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RESUMEN

Conocer la calidad microbiolégica de las hortalizas tales como:
lechuga, cilantro y perejil resulta de gran relevancia. Es por ello, que el control de
la calidad microbiolégica de las hortalizas de consumo, requieren analisis dirigidos
a determinar la presencia de microorganismos patdgenos, entre ellos, las
bacterias que causan enfermedades con diferentes niveles de gravedad. Para
determinar la calidad microbiolégica de las hortalizas que se expenden en el
Mercado Principal de Meérida, Estado Mérida, se analizaron 5 muestras
mensuales, obteniendo un total de 10 muestras tomadas de forma arbitraria de
varios establecimientos; encontrandose que las muestras que presentan mayor
cantidad de UFC/gr son los cilantros. Se encontr6 que en relacion a la presencia
de Coliformes Totales, se logré determinar la presencia de estos en todas las
muestras estudiadas, con rango entre 6400UFC/gr. Y 64UFC/gr. De estas 10
muestras, 4 resultaron puras (Bacilos Gram negativos) y al ser analizadas se logré
identificar mediante la prueba microbioloégica APl 20E a las siguientes bacterias

Pantoea spp, Aeromona hydrophila 'y Enterobacter amnigenus.

Palabras claves: Hortalizas, Calidad de hortalizas, Bacterias.



INTRODUCCION

Los considerables beneficios para la salud humana relacionados con la ingesta de
vegetales frescos ha favorecido la demanda mundial de estos productos. Sin
embargo, en las ultimas décadas, el aumento de las enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA) asociadas con el consumo de alimentos frescos, ha
conducido a las autoridades sanitarias a considerar estas patologias como un

problema de salud publica [1].

Los reportes de brotes de ETA asociados a productos agricolas en paises
industrializados constituyen un porcentaje relativamente bajo, aunque en los
ultimos afos, el numero de casos ha aumentado [1]. No obstante, en paises
subdesarrollados las ETA causadas por contaminacidon de hortalizas son
frecuentes y en algunas areas pueden causar una gran proporcion de enfermedad,
pero debido a la falta de registros sanitarios, la mayoria de estas epidemias no se

detectan y la literatura cientifica reporta muy pocos brotes [2].

Una gran variedad de factores contribuye a la contaminacion de hortalizas por
microorganismos causantes de enfermedades a los humanos. Algunos de los
factores que pudieran considerarse de riesgo en la calidad microbiologica de los

productos frescos incluyen: globalizacion de los suministros de alimentos,



introduccién inadvertida de patdbgenos en nuevas areas geograficas, desarrollo de
nuevos factores de virulencia microbiana y cambios en los habitos alimenticios [3-
5], el uso de agua de riego contaminada con heces fecales de humanos y
animales; procesos inadecuados en los campos de cultivo; practicas deficientes de
desinfeccidn; condiciones inapropiadas durante empaque; higiene deficiente de los
trabajadores; y el mal manejo durante almacenamiento y transporte. Aunado a
todo esto, una vez que ocurre la contaminacién, muchos microorganismos
patdbgenos poseen la capacidad de sobrevivir por largos periodos de tiempo en
hortalizas frescas. Algunos microorganismos también son capaces de sobrevivir a
procesos de desinfeccion, e incluso de multiplicarse en el producto durante su

almacenamiento.

En la actualidad el consumo de hortalizas crudas se ha visto incrementado por el
cambio de estilo de vida en la personas, al no tener tiempo para preparar
alimentos recurren a la alimentacion de comidas rapidas como las ensaladas,
trayendo como consecuencias que no se traten adecuadamente las hortalizas es
decir, tenga una buena manipulacion en cuanto lavado y limpieza, causando estas

graves enfermedades de transmision alimentaria.

Diversos autores han reportado el aislamiento de microorganismos patogenos en
vegetales como alfalfa, bréocoli, lechuga, coliflor, cilantro, repollo, perejil. Los
patdgenos aislados a partir de productos frescos incluyen bacterias, helmintos,

protozoarios y virus como Hepatitis A, Norwalk y Rotavirus [3,6-15].



En vista de que la microflora de los vegetales frescos varia ampliamente y refleja
las condiciones de cultivo, asi como, las condiciones sanitarias durante el
procesamiento y comercializacion; es necesaria la evaluacion de la calidad
microbiolégica de estos productos, a fin de asegurar la ausencia de

microorganismos patoégenos y la inocuidad de los mismos [16,17].

Debido a la importancia de los vegetales frescos como fuente de ETA y el
aumento del consumo de hortalizas, el presente trabajo tiene como finalidad
analizar la calidad microbiolégica de hortalizas que tienen mayor consumo en el
estado Mérida para poder conocer los posibles riesgos y aplicar estrategias de

prevencion previa a su consumo.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO.

