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RESUMEN

Salmonella es una enterobacteria responsable de causar salmonelosis, es un bacilo
gramnegativo anaerobio facultativo, mévil ya que posee flagelos peritricos, no fermenta
lactosa, productora gas a partir de la fermentacion de hidratos de carbono. El objetivo de
esta investigacion fue detectar la presencia de cepas y serotipos de Salmonella en vegetales
frescos empacados y de venta libre: lechuga, espinaca, albahaca, brotes de soja, culantro,
perejil y col; que se expenden en los mercados y supermercados de la ciudad de Loja. Se
analiz6 138 muestras, de cada producto y de cada lote se tomé 3 productos al azar para
establecer una unidad analitica. Se utilizé la metodologia propuesta por el Manual Analitico
Bacteriolégico (BAM) para aislamiento y deteccibn de Salmonella, que consistié en
preenriquecimiento, enriguecimiento selectivo, siembra en medios selectivos e identificacién
y confirmacién bioquimica. En los resultados obtenidos no se logré detectar la presencia de
Salmonella en este tipo de vegetales, sin embargo se aisl6 e identificd otros microorganismos
entéricos de mayor importancia como: Citrobacter freundii 19,57% y E. coli 15,94%, que

sirven como indicadores de contaminacion fecal.

Palabras clave: Vegetales frescos empacados y de venta libre, ETA, Salmonella,

Serotipificacién, Patogenicidad, Microorganismos entéricos.



ABSTRACT

Salmonella is an enterobacteria responsible for causing salmonellosis, is an anaerobic
gramnegative bacillus facultativo, mobile as it has perimeter flagella, does not ferment lactose,
producing gas from the fermentation of carbohydrates. The objective of this research was to
detect the presence of Salmonella strains and serotypes in fresh and packaged vegetables:
lettuce, spinach, basil, soybean shoots, coriander, parsley and cabbage; which are sold in the
markets and supermarkets of the city of Loja. 138 samples were analyzed, of each product
and each batch was taken 3 random products to establish an analytical unit. We used the
methodology proposed by the Bacteriological Analytical Manual (BAM) for isolation and
detection of Salmonella, which consisted of pre - enrichment, selective enrichment, selective
seeding and biochemical identification and confirmation. In the results obtained it was not
possible to detect the presence of Salmonella in this type of vegetable, however it was isolated
and identified other enteric microorganisms of major importance as: Citrobacter freundii

19,57% and E. coli 15,94%, that serve as Indicators of fecal contamination.

Key words: Fresh and packaged vegetables, ETA, Salmonella, Serotyping, Pathogenicity,

Enteric microorganisms



INTRODUCCION

En la actualidad existe una elevada demanda en el consumo de vegetales frescos empacados
y de venta libre, a los cuales los podemos adquirir en diferentes supermercados, mercados o
ferias libres en diversas presentaciones, estos poseen diferentes propiedades alimenticias
gue son una fuente muy rica en vitaminas, minerales, fibra los cuales proporcionan energia
al cuerpo humano, sin embargo, estos vegetales son vulnerables y estan expuestos a
contaminacion bioldgica y quimica debido a las propiedades fisicas y de cultivo, situacion que

genera un peligro para la salud humana (Quilliam et al., 2012).

Diversos vegetales como: lechuga, espinaca, perejil, culantro, albahaca, brotes de soja, entre
otros, son muy utilizados como fuentes de alimento primario como condimentos y ensaladas,
caracteristicos de zonas semitempladas en todo el mundo, lo cual refleja la importancia del

control de calidad e inocuidad de los vegetales (Monge et al., 2011).

Segun Puig et al. (2013) la contaminacién biol6gica de productos horticolas estan
relacionadas con las malas practicas sanitarias, como es la siembra, desarrollo, cosecha,
post cosecha, uso de agua contaminada. El uso de desechos bioldgicos solidos utilizados
como fertilizantes sin tratamiento alguno, presencia de animales en el area de cultivo, el suelo,

transporte, almacenamiento, empagquetamiento (Suslow, 2009).

El estudio de ETA, se realiza debido a la prevalencia de enfermedades producidas por
microorganismos patdgenos, desde el punto de vista sanitario estos vegetales pueden ser el
vehiculo de infecciones o intoxicaciones (Dennis et al., 2010). Se estima que las ETA afectan
aproximadamente a 48 millones de personas anualmente en Estados Unidos, de los cuales
9.4 millones de enfermedades son producidas por patégenos conocidos (Scallan et al., 2011).
Painter et al (2013) atribuye a los vegetales y frutas el 51% de las ETA en Estados Unidos
(1998-2008), mientras que productos de origen animal tanto terrestre como acuaticos

representan el 42% y 6% respectivamente.

La familia enterobacteriaceae es responsable de producir enfermedades, debido a que esta
familia es colonizadora exitosa en ambientes favorables para su desarrollo (Stanbrige. 1998;
Nychas. et al. 2008; Vasilopoulos. et al. 2010). En los diferentes estudios de diversos
alimentos ya sean carnicos o vegetales, se han podido encontrar brotes y subtipos
pertenecientes a esta familia causantes de diversas enfermedades a nivel mundial
(Doulgeraki. et al. 2011).

Los vegetales frescos empacados y de venta libre son aquellos que conservan sus

propiedades fisicas, propias del alimento sin recibir alguna modificacién en la forma original



del vegetal, la utilizacién de bolsas plasticas es para proteger a los vegetales de un posible
dafio mecénico, contaminacién quimica y microbiana, brindando una barrera simple a la
influenza de factores externos e internos, debido a que los vegetales frescos empacados
representan el 33% de exportaciones y comercializacion total (INEN 1750:1994; Garcerant.,
2015).

El capitulo | hace referencia a las Enfermedades Trasmitidas por los Alimentos (ETA),
infecciéon e intoxicacion alimentaria, fuentes de transmisién, reservorios, ademas se realiza
una descripciébn de patdgenos causantes de enfermedades pertenecientes a la familia
enterobacteriaceae, se realiza descripcion de los métodos de deteccion y confirmacién de los

microorganismos pertenecientes a la familia enterobacteriaceae.

En este contexto se realiza el estudio de serotipificacion de cepas aisladas de Salmonella spp
de vegetales frescos empacados, partiendo de estudios realizados por Reddy (2015), en
donde estudié Prevalencia y caracteristicas de los serotipos de Salmonella aislados
de productos frescos comercializados en los Estados Unidos, y por Barrantes (2011) Calidad

Microbiolédgica y analisis de patdgenos (Shigella y Salmonella) en lechuga.

En el capitulo 2, hace referencia a la metodologia empleada en este estudio, la cual se basé
en la utilizaciébn propuesta por el Manual Analitico Bacteriolégico (BAM) capitulo 5:
Salmonella, de la FDA en el 2007, se realiz6 un estudio de 138 muestras de vegetales frescos

empacados y venta libre en los diferentes mercados y supermercados de la ciudad de Loja.

El capitulo 3, indica los resultados obtenidos en el presente trabajo, en la cual no se pudo
aislar Salmonella spp, pero sin embargo se logré aislar otros microorganismos pertenecientes

a la familia enterobacteriaceae y que nos sirven con indicadores de higiene de los alimentos.

