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Abstract. Despite efforts to prevent microbial
contamination, the occurrence of human pathogens
in fresh fruit and vegetable is quite common. It is
now known that E. coli O157:H7 can inhabit food
plants passively. Here, we review the literature on
phylloplane adhesion, survival and internalization
of this bacterium, as well as some of the interaction
mechanisms between it and the food plant, and other

VOLUMEN 34, NUMERO 1, 2016

Resumen. La presencia de bacterias patogenas
en frutas y hortalizas es muy comun a pesar de
los grandes esfuerzos realizados para prevenir la
contaminacion microbiologica. En la actualidad,
se sabe (o0 se conoce) que E. coli O157:H7 puede
colonizar de forma pasiva plantas comestibles. Este
trabajo presenta una revision de literatura sobre E.
coli y su adhesion al filoplano, supervivencia e in-
ternalizacion, asi como mecanismos de interaccion
bacteria - planta. Una vez, que este patogeno, se
adhiere a la superficie de la planta, puede introdu-
cirse al tejido, para después movilizarse y multipli-
carse. Esta revision ofrece una vision general de los
mecanismos de interaccion entre el tejido vegetal y
E. coli O157:H7. Se considera que este patdgeno
ha mejorado su competencia ecologica en plantas
comestibles, sin perder su virulencia para el ser hu-
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associated microorganisms. This pathogen, once it
has adhered to the surface of a food plant, can then
enter the plant tissues, where it can migrate within
them, and even multiply. This review provides an
overview of the interaction mechanisms between
the food plant tissues and E. coli O157:H7. It finds
that this pathogen has improved its ecological
competence in food plants without losing its
virulence to humans. Also, a number of future
research areas were identified.

Additional keywords: human pathogens on plants,
bacteria adhesion and internalization, food safety.

Pathogens are found almost everywhere — in
the air, in water and on all living and nonliving
surfaces. Thus, the environments in which food
products are produced, processed and transported
can all cause cross-contamination. Some of the most
common sources of microbial contamination of
fresh produce are related to contaminated irrigation
water (Cooley et al., 2007; Wright et al., 2013)
and the use of improperly treated or contaminated
manure (Fletcher ef al., 2013; Olaimat and Holley,
2012).

The chances of bacterial contamination of
fruits is high, where water and nutrients are readily
available to support bacterial growth. Plants and
fruit surfaces usually carry static charge or have a
micro-rough texture, both factors increase bacterial
contamination by facilitating bacterial adhesion
and establishment (Rivera et al., 2009).

Escherichia coli (E. coli) represents a diverse
group of bacteria. Pathogenic-E. coli strains
are categorised into pathotypes based on their
virulence factors. Six pathotypes are commonly
associated with diarrhoea and collectively referred
to as diarrhoeagenic-E. coli. For instance, Shiga
toxin-producing-£. coli (STEC) is also referred
as Verocytotoxin-producing-£. coli (VTEC)
or enterohaemorrhagic-E. coli (EHEC). This
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mano. Ademas, se identificaron areas de oportuni-
dad para futuros trabajos de investigacion.

Palabras clave adicionales: patdogenos de huma-
nos en plantas, adhesion e internalizacion bacteria-
na, inocuidad.

Los patogenos se encuentran casi en cual-
quier lugar — aire, agua y sobre superficies vivas
e inertes. De esta manera, el ambiente en el cual
los alimentos se producen, procesan y transportan
puede causar contaminacion cruzada. Las fuentes
mas comunes de contaminacién microbioldgica en
hortalizas frescas son el agua de riego contaminada
(Cooley et al., 2007; Wright et al., 2013) y el uso
de abono a base de estiércol no tratado adecuada-
mente (Fletcher et al., 2013; Olaimat and Holley,
2012).

La posibilidad de contaminacion bacteriana en
frutas es elevada, ya que en su superficie se en-
cuentra disponible agua y nutrientes; indispensa-
bles para su crecimiento. La superficie de plantas
y frutas suelen presentar una carga estatica o tienen
una textura microrugosa, incrementando ambos
factores la posibilidad de contaminacion bacteriana
debido a que facilitan la adhesion y establecimiento
de la bacteria (Rivera et al., 2009).

Escherichia coli representa un grupo muy di-
verso de bacterias. Las cepas patogenas de E. coli
se clasifican en patotipos en funcion del factor de
virulencia. Generalmente se asocian a diarrea seis
patotipos, conocidos colectivamente como E. coli
diarreogénica. Por ejemplo, la cepa E. coli que pro-
duce la toxina Shiga (STEC) también se conoce
como E. coli productora de la enzima verotoxigé-
nica (VTEC) o E. coli enterohemorragica (EHEC).
Este patotipo es uno de los mas comtinmente aso-
ciados a brotes de origen alimentario.

E. coli O157:H7 es la cepa STEC mas frecuen-
temente aislada en Norteamérica. También, es el
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pathotype is one of the most commonly associated
with foodborne outbreaks.

The pathogenic E. coli O157:H7 is the most
commonly STEC isolated in North America. It is
also the most often associated serotype to bloody
diarrhoea and haemolytic uremic syndrome (HUS).
It normally lives in the intestinal tract systems of
animals (e.g. cattle) (Ferens and Hovde, 2011). It
was first reported as a gastrointestinal pathogen
in 1982 (Riley et al., 1983). Since then, it has
been recognized worldwide as a public health
problem, causing diarrhea, haemorrhagic colitis
and HUS (Wang et al., 2013). The serotypes
026:H11, O111:NM and O104:H4 have recently
been linked to human infections, but pathogenic
E. coli O157:H7 has been associated with most of
the major outbreaks (Bavaro, 2012, Tzschoppe et
al., 2012; Reineke et al., 2015).

Since E. coli O157:H7 is ranked as an important
pathogen due to the number and severity of the
outbreaks it has caused, this review focuses on its
ability to adhere to the phylloplane, to internalise
and even to multiply in the tissues of food plants.
It also proposes some potentially valuable lines for
future research in this area.

