UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA

La Universidad Catolica de Loja

AREA BIOLOGICA

TITULO DE BIOQUIMICO FARMACEUTICO

Serotipificacion de cepas de Salmonella aisladas de vegetales
frescos listos para el consumo

TRABAJO DE TITULACION

AUTORA: Calva Jiménez, Jessica Valeria

DIRECTORA: Hualpa Salinas, Diana Inés, Mgtr.

LOJA - ECUADOR
2017



Esta version digital, ha sido acreditada bajo la licencia Creative Commons 4.0, CC BY-NY-
SA: Reconocimiento-No comercial-Compartir igual; la cual permite copiar, distribuir y
comunicar publicamente la obra, mientras se reconozca la autoria original, no se utilice con
fines comerciales y se permiten obras derivadas, siempre que mantenga la misma licencia al
ser divulgada. http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

Septiembre, 2017


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

APROBACION DE LA DIRECTORA DEL TRABAJO DE TITULACION

Magister.
Diana Inés Hualpa Salinas

DOCENTE DE LA TITULACION

De mi consideracion:

El presente trabajo de fin de titulacion: Serotipificaciéon de cepas de Salmonella
spp, aisladas de vegetales frescos listos pata el consumo, realizado por Jessica
Valeria Calva Jiménez, ha sido orientado y revisado durante su ejecucion, por cuanto
se aprueba la presentacion del mismo.

Loja, abril del 2017



DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS

Yo Calva Jiménez Jessica Valeria, declaro ser autor del presente trabajo de titulacion:
Serotipificacion de cepas de Salmonella spp, aisladas de vegetales frescos listos para
el consumo, de la Titulacién de Bioquimica y Farmacia, siendo Hualpa Salinas Diana
Inés, Magtr, directora del presente trabajo; y eximo expresamente a la Universidad
Técnica Particular de Loja y a sus representantes legales de posibles reclamos o
acciones legales. Ademas certifico que las ideas, conceptos, procedimientos y
resultados vertidos en el presente trabajo investigativo, son de mi exclusiva
responsabilidad.

Adicionalmente declaro conocer y aceptar la disposicion de Art. 88 del Estatuto
Orgéanico de la Universidad Técnica Particular de Loja que en su parte pertinente
textualmente dice: “Forman parte del patrimonio de la Universidad; a propiedad
intelectual de investigaciones, trabajos cientificos o técnicos y tesis de grado o trabajos
de titulaciébn que se realicen con el apoyo financiero, académico o institucional
(operativo)” de la Universidad”

Autor: Calva Jiménez Jessica Valeria

Cédula: 1104679947



DEDICATORIA

Dedico éste trabajo a Dios “todo tiene su tiempo, ¥ todo |0 que se quiere
debajo del Cielo tiene su hora”.

A mis padres, José y Josefina por Su amor, esfuerzo y sacrificio, motivandome
a seguir adelante ¥ que no desmaye en hingun momento.

A mis hermanas/no Tatiana, Xiomara Y Javier,y a mi hermosa sobrina Victoria
ADbigail, por su amor por su amor Y comprension para Cumplir uha meta mas en
mi vida.

yecs.



AGRADECIMIENTO

A Dios, por ser el motor de mi Vida, mi amigo y confidente en estos ahos de
preparaCion, permitiéhdome terminar Con éxito Yy humildad un sueno en mi
vida.

A mis padres, hermanas ¥ hermano por el grah amor Y paciencia, para hacer de
mi una mujer |luchadora frente a |0s obsticulos de |a Vida, mi mas sincera
gratitud.

A la Mgtr. Diana Hualpa Salinas, por ser una maestra Y amiga a la hora de
compartir sus conocimientos, en el laboratorio Yy en |a redaccCion de este
trabajo, mis mas sinCceros agradecimientos por su apoyo y comprension.

A mis maestros que Con sus sabios conocimientos me formaron académica Y
personhalmente.

A Gabriela Jaramillo, por compartir Su CohoCimiento, tiempo Y esfuerzo,
gracCias querida amiga.

A mis amigas ¥y amigos, que han sabido brindarme su apoyo incondicional, a [0
largo de estos anos [lenos de esfuerzo Y sacrificios, que a pesar de 10s malos
momentos hemos salido adelante juntos.

A mis compafheras de laboratorio por |3 ayuda Y entrega en este proyecCto,
gracias por su amor Yy dedicacion.



INDICE DE CONTENIDOS

APROBACION DE LA DIRECTORA DEL TRABAJO DE TITULACION .....ovveeieieieeeeeeeeeee e i
DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS........ccuevuvmmmmmirenereeeiteneinsensessessaeseessensens i
DEDICATORIA ..ottt b e st ettt e s b e s bt e sae e st e e bt e bt e abeesbeesmeeeateeateenbeenneesaeenas iii
AGRADECIMIENTO ...ttt sttt ettt ettt st st ettt e bt e sbe e sae e et e et e e sbeesbeesaeesatesmbeeabeeneenees iv
INDICE DE CONTENIDOS.....ccitiiiitiiiititiittttittetetteeteteeeeeeeteeeeeteteteeeteeeararererarereeeeeseeerereraranenenenenenenenens v
AB REV I AT URAS .. e e e e e e e e vi
RESUIMEN ..ttt ettt sttt sttt et e bt e s bt e sae e st e et e bt e sbeesbeesaeeemteebeenbeesneesanesane 1
ABSTRACT ..ttt ettt sttt et e b e s b e s bt e st st e et e b e e bt e s b e e she e e ae e et e e be e eh e e sheesateeabeebe e beennees 2
INTRODUCCION ... cvutieieisiseiseese ettt bbb enses 3
CAPITULO | et 5
IMARCO TEORICO ...ciiiiiiiiitieiiitieieietttetetetttttttetetteeteeeetetaeatteteete et aattaataetatarteettetrerereseresarenarerenenenenens 5
1.1. Enfermedades de transmision alimentaria (ETA) ..c..ccoveeeeirremecirrenecirrenecesnenencesnenanes 6
1.1.1. INfECCION AlIMENTATTA. .. eitieeeie e 6
1.1.2. INtOXICACION AlIMENTANIA .c..eiiiiiieriee ettt 7
1.1.3. Toxiinfeccion alimentaria.......ccoceeeiieriie e e 7
1.2.  Microorganismos iNdiCadores .........cccceeeeiiieeeciiieeeieiiienneerreneeesreneseessenssesssenssesssennnes 7
1.3. Familia Enterobacteriaceae..........ccccvviviiiiiiiiiiiii s 8
1.3.1. LCT V] o To N @o] 11 70T o 1 YU URPN 9
1.3.1.1. CIErODACTEN ... e 9
1.3.1.2. ENtEroDaCTEr....coeiiei e 9
1.3.1.3. KIEDSIEIA. ...ttt 9
1.3.1.4. ESCNEIICRIA. c.ceeiieie et 10
1.3.2. Enterobacterias PAtOZENAS ......ccoccuiiiiieiiiee ettt et e e aae e e eans 10
1.4.  GeNEro SAIMONEIlQ ...............uuuueueuunnnunninirii s asases 10
1.5.  Clasificacion taXoONOMICa.......cccveieiiiiiiiiisisisiiisii s ssses 10
1.6. Morfologia y caracteristicas fisioldgicas en medios de cultivo .........ccccceueerreeannnnnnnee.. 11
1.7. Condiciones de SUPEIrVIVENCIA ....ccccireuirinniiieeiiienniitniiinnieiniiieeserenssensesensssssnssssnssssnns 12
1.8, RESEIVOIIOS cecuuuuiiiiiiiitreniiiiiiiiiiittieeiiieiiiteeteessesiiiieiieetessssssssiesseteemssssssssesseessssssssssses 12
R TR ==Y o7 =1 3T P 12
1.10. [ o1 [=T1 4110 [0 -{ - TSP RTTUP 14
1.10.1.  SAIMONEIOSIS c.ueteeeiieeciiee ettt e e e s e e s 14
1.10.2.  Fiebre tifoid@a ..cc.eeoie ittt 14
1.10.3.  Gastroenteritis QBUAA......ccccuieii it 14
1.11. Identificacion bioquimica y serotipificacion..........ccocveiieciiii e 15



