 log UFC
g'), mientras que el del productor 9 tuvo la carga de CT mas
alta (0.84+0.91 log NMP g). Estos resultados indicaron
que en promedio, la carga microbiana en el nopal verdura
estuvo dentro de los limites establecidos por la ICMSF y
paises como Espana e Israel que consideran como maximo
una carga de 5 log UFC g!para BMA y de 2 log UFC g!
para CT (ICMSF, 2002; FNB,2003). Sin embargo, cinco de
las muestras (8%) rebasaron el limite maximo para BMA, y
dos (3%) para CT (Cuadro 1, Figura 1). Lo que sugirié que
en algunos casos no se siguieron adecuadamente las BPA.

Juan Gabriel Angeles-Nuiiez et al.

In none of the samples showed the presence of Salmonella.
However, six isolates were obtained that by their growth
characteristics on selective media ASB (gray colonies with
metallic sheen), XLD (pink colonies) and Hektoen (green
colonies) were suspicious (Pascual and Calderén, 2000), and
so analysis was performed by PCR identification (Figure
2), with this being demonstrated that none of the refugees
corresponded to the genus Salmonella. This pathogen is a
common contaminant in vegetables and has been detected
in parsley, cilantro, broccoli, cauliflower, lettuce, spinach,
celery and carrot premises issued in the City of Mexico and
Hidalgo (Quiroz-Santiago et al.,2009; Miranda et al.,2009).

Cuadro 1. Cuentas de BMAYy CT en nopal verdura producido por 10 productores con reconocimiento en BPA entre marzo
de 2008 y mayo de 2009 en el municipio de Otumba, Estado de México.
Table 1. BMA accounts and CT nopal producers produced for 10 BPA recognition between March 2008 and May 2009 in

the town of Otumba, State of Mexico.

Productor BMA™ cT™ Num. Muestras® Presencia
(logUFC g™ (logNMP g1) BMA CT E. coli Salmonella sp.

18 3.70+£0.91a 0.40+0.26a 0 0 ND ND
24 3.68+0.90a 0.57+0.68a 1 0 ND ND
34 3.80+1.15a 0.52+0.42a 1 0 ND ND
48 3.89+1.40a 0.33+0.07a 1 0 ND ND
5¢ 3.81+1.12a 0.39+0.22a 1 0 ND ND
6 3.72+0.51a 0.52+0.42a 0 0 ND ND
7 3.54+0.60a 0.52+0.54a 0 0 ND ND
8 3.52+0.80a 0.61+0.76a 1 1 ND ND
94 3.56+0.59a 0.84+0.91a 0 1 D ND
10 3.40+0.39a 0.52+0.54a 0 0 ND ND

AUso de cajas sucias. PUso de lonas rotas o sucias. “Uso de vehiculos en malas condiciones de higiene. "Media de determinacion por triplicado con desviacion estandar.
*Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05; n=10). Numero de muestras que rebasaron el limite maximo de acuerdo a la ICMSF (2002).

D= detectado; ND=no detectado.
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Figura 1. Cargas de BMAy CT en nopal verdura de productores de Otumba, México durante marzo de 2008 a mayo de 2009.
Linea horizontal indica los limites maximos de acuerdo a la ICMSF (2002).
Figure 1. Loads of BMA and CT nopal producer Otumba, Mexico during March 2008 to May 2009. Horizontal line indicates the

maximum according to ICMSF (2002).
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E. coliseidentifico solo enlamuestradel productor 9, que se
tomoé el 15 demayo de 2009. Aunque la prueba de diagnostico
usada, no discrimina el serotipo de E. coli presente en las
muestras. Su deteccion en los alimentos podria implicar un
altoriegoalasalud del consumidor, en especial cuando se han
documentado muertes e innumerables pérdidas econdmicas
poralgunas cepas patogénicascomolaO157:H7,0121:H19
y 026 (Tzschoppe et al., 2012).

En ninguna de las muestras se detectd la presencia de
Salmonella. Sin embargo, se obtuvieron seis aislados que por
sus caracteristicas de crecimiento en los medios selectivos
ASB (colonias grises con brillo metalico), XLD (Colonias
rosas) y Hektoen (colonias verdes) resultaron sospechosas
(Pascual y Calderon, 2000), porlo que serealizo un analisis de
identificacion por PCR (Figura2), con éste se demostro que
ninguno de los asilados correspondia al género Salmonella.
Este patdgeno es un contaminante comun en hortalizas y se
ha detectado en perejil, cilantro, brécoli, coliflor, lechuga,
espinaca, apioy zanahoria expedidas en locales comerciales
de la Ciudad de México e Hidalgo (Quiroz-Santiago et al.,
2009; Miranda et al., 2009).