CHARACTERISTICS AND
PLANT-BACTERIUM COMMUNICATION

E. coli O157:H7 is a facultative Gram negative
rod. Colourless colonies from 2-3 mm in diameter
can be found when grown on sorbitol MacConkey
agar (SMAC) or SMAC containing cefixime and
tellurite (CT-SMAC). E. coli O157 is motile and
possesses the flagellar antigen H7. VTEC O157 is
probably the most highly infective E. coli; showing
an infective dose of less than 15 cells (Teunis et
al., 2008). The infective dose for EPEC strains
is 2.3 x 10° (Donnenberg et al., 1998) and for
Enterotoxigenic-E. coli (ETEC) is 10° (Freedman
et al., 1998).
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serotipo mas frecuentemente asociado a diarrea he-
morragica y al sindrome urémico hemolitico (HUS,
por sus siglas en inglés). La bacteria normalmente
vive en el sistema tracto intestinal de animales, par-
ticularmente en el ganado) (Ferens y Hovde, 2011).
Esta bacteria fue reportada por primera vez como
un patogeno gastrointestinal en 1982 (Riley et al.,
1983). Desde entonces, ha sido reconocida a nivel
mundial como un problema de salud publica pro-
vocando diarrea, colitis hemorragica y HUS (Wang
et al., 2013). Los serotipos O26:H11, O111:NM y
0104:H4 recientemente han sido relacionado con
infecciones en humanos, pero E. coli O157:H7 ha
estado asociada a la mayoria de los grandes brotes
(Bavaro, 2012, Tzschoppe et al., 2012; Reineke et
al., 2015).

Puesto que E. coli O157: H7 esta clasificada
como un patdégeno importante debido a la cantidad
y severidad de los brotes a los que se le ha asocia-
do, esta revision se centra en su capacidad para
adherirse al filoplano, interiorizar e incluso desa-
rrollarse en el tejido de las plantas. Ademas de pro-
poner algunas lineas potenciales para futuras inves-
tigaciones en este campo.

CARACTERISTICAS Y COMUNICACION
PLANTA-BACTERIA

E. coli O157:H7 es un bacilo facultativo Gram
negativo, presenta colonias hialinas de 2-3 mm de
diametro en agar MacConkey sorbitol (SMAC) o
SMAC adicionado con cefixima y telurito (CT-
SMAC). Es una bacteria mévil que posee un anti-
geno flagelar (H7). VTEC O157 es probablemente
la E. coli mas infecciosa; con una dosis infectiva
de menos de 15 células (Teunis et al., 2008). La
dosis infectiva para las cepas enteropatogénica es
2.3 x 10% (Donnenberg et al., 1998) y para la E. coli
enterotoxigénica (ETEC) es de 10° (Freedman et
al., 1998).
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E. coli O157:H7 carries a number of virulence
factors including a pathogenicity island, the locus
of enterocyte effacement (LEE) that encodes gene
regulators (Deng et al., 2004), adhesin, intimin
(Lai et al., 2013), a type III secretion system
(T3SS) (Kessler et al., 2015), chaperones and
several secreted proteins as the translocated intimin
receptor Tir (Lai et al., 2013).

It is well known that bacteria can communicate
by chemical signals, to detect cell density
and coordinate gene expression (Hughes and
Sperandio, 2008). This process is called quorum
sensing (QS). E. coli O157:H7 also may use QS
signaling to communicate with plants, to regulate
the expression of virulence and flagellar genes
(Carey et al., 2009).

Cell-to-cell signaling between this bacterium
and its host, are regulated by acylhomoserine
lactones (AHLs) (Hughes and Sperandio, 2008). In
addition, AHLs are involved in biofilm formation
and motility (Carey ef al., 2009).

BACTERIAL ATTACHMENT,
ADHESION AND SURVIVAL ON PLANTS

The first step of a bacterial infection in a
plant tissue is phylloplane adhesion. Although,
the presence and survival of pathogenic bacteria
on leaves or fruit can be influenced by surface
roughness and trichomes, environment conditions
are also key to modulating bacterial community
structures (Wan-Ying et al., 2015).

Environmental affecting  bacterial
behaviour and survival time on fresh produce are:
temperature, pH, relative humidity and the presence
of liquid water. These can be decisive for microbial
activation and growth.

Additional factors relating to the ability of the
bacteria to bind and proliferate in the plant are
the motility on the phyllosphere, the pathogen’s

factors

VOLUMEN 34, NUMERO 1, 2016

La bacteria E. coli O157: H7 posee varios fac-
tores de virulencia como la isla de patogenicidad,
el locus de eliminacion del enterocito (LEE) que
codifica genes reguladores (Deng et al., 2004), ad-
hesina, intimina (Lai et al., 2013), un sistema de
secrecion de tipo III (SST3) (Kessler ef al., 2015),
chaperones y varias proteinas secretadas como el
receptor de intimina translocado Tir (Lai et al.,
2013).

Es conocido que las bacterias pueden comuni-
carse por medio de sefiales quimicas para detectar
la densidad celular y coordinar la expresion de ge-
nes (Hughes y Sperandio, 2008) Este proceso es
conocido como deteccion del quorum (QS). E. coli
O157:H7 utiliza las sefales del QS para comuni-
carse con las plantas, y para regular la expresion
de genes de virulencia y genes flagelares (Carey et
al., 2009).

Las sefiales célula-célula entre la bacteria y su
hospedero, estan reguladas por acilhomoserin lac-
tonas (AHLs) (Hughes y Sperandio, 2008). Ade-
mas, las AHLs estan involucradas en la formacion
de biopeliculas y en la movilidad (Carey et al.,
2009).

ADHESION BACTERIANA Y
SOBREVIVENCIA EN LAS PLANTAS

El primer paso para que ocurra una infeccion
bacteriana en tejido vegetal es el contacto con el
filoplano. La presencia y sobrevivencia de las bac-
terias en hojas o frutos puede ser influenciada por
la rugosidad de la superficie y las tricomas, condi-
ciones ambientales también son clave para la mo-
dulacion de la estructura bacteriana (Wan-Ying ef
al., 2015).

La temperatura, el pH, la humedad relativa y la
presencia de agua liquida son factores ambientales
que afectan el comportamiento y el tiempo de so-
brevivencia de las bacterias en las plantas. Estos
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ability to leach nutrients, and its interactions
with other epiphytic (Aruscavage et al., 2006) or
phytopathogenic microorganisms. For example,
Cooley et al. (2006) reported that Wausteria paucula
can actively support and enhance the survival of
E. coli O157:H7 in the rhizosphere and on the
leaf-surface of lettuce. Similarly, Xanthomonas
campestris pv. vitians, can also support the survival
of E. coli O157:H7 on lettuce (Aruscavage et al.,
2008).