0 O 7 Y -1 3 111 1} o TN 16

1.13. Vegetales listos para €l CONSUMO .......ccceeueiriemniirienniereeensiereeeneerennsssrennsssssenassssennnes 16
CAPITULO 1 e s 17
MATERIALES Y METODOS.....cceeiiitiiiititiititttteteteetteteeeeeeeeeteeeteteteteeeeeeeeeeeeeeeaeeeeeeeeserenereraeenenenenenenens 17
2.1. Recoleccion de vegetales listos para el CONSUMO......ccceeeeueiieiiiiiiieneniiicinninenenenessneisnenn 18
2.2. Aislamiento e identificacion. .........coovvviiiiiiiiiiiiiii 19
2.2.1. Preparacion de |a MUESTIIA .....ccccuiiii ittt e et e e e bae e e s ebaeeeeeaes 19
2.2.2. Pre- eNFiQUECIMIENTO ...uviiiiiiiiiiiiieeee e ettt e e s ettt e e e e e s e beeeeeeesssssnnreeaeeeeessannnns 19
2.2.3. Enriquecimiento en medio selectivo lIqUido.........ceevvcvieeiiiciiii e 19
2.2.4. Aislamiento en medios SElECLIVOS. ......couiriirriiiieiieree et 19
2.2.5. Identificacion morfoldgica de colonias tipicas de Salmonella. ................cccouveeeecuvnnennne. 20
2.3. 1dentificacion .....cccceeiiiiiiiiiiiic 20
2.3.1. Identificacion bioqUIMICA.......ccivciiiiiiee e e e 20
CAPITULO T e 22
RESULTADOS Y DISCUSION. ...ttt stee sttt st ettt e bt e sbeesaee st steebeesbeesbeesbeesaeesnseenneens 22
CONGCLUSIONES ...ttt ettt ettt sttt e b e bt e s bt e s at e e st e et e e sbe e s bt e saeesabeeabeenbeebeenneas 28
RECOMENDACGIONES ....coieiiiiiiiiitttieteteieeee ettt eeeeteeeetete ettt et ettt et e e treeeeeseee st s e s ae e et s eeasesesereseseresesenenenens 29
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt eses et et e et st et sttt et s esesesesesesssnanasanananas 30
AN EX DS e a e e e 39
Anexo 1: Flujograma de [a metodologia ......cccuveeieciiieeccieeeeecee e 40
Anexo 2: Interpretacion e identificaciéon de microorganismos en pruebas bioquimicas ....... 41
Anexo 3: Metodologia del Microgen GN-ID Identificacion. .........cccoecveeeevcieeiiiceee e, 42

Anexo 4: Tipo de enterobacterias encontradas en los productos que sirvieron de muestra
[ T I LU T o o I =Ty (U Lo I o TSR 45

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Enterobacterias importancia clinica, género y eSpecie .........ccccccevvviivvvveeeennnn. 8
Tabla 2. Descripcion de la morfologia de las colonias en los diferentes medios......... 12
LI 101 = T TR 1Y 10 1= ] 1 =T o T 18
Tabla 4. Interpretacién de resultados de pruebas bioquimicas para salmonella. ........ 20
Tabla 5. Porcentaje de enterobacterias aisladas. ............ccccooeveviiiiin i, 23

INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Division taxonémica de la Salmonella Spp. .....cccceveveieviniseseceseeeeeee 11
Figura 2: Diferencia de serotipos que afectan al hombre y a los animales.................. 13
Figura 3: Colonias tipicas de Salmonella SPP.....c.ccocvererenerieieieresese e 20

Vi



ABREVIATURAS

ML: Microlitros

BPM: Buenas Préacticas de Manufactura

ETA: Enfermedades Trasmitidas por Alimentos
FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos

TIA: Toxiinfeccion alimentario

°C: Grados Celsius

g: Gramos

H2S: Acido Sulfhidrico

LIA: Agar Hierro-Lisina

TSI: Agar Triple Azucar- Hierro

mL: Mililitros

NaOH: Hidroxido de Sodio

RV: Caldo Rappaport-Vassiliadis

TT: Caldo Tetrationato

spp: Engloba varias especies del mismo genero
BAM: Manual Analitico Bacteriol6gico
XLD: Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
SS: Agar Salmonella - Shigella

BS: Agar Bismuto Sulfito

HK: Agar Hektoen

VLC: Vegetal listo para el consumo

vii



RESUMEN

Salmonella, se considera una de las enterobacterias méas patogenas, implicada en
enfermedades de transmision alimentaria como salmonelosis y fiebre tifoidea. Entre sus
principales caracteristicas: son bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, no
formadores de esporas, generalmente moviles, no fermentador de lactosa y productora de
gas. El objetivo planteado en esta investigacion fue detectar Salmonella en vegetales listos
para el consumo: ensalada de lechuga, col mas zanahoria, ensalada de espinaca, lechuga,
zanahoria rallada, manzana baby, tomate baby y zanahoria baby; que se expenden en los
supermercados de la ciudad de Loja, se analizd un total de 139 muestras, de cada lote se
tomaron 3 muestras basandonos en la metodologia propuesta por el Manual Analitico
Bacteriolégico (BAM) para aislamiento y deteccion de Salmonella que consistio en la
obtencion y preparacion de la muestra, pre-enriguecimiento, enriquecimiento en medio
selectivo, aislamiento en medios soélidos e identificacibn morfolégica y bioquimica. No se
detectd la presencia de Salmonella en vegetales listos para el consumo (VLC), pero se aislo
e identific6 otros tipos de microorganismos entéricos, patdégenos e indicadores de
contaminaciéon fecal: Citrobacter freundii 38.85%, Enterobacter cloacae 12.95%, E. coli
5.75%, Pantoea agglomerans 4.31%, Enterobacter aerogenes y Shigella spp, 1.44% y

Proteus mirabilis 0.73%.

Palabras clave: vegetales listos para el consumo (VLC), ETAS, Salmonella spp, BAM,

serotipificacion.



ABSTRACT

Salmonella is considered one of the most pathogens Enterobacterias involved on foodborne
diseases, such as salmonellosis and typhoid fever. Its main characteristics: are gram-
negative bacilli, facultative anaerobes, non-spore forming, generally mobile, non-lactose
fermentor and gas producer. The aim of this research was to detect Salmonella in ready-to-
eat vegetables as: lettuce salad, cabbage and carrot, spinach salad, lettuce, shredded carrot,
baby apple, baby tomato and baby carrot; which are sold in supermarkets in the city of Loja.
Thus, a total of 139 sample was analyzed and from each batch three samples were taken for
isolation and detection of Salmonella based on the methodology proposed by the
Bacteriological Analytical Manual (BAM) which consisted of the separation and preparation of
the sample, pre-enrichment, enrichment in selective medium, isolation in solid means and
morphological and biochemical identification. The presence of Salmonella in ready-to-eat
vegetables was not detected, but other types of enteric microorganisms, pathogens and fecal
contamination indicators were isolated and identified: Citrobacter freundii 38.85%,
Enterobacter cloacae 12.95%, E. coli 5.75%, Pantoea agglomerans 4.31%, Enterobacter

aerogenes and Shigella spp, 1.44% and Proteus mirabilis 0.73%.

Key words: ready-to-eat vegetables, ETAS, Salmonella spp, BAM, serotyping



INTRODUCCION

A nivel mundial, el consumo de vegetales ha incrementado en la sociedad debido al ritmo
acelerado de vida que llevan, beneficiandose asi las industrias alimenticias con la
produccién y venta de vegetales listos para el consumo (VLC), el alto valor nutricional de
estos alimentos en: minerales, vitaminas, antioxidantes y fibra; ademas de estar listos para
servir a la mesa hace que sean aln mas cotizados, estos se expenden exclusivamente en
supermercados, contando con un registro sanitario (Dura et al., 2015).

Los VLC cumplen con un proceso de: lavado, desinfeccion envasado, con la finalidad de
alargar la vida, mantener las caracteristicas y propiedades nutritivas del vegetal en buen
estado (Aparecida et al., 2011). Sin embargo, pese al proceso de desinfeccién por el que

pasan se los considera como fuente de transmisién de ETAs (Sabbithi et al., 2014).

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son causadas por el consumo de
vegetales contaminados por agentes patdgenos los mismos que afectan la salud del
consumidor (Guerrero, 2016). En un estudio realizado sobre enfermedades
gastrointestinales y diarreicas tanto en América Latina como en el Caribe son de alta
mortalidad, manifestando que el 70 y 80 % son causadas por alimentos y agua
contaminados (Lépez et al., 2013). En distintas regiones a nivel mundial se ha evidenciado

que las ETA en gran proporcién es provocado por Salmonella spp (Fernandez et al., 2013).

La familia Enterobacteriaceae, es el grupo mas grande de bacterias gramnegativas de
importancia médica, se han descrito mas de 30 géneros y 130 especies (Prats, 2012). Las
bacterias de esta familia presentan caracteristicas en comun: son anaerobios facultativos,
gramnegativos, de movilidad variable; presentan antigenos que permiten su serotipificacion
2014).

En el capitulo | se realiza una revision bibliografica de vegetales listos para el consumo,
enfermedades transmitidas por alimentos, descripcion de la familia Enterobacteriaceae y
principalmente el patdgeno Salmonella spp, su clasificacion, morfologia, condiciones de
supervivencia, reservorios, patogenia, epidemiologia, identificacion bioquimica y

serotipificacion.