Enéstetrabajo, ladeteccion de cargasde BMAy CT superiores
alasdelanormaserelaciond con el transporte del nopal verdura
encajasy vehiculos con escasahigiene, asicomo conelusode
lonasrotasysucias(Cuadro 1). Alrespecto, diversos autores(as)
coincidenenquelas cargas microbianas se incrementan cuando
el producto esta expuesto a la manipulacion, exposicion a
contenedores, camaras de almacenamiento y transporte con
mala higiene, y en campo por la contaminacion con agua de
riego y lavado (Garcia-Goémez et al., 2002; Johnston et al.,
2006; Hernandez et al., 2009).

Por otra parte, la presencia de E. coli sugiere la exposicion
a materia fecal, y poca higiene durante la manipulacion del
nopal verdura. La fuente de contaminacion posiblemente
esté vinculada con el agua de riego, como se ha documentado
en otras hortalizas (Avila-Quezada et al., 2008); al uso de
compostas mal tratadas y hechas a base de estiércoles, u
operadores con malos habitos de higiene (Beuchat, 2002;
Johnston et al., 2006).

La manipulacion de hortaliza pre cortadas o minimamente
procesadas,comolaqueserealizaenel corte denopal verdura,
puede aumentar el riesgo de contaminacion, Badosa et al.
(2008) reportaron que el procesamiento de hortalizas puede
incrementar la carga de BM Ay coliformes en una magnitud
de un logaritmo. Este efecto también se ha reportado en
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Figura 2. Identificacion de Salmonella sp. por PCR. M=
marcador de tamafio de 100 pb. C+= control positivo.
C-= control negativo. T= testigo. Carriles 1 al 6
muestras problema.

Figure 2. Identification of Salmonella sp. by PCR. M= size
marker 100 bp. C+= positive control. C-= negative
control. T= control. Lanes 1 to 6 samples.

In this work , the detection of BMA and CT loads higher
than those of the standard related to the transport of nopal
in boxes and vehicles with poor hygiene and the use of
tarps torn and dirty (Table 1). In this regard, several authors
agree that microbial loads increase when the product is
exposed to manipulation, exposure to container, storage
and transportation cameras with poor hygiene, and field
by irrigation water contamination and washing (Garcia-
Gomez et al., 2002; Johnston et al., 2006; Hernandez et
al.,2009).

Moreover, the presence of E. coli suggests exposure to fecal
matter, and poor hygiene while handling nopal. The source
of contamination may be linked with the irrigation water,
as documented in other vegetables (Avila- Quezada et al.,
2008), the use of poorly treated and compost made from
manure, or operators with bad habits hygiene (Beuchat,
2002; Johnston et al., 2006).

The pre-cut vegetable handling or minimally processed , as is
donein cutting nopal may increase the risk of contamination,
Badosa et al. (2008) reported that processing of vegetables
may increase the burden of BMA and coliforms in a
magnitude of alogarithm. This effect has also beenreported
in salads BMA whose values increased from 2.4 log UFC
g, for fresh product, to 5.8 log UFC g! in salads (Seowa
etal.,2012).

In Mexico, there have been few studies to evaluate the
microbiological quality of vegetables for export and
domestic marketing, and even fewer reports nopal sanitary
quality. The BMA and CT values determined in this
study were lower than those reported in other vegetables
produced in Mexico such as lettuce and cilantro (Garcia-
Gomez et al., 2002), pepper and tomato (Avila-Quezada
etal.,2008), parsley, tomato, onion, jalapeno and serrano
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ensaladas cuyos valores de BMA incrementaron de 2.4 log
UFCg 1, para los productos frescos, a 5.8 log UFCg™1 en
las ensaladas (Seowa et al., 2012).

En México se han hecho pocos estudios para evaluar
la calidad microbiologica de hortalizas destinadas a la
exportacion y comercializacion nacional, y son aiin menos
losreportes de calidad sanitaria en nopal verdura. Los valores
de BMAy CT determinados en este trabajo fueron inferiores
a los reportados en otras hortalizas producidas en México,
como lechuga y cilantro (Garcia-Gomez et al., 2002); chile
y tomate (Avila-Quezada et al., 2008); perejil, tomate,
cebollin, chile jalapefio y chile serrano (Gomez-Govea et
al.,2012), cuyos rangos de BMA estuvieron entre 5.30y 8
log UFC g!,yde CTentre 1.87a7logNMP g\,

También fueron muy inferiores a los reportados en productos
horticolas mexicanos como cilantro, perejil, melon, brocoli
y col importados por los Estados Unidos de América, cuyos
rangos de BMA fueronde 5.95a6.09 log UFC g! (Johnston
etal.,2006). Aunque no se tienen datos o reportes especificos
delosconteosde BMAy CT paranopal verdura bajo ningin
esquema de produccion, los bajos niveles identificados en
este trabajo sugieren que el uso de BPA en la produccion de
nopal verdura contribuy¢ significativamente a reducir los
riesgos de contaminacion por microorganismos.