The ability to attach to a plant surface is an
important feature affecting bacterial establishment
in plants. For instance, a study by Macarisin et al.
(2012) showed that constituents of extracellular
matrix such as curli and the polysaccharide
cellulose can also be important for the attachment
of E. coli O157:H7 to spinach leaves.

According to Franz et al. (2007) and
Xicohtencatl-Cortes et al. (2009),
mechanisms suggest that E. coli uses several
pathways to colonise food plants. The pathogen is
well adapted to the biosphere and can reach the sub-
stomatal cavity and spongy mesophyll for survival.
In a study by Prigent-Combaret et al. (2000), E.
coli K-12 strains formed curli on coverslips. This
enabled the bacteria to attach even to a clean glass

adhesion

surface.

To colonise host tissues, E. coli O157:H7
expresses intimin and other adhesins. Adhesins are
a group of proteins involved in the attachment of
E. coli to abiotic surfaces such as plastic or steel,
and also the colonization of biological surfaces
(McWilliams and Torres, 2014).

Moreover, these bacterial proteins located
in the outer membrane, such as intimin and its
translocated intimin receptor (Tir), are necessary
for the adhesion between host cells and attaching
and effacing (A/E) pathogens. Such A/E bacteria
have an essential characteristic; the formation
of an actin-rich pedestal for intimate attachment.
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factores pueden ser decisivos para la activacion mi-
crobiana y su crecimiento.

La movilidad en el filosfera, la capacidad del
patogeno para lixiviar los nutrientes, y sus interac-
ciones con otras microorganismos epifitos o fito-
patogenos son factores adicionales relativos a la
capacidad de las bacterias para unirse y proliferar
en la planta (Aruscavage et al., 2006). Por ejem-
plo, Cooley et al. (2006) reportaron que Wausteria
paucula puede ayudar de forma activa a mejorar la
sobrevivencia de E. coli O157:H7 en la rizosfera y
en la cuticula de la hoja de la lechuga. Del mismo
modo, Xanthomonas campestris pv. vitians, tam-
bién sustenta a la sobrevivencia de E. coli O157:H7
en la lechuga (Aruscavage et al., 2008).

La capacidad de la bacteria para unirse a la
superficie del tejido vegetal es una caracteristica
importante que influye en su establecimiento en la
planta. Por ejemplo, un estudio realizado por Ma-
carisin et al. (2012) mostr6é que los constituyentes
de la matriz extracelular tales como la fimbria (cur-
1i) junto con la celulosa pueden ser importantes en
la adhesion de E. coli O157:H7 a las hojas de es-
pinaca.

De acuerdo a los mecanismos de adhesion de E.
coli, Franz et al. (2007) y Xicohténcatl-Cortés et al.
(2009), sugieren que la bacteria utiliza varias vias
para colonizar a las plantas. La bacteria patogena se
adapta bien a la biosfera y puede llegar a la cavidad
subestomatal y al mesdfilo esponjoso para sobrevi-
vir. En un estudio realizado por Prigent-Combaret
et al. (2000) la cepa E. coli K-12 form6 curli sobre
cubreobjetos; lo que permiti6 a la bacteria unirse a
una superficie limpia e inerte (vidrio).

Para colonizar los tejidos del hospedante, E. coli
O157:H7 expresa intimina y otras adhesinas. Las
adhesinas son un grupo de proteinas involucradas
en la union de E. coli tanto a superficies abioticas
(plastico y acero), como a superficies vivas (McWi-
lliams y Torres, 2014).
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Intimin is encoded by the eaed gene, it is in the
outer membrane, and is one of the most important
virulence factor of E. coli strains. It is involved
in the attachment process of E. coli O157:H7 and
was considered the only colonization factor before
other adhesins, such fimbrial and afimbrial were
discovered (Farfan and Torres, 2012). Intimin is
regulated by the locus LEE (Kendall et al., 2007).
The expression of intimin can be regulated to
respond to external factors such as osmolarity and
pH (Torres et al., 2007). In a study carried out by
Carey et al. (2009) in lettuce, the eaed gene was
down-regulated during the storage period at 15°C,
as compared to at 4 °C.

The type III secretion system (T3SS) is a key
virulence factor encoded on large plasmids. It
is a complex nanomachine that allows bacteria
to secrete effector proteins across eukaryotic
membranes (Cornelis, 2006). EHEC O157:H7
colonizes the leaf surface via flagella and the T3SS
(Xicohtencatl-Cortes et al., 2009). Similarly, Shaw
et al. (2008) documented that E. coli O157:H7
present the gene to encode T3SS for the adhesion to
spinach and lettuce leaves, and also EspA filaments
that allow the surface attachment of bacteria.

Once bacteria adhere to a plant surface, it
begins a recognition process on the plant surface.
In a study by Cooley et al. (2003), the inoculation
of E. coli into the soil, showed the microbe’s
ability to migrate up the stem and along the
surface of Arabidopsis thaliana. At the end of this
experiment, the bacterium was able to be recovered
from leaves and flowers. This indicates that E.
coli can easily migrate along the whole surface
plant under controlled conditions. However, some
researchers suggest that pathogenic bacteria such
as E. coli O157:H7 can survive for short periods
on the plant surface and may even move into the
tissues (Erickson, 2012).

Continuous exposure to stress, may enable
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Por otra parte, estas proteinas bacterianas loca-
lizadas en la membrana externa, como intimina y
su receptor traslocado intimina (Tir), son necesa-
rias para la adhesion entre la célula hospedera y E.
coli para producir la lesion de “adhesion y borrado”
(A/E). Estas bacterias A/E tienen una caracteristica
esencial; la formacion de un pedestal rico en acti-
na que le confiere la habilidad para mantener una
estrecha unidén. La intimina es codificada por el
gen eaeA, de la membrana externa y es uno de los
factores de virulencia mas importante de E. coli.
La intimina esta implicada en el proceso de fija-
cion de E. coli O157:H7 y por mucho tiempo fue
considerada el tnico factor de colonizacidn, antes
de descubrir otras adhesinas como las fimbriales y
afimbriales (Farfan y Torres, 2012). La intimina se
regula por el locus LEE (Kendall et al., 2007). Su
expresion se puede regular con el fin de responder
a factores externos como la osmolaridad y pH (To-
rres et al.,2007). En un estudio realizado por Carey
et al. (2009) en lechuga, la regulacion del gen eacA
de E. coli O157:H7 se redujo durante el almacena-
miento a 15 °C, en comparacion con el almacena-
miento a 4 °C.