En el segundo capitulo se describe la metodologia, la obtencion de la muestra, preparacion,
pre-enriguecimiento, enriquecimiento en medio selectivo, aislamiento en medios solidos e

identificacion morfologia y bioquimica de las colonias.



Finalmente en el tercer capitulo 3 se exponen los resultados obtenidos, discusion,
conclusiones y recomendaciones. La presente investigacion se inicié con la obtencién de las
muestras de los vegetales listos para el consumo en los supermercados de la ciudad de
Loja, tratamiento de la muestra, finalmente no se detecté la presencia de Salmonella pero se
logré aislar e identificar enterobacterias como: Citrobacter freundii 38.85 %, Enterobacter
cloacae 12.95 %, E. coli 5.75, Shigella spp. 1.44% Pantoea agglomerans 4.31%,
Enterobacter aerogenes 1.44%, Proteus mirabilis 0.73% y finalmente microorganismos no
fermentadores 10.79%, microorganismo no identificado 22.30% y no existi6 crecimiento

1.44% de las muestras analizadas.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1. Enfermedades de transmision alimentaria (ETA)

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) son causadas por la ingesta de
alimentos que contienen microorganismo patdgenos, la gravedad en la salud del consumidor
va a depender de la cantidad de alimento que ingiera (Guerrero, 2016). Por lo general estas
enfermedades no necesitan de hospitalizacion, sin embargo, en ocasiones algunas de ellas

si lo requieren (Garcia et al., 2012).

Se establecen uno de los problemas de mayor importancia a nivel mundial, ademas
constituye un contrariedad de salud publica ocasionando una alta morbilidad y mortalidad
afectando, principalmente a poblacién: pobre, nifios, mujeres embarazadas y ancianos,
generando pérdidas econdémicas y grandes costos a los servicios de salud (Alerte et al.,
2012).

En América Latina y el Caribe las enfermedades diarreicas, enteritis y otras enfermedades
son las cinco primeras causas de mortalidad, manifestando que entre el 70 y 80 % de
enfermedades son causadas por alimentos y agua contaminados (Lopez et al., 2013).

En Estados Unidos las infecciones alimentarias son las mas frecuentes siendo
responsables de cuatro de las cinco primeras enfermedades, entre los microorganismos
con mayor incidencia tenemos: Salmonella, Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Escherichia coli  (Madigan et al., 2015).
En distintas regiones a nivel mundial se ha evidenciado que las enfermedades transmitidas
por los alimentos (ETA) en gran proporcién es por Salmonella spp (Fernandez et al., 2013).
Las enfermedades de transmision alimentaria se divide en tres grupos: infeccién alimentaria,

intoxicacion alimentaria y toxiinfeccién alimentaria (Ray & Bhunia, 2010).

1.1.1. Infeccidén alimentaria

La infeccién alimentaria es una enfermedad causada por la ingestion de patdégenos viables
presentes en los alimentos como parasitos, bacterias, hongos, virus; quienes conducen al
desarrollo de enfermedades gastrointestinales, posterior a la ingesta de los alimentos existe
proliferaciéon de estos microorganismos en los tejidos del hospedador y la respuesta del
individuo puede variar dependiendo de los factores propios del agente, ejemplos de
infecciones alimentarias que se producen por la presencia y proliferacion de bacterias del

género Shigella, Salmonella, entre otros (Hernandez, 2016).
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1.1.2. Intoxicacién alimentaria

Se produce por la ingesta de toxinas preformadas, producidas por microorganismos en los
alimentos, lo cual conduce a un envenenamiento del consumidor, a este tipo de toxinas que
afectan al tracto gastrointestinal se les denomina enterotoxinas (Madigan et al., 2015).
Ademas, la intoxicacion alimentaria se define como aquella que es provocada por cualquier
alimento o liquido que presenta: gérmenes, metales, aditivos, hormonas, etc, ejemplos de
intoxicaciones alimentarias se producen por las toxinas de especies del género
Staphylococcus, Escherichia coli, Clostridium botulinum, y por la produccién de micotoxinas
(Portuondo, 2012).

1.1.3. Toxiinfeccion alimentaria

Algunos microorganismos pueden producir toxinas in situ, después de que se han ingerido
los alimentos e infectar el intestino. Este tipo de enfermedades se denomina toxiinfeccién
alimentaria (TIA) (Garcia et al., 2014). Las enterobacterias son causantes del 57% de las
TIAs humanas, ejemplos de microorganismos causantes de TIAs incluyen: envenenamiento
alimentario producido por Bacillus cereus y gangrena, ocasionada por Clostridium

perfringens (Terzolo, 2010).

1.2. Microorganismos indicadores

Los microorganismos indicadores son habitualmente asociados e implicados con las
enfermedades de origen alimentario, por lo general estas especies son patdgenos entéricos
es decir que forman parte del tracto gastrointestinal de personas, animales y aves (Ray &
Bhunia, 2010). Ademéas son empleados para conocer si el alimento es seguro e higiénico,

generalmente son asociados con contaminacion fecal (Forsythe, 2010).

Por otro lado, nos permite evidenciar accidentes durante el manejo del agua y alimentos

(Hernandez, 2016). Se puede dividir a estos microorganismos en dos grupos:

X3

%

Indicadores de proceso, manejo y eficiencia: Coliformes totales, mesofilos

aerobios, hongos y levaduras.

X3

%

Indicadores de contaminacién fecal: Coliformes fecales, E. coli, Enterococos
y C. perfringens (Andino & Castillo, 2010).



1.3. Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae es el grupo mas grande de bacterias gramnegativas de
importancia médica y se han descrito mas de 30 géneros y 130 especies, (Prats, 2012).
Las bacterias de esta familia presentan caracteristicas en comudn: son anaerobios
facultativos, gram negativos, de movilidad variable; presentan antigenos que permiten su
serotipificacion como son antigeno somatico "O", antigeno flagelar "H" y antigeno capsular
"K" o "Vi‘'(Castro, 2014). Estos microorganismos se encuentran en el suelo, agua,
vegetacion y también como biota normal de muchos animales incluido el ser humano
(Puerta & Rodriguez, 2010).

Son responsables de enfermedades a nivel gastrointestinal ya que son unos excelentes
colonizadores (Forsythe, 2010). Estudios realizados en alimentos de origen animal y vegetal
a nivel mundial, se evidenciaron brotes de enterobacterias siendo estas causantes de
enfermedades (Doulgerak et al., 2011).

Existen géneros y especies de enterobacterias de importancia clinica causante de

patologias en el ser humano. Ver tabla 1.

Tabla 1.Enterobacterias importancia clinica, género y especie

Género Especies

Escherichia. E. coli

Shigella. S. dysenteriae, S. sonney

Salmonella. S. enterica, S. typhimurium, S. typhi, S. cholerasuis
Citrobacter. C. freundii

Klebsiella K. pneumoniae

Enterobacter E. cloacae, E. aerogenes

Serratia. S. marcescens

Proteus. P. mirabilis, P. vulgaris

Yersinia Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis, Y. pestis
Morganella M. morganii

Providencia. P. rettgeri, P. stuartii

Autor: (Puerta & Rodriguez, 2010)



Grupo Coliforme

Al grupo Coliforme lo constituyen especies de varios géneros como:, Klebsiella,
Enterobacter, Citrobacter y Escherichia; es muy comun encontrarlos en heces de humanos,
aves y animales de sangre caliente (Ray & Bhunia, 2010). Ademas, su determinacién en

alimentos se emplea como indicador de higiene (Forsythe, 2010).

1.3.1.1. Citrobacter

Citrobacter freundii es un patdgeno oportunista, presente en la flora de intestinal de
animales y humanos, también suele encontrarse en suelo, agua, aguas residuales y comida,
es una de las especies mas resistentes a los antibiéticos (Engelkirk et al., 2011). Son
oxidasa negativa , catalasa positiva, y no descarboxila lisina (Cabral, 2010). Tienen la
capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono, son fermentadores lactosa,
producen H,S, y facilmente se puede confundir con Salmonella (Puerta & Rodriguez, 2010).

1.3.1.2. Enterobacter

Generalmente fermentan lactosa, sus colonias son muy parecidas a la Klebsiella, tienen
motilidad, pero no es tan virulenta (Kenneth & Ray, 2004). Se encuentran normalmente
colonizando el intestino de los seres humanos, animales y aves, pero también se los puede
encontrar en el medioambiente (Ray & Bhunia, 2010) y, son cominmente encontradas en el
agua, suelo y vegetales (Falomir et al.,, 2013).

Las principales especies patégenas incluyen: E. aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E.

gergoviae y E. sakazakii (Puerta & Rodriguez, 2010).

1.3.1.3. Klebsiella.

Estas bacterias poseen un gran tamafio y son regulares con una capsula prominente
(Brooks et al., 2014). Se divide en tres grupos: pneumoniae, rhinoscleromatis, ozaenae y
granulomatis (Prats, 2012). Es normal encontrar este microorganismo en la superficie de los
vegetales y frutas, debido al suelo y al polvo, necesariamente no indica contaminacion fecal,
sin embargo la proliferacion y contaminacion de la bacteria a los consumidores se debe a los
malos procedimientos de higiene a la hora del cortado y lavado de los vegetales (Forsythe,
2010).