Durante el desarrollo de la investigacién se observaron dificultades en la identificacion de
Salmonella spp, debido a que colonias de Citrobacter freundii produjeron H,S, se las
considero como Salmonella spp, debido a esto se utiliz6 técnicas semiautomatizadas para la

confirmacioén de los microorganismos en estudio.

Es este estudio no se encontré6 Salmonella spp, sin embargo se logré aislar e identificar
microorganismos como Citrobacter freundii, es la bacteria de mayor incidencia, con el 19,57%
(27/138), E. coli, con el 15,94%(22/138), Pantoea agglomerans, con el 4,35% (6/138),
Enterobacter cloacae, con el 2,90% (4/138), seguido de Citrobacter koseri, Enterobacter
aerogenes, Alkalescens dispar, con el 1,45% (2/138) vy finalmente, Proteus vulgaris,
Klebsiella pneumoniae con el 0,72% (1/138), que nos sirven como indicares de higiene en

alimentos.



CAPITULO |

MARCO TEORICO



1.1 Enfermedades trasmitidas por los alimentos (ETA)

Las Enfermedades Trasmitidas por los Alimentos (ETA) son originadas por la ingestion de
alimentos y/o agua, que contengan agentes etioldgicos en cantidades que afecten a la salud
del consumidor a nivel individual o grupal en la poblacion humana (Guerrero, 2016).

Se atribuye a los vegetales y frutas el 51% de las ETA en Estados Unidos (1998-2008),
mientras que productos de origen animal tanto terrestre como acuéticos representan el 42%
y 6% respectivamente (Painter et al, 2013). Se estima que ETA afecta alrededor de 48
millones de personas anualmente en Estados Unidos, de los cuales el 9,4 millones de
enfermedades son producidas por patégenos conocidos (Scallan et al., 2011).

Se han reportado mas de 250 ETA, pero las mas importantes son las alteraciones
gastrointestinales (Pauta, 2014). Existen numerosos tipos de ETA que presentan diferente
sintomatologia, dependientes del tipo de contaminacion y cantidad de alimento consumido,
los signos mas comunes son vomitos y diarreas pero también pueden presentarse dolores
abdominales, dolor de cabeza, fiebre, sintomas neuroldgicos, visibn doble entre otros,
ademas, ciertas ETA pueden generar enfermedades crénicas a largo plazo tales como dafios
renales, artritis, meningitis, aborto y en casos extremos la muerte (Kopper et al., 2009).

Los agentes etiolégicos predominantes son responsables de causar alteraciones
gastrointestinales que puede deberse al consumo de alimentos y bebidas que contienen
microorganismos patdgenos y sus toxinas, estas alteraciones resultan del consumo de
alimentos y agua contaminados con células de bacterias patdégenas. Con base a las
caracteristicas de las enfermedades se pueden dividir en tres grupos: Intoxicacion, infeccion

y toxicoinfeccion (Ray & Bhunia, 2010).

1.1.1. Infeccién alimentaria.

Las enfermedades de este tipo es el resultado del consumo de alimentos y agua
contaminados con bacterias y virus enteropatogénicos que deben permanecer vivos en los
alimentos o agua durante el consumo, asi las mismas se encentren en nimeros reducidos
tienen la capacidad de multiplicarse en el tracto gastrointestinal por ejemplo infecciones por

Salmonella, Escherichia coli (enterohemorragica y enteropatogénica) (Ray & Bhunia, 2010).

Las infecciones alimentarias son producidas por la ingestion de alimentos con agentes
infecciosos tales como bacterias, virus, hongos, parasitos, que en la luz intestinal pueden
multiplicarse y producir toxinas o0 a su vez invadir la pared intestinal para atentar con el

sistema inmunoldgico (Guerrero, 2016).



1.1.2. Intoxicacién alimentaria.

Las enfermedades producidas por intoxicacion alimentaria ocurren como consecuencia de la
ingesta de toxinas bacterianas preformadas que crecen en los alimentos, una toxina debe
estar presente en forma activa en un alimento contaminado para producir la intoxicacién; una
vez que los microorganismos han crecido y generado toxinas en el alimento, no hay
necesidad de que este tenga células viables cuando es consumido para que presente la
enfermedad por ejemplo cepas de Clostridium botulinum (Ray & Bhunia, 2010). Ademas las
intoxicaciones son producidas por la ingesta alimentos que contengan toxinas producidas por
los microorganismos presentes en tejidos de plantas o animales (Kopper et al, 2009). Se
produce cuando ciertas bacterias una vez desarrolladas secretan toxinas y son ingeridas
mediante los alimentos, se absorben en el epitelio intestinal solo basta la presencia de
sustancias toxicas para desarrollar enfermedades y no de la bacteria como tal (Pascual,
2005).

1.1.3. Toxiinfeccién alimentaria.

Los problemas de salud generados se debe a la ingesta de un gran nimero de células viables
de algunas bacterias patdgenas que se encuentra en el alimento o agua contaminada, por lo
regular las células bacterianas esporulan, colonizan o mueren y liberan toxinas que producen
los sintomas de la enfermedad por ejemplo gastroenteritis producida por Escherichia coli,

Salmonella spp (Ray & Bhunia, 2010).

1.2 Microorganismos indicadores

Se considera como microorganismos indicadores a todos los grupos o especies de
microorganismos implicados en enfermedades de origen alimentario que por lo usual son
patdgenos entéricos, lo que significa que pueden sobrevivir en el tracto gastrointestinal de los
seres humanos, asi como de animales y aves, un producto contaminado de manera directa o
indirecta con materia fecal de cualquiera de estas fuentes, es indicativa de la posible
presencia de patdégenos entéricos (Ray & Bhunia, 2010). Los microorganismos indicadores
advierten un manejo inadecuado de alimentos, los cuales pueden incrementar la presencia

de microorganismos patdgenos causantes de ETA (Fuentes et al, 2014).

Los denominados microorganismos indicadores de la calidad microbiana o indicadores de la
durabilidad, son organismos o productos metabdlicos, cuya presencia en determinados
niveles en los alimentos se utiliza para evaluar la calidad del alimento, la principal bacteria de

este grupo es la Escherichia coli cuya presencia en los alimentos indica una posible



contaminacion fecal por lo cual el consumidor en casa de ingerir este alimento podria estar

expuesto a bacterias entéricas (Vazquez & O’Neill, 2013).

1.3 Familia Enterobacteriaceae

La familia Enterobacteriaceae es aquella responsable de producir enfermedades, debido a
gue son colonizadores exitosos en ambientes favorables para su desarrollo (Stanbrige, 1998;
Nychas et al, 2008; Vasilopoulos et al, 2010). En los diferentes estudios de diversos alimentos
sean carnicos o vegetales se han podido encontrar brotes y subtipos pertenecientes a esta
familia causantes de diversas enfermedades a nivel mundial (Doulgeraki et al, 2011). La
familia Enterobacteriaceae esta formada por bacilos y cocobacilos gramnegativos, tienen esta
denominacion por su localizacion habitual como saprofitos en el tubo digestivo, aunque son
bacterias ubicuos encontrandose en el suelo, vegetacion, agua y formando parte de la flora
intestinal del hombre y de muchos animales (Garcia & Rodriguez, 2010).