El sistema de secrecion tipo III (SST3) es un
factor de virulencia clave codificado en plasmidos
grandes. Es una compleja nanomaquinaria que les
permite a las bacterias secretar proteinas efectoras
a traves de la membrana de las células eucariotas
(Cornelis, 2006). Asi, ECEH O157:H7 coloniza
la superficie de la hoja mediante sus flagelos y el
SST3 (Xicohténcatl-Cortés et al., 2009). También,
Shaw et al. (2008) documento que E. coli O157:H7
presenta el gen que codifica para T3SS propician-
do su adhesion en hojas de espinaca y lechuga, asi
como los filamentos EspA que le permiten a la bac-
teria unirse a la cuticula vegetal.

Una vez que las bacterias se adhieren a una plan-
ta, inicia un proceso de reconocimiento en la super-
ficie de la misma. Un estudio realizado por Cooley
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bacteria to survive under such conditions and may
also enhance their tolerance to these conditions.
Carey et al., (2009) reported that rpoS, the gene
encoding for sigma S an alternative signal factor for
stress response; and sodB Superoxide encoding for
iron superoxide dismutase B, were up-regulated at
4 °C and down-regulated after prolonged storage at
15 °C, when bacteria were inoculated into lettuce.
Many genes are under rpoS control and are involved
with stress factors, such as to pH, temperature, or
oxidative stresses (Dodd and Aldsworth, 2002).

Ultra violet (UV) radiation is one of the
major factors limiting bacterial survival in the
phyllosphere. Nevertheless, E. coli possess the
gene rulAB (resistance to UV radiation) (Brandl,
2006), which has been reported to confer DNA
repair capabilities and increases UV tolerance (Feil
et al, 2005). Therefore, E. coli has the ability of
withstand UV radiation.

On the other hand, biofilms are well-organised,
structured communities of surface-associated cells
enclosed in a polymer matrix that contains open
water channels (Donlan and Costerton, 2002).
Biofilms were first described in the late 1600s by
Antonie van Leeuwenhoek (Donlan and Costerton,
2002). When Leeuwenhoek used acetic acid to
destroy the dental plaque on his dentures; he noticed
that only the free-swimming cells were killed.
Till recently (c. 30 y ago), these early findings of
microbial communities has been largely ignored,
giving more attention to the bacteria itself.

Pathogens in biofilms live in a self-produced
matrix. This matrix, integrated by polysaccharides,
proteins, nucleic acids and lipids (Flemming and
Wingender, 2010) allows bacteria to withstand long
periods on plant surfaces and to be highly resistant
to antimicrobial agents. Biofilm, by its nature, can
be a source of secondary contamination which
can shelter human pathogens, plant pathogens and
symbionts. Thus, biofilm is a basic component of
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et al. (2003), demostro la capacidad de E. coli para
migrar desde el suelo inoculado con el patogeno
hacia el tallo y superficies de Arabidopsis thaliana.
En este experimento, después de un tiempo la bac-
teria pudo ser aislada de hojas y flores. Esto indica
que la bacteria puede moverse con facilidad en toda
la superficie de la planta bajo condiciones contro-
ladas. Sin embargo, algunos investigadores sugie-
ren que bacterias patogenas como E. coli O157:H7
pueden sobrevivir por periodos cortos de tiempo en
la superficie de la planta y podria pasar al tejido
(Erickson, 2012).

La exposicion a condiciones de estrés permite
a las bacterias sobrevivir bajo estas condiciones, e
incluso mejorar su tolerancia. Carey et al., (2009)
reportd que rpoS, que codifica para el factor sig-
ma S relacionado con la respuesta al estrés en la
fase estacionaria; y sodB (gen que codifica para la
superoxido dismutasa B) fueron regulados positi-
vamente a 4 °C y negativamente después de alma-
cenamiento prolongado a 15 °C, cuando las bacte-
rias se inocularon en lechuga. Muchos genes son
controlados por 7poS y estan relacionados con la
resistencia a factores de estrés, tales como el pH, la
temperatura o estrés oxidativo (Dodd y Aldsworth,
2002).

La radiacion ultravioleta (UV) es uno de los
principales factores que limitan la sobrevivencia de
la bacteria en la fil6sfera. No obstante, E. coli posee
el gen rulAB que le confiere resistencia a la radia-
cion UV (Brandl, 2006), el cual confiere a la bacte-
ria la capacidad para reparar DNA y para aumentar
su tolerancia a los rayos UV (Feil et al, 2005). Por
lo tanto, E. coli tiene la capacidad de soportar la
radiacion UV.

Por otra parte, las biopeliculas son comunidades
bien estructuradas y organizados de células asocia-
das a la superficie dentro de una matriz de polime-
ros que contiene canales de agua abiertos (Donlan
y Costerton, 2002). Las biopeliculas fueron descri-
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many plant-microbe interactions.

E. coli has several mechanisms related to
adhesion that allows it to attach to surfaces,
which are well documented. However, much is
still unknown about the pathogen’s signaling and
recognition mechanisms that allow it to establish
and survive in non-host organisms. Further, it
remains unclear how it can attach to abiotic surfaces
such steel, glass and polystyrene.

INTERACTION AND INTERNALIZATION
IN PLANTS

Saldana et al. (2011) reported that E. coli
O157:H7 uses a specific T3SS effector to open the
stomatal guard cells of spinach leaves. This action
allows internalization of the bacterium in plant
tissues.

Other studies have demonstrated that E. coli
0157:H7 can internalize within the seeds and roots,
and then migrate to other tissues (Avila-Quezada
et al., 2010). The movement can be upwards from
the roots to the lettuce foliage, as was shown in an
experiment carried out by Solomon et al. (2002).
In this experiment, the soil contained contaminated
manure, and after two days, the bacterium was
isolated from the edible lettuce leaf tissue.

The introduction of this human pathogen at early
stages of plant development has been documented
by Jablasone et al. (2005). They reported that .
coli O157:H7 was internalized in seedlings. They
also suggested that this bacterium preferentially
colonizes the root junctions. Since root junctions
are sites that release exudates, they are potential
gateway to start the bacteria internalization
process. Lugtenberg et al. (2001) suggested that
bacterial cell may have greater access to nutrients
at root junctions, than those located more distantly,
and therefore, when bacteria persist on plants, these
facilitate internalization in developing seedlings.
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tas por primera vez a finales de 1600 por Anton van
Leeuwenhoek (Donlan y Costerton, 2002). Cuando
Leeuwenhoek utilizé acido acético para destruir
la placa dental en su dentadura, observd que sélo
murieron las bacterias que se movian libremente.
Hasta hace relativamente poco tiempo (Gltimos 30
afnos) se le prestd mayor importancia a aquellos
primeros hallazgos sobre comunidades bacterianas
que habian sido ignorados, poniendo mayor aten-
cion a las propias bacterias.