1.3.1.4. Escherichia

Es la bacteria genio que esta dentro de las enterobacterias, es considerada una de las mas
patdégenas, su grado de virulencia es bastante alto, se la puede encontrar en comida
fermentada, leche, productos frescos, agua, frutas y vegetales crudos y listos para el
consumo (Forsythe, 2010). Su transmision por lo general es fecal-oral (Ramos, 2016).
Dentro de esta especie hay cepas que son patdgenas, causantes enfermedades de
diarreicas, estas se clasifican segun su patogenia: y E. coli productor de toxina Shiga, E. coli
enterotoxigenica, E. coli enteropatogénica, E. coli enteroinvasiva, E. coli enteroagregativa, E.
coli de adherencia difusa (Campoverde, 2016).

Enterobacterias patégenas

Las enterobacterias patégenas incluyen a los géneros: Escherichia, Proteus, Salmonella,
Shigella y Yersinia, entre los bacilos gramnegativos no fermentadores cabe sefalar los
géneros Pseudomonas y Acinetobacter (Prats, 2012).

1.4. Genero Salmonella

El género Salmonella es un patégeno perteneciente a la familia Enterobacteriaceae; entre
sus principales caracteristicas tenemos: son bacilos gram negativos, con un tamafo de 0,7
a 1,5 x 2,5 ym, son anaerobios facultativos, no formadores de esporas y generalmente
moéviles (Odumeru & Ledn, 2012). Son fermentadores de maltosa, glucosa y manitol, aunque
por otro lado no fermentan sacarosa ni lactosa; son catalasa positiva, oxidasa negativa y

reducen nitritos a nitratos (Zaragoza & Derrickson, 2011).

Algunas especies de este género producen sulfuro de hidrogeno y gas debido a la
fermentacion de hidratos de carbono; la temperatura adecuada para su crecimiento es de
36°C y su pH debe ser de 7.0. (Fallis, 2013).

1.5. Clasificacion taxondmica

El género Salmonella ha sido clasificado varias veces y de varias maneras ya que, debido a

su confusa nomenclatura y taxonomia, ha sido tema de contrariedad para cientificos de todo

el mundo; por tal razén, Kauffaman y White clasificaron a esta bacteria de acuerdo a los

antigenos que presentan (Calva, 2010). De acuerdo a esta clasificacion, se presentan en
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tres grupos: los que presentan el antigeno “O”, son aquellas especies de Salmonella que no
presentan motilidad, los del grupo “H”, son aquellas especies que presentan flagelo, y por
tanto son mdtiles; y por ultimo, se encuentran aquellas especies que producen factores de

virulencia y se dominan del grupo antigénico “Vi’ (Delgado, 2015).

Basados en la secuenciacion de ADN, la clasificacion de Salmonella se divide en 2
especies: S. bongori y S. entérica; esta Ultima se subdivide a su vez en seis subespecies
(Uribarren, 2015).

La especie S. bongori ha sido aislada de animales de sangre fria y se considera que no es
patdégena para el hombre (Delgado, 2015). La especie S. entérica se ha aislado por lo
general de mamiferos y aves y se considera patdgena para el ser humano. Se divide a su
vez en 6 subpespecies (Betancor & Yim, 2012). En la figura 1 se muestra la divisién

taxondmica de salmonella spp.

Salmonella
|
| |
Salmonella Salmonella
bongori enterica
|
| | | | | |
Subsp. | Subsp. Il Subsp. llla Subsp. lllb Subsp. IV Subsp. VI
enterica salamae arizonae diarizonae hautenae indica

L Infecciones en la mayoria de
humanos y animales.

Fuente: (Betancor & Yim, 2012)

Figura 1: Division taxondmica de la salmonella spp.

1.6. Morfologiay caracteristicas fisiol6gicas en medios de cultivo

La morfologia y tamafio de las colonias de Salmonella oscila entre 2 a 4mm, poseen una
textura rugosa o lisa (Robledo, 2015). Su metabolismo es oxidativo y fermentativo, por lo
que reducen los nitratos a nitritos y fermentan la glucosa; son catalasas positivos y oxidasas
negativos (Odumeru & Ledn, 2012). Su proliferacion es buena en medios ordinarios de esta

manera puede penetrar en otros tejidos aparte de los del tracto gastrointestinal ya sean
11



como patégenos o como comensales (Robledo, 2015). Utilizando como base la metodologia
del BAM (2007) de Palomino y Gonzales (2014), nos describe la morfologia tipica de las

colonias de Salmonella en los diferentes medios de cultivos. Ver tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de la morfologia de las colonias en los diferentes medios

Medios de cultivo Aspecto de Colonias Selectividad
Agar SS (Salmonella Incoloro, colonias Alta
Shigella) generalmente negras

Agar Bismuto Negras o gris verdoso, con o | Alta

sin brillo metalico.

Agar XLD (Xilosa Lisina Rojas con punto negro Alta

Dexoxicolato)

Agar Hektoen Verdes- Azuladas con centro | Alta
negro.

Fuente:(Palomino & Gonzéles, 2014).

1.7. Condiciones de supervivencia

Los miembros del género Salmonella crecen al cabo de 16 a 24 horas en un amplio rango
de temperaturas entre 7 a 45°C (Terzolo, 2010). Ademas, soportan un pH entre 6.6 y 8.2
siendo incapaces de tolerar altas concentraciones de sal; sin embargo, sobreviven a bajas

temperaturas en alimentos y agua durante largos periodos (Elika, 2013).

1.8. Reservorios

Por lo general Salmonella spp., se transmite a traves de la comida contaminada con materia
fecal; entre los alimentos que sirven de reservorio de esta bacteria tenemos a : leche, frutas

, vegetales y productos derivados del pescado (Carrasco et al., 2012).

En los dltimos afios, se ha encontrado que los vegetales son un vehiculo potencial de
Salmonella, los cuales pueden contaminarse a través de irrigacién del agua, contaminada
con desechos fecales, fungicidas e insecticidas, suelo, insectos, animales y, por medio de
manipulacion humana que no puede ser completamente desinfectado por los métodos

tradicionales (Spricigo et al., 2013).

1.9. Patogenia

El género Salmonella se transmite por via oral, a través del contacto con animales

contaminados con heces; existiendo diversas fuentes de infecciébn entre las que
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encontramos al hombre, animales de granja y animales domésticos, agua en condiciones
insalubres, alimentos contaminados, heces, polvo, suelos mal desinfectados, entre otros
(Jurado et al., 2010).

Las infecciones causadas por especies del género Salmonella se denominan Salmonelosis.
Esta se clasifica en dos grupos: aquellas que son causadas por serotipos humanos los
cuales ocasionan sindromes tifoideos y las que son debidos a serotipos mas generales
causantes de diarrea, vomito y fiebre (Sanchez, 2013).

Una vez que se introduce Salmonella en el organismo, el desarrollo de la enfermedad va a
depender principalmente de la cantidad de microorganismos que se ingirié (inoculo), de su
virulencia y de los factores dependientes del huésped (Jurado et al.,, 2010). En el ser
humano, el lugar mas propicio para colonizar es el intestino delgado, donde inflama la
mucosa intestinal produciendo diarrea (Gyles et al., 2010). Luego de una semana la mucosa
intestinal puede ulcerarse y originar una hemorragia o la perforacion, las dos complicaciones

mas graves del cuadro (Jurado et al., 2010).

Serotipos adaptados al hombre Serotipos adaptados a animales

Salmonella typhi Aves: Salmonella pullorum y Salmonella
gallinarum

Salmonella Paratyphi A, B (aves) Vacuno: Salmonella dublin

Salmonella sendai Ovino: Salmonella abortusovis

Equino: Salmonella abortusequi

Cerdo: Salmonella choleraesuis

Conejo: serovariedad perteneciente a la

subespecie Il a

Otros serotipos no adaptados a hospedadores especificos que afectan a conejos y
personas: Salmonella tyhimurium y Salmonella enteritidis.

Figura 2: Diferencia de serotipos que afectan al hombre y alos animales

Fuente: Tomado de Robledo, (2015).

Estas enfermedades bacterianas se caracterizan por sintomas como: fiebre, cefalea,

anorexia, bradicardia, esplenomegalia y estrefiimiento (OPS/OMS, 2013).
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1.10. Epidemiologia

Epidemiol6gicamente Salmonella se clasifica en tres grupos: aquellas que no tienen
preferencia por algun huésped en especial, por lo que infectan tanto al hombre como a los
animales; aquellas que infectan sélo al hombre: Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A'y

Salmonella paratyphi C; y finalmente las que infectan a los animales (ISPC, 2014).