Enlatabla 1, se muestra los diferentes géneros y especies de Enterobacterias de importancia

clinica, responsables de causar diversas patologias en el ser humano.

Tabla 1. Enterobacterias de Importancia Clinica

Género Especie

Escherichia coli, alberti, alvei

Klebsiella pneumoniae, oxytoca, granulomatis

Salmonella Choleraesuis

Enterobacter aerogenes, cloacae, aglomerans,
gergoviae, sakazakii

Serratia Marcencens

Hafnia Alves

Citrobacter freundii, amalonaticus, diversus

Yersinia pestis,enterocolitica, pseudotuberculosis

Proteus mirabilis, vulgaris

Providencia rettgeri,stuartii

Morganella Morganii




Shigella dysenterii, flexneri,sonnei, boydei

Plesiomonas Shigelloides
Edwarsiella tarda
Ewingella Americana

(Garcia & Rodriguez, 2010)

1.3.1 Grupo coliforme.

El grupo coliforme estd conformado por especies de diversos géneros como: Escherichia,
Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, estas especies comparten caracteristicas comunes, son
bacilos gramnegativos, no formadores de esporas, anaerdbicos facultativos, méviles, en 48
horas fermentan lactosa para producir acido y gas a temperaturas de 32 a 35°C, todas tienen
la capacidad de progresar en los alimentos, excepto los que tienen un pH <4y Aw < 0.92,
suelen estar presentes en heces de humanos, animales de sangres caliente y aves (Ray &
Bhunia, 2010).

El grupo coliforme es casi exclusivo de la materia fecal, sin embargo las caracteristicas de
sobrevivencia y capacidad para multiplicarse fuera del intestino también se observan en agua
potable, por lo que al grupo coliforme se lo utiliza como indicador de contaminacion fecal
(Camacho et al, 2009).

1.3.1.1 Citrobacter.

Son bastoncillos de 1x4um solos o en pares, por lo general son moviles, mesofilicos, se
encuentran en los contenidos intestinales de los seres humanos, animales, aves y en el
ambiente, se incluye en el grupo de coliformes como indicador de higiene la especie mas

importante de este género es el Citrobacter freundii (Ray & Bhunia, 2010).

El género Citrobacter estd ampliamente disperso en la naturaleza, encentrandose en el agua,
suelo, tracto intestinal de humanos y animales, se los denomina Citrobacter por su capacidad
de usar citrato como Unica fuente de carbono, estos microorganismos fermentan lactosa,
produce H,S, por lo que se los puede confundir con Salmonella, este microorganismo se lo
denomina patégeno oportunista debido a que causa infecciones a personas inmudeprimidas,
tales como: infecciones urinarias, abscesos cerebrales y gastroenteritis (Garcia & Rodriguez,
2010).



1.3.1.2 Enterobacter.

Son bastoncillos de 1x2mm, mdéviles, mesofilicos, se encuentran en los contenidos
intestinales de los seres humanos, animales, aves y en el ambiente, se incluye en el grupo
de coliformes como indicador de higiene la especie mas importante de este género es
Enterobacter aerogenes (Ray & Bhunia, 2010).

Las cepas de Enterobacter tienen motilidad positiva, citrato y descarboxilan ornitina y produce
gas a partir de glucosa, estos microorganismos poseen capsulas pequefias de polisacaridos
(Jawetz et al, 2010).

1.3.1.3 Klebsiella.

Son bastoncillos medianos 1x4um, muestran multiplicacibn mucoide, generalmente son
moviles, poseen capsulas de polisacaridos de gran tamafio y falta de motilidad (Jawetz et al,
2010).

Bastoncillos medianos 1x4um se presenta solo o en pares, moviles, encapsulados,
mesofilicos, se encuentran en contenidos intestinales de los seres humanos, animales, aves,
suelo, agua y granos, se incluye en el grupo de coliformes como indicador de higiene la
especie mas importante de este género es Klebsiella pneumoniae (Ray & Bhunia, 2010).

1.3.1.4 Escherichia.

El género Escherichia son bastoncillos rectos 1x3um mdviles o inméviles, descarboxilan
lisina, producen gas a partir de glucosa, la mayor parte fermentan lactosa; la Escherichia coli
es la especie mas importante dentro de este grupo de bacterias, debido a que no solo forman
parte la flora habitual del intestino, sino porque ademas agrupa cepas extraintestinales
(Garcia & Rodriguez, 2010).

El género Escherichia son microorganismos mesofilicos, se encuentra en contenidos
intestinales de seres humanos, animales de sangre caliente, aves, muchas cepas no son
patdégenas pero algunas son patdgenas para los humanos y animales, estan implicadas en
las enfermedades de origen alimentario, se usan como indicador de higiene del grupo

coliforme, la especie mas importante de este género es Escherichia coli (Ray & Bhunia, 2010).

1.3.2 Enteropatdgenos.

Este grupo incluye muchos patégenos entéricos, sin embargo unos participan con mas

frecuencia que otros, las células vivas de patdgenos entéricos ingresan al organismo por



medio de los alimentos contaminados, las células que sobreviven al ambiente gastrico
penetran la membrana y se establecen en las células epiteliales de los intestinos, donde se
multiplican y producen toxinas, los sintomas entéricos son locales y se debe a la infeccion del
tracto gastrointestinal. Lo que incluye dolor abdominal, diarrea, nauseas, vomitos y fiebre, los
ejemplos de estos patdégenos son: Salmonella, Shigella, E. coli (enteropatogénica,
enterotoxigenica, enteroinvasora) y Campylobacter jejuni (Ray & Bhunia, 2010; Jawetz et al,
2010).

1.4 Género Salmonella

El género Salmonella es una bacteria patogénica responsable de causar salmonelosis,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gramnegativo aerobio o anaerobio
facultativo, generalmente mavil debido a que presenta flagelos peritricos, no fermentan
lactosa, aunque la mayoria producen sulfuro de hidrogeno o gas por fermentacion de hidratos
de carbono, requiere una temperatura optima de 36°C y un pH 7.0 respectivamente, esta

bacteria reside en los intestinos de personas y animales (Fallis, 2013).

1.5 Clasificacion taxonémica

El género Salmonella tiene una taxonomia dificil, modificada por estudios moleculares en su
ADN, que han aclarado el panorama taxondmico de las Enterobacterias, ademas el género
Salmonella debe su nombre a David Elmer Salmon, médico veterinario que dirigio los estudios
en 1884 que llevaron al descubrimiento de este género, que contiene mas de 2000 serotipos
en funcién a sus antigenos: Antigueno Somatico (O), Flagelar (H) y virulento (Vi) (esquema
de Kauffman-White) (Delgado, 2015).

En la tabla 2 utlizando el esquema de Kauffman-White, se muestra la clasificacion
taxondmica de Salmonella, este género se ha simplificado y reagrupado todas las cepas
(patébgenos y no patogenas) en 2 Unicas especies S. entérica que se subdivide en 6

subespecies que son patogénicas y la S. bongori que no es patogénica para el ser humano.