En una biopelicula, los patogenos viven dentro
de una matriz autoproducida. Esta matriz formada
por polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y li-
pidos (Flemming y Wingender, 2010) permite que
las bacterias resistan durante periodos prolongados
en la superficie de plantas, y les confiere una alta
resistencia a agentes antimicrobianos. Las biope-
liculas por su naturaleza, pueden ser una fuente
de contaminacion secundaria, la cual puede alber-
gar bacterias patdogenas a plantas, a humanos asi
como simbiontes. Por lo tanto, las biopeliculas son
un componente basico para muchas interacciones
planta-microorganismo.

E. coli presenta mecanismos bien documen-
tados relacionados con la adhesion que le permi-
ten unirse a las superficies. Sin embargo, atin hay
mucho por estudiar acerca de los mecanismos de
sefializacion y reconocimiento que le permiten al
patogeno establecerse y sobrevivir en organismos
no hospedantes. Ademas, atin no esta claro como
este patogeno logra adherirse a superficies abidti-
cas como el acero, vidrio y poliestireno.

INTERACCION E
INTERNALIZACION EN PLANTAS

Saldafia et al. (2011) reportan que E. coli
O157:H7 utiliza el sistema de secrecion tipo 111,
efector especifico T3SS, para abrir las células guar-
da de los estomas de hojas de espinaca. Esta accion

71



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Several studies have shown that E. coli
O157:H7 is able to enter by natural openings in the
plant surface, such as the sub-stomatal cavities in
leaves (Brandl, 2008; Erickson, 2012; Kroupitski
et al., 2009). Once the bacteria are inside the
plant, following closure of the guard cells, they are
protected from most superficial sanitisers (Gomes
et al.,2009). Hence, special health risks are created
when a human pathogen is able to enter the plant
tissues (Deering et al., 2012; Warriner et al., 2003
a, b), since it is protected from washing and from
many industrial sanitisers (Burnett and Beuchat,
2000).

Bacteria are usually found in low numbers on
food plants but, under the right conditions, in a few
hours a small number of bacteria cells can multiply
to hundreds of thousands (Haas et al., 2014).
For instance, the population of E. coli O157:H7
increased exponentially after inoculation into apple
fruit tissue, where an inoculum of 2.5 x 10> CFU/
wound, increased 3 log units during the first 48 h
following inoculation (Janisiewicz et al., 1999).

Although E. coli O157:H7 has been found to
internalize in many different plants, sometimes the
bacteria do not succeed in becoming internalized.
Host chemical properties, such as acidity, and
oil, sugar and water contents, are relevant to the
colonization and survival of such microorganisms.
Nevertheless, high acidity in some fresh produce,
does notnecessarily affect the survival of pathogenic
bacteria. Also, there are factors such as the strain
or serovar of bacteria, the route of contamination,
weather conditions, type of surface and the age of
the plant, that together influence the probability of
internalization of a human pathogenic bacterium
within a plant.

ADAPTATION TO NEW ENVIRONMENTS

It has been proposed that genes of Archaea

VOLUMEN 34, NUMERO 1, 2016

permite la internalizacion de la bacteria al tejido
vegetal.

Otros estudios han demostrado que E. coli
O157:H7 puede internarse dentro de las semillas y
raices, y luego migrar a otros tejidos (Avila-Queza-
da et al., 2010). El movimiento puede ser desde las
raices hacia el follaje, como se demostr6 en un ex-
perimento realizado por Solomon et al. (2002) en
lechuga. En este experimento el suelo contenia es-
tiércol contaminado y después de dos dias, la bac-
teria pudo ser aislada del tejido foliar de la lechuga.

La introduccion de este patdgeno humano en
las primeras etapas de desarrollo de la planta ha
sido documentado por Jablasone et al. (2005). En
este trabajo E. coli O157:H7 logrd internarse en
las plantulas. Los autores reportaron que la bac-
teria coloniza preferentemente las uniones de la
raiz. Puesto que las uniones de raiz son sitios que
liberan exudados, se convierten en posibles puertas
para que las bacterias inicien el proceso de interna-
lizacion. Lugtenberg et al. (2001) sugiere que en
las zonas de unién en la raiz, las bacterias pueden
tener mas acceso a los nutrientes que otros sitios, y
por lo tanto cuando las bacterias se mantienen por
un largo periodo sobre las plantas, las posibilidades
de ingresar a la plantula en desarrollo incrementan.

Muchos estudios han demostrado que E. coli
O157:H7 es capaz de entrar por las aberturas na-
turales en la epidermis de la planta, tales como
las cavidades sub-estomatales de las hojas (Bran-
dl, 2008; Erickson, 2012; Kroupitski et al., 2009).
Una vez que las bacterias se encuentran dentro de
la planta, y las células de guarda se cierran, las bac-
terias quedan protegidas de la mayoria de los sani-
tizantes superficiales (Gomes et al., 2009). Por lo
tanto, mientras un patégeno posee la capacidad de
entrar en los tejidos vegetales, los riesgos a la salud
humana estan latentes (Deering et al., 2012; Warri-
ner et al, 2003a, b) puesto que el patdogeno esta pro-
tegido del proceso de lavado y de muchos desinfec-
tantes industriales (Burnett y Beuchat, 2000).
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species are present in the genome of E. coli
O157:H7 strain EDL933 (Faguy, 2003) which may
confer a range of capabilities for adaptation to new
environments. Genes of the core genome such as the
metabolic genes can be transferred and can improve
fitness of the strain under certain environmental
conditions. For instance, a few strains of £. coli can
ferment glucose and the acquisition of these genes
can improve its adaptation to a new environment
(van-Overbeek et al., 2014).

A study by Szmolka and Nagy (2013) suggested
that human pathogens may also acquire genes
from other plant-associated bacterial species. This
situation leads to new phenotypes of increased
persistence in plants and broadens the utilization
spectra of nutrients available on plants (van-
Overbeek et al., 2014). The appearance of these
new features, which are encrypted in the genome
of the bacterium, help to improve its fitness in a
food plant.