Salmonelosis

La salmonelosis es un conjunto de infecciones alimentarias, de mayor frecuencia en el
mundo y se asocia a las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) (Betancor & Yim,
2012). Los organismos causantes de salmonelosis pueden estar tanto en consumidores
comunes, en el tracto gastrointestinal de los animales y en el hombre causando diferentes
enfermedades como diarrea, bacteriemia con fiebre entérica o invasion de estructuras

vasculares, hueso u otros sitios localizados (Odumeru & Ledn, 2012).

Estas infecciones alimentarias pueden manifestarse bajo dos aspectos esenciales: las
fiebres entéricas que engloban principalmente las fiebres tifoideas; y gastroenteritis que

puede ser causada por muchos serotipos (Robledo, 2015).

Fiebre tifoidea

La fiebre tifoidea es una infeccion sistémica que se produce debido a la ingesta de alimentos
contaminados, causado por la Salmonella typhi o paratyphi (Chutan, 2016). En raras
ocasiones, Salmonella paratyphi puede provocar un cuadro clinico similar, aunque de menor
gravedad (Jurado et al., 2010). Se manifiesta con diarrea, fiebre y erupciones cutaneas, con
probabilidad de que provoque sangrado, delirios y alucinaciones; sin embargo, en un estado

mas avanzado, la fiebre tifoidea puede provocar la muerte (Redaccion, 2015)

Gastroenteritis aguda

Denominada salmonelosis no tifoidea debido a que se origina por salmonellas distintas a la
S. typhi (Jurado et al., 2010), puede afectar a cualquier grupo de edad; sin embargo, los
grupos mas vulnerables son las personas menores de cinco afios y mayores de 60 afios de
edad. (Herndndez et al.,, 2011). Los sintomas principales son diarrea, vomito, dolor
abdominal, fiebre, deshidratacion y calambres (Gallegos, 2014). Generalmente los sintomas

aparecen de 6 a 48 horas después del consumo de agua o alimentos contaminados; la

14



mortalidad por esta causa es rara sin embargo los factores propios del huésped y de la cepa
de Salmonella definen la gravedad de la enfermedad (OMS, 2013).

1.11. Identificacion bioquimica y serotipificacién

La identificacién bioquimica es un conjunto de técnicas y procedimientos que facilita la
deteccion de los microorganismo (Fernandez et al., 2010). En La identificacion bioguimica
de Salmonella spp es relativamente estandar, sin embargo se han encontrado algunas
variaciones en los medios de cultivo y en las pruebas bioquimicas, que han llevado a tomar
como alternativa los métodos moleculares, los cuales realizan un diagndstico mas rapido y
simple, sin embargo tienen como desventaja su costo elevado (Pachén, 2009). Para la
detecciébn de este microorganismo se ejecutd un procedimiento que consta de pre-
enriguecimiento no selectivo, enriquecimiento selectivo, siembra en medios de cultivo
selectivos y finalmente la identificacion de cepas mediante pruebas bioquimicas (TSI, LIA,
SIM, UREA, citrato) (Gonzalez et al, 2014). Mediante el test de Microgen ™ GN- ID se
puede confirmar el género y especie enterobacterias como Salmonella spp (Pazmifo,
2012).

La serotipificacion es un método sencillo y rapido, que consta de la mezcla de la cepa en
estudio con los anticuerpos que reconocen concretamente los antigenos caracteristicos de
cada serotipo y se visualiza a través da la aglutinacion, en el género Salmonella se
diferencian tres tipos de antigenos: antigeno somatico o antigeno O, antigeno flagelar o

antigeno H y el antigeno capsular o de superficie o antigeno Vi (Tirado et al., 2009).

De los tres tipos de antigenos reconocidos, el antigeno somatico o antigeno O se localiza en
el lipopolisacarido (LPS) de la pared celular, este antigeno a su vez se clasifica en antigenos
mayores y menores, en donde los antigenos somaticos mayores definen el serogrupo o
grupo antigénico y son compartidos por todas las Salmonellas incluidas en un mismo

serogrupo (Garcia, 2011).

El antigeno flagelar o antigeno H estd compuesto flagelinas, subunidades proteicas que
forman los flagelos, generalmente la mayor parte de las cepas de Salmonella son capaces
de expresar alternativamente dos flagelinas antigénicamente diferentes, denominadas fliC
(fase 1) y fli B (fase 2) (Garcia, 2011). Los genes que codifican para los dos tipos de
flagelinas, se sitian en zonas distintas del ADN cromosomico, la expresion de un tipo u otro
de flagelo se denominan cambio de fase y se debe a la presencia de un elemento genético

invertible que cambia de orientacion al azar y determina la expresion de un tipo u otro de
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proteina flagelar; hay serotipos monofésicos que son capaces de expresar Unicamente una
especificidad flagelar (Pachon et al., 2011).

Finalmente, el antigeno capsular o de superficie, 0 antigeno Vi, se ha descrito también en
otros géneros bacterianos (Escherichia coli, Klebsiella spp.); su naturaleza es
homopolisacaridica y se encuentra presente Unicamente en serovariedades muy invasivas
como S. dubliny S. typhi (Garcia, 2011).

1.12. Tratamiento

Fundamentalmente el tratamiento para gastroenteritis se basa en minimizar la gravedad de
la enfermedad y prevenir la diseminacion de la infeccién, por lo tanto estd encaminado a
restituir liquidos y a equilibrar los electrolitos (Robledo, 2015). Generalmente la enfermedad
dura de 4 a 7 dias y la mayoria de personas se recuperan sin tratamiento; sin embargo en

algunos pacientes necesitan hospitalizacion (Cabezas, 2011).

El tratamiento para fiebre tifoidea se basa en la administracion de amoxicilina o la
combinacién de antibidticos trimetropin-sulfametoxazol, pudiendo utilizarse una quinolona
como el ciprofloxacino de igual manera, debe llevarse a cabo una desinfeccién completa de
los objetos contaminados con heces u orina; finalmente, el paciente no debe manipular

ningun alimento ya que puede ser foco de contaminacion (Alvarez, 2010).

1.13. Vegetales listos para el consumo

Las costumbres alimenticias han cambiado en gran medida, cada vez hay menos tiempo
para preparar comidas nutritivas y equilibradas, como consecuencia de este ritmo de vida, la
demanda de productos vegetales naturales, frescos, saludables y dispuestos para consumir

se ha incrementado (Dura et al., 2015).

Los vegetales listos para el consumo (VLC) son alimentos para su consumo inmediato,
estos son sometidos a procesos de limpieza, corte y envasado, con la finalidad de alargar la
vida del vegetal, ademas de sus propiedades nutritivas, asi mismo, tiene como objetivo
principal evitar al consumidor la preparacion de los alimentos; por esta razén, quien los
consume a los VLC, prefieren inviertir un poco mas de dinero con la finalidad de consumir
productos de calidad, frescos y sobretodo satisfacer las necesidades de una buena

alimentacion (Aparecida et al., 2011).

La contaminacion de los alimentos se debe a un deficiente control de la temperatura, malas

practicas de manipulacion y a contaminacion cruzada de los alimentos procesados con
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ingredientes crudos, lo que conduce a que las bacterias presentes se multipliquen en el
alimento hasta alcanzar una dosis infectiva (Forsythe, 2010). Los VLC a pesar del proceso
de desinfeccion y limpieza a los que se someten, se consideran como fuente y vehiculo de

transmisién de enfermedades por alimentos (Sabbithi et al., 2014).

CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS
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2.1. Recoleccion de vegetales listos para el consumo

Las muestras vegetales listos para el consumo fueron de 139, los cuales se recolectaron en
los supermercados de la ciudad de Loja, los cuales se transportaron asépticamente a los

laboratorios de microbiologia de alimentos de la Universidad Técnica Particular de Loja.

Se consider6 la metodologia del BAM y la norma técnica NTE INEN 1750: hortalizas y
frutas frescas, para la obtencién de la muestra se analizaron 3 unidades con el mismo lote

de produccion (ver tabla 3).

Tabla 3. Muestreo.

Producto Poblacién en Unidades por

estudio muestra
Lechuga Romana (Ensalada César) 18 3
Lechuga Verde y crespa roja (Ensalada mix) > 3
Ensalada primavera (Lechuga Alemana Roja y verde) 3 3
Lechuga Romana (Ensalada mexicana) 5 3
Lechuga crespa y seda (ensalada italiana) 17 3
Ensalada de espinaca 4 3
Ensalada cole slaw zanahoria + col 33 3
Lechuga criolla lista 1 3
Zanahoria rallada 28 3
Tomate baby 10 3
Zanahoria baby 11 3
Manzana baby 10 3
Total 139
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2.2. Aislamiento e identificacion.