Tabla 2. Clasificacion Taxonomica de Salmonella spp

12 Especie 292 Especie

Esta se encuentra dividida en 6 subespecies Salmoenlla bongori
1. Salmonella enterica subespecie entérica (l)

2. Salmonella entérica subespecie salamae (Il)
3. Salmonella entérica subespecie arizonae (llla)

4. Salmonella entérica subespecie diarizonae (lllb)




5. Salmonella entérica subespecie houtenae (IV)

6. Salmonella entérica subespecie indica (VI)

Fuente: (Gonzalez et al, 2014).

1.6 Morfologiay caracteristicas fisiolégicas en medios de cultivo

La caracteristica morfolégica y bioquimica de las colonias de Salmonella spp se diferencian
morfolégicamente debido a su gran tamafio de 2.4mm y tienen una estructura rugosa y lisa
(FDA, 2009; Gonzalez et al, 2014).

Utilizando la metodologia del BAM (2007) y de Gonzélez et al (2014), nos muestran las
colonias tipicas de Salmonella en los diferentes medios de cultivos descritos en la tabla 3.

Tabla 3. Morfologia de colonias de Salmonella spp

Medios de Cultivo Selectividad Aspecto de las Colonias

Negras o gris verdoso, pueden presentar brillo
Agar Bismuto Alta metélico, con o sin oscurecimiento del medio

gue los rodea

Agar XLD Alta Rojas con centro negro

(Xilosa Lisina Desoxicolato)

Agar Hektoen Alta Verdes — Azuladas con centro negro

Agar SS (Salmonella Shigella) |Alta Incoloro, colonias generalmente negras

Fuente: (FDA, 2009; Gonzalez et al, 2014).

1.7 Condiciones de supervivencia

Cuando las colonias de Salmonella pasan de los animales hospedadores a los alimentos, son
capaces de multiplicarse a un ritmo muy acelerado entre 15-20 minutos, la temperatura es
una de la piezas claves para el crecimiento de esta bacteria, en la tabla 4 se muestra las

condiciones de crecimiento de Salmonella (Elika, 2013).

En la tabla 4, describe las condiciones de supervivencia maximas y minimas que se debe

tener en cuenta para poder aislar cepas de Salmonella.



Tabla 4. Condiciones de Supervivencia

Condiciones Minimo Optimo Maximo

Temperatura 5.2 35-43 46.2

pH 3.8 7-75 9.5

Actividad de Agua 0.93 0.99 >0.99
(Elika, 2013).

1.8 Reservorios

La bacteria de Salmonella spp. tienen como reservorios principalmente el tracto
gastrointestinal de animales sanos, como aves de corral, ganado vacuno y animales
domésticos, sin provocar problemas a la salud humana, ademas en esta bacteria puede
sobrevivir en el medio ambiente durante mucho tiempo, debido a su gran resistencia a la baja
actividad del agua (Elika, 2013).

1.9 Patogenia

La Salmonella spp, presenta diferencias en cuanto a la especificidad del hospedero, mientras
gque diversas variedades son capaces de producir enfermedades con diferentes
caracteristicas y sintomatologia, la serovariedad mas comun en el hombre es la S. typhi
(Minor, 2011).

La salmonelosis logra observarse bajo cinco diferentes sindromes clinicos, que se presentan
de forma exclusiva o superpuesta, los que son estrictamente de humanos y de portadores

asintomaticos, como se puede observar en la tabla 5.

Tabla 5. Clasificacién de Serotipos de Salmonella spp

Serotipos estrictamente de Humanos Serotipos ubicuos
e Causan sindromes tifoideos, con e Aquellos serotipos que provocan
cuadros de septicemia. diarrea, vomito y friebre.

(Minor, 2011).

1.10 Epidemiologia

Los brotes de salmonelosis mas comunes y de mayor peligrosidad son la fiebre tifoidea y

gastroenteritis aguda (Fica et al., 2012).



1.10.1. Salmonelosis.

La salmonelosis es un conjunto de infecciones alimentarias més frecuentes en todo el mundo,
asociada a ETA, es la mayor responsable de muertes (Betancor & Yim, 2012). El nimero de
brotes ha aumentado a un total de 37 brotes de salmonelosis, los cuales se los ha relacionado

con el consumo de alimentos de origen vegetal que incluye productos frescos (Biohaz. 2013).

1.10.2. Fiebre tifoidea.

La fiebre tifoidea es una enfermedad febril aguda de origen entérico producida por la
Salmonella typhi, en ocasiones muy raras producidad por Salmonella paratyphi A, Salmonella
paratyphi B y Salmonella paratyphi C, pueden provocar un cuadro clinico similar aunque de
menor gravedad, estas salmonellas solo afectan a los humanos, las complicaciones suelen

ser la perforacion y hemorragia intestinal (Jurado et al, 2010).

1.10.3. Gastroenteritis aguda.

La gastroenteritis aguda (GEA), infeccién que afecta al tracto gastrointestinal caracterizada
por la presencia de diarrea, acompafada o no de fiebre, nauseas, vomito, dolor abdominal.
La duracién de la diarrea dura aproximadamente 7 dias, la GEA es mas frecuente en nifios
menores de 5 afios, es una enfermedad muy frecuente en pacientes hospitalizados (Benéitez
Maestre & de Miguel Duran, 2015).

1.11 Identificacién y serotipificacion

Se entiende por identificacibn microbiana al conjunto de técnicas y procedimientos para
establecer la identidad de un microorganismo, en el area clinica donde es importante conocer
el agente responsable de una infeccion o intoxicacibn que presenten las personas; la
identificacion bioquimica de Salmonella es relativamente estandar, sin embargo se han
encontrado algunas variaciones en los diferentes medios de cultivo y pruebas bioquimicas, lo
cual se han llevado a tomar técnicas moleculares como diagndstico mas rapido y simple
(Fernandez et al, 2010; Vizcarrondo & Gutiérrez, 2008). Para detectar este microorganismo
se realiza un pre-enriquecimiento no selectivo de la muestra, seguido de enriquecimiento
selectivo, para luego realizar la siembra en medios de cultivo selectivos y posteriormente la
caracterizacion de las cepas mediante pruebas bioquimicas (TSI, LIA, SIM, UREA, Citrato)
(Gonzalez et al, 2014).



Para la conformacién de Salmonella se realiz6 mediante el kit Microgen TM GN- ID
identificacion, este sistema comprende dos tiras de micropocillos por separado (GN- Ay GN-
B), cada uno utiliza de 12 a 24 substratos bioquimicos estandarizados para la identificacion

de la familia Enterobacteriaceae (Pazmifio, 2012).

La serotipificacion es un complemento importante en la identificacién bioquimica, ya que nos
permite determinar desde el punto de vista epidemiolégico la prevalencia de serovariedades
de patégenos en diferentes zonas geograficas, la cual es una técnica util para el estudio de
brotes principales causantes de enfermedades y conocer las vias de contaminacion
(Ministerio de Salud, 2011).