OUTBREAKS

Once E. coli O157:H7 has been established in
fruits or vegetables, it does not lose its capacity
for virulence to humans. This is proven by all the
incidents linked to this pathogen and associated
with the consumption of contaminated fruits
and vegetables (Mukhopadhyay et al., 2014).
This bacterium was first recognized as a human
pathogen in 1982, it was linked with meat products.
Over the next ten years, however, a range of food-
produce associated outbreaks occurred (Rangel et
al., 2005).

Outbreaks caused by E. coli O157:H7 are more
common in the western hemisphere, but are certainly
not confined to this part of the world, since one of the
most notable cases was in Asia in 1996 (Michino et
al., 1999). Here, the outbreak was caused by white
radish consumption in Sakai City, Osaka, Japan,
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Las bacterias se encuentran generalmente en
baja concentracion en las hortalizas, pero, bajo las
condiciones adecuadas, en pocas horas el nimero
de células bacterianas puede multiplicarse a cientos
de miles (Haas et al., 2014). Por ejemplo, la pobla-
cion de E. coli O157:H7 incrementd exponencial-
mente después de su inoculacion en tejido de man-
zanas, donde el indculo de 2.5 x 10> UFC/herida,
aumento tres log en las primeras 48 horas después
de la inoculacion (Janisiewicz et al., 1999).

Aunque se ha encontrado que E. coli O157:H7
puede internarse en diversas plantas, algunas ve-
ces la bacteria no tienen éxito al tratar de ingresar.
Las propiedades quimicas del hospedante, tales
como la acidez y el contenido de aceite, azlicares
y agua, son condicionantes para la colonizacion y
la sobrevivencia de los microorganismos. Sin em-
bargo, la acidez de algunas frutas y hortalizas fres-
cas, no necesariamente afecta la sobrevivencia de
las bacterias patdogenas. También existen factores
como el tipo de cepa o serotipo bacteriano, la ruta
de contaminacion, condiciones climaticas, el tipo
de superficie y la edad de la planta, que en conjun-
to influyen en la probabilidad de internalizacion de
los patdgenos en la planta.

ADAPTACION A UN NUEVO ENTORNO

Se ha descrito que los genes de especies Ar-
chaea estan presentes en el genoma de E. coli
O157:H7 cepa EDL933 (Faguy, 2003), los cuales
pueden conferir a la bacteria gran variedad de ca-
pacidades de adaptacion a nuevos ambientes. Los
genes nucleares como son los genes metabdlicos
pueden ser transferidos y mejorar la condicion de
la cepa bajo ciertas condiciones ambientales. Por
ejemplo, pocas cepas de E. coli tiene la capacidad
de fermentar glucosa, y la adquisicion de estos ge-
nes puede mejorar la adaptacion a nuevos ambiente
(van-Overbeek et al., 2014).
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where more than 6000 schoolchildren were affected
(Watanabe et al., 1996). Approximately 1000 of
them were hospitalised with severe gastrointestinal
symptoms, and about 100 had complications of
HUS (haemolytic uraemic syndrome), which
resulted in three deaths.

Many outbreaks have been reported in the
United States (US), Canada and Great Britain.
Fresh-produce associated outbreaks in the US are
now one of the main vehicles linked to E. coli
O157:H7, and represent 34 % of all foodborne
outbreaks (Rangel et al., 2005).

A multi-state outbreak caused by packaged
spinach occurred in 2006. It affected people of
26 States in the US and resulted in 183 confirmed
infections and three deaths (Center for Disease
Control and Prevention, 2006). The same year,
epidemiological studies detected EHEC in spinach
(Center for Disease Control and Prevention, 2006).

More recently, the Center for Disease Control
and Prevention (2014) reported a four State
outbreak of E. coli STEC O157:H7 infections
linked to ready-to-eat salads, where 33 persons
were infected, no deaths were reported. Therefore,
in the past 25 years many outbreaks have been
associated with the presence of this pathogen on
the surface or internalized in food plants and fruits.
Based on the above, it is reasonable to ask if this
human pathogen has always possessed such an
intrinsic ability to extend its life in the environment
(soil, water, plant) without losing its human
pathogenicity, or has this capacity been developed
more recently?

SOURCES OF CONTAMINATION

Reports identify manure as the major source of
contamination in the field, followed by untreated
irrigation water (Aruscavage et al., 2006; Castro-
Ibanez et al., 2015; Ceuppens et al., 2015; de
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Un estudio realizado por Szmolka y Nagy (2013)
sugiere que los patégenos de humanos pueden ad-
quirir genes de otras especies bacterianas asociadas
a plantas. Esta situacion permite a nuevos fenotipos
incrementar su persistencia en plantas y amplia el
espectro de utilizacion de nutrientes disponibles en
las plantas (van-Overbeek et al., 2014). La apari-
cion de nuevas caracteristicas encriptadas en el ge-
noma bacteriano, le ayudan a mejorar su condicion
fisica cuando se encuentran en frutas y hortalizas.

BROTES

Cuando E. coli O157:H7 se establece sobre fru-
tas u hortalizas, no pierde su capacidad de ser vi-
rulenta a humanos. Esto se demuestra por todos los
incidentes de este patogeno, asociados con el con-
sumo de frutas y hortalizas contaminadas (Mukho-
padhyay et al., 2014). Esta bacteria fue reconoci-
da por primera vez como un patdégeno humano en
1982, asociada con productos carnicos. Pero, en los
siguientes diez afios, ocurrieron casos asociados a
una gran variedad de productos comestibles (Ran-
gel et al., 2005).

Los brotes causadas por E. coli O157:H7 son
mas comunes en el hemisferio occidental, pero sin
duda no se limitan a esta parte del mundo, ya que
uno de los casos mas notables se produjo en Asia en
1996 (Michino et al., 1999). Este brote fue provo-
cado por el consumo de rabano blanco en la ciudad
de Sakai, Osaka, Japén, donde se vieron afectados
mas de 6000 nifios en edad escolar (Watanabe et
al., 1996). Aproximadamente 1000 de ellos fueron
hospitalizados con sintomas gastrointestinales gra-
ves, y alrededor de 100 presentaron complicacio-
nes de HUS (sindrome urémico hemolitico), lo que
lamentablemente result6 en tres muertes.