2.2.1. Preparacion de la muestra

Previo a la siembra de las muestras en estudio, se tomé como referencia la norma NTE

INEN 1529-2: toma, envio y preparacion de muestras para el analisis microbioldgico. La cual

manifiesta como debe estar la zona de trabajo en la que se va a manipular la muestra y los

materiales a utilizarse deben estar previamente esterilizados. Ver Anexo 1.
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2.2.2. Pre- enriquecimiento

En un frasco tapa rosca de 500 ml, se esteriliz6 225 ml de caldo lactosa, una vez frio
se procedié a pesar asépticamente 25 g de VLC.

Posteriormente se agitdé por 2 minutos y se dejé en reposo durante 60 minutos,
ademas se regulé el pH y con NaOH 1N o HCI 1N hasta 6,8 + 0,2.

Luego de ello se incubd por 24 + 2 horas a 35 °C + 2 °C.

2.2.3. Enriquecimiento en medio selectivo liquido.

Para el enriguecimiento se preparé caldos selectivos como caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) y caldo tetrationato (TT).

Se tom6 100 uL del caldo lactosa incubado a un 10 mL de caldo Rappaport-
Vassiliadis y 1 mL del mismo caldo a 10 mL de caldo Tetrationato (TT) y se
homogenizé los tubos.

Cada medio de cultivo se incub6 a diferentes temperaturas, el medio TT a 35 + 2,0

°CyelRVa42+0,2 °C en bafio maria los dos por 24 + 2 horas.

2.2.4. Aislamiento en medios selectivos.

Concluida la incubacion, se homogenizo los medios RVy TT.

Con un asa de 3 mm estéril se tomé una alicuota de 10uL de caldo TT, para inocular
en los medios sélidos (XLD, BS, SS, HK), mediante la técnica de cuadrantes en agar,
para el aislamiento de colonias puras, se repitié el mismo proceso con el caldo RV.

Se incubd las cajas inoculadas a 35+ 2 °C por 24 + 2h.
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2.2.5. Identificacién morfoldgica de colonias tipicas de Salmonella.

« Pasado el tiempo de incubacion, se procedié a observar e identificar las colonias que
presentaron una morfologia y caracteristicas de las colonias tipicas para Salmonella

spp, las mismas se pueden observar en la figura 3.

Agar SS Agar BS Agar XLD Agar HK

Fuente: (Pachdn, 2009).

Figura 3: Colonias tipicas de Salmonella spp.

2.3. Identificaciéon

2.3.1. Identificacion bioquimica

Sé purificO cepas tipicas presuntivas de Salmonella spp, posterior a ello para la
identificacion se utilizé pruebas bioquimicas: TSI, LIA, UREA, SIM y citrato, las mismas que
necesitan 24 horas a 37°C +2, de incubacién para la identificacion de microorganismos

pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae enfocado a la identificacion de Salmonella.

A continuacion la interpretacion e identificacion de Salmonella se presenta en la tabla 4, los

resultados de las pruebas bioquimicas se muestra en anexo 2.

Tabla 4. Interpretacion de resultados de pruebas bioquimicas para Salmonella.

Microorganismo TSI GAS H2H LIA UREA SIM INDOL | CITRATO
Salmonella spp K/A + + + - + - +
Salmonella K/IA - + + - + - -
Typhi
Salmonella K/A - - - - + - -
Paratyphi

Fuente: (Palomino & Gonzales, 2014)
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La interpretacion e identificacion de los diferentes microorganismos encontrados se
muestra en el anexo 2, se valido mediante el kit Microgen GN-ID identificacion, el

fundamento y metodologia de este kit se muestra en el anexo 3.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
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Una buena alimentacion previene y disminuye el aumento de enfermedades, los buenos
hébitos alimenticios que incluyen vegetales y frutas mejoran la calidad de vida (Lares et al.,
2011). La falta de tiempo en las dos ultimas décadas para consumir alimentos sanos, ha
provocado la demanda de vegetales listos para el consumo (VLC) (Dura et al.,, 2015).
Representan para el comensal una opcién rapida y facil de alimentacion (Rodriguez-
Cavallini, et al.,, 2010).

Sabbithi et al.,, (2014) manifiesta que los VLC se los considera como vehiculos de
transmisién de enfermedades de alimentos. A pesar de ser sometidos a diferentes procesos:
limpieza, corte, secado y envasado, con el fin de mantener al vegetal en buen estado y

mantener sus propiedades nutritivas (Aparecida et al., 2011).

Los VLC pueden contaminarse con Salmonella spp siendo un problema de salud publica
para quienes ingieran estos alimentos contaminados (Rodriguez-Cavallini et al., 2010).
Ademas de Salmonella spp existen otros microorganismos que causan enfermedades a los

consumidores y que también se transmiten a través de VLC (Palomino & Gonzales, 2014).

El presente estudio estuvo enfocado a la identificacion y serotipificaciéon de Salmonella en
vegetales listos para el consumo, obteniendo como resultado la ausencia de Salmonella en
139 muestras analizadas por esta razén no se realizé la serotipificacion de cepas sin
embargo, se procedid a identificar otros tipos de Enterobacterias presentes en los vegetales
(Anexo 4), se contrarrestaron estos resultados con otros estudios realizados a nivel

mundial. En la tabla 5 se encuentran especificadas las Enterobacterias identificadas.

Tabla 5. Porcentaje de Enterobacterias aisladas.

Muestra Numero de Microorganismo identificado | Porcentaje
Cepas

o ; o 0
= 54 Citrobacter freundii 38.85 %
>

[%2]

c

S 18 Enterobacter cloacae 12.95 %
©

© 8 E. coli 5.75 %
]

o 6 Pantoea agglomerans 4.31 %
[%2]

S 2 Enterobacter aerogenes 1.44 %
[%2]

§ 2 Shigella spp. 1.44 %
<

@ 1 Proteus mirabilis 0.73 %
(@)

2 15 Microorganismos no 10.79 %

fermentadores
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31 Microorganismo no identificado 22.30 %

2 No hubo crecimiento 1.44 %

Total:139 100 %

Fuente: Autor

No se logré identificar (15/139) de las muestras analizadas, razén por la cual se los catalog6
como microorganismos no identificados ya que no pertenecen al grupo de bacilos
gramnegativos entéricos (Brooks et al., 2014). Se detect6 (15/139) muestras de bacilos
gramnegativos no fermentadores (BGNNF), los cuales no utilizan los hidratos de carbono
como fuentes de energia, estos microorganismos se encuentran distribuidos en el suelo,
agua y plantas, a mas de 120 especies se les atribuye como patdégenos oportunistas
(Radice et al., 2011). En dos muestras no existid crecimiento de ninguna colonia en los
medios de cultivo suele suceder en VLC ya que son limpiados y desinfectados antes de su

comercializacion (Aparecida et al., 2011).

Los resultados de ausencia de cepas de Salmonella en nuestro estudio de vegetales listos
para el consumo son muy similares a estudios realizados en la ciudad de Teheran con un
total de 116 muestras (Jeddi et al.,, 2014), en Irlanda con 1545 muestras (Monitoring &
Surveillance, 2015); y en la provincia de Cagliari en Italia con un total de 159 muestras no se
observé ninguna cepa de Salmonella en VLC (Duggan et al.,, 2012). Sin embargo cabe
recalcar que en otros estudios si se evidencio la presencia de Salmonella, como en Irlanda
se evaluaron 1000 muestras en donde se detectd 1 muestra contaminada con Salmonella
que representa el 0.1% (Monitoring & Surveillance, 2015), en Estados Unidos entre los afios
2004 y 2012 con un total de 111.598 muestras se report6é 0,41% de muestras contaminadas
(Reddy et al., 2016), en Sao Paulo se reporté el 0,78% de 512 muestras (Sant'’Ana et al.,
2011), el 1,2% de 162 muestras por (Oliveira et al., 2011) y en Espafia con un total de 236
muestras se encontrd 4 muestras que representan el 1.7% de contaminacion por Salmonella

(Brignardello et al., 2014). De igual manera

La ausencia de Salmonella en VLC pudo deberse a “factores especificos que impidieron el
crecimiento del microorganismo como son: temperatura, pH, Aw y concentraciones de
NaCl, provocando estrés a las células, ademas del exceso de desinfectante” (OPS/OMS,
2015) ; sin embargo estos resultados no indican que los VLC tengan ausencia de
microorganismos patégenos que pueden ser causantes de enfermedades, por lo que en el
estudio realizado se encontr6é una variedad de enterobacterias que al igual que Salmonella

son patdégenas para el ser humano entre estas tenemos a E. coli y Shigella spp, siendo
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causantes de enfermedades gastrointestinales y que ademas estan entre los principales

patdgenos causantes de muertes a nivel mundial (Palomino & Gonzéles, 2014).