Las reacciones de antigeno — anticuerpo para la serotipificacion de cepas se basa
fundamentalmente en la que los microorganismos presentan diferencias en su constitucion
antigénica, estos microorganismos presentan variedad de antigenos, productos de excrecién,
gue con un correcto anticuerpo van a reaccionar contra distintos determinantes antigénicos
de la misma molécula la cual nos ayuda a identificar el serotipo de la cepa causante de la
infeccién (Caffer & Terragno, 2011). La serotipificacién de Salmonella est4 determinada por
los siguientes tres tipos de antigenos: el antigeno somatico (O) “estos son lipopolisacaridos
componentes principales de la pared celular’, el antigeno flagelar (H) “son proteinas
localizadas en los flagelos” y el antigeno de virulencia (Vi) “es un polisacarido termolabil
localizado en la capsula”. En julio de1963 se identificaron 3 especies de Salmonella: S. typhi,
S. Choleraesuis y S. enteritidis y la mayoria de los serotipos analizados pertenecen a la Gltima

especie antes mencionada (Esquema de Kauffman- White) (Fern, 2015).

1.12 Tratamiento

El tratamiento utilizado para tratar la fiebre tifoidea han sido: cloranfenicol, ampicilina,
cotrimoxazol, quinolonas y cefalosporinas de tercera generacion; se han reportado cepas
resistentes al cloranfenicol, ampicilina y cotrimoxazol, en caso de que existieran
complicaciones con afeccion al SNC, se puede utilizar esteroides para evitar complicaciones.
Asimismo si existe hemorragia intestinal puede usar transfusiones sanguineas y en caso de

perforacion intestinal la cirugia es inexcusable (Jurado et al., 2010).

El tratamiento para salmonelosis gastroenteriticas, es un cuadro autolimitado que no precisa
de tratamiento antibiotico, solo de medidas de sostén con reposicion de liquidos y electrolitos,
en pacientes mas vulnerables con enfermedades asociadas o0 patologias que alteren
resistencia antibioterapia, que puede realizarse con quinolonas, cotrimoxazol o amoxicilina

durante 48-72 horas, no se recomienda el uso de inhibidores de la motilidad intestinal, ya que



predisponen a la aparicion de bacteriemia, en caso de infecciones vasculares se recomiendo
un tratamiento con betalactamicos (ampicilina o ceftriaxona) por via intravenosa durante 6

semanas (Jurado et al., 2010).

La base del tratamiento es la realimentacion precoz y el uso de soluciones de rehidratacion
oral para la deshidratacion leve-moderada, los antimicrobianos no tienen ningun papel
establecido en el tratamiento inicial de la mayoria de GEA, los farmacos antidiarreicos no son
eficaces en general, y algunos estan contraindicados (Benéitez Maestre & de Miguel Duran,
2015).

1.13 Inocuidad de los Alimentos

La inocuidad de los alimentos hace referencia al nivel de confianza de un alimento, la cual no

perjudique la salud del consumidor a corto o mediano plazo (FAO, 2012).

La pérdida de inocuidad de los alimentos puede ocurrir a los largo de la cadena alimentaria
como en la fase de produccion, desarrollo, cosecha, transporte y almacenamiento, los
principales peligros relacionados con los alimentos son contaminacién microbiana, residuos
de plaguicidas, residuos de medicamentos veterinarios, contaminantes biol6gicos y otros
factores con micotoxinas, biotoxinas marinas, material extrafio entre otros (Blanco-metzler,
2010). Ademas las fuentes de contaminacion biol6gica de productos horticolas esta

relacionado con las malas practicas sanitarias y uso de agua contaminada (Puig, et al., 2013).

En productos horticolas las principales fuentes de contaminacién son: presencia de animales
en el area de cultivo, suelo, uso de desechos bioldgicos utilizados como fertilizantes sin recibir
tratamiento alguno, transporte, almacenamiento y empaquetamiento (Rushing, 2012; Suslow,
2009).

Los vegetales frescos empacados son aguello que conservan sus propiedades fisicas propias
del alimento, sin recibir alguna modificacion en la forma original del vegetal, la utilizacion de
bolsas plasticas es proteger a los vegetales de un posible dafio mecénico, contaminacion
guimica y microbiana, brindando una barrera simple a la influenza de factores externos e
internos, debido que los vegetales frescos empacados representan el 33% de exportaciones
y comercializacion total (INEN 1750:1994; Garcerant., 2015).



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS



La presente investigacion se la realizé con un total de 138 muestras, utilizando la Metodologia
propuesta por el BAM capitulo 5: Salmonella spp, de la FDA (2007), la misma gque consistié

en:

2.1 Recoleccion de vegetales frescos

Las muestras de vegetales frescos empacados se obtuvieron en los diferentes
supermercados y los vegetales frescos en mercados de venta libre de la cuidad de Lojay se
trasladaron asépticamente al laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Universidad
Técnica Particular de Loja.

La obtencién de la muestra se la realiz6, escogiendo 3 unidades de cada lote del vegetal
basandonos en la metodologia del BAM y puntos clave de la norma técnica ecuatoriana NTE
INEN 1750: hortalizas y frutas frescas. Muestreo, la metodologia se demuestra en el anexo
1.

En la tabla 6 se indica el plan de muestreo realizado en este estudio, describiendo nimero

de muestras analizadas de cada vegetal.

Tabla 6. Plan de muestreo

Muestra No. de Muestras
Analizadas

Lechuga crespa 13
Lechuga americana 3
Lechuga criolla 2
Lechuga seda 1
Lechuga fresca 6
Espinaca 17
Espinaca francesa 3
Espinaca Americana 1
Perejil 15
Perejil liso 7
Culantro 15
Culantro orgénico 7
Albahaca 17




Albahaca organica 2

Brotes de soja 20
Col verde rallada 9
Total 138

Fuente: Autor.

2.2 Aislamiento e identificacion

2.2.1 Preparacion de la muestra.

Se procedié a tomar asépticamente pequefias sub-muestras de cada uno de los tres
empagues de los vegetales frescos empacados, para reunir una sola muestra (25 g),
considerando sacar los vegetales en la misma proporcién en que se encuentran en el
producto original, segun lo recomienda la norma INEN para la toma, envio y preparacion de

muestras para el analisis microbiolégico (INEN 1529-2, 2013).

2.2.2. Pre- enriquecimiento.

e Se pesO asépticamente 25g de la muestra vegetal, en un frasco con tapa rosca de
500mL que contenia 225mL de Caldo Lactosa estéril.

e Posteriormente se mezcld por agitacion, durante dos minutos, luego se dej6 reposar
durante 60 minutos a temperatura ambiente, midiendo el pH, ajustar si es necesario
(NaOH o HCL), asegurandose que se encuentre en un pH de 6,8 £+ 2.

e Luego se lo incubo por 24 + 2 horas a 35°C + 2°C.

2.2.3. Enriguecimiento selectivo.

e En esta fase se utiliz6 caldos selectivos como Rappaport - Vassiliadis (RV) y
Tetrationato (TT).

e Se saco los frascos de la incubadora, se cerré la tapa y se los agitd suavemente.

e Con la ayuda de micropipetas de transfiri6 1000uL de Caldo Lactosa a 10mL de caldo
TT, asimismo se transfiri6 100uL de caldo lactosa a 10mL de caldo RV,
homogenizando las muestras.

e Se procedio a incubar de la siguiente manera: el caldo RV se lo incubo por 24+ 2 h a
42+ 0,2 °C, en bafio maria, controlado termostaticamente. De igual forma se incubo el
caldo TT por 24+ 2 h a 35+ 2 °C.