Muchos brotes epidemioldgicos se han regis-
trado en Estados Unidos, Canada e Inglaterra. En
Estados Unidos son las frutas y hortalizas frescas
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Quadros et al., 2014; Erickson et al., 2010; Oliveira
et al., 2012). Manure used as organic fertilizer can
significantly increase total coliform contamination
as well as increasing the presence of E. coli (de
Quadros et al., 2014; Machado et al., 2006).
Pathogens such as E. coli (VTEC) O157:H7 and
pathotypes of diarrhoeagenic E.coli are transmitted
through water and organic fertilisers (Oliveira et
al., 2012).

Several studies have pointed to flies (Talley et
al., 2009), arthropods, birds, wild mammals and
reptiles (Wright et al., 2013) as other major sources
of pathogen transmission. It has been shown that
if fresh produce is grown near livestock, these
vectors can easily carry faecal contaminants to
plants (Doyle and Erickson, 2012; Fletcher et al.,
2013; Wasala et al., 2013). Also, flies can pick up E.
coli O157:H7 from manure and deposit it onto the
phylloplane of plants, where the bacteria can then
colonise and multiply (Talley et al., 2009). Despite
such reports, the dissemination of this bacterium by
flies to fresh produce requires further investigation,
for it would seem to conflict with reports suggesting
that E. coli O157:H7 can survive for only two to
four days on a leaf surface (Wasala et al., 2013).
Other studies report that this pathogen can survive
on the phylloplane of spinach leaves for 14 days
(Mitra et al., 2009). These authors also claim that
leaf surface bacterial colonization can increase over
time. Meanwhile, Wasala et al. (2013) suggest that
leaf surface colonization, by the strain ATCC4388,
does not increase when exposure time increases
(vegetal tissue-bacteria).

On the other hand, it has been reported that the
survival of E. coli O157:H7 in soil is inversely
related to the microbial community diversity
already present. Hence bacteria levels can greatly
vary over time in such habitats (van Elsas et al.,
2011).

Many faecal

contamination studies have
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el principal vehiculo asociado a E. coli O157:H7,
y representan el 34 % de todos los brotes de origen
alimentario (Rangel et al., 2005).

Un brote multiestatal asociado a espinaca se
produjo en el 2006. Este, afectd a personas de 26
estados de Estados Unidos con 183 casos confirma-
dos y tres muertes (Center for Disease Control and
Prevention, 2006). El mismo afio, estudios epide-
mioldgicos detectaron EHEC en espinacas (Center
for Disease Control and Prevention, 2006).

Recientemente el Centro para el Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC) en Estados
Unidos (2014) reporté un brote de E. coli STEC
O157:H7 en 33 personas de cuatro estados, y aso-
ciado con el consumo de ensaladas “listas para
consumo” (RTE). En los Gltimos 25 anos muchos
brotes se han ligado a la presencia de este patdge-
no en la superficie o internalizado en hortalizas y
frutas. Por lo anterior, es importante preguntarse
si esta bacteria patdogena de siempre ha tenido la
capacidad intrinseca para extender su vida en el
medioambiente (suelo, agua, planta) sin perder su
patogenicidad hacia el humano, o si esta capacidad
ha sido desarrollada recientemente?

FUENTES DE CONTAMINACION

Muchos trabajos de investigacion identifican al
abono a base de estiércol como la principal fuente
de contaminacion en el campo, seguido por agua
de riego no tratada (Aruscavage et al., 2006; Cas-
tro-Ibanez et al., 2015; Ceuppens et al., 2015; de
Quadros ef al., 2014; Erickson et al., 2010; Olivei-
ra et al., 2012). El estiércol utilizado como abono
organico puede aumentar significativamente los
niveles de coliformes totales, asi como de E. coli
(de Quadros et al., 2014; Machado et al., 2006).
También Oliveira et al. (2012) reportaron que pato-
genos como E. coli (VTEC) O157:H7 y patotipos
de E. coli diarreogénicos se transmiten a través fer-
tilizantes orgdnicos y agua.
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been carried out around the world. For example,
recent work in South America has recorded
the microbiological quality of fruits and leaf
vegetables. In Venezuela pre- and post-harvest,
strawberries, guavas and peaches were apparently
within the permissible limits for sanitary quality
(Gil et al., 2011). While in Brazil faecal coliforms
were detected in lettuce, but no E. coli O157 was
found in this study of 36 samples (de Quadros et
al.,2014).

Studies in Mexico have shown that plant products
are usually free of E. coli. The sampling included
chipotle pepper (Avila-Quezada et al., 2009),
Starkimson apple, Golden Delicious apple, peach,
California pepper, jalapenio pepper, Serrano pepper,
saladette tomatoes, grape tomatoes and cantaloupe
(Avila-Quezada ef al., 2008), and habanero pepper
(Lugo-Jiménez et al., 2010). Moreover, Rivera et
al. (2009) reported the presence of faecal coliforms
in parsley, lettuce and radish in 36.8 % of the
samples analyzed. Of these samples, 24 % were
positive for E. coli. Muiioz et al. (2013) assessed
faeccal contamination in cabbage, lettuce and
spinach, vegetables which are commonly involved
in E. coli outbreaks. They found that cabbage and
spinach were the most contaminated vegetables,
and these often exceeded the regulatory limits for
faecal coliforms.

The presence of faecal coliforms, without the
identification of E. coli, suggests this indicator is
not always carrying this bacterium, or not been
detected due to its ability to enter in a dormant
state (van Elsas et al., 2011). Strictly, vegetables
not eaten raw, should not be part of this pathogen’s
transmission route; nevertheless, hand-to-mouth
transfer during handling and food preparation is
still possible. It is commonly thought, pathogens
are removed by washing but it has been shown that
significant numbers may remain after conventional
washing and so can persist on fresh produce
(Ginestrea et al., 2005). Hence it is recommended,
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Por otra parte, muchos estudios han encontra-
do que las moscas (Talley et al., 2009), artropodos,
aves, mamiferos silvestres y reptiles (Wright et al.,
2013) son otras fuentes importantes de transmision
de patdgenos. Se ha demostrado que si las horta-
lizas se cultivan cerca de ganado, estos vectores
pueden acarrear la contaminacion fecal a las plan-
tas (Doyle y Erickson, 2012; Fletcher ef al., 2013;
Wasala et al., 2013). Ademas, las moscas pueden
recoger E. coli O157:H7 del estiércol y depositarla
en el filoplano de las plantas, donde puede poste-
riormente colonizar el tejido y multiplicarse (Talley
et al., 2009). A pesar de estos resultados, la dise-
minacion de la bacteria por medio de las moscas
requiere mas investigacion, debido a que otros au-
tores reportan que E. coli O157:H7 solo puede so-
brevivir de dos a cuatro dias en la superficie de una
hoja (Wasala et al., 2013). Otros estudios reportan
que este patogeno puede sobrevivir en el filopla-
no de hojas de espinaca durante 14 dias (Mitra et
al., 2009). Estos autores afirman que la posibilidad
de colonizacion bacteriana en la superficie de la
hoja puede aumentar con el tiempo de exposicion.
Mientras que Wasala et al. (2013) sugieren que la
probabilidad de colonizacién de la hoja, por la cepa
ATCC4388, no se ve incrementada al aumentar el
tiempo de exposicion (tejido vegetal - bacteria).