E.coli puede sobrevivir en cualquier lugar y mas adn en vegetales ya que tiene capacidades
de adhesion en la superficie de las plantas ademas sobreviven en agua y aire, las mayores
fuentes de contaminacién son el agua contaminada con las que son regados los vegetales
(Vera et al., 2015). En el presente estudio se aisl6 este patdgeno de ensaladas de lechuga,
col, espinaca y zanahoria con un porcentaje de 5.75% (8/139) del total de las muestras
analizadas, resultados similares en la ciudad de Kandy se identific6 2% de E. coli en 50
muestras (Silva et al., 2013). Iran report6 el 11.4% (6/20) de contaminacion con bacterias
patdgenas segun (Mohammad & Bahreini, 2012) y con una incidencia mas baja que la
nuestra se detecto la presencia del 0.27% (33/11869) muestras contaminada con E.coli en
Canada (Denis, et al., 2016). El 0.5% (1/70) en muestras analizadas en Estados Unidos
(Reddy & Feng 2013).

La presencia de Shigella en vegetales listos para el consumo se debe a la falta de higiene
en el agua con las que suelen ser regadas (Barrantes et al.,, 2012). En Midland- Odesa,
Texas Shigella spp fue causante de una gran epidemia por lechugas cortadas y ensaladas
listas para consumir (OPS/OMS, 2016). En nuestro estudio se detecto6 la presencia Shigella
spp con 1.44% (2/139) en muestras de tomate y manzana baby con una incidencia
considerablemente baja. En estudios realizados en Bolivia (Rodriguez et al., 2015), Irlanda
(Monitoring & Surveillance, 2015) no se detect6 la presencia de Shigella. En estudios
realizados en a Sin embargo cabe mencionar que pudo haber contaminacion a la hora de
manipular los vegetales con cuchillos sin desinfectar (Carrasco et al., 2012) o en el proceso
de la cosecha, troceado, remojo, envasado y preparacion al no manejar correctamente las
BPM (Castro-Rosas et al., 2012). La presencia de Shigella es una prueba de contaminacion
fecal ( Hernandez, 2016). Cabe mencionar que la presencia de este agente patdégeno se
pudo dar por el medio ambiente o atmosfera que favorecié su crecimiento (Motarjemi et al.,
2014). Ya que es resistente a un bajo pH y puede sobrevivir en alimentos con pH acido,
como algunas frutas, verduras y alimentos envasados al vacio o con atmosfera modificada,

ademas de sobrevivir en el agua (Elika, 2013).

Por otro lado se aislé Enterobacterias que afectan principalmente a personas que se
encuentran en un estado de inmunodepresion, entre estas tenemos a Citrobacter freundii,

Enterobacter cloacae, Pantoea agglomerans, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis.

La enterobacteria que se aislé6 con mayor porcentaje: 38.85% (54/139) fue Citrobacter con

una incidencia superior a otros estudios, similares realizados en el estado de Osun de

Nigeria se identificé el 1.2 % de 50 muestras (Jimoh et al., 2013). En China con un 7,9% (Liu
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et al., 2016). Korea el 16.66% (4/24) muestras contaminadas con Citrobacter (Song et al.,
2011). El 21.57 % en Venezuela, Maracay (Acevedo et al., 2011). Y finalmente en
supermercados de Peru se aislo 50% (Guevara et al., 2012). Citrobacter freundii tienen la
capacidad de producir H,S, lo que se puede confundir con Salmonella (Rodriguez, 2010). En
el presente estudio con (4/139) muestras presentaron presencia presuntivas consistente
para Salmonella pero se confirmé mediante el microgen GN-ID que no eran Salmonella si no
Citrobacter freundi. Dentro de los alimentos que estuvieron contaminados tenemos a
ensaladas de lechuga, col mas zanahoria, zanahoria rallada, tomate, zanahoria y manzana

baby.

De Enterobacter cloacae se aisldé 12.95% (18/139) en nuestro estudio, valores similares a
los encontrados en Corea 33.33% (8/24) muestras (Song et al., 2011), Argentina 75% (9/12)
(Zampini et al., 2007), en Sudafrica 14 % en 252 muestras (Nyenje et al., 2012); finalmente
con porcentajes bajos en Italia 2.53 % (Brignardello et al., 2014) y en Colombia el 0.24 %
(Méndez et al., 2011). Se atribuye la presencia de esta bacteria en los vegetales listos para
el consumo ya que no siempre se elimina por completo al lavarlos o desinfectarlos (Falomir
et al., 2013). Se encuentra en vegetales y poseen un mecanismo adherido a la superficie
vegetal protegiendo a la Enterobacteria, el cual no siempre se elimina por completo con un
lavado (Falomir et al., 2013). La tasa mas alta de mortalidad humana ha sido causada por
este microorganismo comparado con otras infecciones de Enterobacterias (Alvarez et al.,
2014).

Se aisl6 4.31 % (6 /139) de Pantoea agglomerans, la incidencia del microorganismo es
baja; similares a los estudios realizados en Nigeria con el 3.7 % de 50 muestras (Jimoh et
al., 2013); en Bogota 0.4 % (Méndez et al., 2011) y con mayor porcentaje en China con
11.4% (13/114) muestras con Pantoea agglomerans (Liu et al., 2016).Este microorganismo
ha sido aislado de alimentos como frutas y vegetales, ademas en heces de seres humanos y
de animales (Segado et al., 2012). Pantoea agglomerans, en humanos, puede ser un
patdégeno oportunista causante de sintomas muy severos (Bohra et al., 2012). Por otro lado

existen cepas de esta especie que han resultado ser benéficas (Fujikawa & Akimoto, 2011).

Se aislo el 1.44%,de Enterobacter aerogenes con una incidencia baja, similares a estudios
realizados en Corea, el 0.04 % (4/24) (Song et al., 2011), el 2.4% de 50 muestras en el
estado se Osun (Jimoh et al., 2013); en Rusia 9.80 % (15/232) (Levchuk et al., 2012).
Finalmente con un incidencia alta el 56% de 18 muestras en la ciudad de Benin en Nigeria
(Osamwonyi et al., 2013). La contaminacion de los vegetales se pudo deber al agua o suelo

(Regli & Pages, 2015). Esta especie se encuentra considerablemente distribuida en el agua,

26



suelo y vegetales, formando parte de la flora entérica comensal, esta asociada con
infecciones oportunistas aunque no existe evidencia de que sea causante de diarrea
(Escalante & Padilla, 2010). Esta posee una proteccion que le permite adaptarse a cualquier
medio ambiente y de igual manera su metabolismo se adapta a condiciones externas (Regli
& Pageés, 2015)

Se aisl6 el 0.73 % (1/139) de Proteus mirabilis siendo la bacteria con el porcentaje mas bajo
de este estudio. En estudios similares se encontraron porcentajes mucho mas elevados en
Sudafrica el 6.3% de 252 muestras (Nyenje et al., 2012), el 10% en La Paz, de 81 muestras
(Calvo et al., 2008), el 14.6 % de 50 muestras en la ciudad de Osun, Nigeria (Jimoh et al.,
2013) y finalmente el 50% (6/12) de muestras en Argentina (Zampini et al., 2007). Proteus
mirabilis es causante de infecciones oportunistas y nosocomiales y puede causar severas
infecciones (Bellis, 2013). La presencia de este microorganismo en vegetales puede
deberse a factores como contaminacion en el lugar de producciéon y manipulacion (Calvo et
al., 2008).

De acuerdo a las normas internacionales de alimentos (CODEX) debe existir ausencia de
microorganismos patégenos como Salmonella, Shigella, E. coli, de acuerdo a los resultados
obtenidos las muestras analizadas no cumplen con la nhorma por lo pueden afectar la salud
del consumidor (FAO/OMS, 2016), ya que como se menciond en apartados anteriores estas

enterobacterias son causantes de enfermedades gastrointestinales.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio no se detectd la presencia de Salmonella spp. en vegetales
frescos listos para el consumo, por tal motivo no se logré realizar la serotipificacion
de los mismos.

La ausencia de Salmonella en VLC pudo deberse a diferentes factores especificos,
los mismos que impidieron el crecimiento del microorganismo.

Los microorganismos aislados en vegetales listos para el consumo en su mayoria
son indicadores de contaminacion fecal.

De acuerdo a los microorganismos obtenidos los vegetales listos para el consumo en
su mayoria no estan cumpliendo un buen manejo de practicas de manufactura.
Segun el CODEX ALIMENTARIUS debe existir ausencia de microorganismos
patégenos como Salmonella, Shigella y E. coli, en base a los resultados obtenidos
de vegetales listos para el consumo analizados no se encuentran aptos para el
consumo humano ya que las bacterias aisladas son causantes de enfermedades

gastrointestinales.
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RECOMENDACIONES

Para el aislamiento e identificacion de Salmonella spp se pueden realizar técnicas
moleculares como PCR.

Incrementar el niumero de muestras para el aislamiento e identificacion de
microorganismos patdgenos como son Salmonella, Shigella y E. coli y asi obtener un
mayor numero de resultados los cuales servirian para un estudio epidemioldgico,
previniendo futuras enfermedades gastrointestinales en los consumidores.
Recomiendo realizar nuevos estudios en vegetales listos para el consumo, ya que se
encontraron microorganismos que son indicadores de un mal manejo de las BPM e
indicadores de higiene.