Algunasdelasacciones recomendadas parareducir el riesgo
de contaminacion bioldgica en hortalizas, es establecer
programas de monitoreo de las condiciones sanitarias a lo
largo de la cadena de produccion, implementar las BPAyun
sistemas derastreabilidad (Mattos et al.,2009). Sin embargo,
es imprescindible que cada participante cumpla con las
medidas implementadas para este fin, de esta forma, existe
una mayor posibilidad de elevar los estandares de calidad
requeridos para el mercado y al mismo tiempo, asegurar la
inocuidad de los vegetales y los beneficios que ofrecen al
consumidor.

Calidad toxicoldgica de cladodios de nopal verdura
Deteccion de residuos de plaguicidas

Se detecto clorpirifos etilico, ometoato, dimetoato, paration
metilico, malation y bifentrina en 8% de las muestras
analizadas durante junio y octubre de 2008, asi como en enero
ymayode2009 (Cuadro2). Lapresencia de estos plaguicidas
coincidio con la aplicacion de malation, paration metilico
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chili (Gomez-Govea et al., 2012), the BMA ranges were
between 5.30 and 8 log CFU g, and CT between 1.87 to
7log MPN g1,

They were also much lower than those reported in Mexican
horticulture as cilantro, parsley, cantaloupe, broccoli and
cabbage imported by the United States of America, whose
BMAranges were 5.95t06.09log CFU g! (Johnston et al.,
2006). Although, there are no specific data or reports BMA
counts and CT fornopal production under any scheme, low
levels identified in this study suggest that the use of BPA
in nopal production contributed significantly to reducing
the risks of contamination by microorganisms.

Some of the actions recommended to reduce the risk of
biological contamination in vegetables, is to establish
monitoring programs sanitary conditions along the
production chain, implement BMA and traceability
systems (Mattos et al., 2009). However, it is imperative
that each participant meets the measures implemented
to this end, in this way; there is a greater possibility of
raising the quality standards required for the market and
at the same time ensure plant safety and benefits offering
the consumer.

Quality toxicological nopal cladodes
Detection of pesticide residues

Ethyl chlorpyrifos was detected, omethoate, dimethoate,
methyl parathion, malathion and bifenthrin in 8% of the
samples analyzed during June and October, 2008 and in
January and May 2009 (Table 2). The presence of these
pesticides coincided with the application of malathion,
methyl parathion, dimethoate and omethoate to combat
cochineal cactus (Dactylopius indicus) throughout the
agricultural cycle of the weevil borer (Cactophagus
spinolae) and spines weevil (Cylindrocopturus
birradddiatus) in April to May, the prickly pear thrips
(Sericothrips opuntiae) in February and April of gray
bug (Chelinidea tabulatus) from September to December,
and the red bug (Hesperolabops gelastops) from August
to November. This situation shows that some producers
still have bad practices in the proper use and handling
of chemicals that are presented by the use of some
pesticides rooted as malathion and parathion methyl,
ethyl chlorpyrifos and diazinon (Badii and Flores, 2001;
Aldana-Madrid et al., 2008).
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dimetoato, y ometoato para el combate de la cochinilla del
nopal (Dactylopius indicus) durante todo el ciclo agricola;
del picudo barrenador (Cactophagus spinolae) y picudo de
las espinas (Cylindrocopturus birradddiatus) en abril amayo;
de thrips del nopal (Sericothrips opuntiae) en febrero y abril;
de la chinche gris (Chelinidea tabulatus) de septiembre a
diciembre; y de la chinche roja (Hesperolabops gelastops)
de agosto a noviembre. Situacién que pone en evidencia
que algunos productores aiin mantienen malas practicas
en el buen uso y manejo de agroquimicos que se presenta
por el uso arraigado de algunos plaguicidas como malatién
y paration metilico, clorpirif6s etilico y diazinon (Badii y
Flores, 2001; Aldana-Madrid et al., 2008).
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Accordingto the listof agricultural pesticides (SENASICA,
2012), the products were found in the nopal in Otumba, State
of Mexico are notauthorized for this crop, indicating the lack
of compliance with national regulations. This same situation
is presented, considering other markets like the United States
of America, which restricts the use of chlorpyrifos ethyl and
methyl parathion and bifenthrin does not allow the use of
omethoate, only allows carbaryl, diuron, glyphosate and
metaldehyde with residue limits 12, 0.05, 0.5 and 0.07 mg
kg, respectively (EPA, 2011). The presence of pesticides
in vegetables cactus indicates a latent risk to the consumer,
whichisincreased becauseitis notpossibletoapply corrective
measures to eliminate pesticide (Pardo et al., 2011).