2.2.4. Siembra en medios selectivos.

¢ Una vez terminado el periodo de incubacién se procedié a homogenizar los medios
de enriguecimiento selectivo TT y RV.

e Con la utilizacion de un asa de 3mm estéril se tom6 una alicuota aproximadamente
de 10uL, del caldo TT y se inoculé con la técnica de estriado por agotamiento o
cuadrantes en agar XLD, HK, BS, SS, para obtener colonias puras.

e Se repitié el paso anterior de igual manera con el tubo de caldo RV, se procedi6 a

incubar las cajas petri a 35+ 2 °C por 24 + 2h.

2.2.5. Identificacién morfoldgica de colonias tipicas de Salmonella.

Pasado el tiempo de incubacién, se procedié a observar e identificar las colonias que
presentaron una morfologia y caracteristicas de las colonias tipicas en la tabla 3 y en la figura

1 se pueden observar como son dichas colonias en los diferentes medios de cultivo.

Figura 1. Colonias tipicas de Salmonella spp

Fuente: (FDA, 2009; Gonzalez et al, 2014).

2.3. Identificacién

2.3.1. Pruebas bioquimicas.

Una vez purificadas cepas tipicas se Salmonella, se procedioé a realizar la identificacion
bioquimica que consta de TSI, LIA, UREA, SIMy CITRATO, con un periodo de incubacion de
24 horas a 37°C %2, para identificacion de microorganismos pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae enfocado a la identificacion de Salmonella (MINSA/DIGESA, 2008).

La interpretacion de las pruebas bioquimicas para identificacion de Salmonella se presenta

en la tabla 7, los resultados de las pruebas bioquimicas se muestra en el anexo 3.



Tabla 7. Interpretacion de pruebas bioquimicas para Salmonella

Microorganismo | TSI |GAS |H2S |LIA |UREA |SIM |[INDOL |CITRATO
Salmonellaspp | KIA | + + + - + - +
Salmonella K/A - + + - + - -
Typhi
Salmonella K/IA - - - - + - -
Paratyphi

Fuente:(FDA, 2009).
La interpretacion de las pruebas bioquimicas en la identificacion de los diferentes
microorganismos se muestra en el anexo 3 y se validé mediante el kit Microgen GN-ID
identificacion, el fundamento y metodologia de este kit se muestra en el anexo 2.



CAPITULO 1Nl

RESULTADOS Y DISCUSION



En la actualidad existe una elevada demanda en el consumo de vegetales frescos empacados
y de venta libre, algunos vegetales pueden contaminarse con microorganismos patégenos,
siendo una preocupacién para la Salud Publica (Rodriguez et al, 2010), los microorganismos
tienen una amplia distribucién a nivel mundial, por ello es necesario que los resultados
obtenidos en este estudio nos ayuden en el analisis y prevencién de enfermedades al

momento de consumir vegetales crudos (Gomez et al, 2013).

Salmonella constituye un gran problema de salud publica, tanto por la morbimortalidad debida
a gastroenteritis y fiebres entéricas, como por las repercusiones que conlleva, en las

industrias alimentarias (Rincon et al, 2010).

Este estudio estuvo enfocado en la identificacién y serotipificacion de Salmonella, lo cual se
determiné ausencia de Salmonella, en 138 muestras de vegetales empacados y de venta
libre (ver anexo 4), por tal motivo no se realizé la serotipificacion de dichas cepas de
Salmonella, sin embargo se procedié a identificar qué tipo de Enterobacterias estaban
presentes en estos vegetales, los mismos que son indicadores de inocuidad de los alimentos,
gue han sido aislados en diferentes paises como Chile, Pera, México, EEUU, Canad4, Brasil,

Venezuela. Costa Rica.

En la tabla 8 indica el nimero de cepas y porcentajes totales de los microorganismos aislados

e identificados a partir de vegetales frescos empacados y de venta libre.

Tabla 8. Porcentaje total de aislamiento de microorganismos

Microorganismo identificado No. de cepas %
totales
Escherichia coli 22 15,94 %
Citrobacter freundii 27 19, 57 %
Pantoea agglomerans 6 4,35 %
Enterobacter cloacae 4 2,90 %
Enterobacter aerogenes 2 1,45 %
Citrobacter koseri 2 1,45 %
Alkalescens dispar 2 1,45 %
Proteus vulgaris 1 0,72 %
Klebsiella pneumoniae 1 0,72 %
Bacilos Gram Negativos No 29 21,01 %
Fermentadores




Microorganismo no identificados 42 30,43 %

Total 138 100 %

Fuente: autor

Existe un gran porcentaje de microorganismos no identificados, con el 33,33% (46/138),
debido a que no pertenecen al grupo de bacilos gramnegativos entéricos, la metodologia
propuesta se basa principalmente en la identificacibn de la familia Enterobacteriaceae
(Jawetz et al, 2010). Ademas se obtuvo porcentajes altos de bacilos gramnegativos no
fermentadores (BGNNF), con el 21,01% (29/138), debido a que estas especies no utilizan
hidratos de carbono como fuentes de energia (Lugo et al., 2014). A continuacién Citrobacter
freundii, es la bacteria de mayor incidencia, con el 19,57% (27/138), E. coli, con el
15,94%(22/138), Pantoea agglomerans, con el 4,35% (6/138), Enterobacter cloacae, con el
2,90% (4/138), seguido de Citrobacter koseri, Enterobacter aerogenes, Alkalescens dispar,
con el 1,45% (2/138) vy finalmente, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae con el 0,72%
(1/138).

En la presente investigacion no se encontré Salmonella spp, en 138 muestras de vegetales
empacados y de venta libre, resultados similares realizados en Costa Rica por Berrantes &
Ach (2011), en Venezuela por Gil & Gaesrte (2010), en Estados Unidos por Mukherjee et al
(2006), en 2,029 muestras indican que no se detect6 Salmonella. Otros estudios realizados
en Sao Paulo-Brasil, por Sant’/Ana et al (2011), en 512 muestras indican que la presencia de
este patégeno es muy baja, con el 0,78%, de igual manera en estudios realizados por Reddy
(2016), nos indica que varios estudios entre los afios 2002 al 2012 en Estados Unidos,
mostraron que la prevalencia de Salmonella suele ser baja en productos frescos, estos
resultados concuerdan con El Programa de Datos Microbiolégicos (MDP), establecido en el
2001 y administrado por el departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) (2015)
con un porcentaje del 1%, y Olivera et al (2011), reporta el 1,2% de Salmonella en 162
muestras de vegetales, de la misma forma estudios realizados en Canada, por Bohaychuk
(2009), y México, por Cardenas (2013), en estudios realizados por Arias & Antillon (2000),
con el 2,00%, Vasquez (2002), con el 3,10% y Rincdn et al (2010), encontrd solo dos cepas
de Salmonella que representa el 4,08%, en 150 muestras de vegetales frescos, todos estos
autores reportan que se encontraron niveles bajos de aislamiento de este patdégeno. El tnico
estudio donde se reporta un gran porcentaje de Salmonella spp aislada de verduras realizado
por Mufioz (2013), con el 10%.