Manipular asépticamente las muestras en estudio, para evitar posibles

contaminaciones cruzadas entre los vegetales y dando resultado erréneos
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Anexo 2: Interpretacion e identificacién de microorganismos en pruebas

bioquimicas

Microorganismo TSI GAS H2H LIA UREA SIM INDOL | CITRATO
E. coli AIA + - + - +- + -
Shigella spp. - - - - . : - -
Enterobacter AA + ) } +- + - +
cloacae
Citrobac;ler AA ) B ) ) + . +
Freundii
Enterobacter AA + ) + ) + ) +
aerogenes
Proteus mirabilis K/A + + - - + - +
Pantoea K/A +- _ ; +/- + +/- +/-
agglomerans
Microorganismos K/K ) _ " . - - -
no fermentadores
Microorganismos AJA ) + } . . - -

no identificados
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Anexo 3: Metodologia del Microgen GN-ID Identificacion.

PROCEDIMIENTO - INOCULACION E INCUBACIONES

1. Hacer un test oxidasa del organismo aislado. Los organismos oxidasa positivos solo se

pueden identificar inoculando tanto las tiras del GN A como GN B.

2. Emulsificar una Unica colonia obtenida de un cultivo de 18-24 horas en 3 mL de solucién
salina estéril 0.85% para la tira GN A. Si se van a inocular ambas tiras, GN Ay GN B, la
colonia se debe emulsificar en 3-5mL de solucién salina estéril 0.85%. Mezclar bien.

3. Quitar la lamina adhesiva que sella los pocillos cuidadosamente. NO tirar la tira adhesiva,

que a posteriori se volvera a necesitar.

4. Usando una pipeta pasteur estéril, afiadir 3-4 gotas (aproximadamente 100uL) de la

suspension bacteriana a cada pocillo de la tira(s).

5. Para comprobar la pureza del in6culo, transferir 1 gota de la suspensién bacteriana a una
placa de medio no-selectivo. Incubar la placa aer6bicamente a 35-37°C durante 18-24

horas.

6. Después de la inoculacion, revestir los pocillos 1,2 y 3 (numerar la tira GN A empezando
por el final de la etiqueta) y pocillos 20 y 24 (tira GN B — el pocillo 13 es al final de la
etiqueta) con 3-4 gotas de aceite mineral. (NO afiadir aceite en el pocillo 20 si el organismo
aislado es oxidasa positivo). Estos pocillos estdn marcados con un circulo Negro alrededor

para facilitar su identificacion.

7. Sellar la parte superior de la tira(s) con la cinta adhesiva que se habia retirado antes e
incubar a 35-37°C. Asegurarse que los “agujeros” de la cinta adhesiva estan sobre los

pocillos 7, 11y 12 en la tira GN A strip y sobre el pocillo 14 en la tira GN B

. 8. Las tiras GN At GN B se leeran después de 18-24 horas de incubacién para las

Enterobacteriaceae, y tras 48 horas para los aislados oxidasa positivos.

PROCEDIMIENTO — LECTURA Y ADICION DE REACTIVOS
Tira GN A

1. Quitar la cinta adhesiva y anotar todas las reacciones positivas con la ayuda de la carta

de color

(incluida). Anotar los resultados en la hoja de resultados proporcionada.
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2. Afadir los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:

a) Afadir 2 gotas de reactivo Kovac's al pocillo 8. Leer y anotar los resultados

después de 60 segundos. Formacion de color rojo indica un resultado positivo.

b) Afadir 1 gota del reactivo VP | y 1 gota del reactivo VP Il al pocillo 10 y leer y

anotar los resultados tras 15-30 minutos.
La formacion de un color rosa / rojo indica un resultado positivo.

¢) Afadir 1 gota del reactivo TDA al pocillo 12 y leer después de 60 segundos. La

formacion de un color rojo cereza indica un resultado positivo.

3. Hacer el test de reduccion de nitrato al pocillo 7 después de leer y anotar el resultado del
test ONPG. Afadir 1 gota del reactivo Nitrato A y una gota del reactivo Nitrato B al pocillo y
leer después de 60 segundos. El desarrollo de color rojo indica que el nitrato ha sido
reducido a nitrito. Si el pocillo 7 se mantiene amarillo o incoloro después de la adicion de los
reactivos nitrato, afiadir una pequefia cantidad de polvo de zinc. Esto indicara si el nitrato ha

sido completamente reducido a nitrégeno gas.
Ej. Después de la adicion del Nitrato A + B:
Rojo = Positivo

Incoloro / amarillo = Negativo

Después de la adicion de polvo de zinc:
Incoloro / amarillo = Positivo

Rojo = Negativo

4. Anotar estos resultados adicionales en la hoja de resultados proporcionada.
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Tabla de identificacion Microgen ™ GN ID

Colour chart/Farbtafel/Tableau ‘de couleurs

Microgen™ GN A ID
by -z l] JIRS. 2 3 4 s 6 7 8 9 10 1 2 7
Reaction Lasine | Ornithine | S Glucose | Mamnitol | Xylose | ONPG. | Indole | Urease VP Citrate TOA. Nitrate
= 1030 8/°/8|0 O
(0] e ®
3@ e ORRD
Positive . . ) & .
Microgen™ GN B ID
el 2 3 4 s 6 7 8 9 10 1 12 12
Reaction Gelatin | Malonate | lnositol | Sorbitol | Rhamnose | Sucrose | Lactose | Arabinose | Adonitol | Raffinose | Salicin | Arginine24brs | Arginine 48hrs
Negative O ® © 0 © & & o o o O O
®  ® |0 o ©® % o 0 o o)
22
mve | @ @ 8 ¢ @
CAUTION: Keep out of direct sunlight. Due to Legend:

laminate discolouration sad paper ageing, the

colours 0o this chart will change.

These colours nre provided ns general guide to the range of test coloury.

4

Fuente: Pazmifio, 2012

(o}

(o)

Appropriate reagents 1o be added prior to reading.
Overluid with sterile mineral oil.
Not overlaid with oil for oxidase positive organism.
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Anexo 4: tipo de enterobacterias encontradas en los productos que sirvieron de

muestra para nuestro estudio.

Muestras de vegetales listos NUumero de Microorganismo identificado
para el consumo cepas aisladas
Ensalada cesar ( lechuga 10
romana)
Ensalada primavera (Lechuga 1
Alemana Roja y verde)
Lechuga Romana (Ensalada 1
mexicana)
Lechuga crespa y seda 8
(ensalada italiana) Citrobacter freundii
Ensalada de espinaca 2 38.85 %
Ensalada cole slaw zanahoria + 12
col
Zanahoria rallada 12
Tomate baby 1
Zanahoria baby 5
Manzana baby 2
total 54
Ensalada cole slaw zanahoria + 6 Enterobacter cloacae
col 12.95 %
Zanahoria rallada 5
Tomate baby 2
Zanahoria baby 1
Manzana baby 4
total 18
Ensalada cesar ( lechuga 2
romana)
Lechuga crespa y seda 2
(ensalada italiana)
Ensalada de espinaca 1 E. coli 5.75 %
Ensalada cole slaw zanahoria + 1
col
Zanahoria rallada 1
Tomate baby 1
total 8
Ensalada cesar ( lechuga 1
romana)
Ensalada primavera (Lechuga 2 Pantoea agglomerans 4.31%
Alemana Roja y verde)
Zanahoria rallada 1
Tomate baby 2
total 6
Zanahoria baby 2 Enterobacter aerogenes 1.44%
total 2
Tomate baby 1 Shigella spp. 1.44%
Zanahoria baby 1
total 2
Ensalada cesar ( lechuga 1 Proteus mirabilis 0.73%
romana)
total 1
Ensalada cesar ( lechuga 2
romana)
Ensalada mix (Lechuga Verde y 1
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crespa roja)

Lechuga crespa y seda 4
(ensalada italiana)
Ensalada de espinaca 1
Ensalada cole slaw zanahoria + 3 Microorganismos no fermentadores
col 10.79%
Lechuga criolla 1
Zanahoria rallada 2
Manzana baby 1
total 15
Ensalada cesar ( lechuga 2
romana)
Ensalada mix (Lechuga Verde y 1
crespa roja)
Ensalada mexicana (Lechuga 1
Romana) Microorganismo no identificado
ensalada italiana (Lechuga 3 22.30 %
crespa y seda)
Ensalada cole slaw zanahoria + 9
col
Zanahoria rallada 7
Tomate baby 3
Zanahoria baby 2
Manzana baby 3
total 31
Ensalada cole slaw zanahoria + 2 No hubo crecimiento 1.44 %
col
total 2
TOTAL 139 100%

Fuente: Autor
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