Cuadro 2. Relacion de la concentracion de insecticidas encontrados en nopal verdura en Otumba, Estado de México entre
los meses de marzo de 2008 y mayo 2009.
Table 2. Concentration ratio found in nopal insecticides in Otumba, State of Mexico in the months of March 2008 and

May 2009.
Productor’ Ingrediente Concentracion Mes/afio de LMR IDA® IDE (1x 107)
activo (mgkg™) muestreo (mgkg!'d") (mgkg!'d") (mgkg!'d)

6 Clorpirifos etilico 0.0135 06/08 0.05 0.1 3.054

3 Clorpirifos etilico 0.0045 08/08 0.05 0.1 1.018

6 Clorpirifos etilico 0.02575 01/09 0.05 0.1 5.825

4 Ometoato 0.03025 01/09 NA 0.0003 6.843

4 Dimetoato 0.02425 01/09 0.02 0.002 5.485

4 Paration metilico 0.0075 01/09 0.02 0.02 1.696

4 Malation 0.014 01/09 0.02 0.3 3.167

4 Bifentrina 0.059 01/09 0.05 0.02 1.334

6 Clorpirifos etilico 0.055 05/09 0.05 0.1 1.244

6 Malation 0.01125 05/09 0.02 0.3 2.545

= so6lo se incluy6 a los productores con muestras positivas para algun plaguicida. LMR: Limite Maximo de Residuos para tuna en la Uni6én Europea (EC, 2011). IDA=

ingesta diaria aceptable; IDE=ingesta diaria estimada; = FAO-WHO (2000); NA=no admisible.

De acuerdo al listado de plaguicidas de uso agricola
(SENASICA, 2012), los productos que se encontraron en
elnopal en Otumba, Estado de México no estan autorizados
para este cultivo, lo que indica la falta de cumplimiento a la
normatividad nacional. Esta misma situacion se presenta,
si se consideran otros mercados como Estados Unidos de
América, querestringe el uso de clorpirifos etilico, bifentrina
y paration metilico y no permite el uso de ometoato, sélo
permite carbaril, diurén, glifosato y metaldehido con limites
deresiduosde 12,0.05,0.5y0.07 mgkg™!, respectivamente
(EPA, 2011). La presencia de plaguicidas en nopal verdura
indica un riesgo latente para el consumidor, que se
incrementa porqueno es posible aplicar medidas correctivas
para la eliminacion del plaguicida (Pardo et al., 2011).

However, in assessing the toxicological risk for the
population, which was performed by comparing the sum
of the IDE and IDA, the first value was estimated from
the concentration of pesticides in vegetables cactus and
IDA are values established by international organizations.
It was found that the EDI value was 0.055 mg kg™!, while
the IDA was of 1,042 mg kg'. That is, the toxicological
risk to human health from the consumption of insecticides
cactus gardens with good agricultural practices in Otumba,
Mexico is 18805 times smaller than the permissible dose.
The difference between the IDE and IDA was less than 1
(0.0000532), indicating that the toxicological risk is low
with pesticide concentrations were found (Aldana-Madrid
etal.,2008; Tsakiris et al., 2011).
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Sin embargo, al evaluar el riesgo toxicologico para la
poblacion, que se realizé comparando la suma del IDE y del
IDA, el primer valor que se estimé a partir de laconcentracion
de plaguicidas en nopal verdura y el IDA son valores
establecidos por organismos internacionales. Se encontrd
que el valor del IDE fue de 0.055 pgkg!, mientras que laIDA
result6 de 1.042 mgkg™'. Es decir, el riesgo toxicologico para
lasalud humana porinsecticidas provenientes del consumo de
nopal de huertas con buenas practicas agricolas del municipio
de Otumba, México es 18805 veces menor que la dosis
admisible. La diferencia entre el IDE y el IDA fue menora 1
(0.0000532), lo que indica que el riesgo toxicologico es bajo
con las concentraciones de plaguicidas que se encontraron
(Aldana-Madrid et al., 2008; Tsakiris et al., 2011).

Conclusiones

Losresultados indicaron que 8% de las muestras no cumplid
con las especificaciones para BMA, y 3% para los limites
paraCT. E. coli se encontrd en una muestray no se identifico
lapresencia de Salmonella. Unicamente 8% de las muestras
de nopal presento residuos de plaguicidas, de acuerdo a las
concentraciones a las que fueron detectados se identificd
un riesgo toxicoldgico bajo. La implementacién de BPA
en las unidades de produccion de nopal verdura permitié el
cumplimiento de los requisitos sanitarios para exportacion;
sin embargo, es necesario que los productores reconozcan la
importancia del cumplimiento total de las BPA para reducir
de forma significativa los riesgos de contaminacion.
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