En este estudio no se detectd la presencia de Salmonella spp, esto significa que no es
indicador definitivo de la ausencia de este patdégeno, en este tipo de vegetales analizadas,

puede deberse a muchos factores, tales como la competencia bacteriana por los nutrientes,



condiciones ambientales adversas y mecanismos de resistencia, pudieron incidir en no lograr

su aislamiento (Gil, Morén de Salim, & Gaesrte, 2010).

Ademés en este estudio no se logrd identificar algunas cepas de microorganismos, que
comprende el 33,33% (46/138) del total de las muestras, debido a que no pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae, esta investigacidbn se basa especificamente en pruebas de
identificacion de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (Garcia &
Rodriguez, 2010).

Los microorganismos aislados con mayor frecuencia fueron BGNNF, con el 21,01% (29/138),
segun Lugo et al (2014), aislé el 87% de estos microorganismos en agua, lo cual manifiesta
gue la deteccidon de estos microorganismos, tiene poco valor cuando se trata de relacionar
con el indice de la presencia de patégenos, por cuanto no hay la posibilidad de producir
trastornos gastrointestinales; sin embargo, se los utiliza como indicadores de BPM, ademas
este grupo se lo puede utilizar para evaluar la limpieza e integridad de los sistemas de
distribucién, algunos de ellos son parte de la microbiota habitual del hombre, encontrandose
ampliamente distribuidos en las heces, suelo, agua de mar y agua dulce en esta Ultima con
gran capacidad de multiplicacién, la mayoria de estos microorganismos son patégenos
oportunistas asociados a infecciones nosocomiales y a infecciones en pacientes
inmunocomprometidos (Lugo et al., 2014). Muchas de estas especies no utilizan los hidratos
de carbono como fuentes de energia o los degradan por vias metabdlicas diferentes a la de
fermentacion, no son capaces de acidificar medios como el TSI, crecen en condiciones
aerobias, el microorganismo mas frecuente de este grupo de BGNNF es Pseudomona
aeruginosa, esta clase de bacterias son las responsables de provocar la descomposicion de
los alimentos (Lugo et al., 2014). Ledn (2014), reporta el 39% de microorganismos no
fermentadores aislados en muestras de vegetales, estos resultados son similares al nuestro,

estos microorganismos nos sirven como indicadores de higiene.

Se aislé el 19,57% (27/138) de Citrobacter freundii y se detecto la presencia de E. coli, con el
15,94% (22/138) del total de las muestras analizadas, estos resultados indican que existe una

contaminacion de origen fecal

Citrobacter freundii, fue la enterobacteria que se aislé en mayor frecuencia de los vegetales
analizados, los cuales podria suponerse que forman parte de la microbiota autéctona de estos
alimentos, autores como Mufioz (2013), aislé el 50% de este microorganismo en muestras de

tomate.

La especie de Citrobacter cobra importancia con lo reportado por Abu-Ghazaleh (2006), quien

también aisl6 este género en agua de riego y suelo de cultivo, Perereira et al. (2010) sefiala



gue Citrobacter freundii estan relacionados con factores de virulencia de diarrea infantil en

pacientes inmunodeprimidos.

Se les denomina Citrobacter por su capacidad para usar citrato como Unica fuente de
carbono, el Citrobacter freundii produce H:S, es por ello que se lo puede confundir con
Salmonella, este microorganismo esté asociado en infecciones intraabdominales, infecciones
de tejidos blandos y osteomielitis (Garcia & Rodriguez, 2010). Estudios realizados por Leo6n
(2014) identifico el 4%, Sandoval (2012) aisl6 el 50% de Citrobacter freundii en tomate. Este
microorganismo provoca una sintomatologia a nivel gastrointestinal como: diarrea, fiebre,
convulsiones, decaimiento, ictericia, distensién abdominal en pacientes inmunodeprimidos
(Ledn, 2014).

Acevedo (2001), aisl6 el 45,09% de Citrobacter freundii, en frutas y verduras frescas, ademas
el autor indica que este microorganismo se encuentra en elevadas cantidades en hortalizas

y carnes frescas.

La presencia de E. coli, con el 15,94%(22/138) encontrado en este estudio, segun Avila
(2008), indica que este microorganismo lo relaciona con la falta de calidad sanitaria de
vegetales crudos. Estudios realizados por Rincén (2010), Gonzales & Col (2005), muestran
un porcentaje de 10% de aislamiento de E. coli, en 150 muestras de vegetales crudos. Sagoo
& Col (2005) reportaron una baja frecuencia de este microorganismo 1,50 %, en vegetales
frescos listos para el consumo, otros autores reportaron niveles superiores en comparacion
con nuestro estudio, tales como Lépez (2003) y Rivera (2009), reportaron 30%, asimismo
Curtis (2000), Mufioz (2013), Ginestre (2009), Monge (1996) y Makherjee (2004), encontraron
porcentajes de 76,22%, 55%, 52%, 44% y 42% respectivamente.

Makherjee (2006), aisl6 E. coli, en la mayoria de muestras en diferentes vegetales, en
muestras semiorganicas aislo 8%, en frutas y hortalizas organicas aislé 7%. La concentracion
de E. coli, nos sirve como un indicador de contaminacion fecal, lo que significa que estas

muestras no estan aptas para el consumo humano (Garcia, 2013).

En este estudio también se identifico el 4,35% (6/138) de Pantoea aglomerans, el 2,90%
(4/138) de Enterobacter cloacae, existen otros estudios realizados por Ledn (2014), donde
aislo el 49% de Pantoea agglomerans. Estudios realizados por Sandoval (2012), aislé entre

el 0, 50 y 100% de Enterobacter cloacae.

Estos microorganismos son patdgenos oportunistas, estas dos especies son los responsables

de la mayor parte de infecciones intrahospitalarias, estos microorganismos causan



infecciones nosocomiales, aunque también se han descrito casos de meningitis neonatal
(Segado et al, 2012).

Finalmente en nuestro estudio se identificaron especies como: Alkalescens dispar,
Enterobacter aerogenes, Citrobacter koseri, con el 1,45% (2/138) respectivamente,
finalmente se aisl6 Proteus vulgaris y Klebsiella pneumoniae con el 0,72% (1/138). Es
estudios realizados por Le6n (2014), reporta el 17% de aislamiento de Klebsiella pneumoniae,
estos tipos de coliformes son identificados como bacterias naturales de la flora de los
vegetales, estos microorganismos son patégenos oportunistas en personas inmudeprimidas,
pueden causar neumonia, esputo con sangre, hemorragia pulmonar, infecciones en el tracto
urinario, con una dosis letal media (DL50) igual a 107 para producir estas patologias (Garcia
& Rodriguez, 2010).

Se reportan que especies de microbiota autéctona de vegetales crudos, pueden ser capaces
de secretar enzimas degradativas y proteasas que favorecen a la disponibilidad de nutrientes
y proporcionan el desarrollo a las poblaciones microbianas, la contaminacién de hortalizas
puede ser consecuencia de irrigacion con agua contaminada de heces humanos o de
animales, usos de abonos organicos con estiércol, omisién o desconocimiento de las normas
sanitarias basicas de manipulacion, asi como deficiente calidad sanitaria de agua utilizada

para lavar los vegetales cosechados (Rincon et al, 2010).