Por otra parte, se ha documentado que la sobre-
vivencia de E. coli O157:H7 inoculada en el suelo
mostro una relacion inversa con la diversidad de la
comunidad microbiana ya presente. Por lo tanto, la
concentracion de la bacteria puede variar mucho en
el tiempo en este tipo de habitat (van Elsas et al.,
2011).

Muchos estudios de contaminacion fecal se han
realizado en todo el mundo. Por ejemplo, estudios
recientes en Sudamérica han registrado la calidad
microbiologica de frutas y hortalizas. En un estu-
dio en Venezuela, las fresas, guayabas y duraznos
en pre y postcosecha se encontraron aparentemente
dentro de los limites permisibles de calidad sani-
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that harvest and handling procedures be examined
throughout the supply chain (Berger ef al., 2010).

For food handlers, the most recurrent deficiency
in sanitary practice is the lack of adequate hand-
washing (Avila-Quezada et al., 2009). Furthermore,
the efficacy of many disinfectants for destroying
microorganisms has come into question in recent
years, so their frequent use does not necessarily
constitute safe practice.

When a vegetable is exposed to bacteria,
they tend to stick to the surface. However, firm
attachment usually takes a few hours. Only then,
does attachment becomes sufficiently strong to resist
conventional washing, rendering their removal
more difficult. The situation can be aggravated by
persistent wetness, as this allows polymer synthesis
and hence biofilm formation (Avila-Quezada et al.,
2010; Flemming and Wingender, 2010).

PREVENTION EFFORTS

Aswe haveseen, the presence of E. coli O157:H7
in a food practically guarantees a disease outbreak.
It is generally true that effective actions designed to
prevent pathogen entry to fruits and vegetables, are
more desirable than actions designed to remove or
inactivate them. Thus, methods used to ensure food
safety should be based on the adoption of Good
Agricultural Practices (GAP), Good Manufacturing
Practices (GMP), and Hazard Analysis and
Critical Control Points (HACCP). Nevertheless,
even these do not absolutely eliminate pathogen
contamination.

Throughout the world, most cases of enteric
disease are attributable to the consumption of
contaminated food. However, the sources are not
always properly identified, so often remain as
mere, overstated assumptions. This is probably
done by authorities to minimize public alarm. The
fact that an outbreak linked to fruit or plant product
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taria (Gil ef al., 2011). Mientras que en un estudio
en Brasil con 36 muestras de lechuga se detecta-
ron coliformes fecales, aunque no se detecto E. coli
O157:H7 (de Quadros et al., 2014).

Estudios realizados en México han demostra-
do que los productos vegetales estan cominmente
libres de E. coli. Estos estudios incluyeron chile
chipotle (Avila-Quezada et al., 2009), manzana
Starkimson, manzana Golden Delicious, durazno,
pimiento California, chile jalapefo, chile serrano,
tomate saladette, tomates y melon (Avila-Quezada
et al.,2008), y el chile habanero (Lugo-Jiménez et
al., 2010).

Por otra parte, Rivera et al. (2009) reportaron la
presencia de coliformes fecales en perejil, lechuga
y rabano en el 36.8 % de las muestras analizadas.
De estas muestras, el 24 % fueron positivos para E.
coli. Munoz et al. (2013) evaluaron la contamina-
cion fecal en repollo, lechuga y espinacas, hortali-
zas que habitualmente estan relacionadas con los
brotes de E. coli. Los autores encontraron que la
col y la espinaca son las hortalizas mas contami-
nadas, y estas a menudo exceden los limites regla-
mentarios para coliformes fecales.

La presencia de coliformes fecales, sin detectar
a E. coli en la misma muestra, sugiere que este indi-
cador no siempre incluye a la bacteria, o no ha sido
detectada debido a su capacidad para entrar a un es-
tado latente (van Elsas et al., 2011). Definitivamen-
te, las hortalizas que no se consumen crudas, no
deberian ser parte de la ruta de transmision de este
patogeno; sin embargo, la transferencia de la mano
a la boca durante la manipulacion y preparacion
de alimentos, es una posibilidad. Generalmente se
piensa que los patogenos se eliminan mediante el
proceso de lavado, pero se ha demostrado que un
numero significativo de bacterias pueden permane-
cer y persistir en frutas y hortalizas después de un
lavado convencional (Ginestrea et al., 2005). Por
lo tanto se recomienda analizar los procesos de co-
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occurs indicates that the outbreak is the result of
an occasional contamination event, which can be
very difficult to identify if proper records are not
available for traceability.

A number of antimicrobial treatments have been
tried to control E. coli O157:H7 but, significant
reductions in bacterial contamination of vegetables
can be very difficult to achieve.

FUTURE RESEARCH

A number of interesting questions arise from
the above. These include: How are the bacterial
effectors delivered to the inside of the non-host
plant cells? What is the nature of the communication
pathway between the microbe and the plant cell?
How does protein regulation induce signaling and
recognition?

Future work will address these questions through
biological systems studies using postgenomic.
This approach should allow understanding of gene
and protein expression during recognition and
internalization of E. coli in food plants. A better
understanding of the interaction of this human
pathogen with food plants is expected to provide
important new
for developing new and improved strategies for
minimising consumer risk.

scientific information, useful
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secha y en general el manejo en toda la cadena de
produccion (Berger et al., 2010).

La deficiencia mas recurrente de las perso-
nas que manipulan los alimentos es la falta de un
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FUTUROSTRABAJOSDEINVESTIGACION
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