La norma MINSA/DIGESA (2012) menciona el criterio microbiol6gico que deben cumplir los
vegetales crudos, para el caso de Salmonella spp y E. coli indica ausencia en 25g. Se detect6
la presencia del 15,45% de E.coli en las muestras analizadas, segun la normativa de
referencia no cumplen con este criterio, lo cual son consideradas como no aptas para el

consumo humano.



CONCLUSIONES

No se detecto la presencia de Salmonella spp en vegetales frescos empacados y de
venta libre.

Se detectd el 15,45% de E.coli del total de estos vegetales, segun la norma de
referencia, no son aptos para el consumo humano.

La mayoria de los microorganismos aislados son indicadores de contaminacion fecal.
Citrobacter freundii, BGNNF forman parte de la flora bacteriana de los vegetales como

lechuga, col, culantro entre otros.



RECOMENDACIONES

o Realizar un estudio a las cepas de E. coli, aisladas para conocer si son productoras
de toxina shiga.

e Debido a un gran porcentaje de microorganismos como indicadores de contaminacion
fecal, es recomendable desinfectar correctamente los vegetales antes de ser

consumidos.
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ANEXOS



Anexo 1: Flujograma de metodologia

[ Fase de Pre-enriquecimiento ]
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Anexo 2: Metodologia del Microgen GN-ID Identificacion

PROCEDIMIENTO - INOCULACION E INCUBACIONES

1.
2.

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.

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

Quitar la lamina adhesiva que sella los pocillos cuidadosamente. NO tirar la tira adhesiva, que
a posteriori se volvera a necesitar.

Usando una pipeta pasteur estéril, afiadir 3-4 gotas (aproximadamente 100pL) de la suspension
bacteriana a cada pocillo de la tira(s).

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

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 estan marcados con un circulo Negro alrededor para facilitar
su identificacion.

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.

Las tiras GN A t GN B se leeran después de 18-24 horas de incubacion para las
Enterobacteriaceae, y tras 48 horas para los aislados oxidasa positivos.

PROCEDIMIENTO — LECTURA Y ADICION DE REACTIVOS

TiraGN A

1.
2.

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.
Anadir los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:

a) Anadir 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) Anadir 1 gota del reactivo VP | y 1 gota del reactivo VP |l al pocillo 10 y leer y anotar los
resultados fras 15-30 minutos. La formacion de un color rosa / rojo indica un resultado
positivo.

c) Anadir 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.

Hacer el test de reduccion de nitrato al pocillo 7 después de leer y anotar el resultado del test
ONPG. Anadir 1 gota del reactivo Nifrato A y una gota del reactivo Nitrato B al pocillo y leer
después de 60 segundos. El desarrollo de color rojo indica que el nitratio ha sido reducido a
nitrito. Si el pocillo 7 se mantiene amarillo o incoloro después de la adicion de los reactivos
nitrato, afadir una pequefia cantidad de polvo de zinc. Esto indicara si el nitraio ha sido
completamente reducido a nitrogeno gas.
Ej. Después de la adicion del Nitrato A + B:

Rojo = Positivo

Incoloro / amarillo = Negativo

Después de la adicién de polvo de zinc:
Incoloro / amarillo = Positivo
Rojo = Negativo
Anotar estos resultados adicionales en la hoja de resultados proporcionada.
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Anexo 3: Interpretacion e identificacion de microorganismos en pruebas bioquimicas

TSI | Gas | H2S | LIA | UREA | SIM | Indol | Citrato MO

AA | + - + - + + - E. coli

KIA| + + - - + - + Citrobacter freundii
AIA

KIA | +/- - - +/- + +/- +/- Pantoea agglomerans
KIA| + - - - + + + Citrobacter koseri
A/A | ++ - + - + - + Enterobacter aerogenes
AIA | ++ - - +/- + - + Enterobacter cloacae
AIA | ++ - + + - - + Klebsiella pneumoniae
KIA | +/- + - ++ + + +/- Proteus vulgaris
KIA| - - +/- - - + - Alkalescens dispar
K/K - - + - - - - MO no Fermentador
KIA| + - - - - - - MO No Identificado

Fuente: Autor

Anexo 4. Porcentajes individuales de los microorganismos aislados a partir de
vegetales frescos empacados y de venta libre.
Vegetales No. de Muestras Enterobacterias
Analizadas
No. de Microorganismo aislado %
cepas
3 Escherichia coli 2,17 %
4 Citrobacter freundii 2,90 %
Lechuga crespa 13 1 Pantoea agglomerans 0,72 %
1 Alkalescens dispar 0,72%
4 M/O no identificado 2,90 %
1 Enterobacter cloacae 0,72 %
Lechuga 3 1 Pantoea agglomerans 0,72 %
Americana
1 M/O no identificado 0,72 %
Lechuga criolla 2 1 M/O no fermentador 0,72 %
1 M/O no identificado 0,72%
Lechuga seda 1 1 Citrobacter freundii 0,72 %




Citrobacter freundii 2,90 %

Lechuga fresca 6 M/O no identificado 1,45 %

Escherichia coli 2,90 %

Citrobacter freundii 3,62 %

Enterobacter aerogenes | 0,72 %

Klebsiella pneumoniae | 0,72 %

Espinaca 17 Pantoea agglomerans | 0,72 %

M/O no identificado 2,90 %

M/O no fermentador 0,72 %

Pantoea agglomerans 0,72 %

Espinaca 3 M/O no identificado 0,72 %

francesa

M/O no fermentador 0,72 %

Espinaca 1 Proteus vulgaris 0,72 %
Americana

Escherichia coli 3,62 %

Citrobacter freundii 2,17 %

Pantoea agglomerans 0,72 %

Perejil 15 M/O no identificado 2,90 %

M/O no fermentador 1,45 %

Escherichia coli 0,72%

Alkalescens dispar 0,72 %

Perejil liso 7 M/O no identificado 0,72 %

M/O no fermentador 2,90 %

Escherichia coli 2,90 %

Citrobacter freundii 1,45 %

Culantro 16 M/O no identificado 5,07 %

M/O no fermentador 2,17 %

Escherichia coli 0,72 %

6 Citrobacter freundii 0,72 %




Culantro 2 M/O no identificado 1,45 %
organico

2 M/O no fermentador 1,45 %

1 Escherichia coli 0,72 %

2 Citrobacter freundii 1,45 %

Albahaca 17 2 Citrobacter koseri 1,45 %

6 M/O no identificado 4,35 %

6 M/O no fermentador 4,35 %

Albahaca 2 1 Escherichia coli 0,72 %
organica

1 M/O no identificado 0,72 %

7 Citrobacter freundii 5,07 %

1 Pantoea agglomerans 0,72 %

Brotes de soja 20 1 Enterobacter cloacae 0,72 %

8 M/O no identificado 5,80 %

3 M/O no fermentador 2,17 %

2 Escherichia coli 1,45 %

Col verde 9 1 Enterobacter aerogenes | 0,72 %
rallada

1 Enterobacter cloacae 0,72 %

5 M/O no identificado 3,62 %

Total 138 138 100 %

Fuente: Autor