1.1 Hortalizas, generalidades y tipos.

Las hortalizas son plantas herbaceas o sublefiosas, destinadas a la alimentacién
humana que pueden ser consumidas frescas o sin pasar por un proceso industrial
previo; en general, sus productos son muy perecederos. Existen unas 247
especies horticolas, de las cuales 3 son de importancia en nuestra investigacion.

Estas son: Lechuga, perejil y cilantro [18].

Las hortalizas son la parte comestible de las plantas que se consumen con el plato
principal de las comidas o cenas, como ensaladas o en sopas. Se pueden
transformar en bebidas o almidones vegetales, comerse crudas o ligeramente
procesadas, desecadas, en encurtidos o congeladas. Aportan a las dietas sus
caracteristicas propias de sabor, color y textura y sufren cambios durante el
almacenamiento y cocinado. Situandose cerca de los cereales arroz, maiz y trigo

[19].

Los vegetales aportan a la alimentacion y nutricion las sales y vitaminas que
juegan un papel importante desde el punto de vista fisiol6gico para el hombre. El
contenido de nutrientes de las hortalizas es variable ya que va a depender de la

naturaleza del vegetal y es muy dificil su cuantificaciéon quimica dado a la dificultad



técnica que significa aislarlo y evaluarlo. Entre los aportes mas importantes como
nutrientes tenemos los glucidos o carbohidratos, acidos organicos tales como:
malico, citrico tartarico y oxalico; ademas de fibras y algunas vitaminas como la A,

E, K, B2, C y acido folico [20,21].

El consumo de hortalizas es vital para la salud humana puesto que poseen
numerables propiedades alimenticias, sin embargo por sus caracteristicas fisicas y
de cultivo, algunos de estos productos estan expuestos a contaminacién de tipo

bioldgico y quimico, situacién que genera un riesgo para la salud humana [22].

La seguridad e inocuidad de los alimentos, ha sido una de las mayores
preocupaciones de la humanidad y de los antecedentes al respecto pueden

rastrearse desde tiempo inmemorables [22].

Los tipos de hortalizas que encontramos son:

e Hortalizas de flor: la parte que utilizamos para nuestra alimentacién esta
constituida por los érganos florales, unos ejemplos claros son el grupo de la

alcachofa y la coliflor.



Hortalizas de fruto: la parte comestible es el fruto, este puede ser
recolectado en un estadio juvenil (pepinos, judias tiernas) o cuando haya
alcanzado la madurez (tomate, sandia, pimiento).

Hortalizas de semilla: son aquellas que nos comemos las semillas
contenidas en los frutos (judias, habas, guisantes).

Hortalizas de raiz: con este término se definen las hortalizas de las que se
consume la parte enterrada, es decir, no solo la raiz sino también tubérculos
o bulbos (nabo, rabano, patata, ajo) [22].

Hortalizas de tallo: la parte comestible de estas hortalizas es el tallo, en
algunos casos modificado, de plantas como el esparrago, el apio, el hinojo,

el cardo y el ajo porro [22].

1.2 Estructura y composicién quimica de las hortalizas.

» De acuerdo a su composicion [23]:

Agua: estas contienen una gran cantidad de agua, aproximadamente un 80%
de su peso.

Glucidos: Segun el tipo de hortalizas la proporcién de hidratos de carbono es
variable, siendo en su mayoria de absorcion lenta. Segun la cantidad de

glucidos las hortalizas pertenecen a distintos grupos:



1. Grupo A: Contienen menos de un 5 por ciento de hidratos de carbono.
Pertenecen a este grupo la acelga, el apio, la espinaca, la berenjena,
coliflor, la lechuga, el pimiento, el rabano, entre todas las demas son un
conjunto de plantas en este caso verduras que ayudan a que crezcan
mas rapido y sin usar ningun quimico.

2. Grupo B: Contienen de un 5 a un 10 por ciento de hidratos de carbono
(alcachofa, guisante, cebolla, nabo, ajo porro, zanahoria, remolacha).

3. Grupo C: Contienen mas del 10 por ciento de hidratos de carbono

(patata, yuca).

Vitaminas y minerales: La mayor parte de las hortalizas contienen gran
cantidad de vitaminasy minerales y pertenecen al grupo de alimentos
reguladores en la rueda de los alimentos, al igual que las frutas. La vitamina A
estd presente en la mayoria de las hortalizas en forma de provitamina.
Especialmente en zanahorias, espinacas y perejil. También son ricas
en vitamina C especialmente pimiento, perejil, coles de bruselas y brocoli.
Encontramos vitamina E y vitamina K pero en mucha menos cantidad en
guisantes y espinacas. Como representante de las vitaminas del grupo B
tenemos el acido félico que se encuentra en las hojas de las hortalizas verdes.
El potasio abunda en la remolacha y la coliflor; el magnesio en espinacas y
acelgas; el calcioy el hierro esta presente en cantidades pequefas y se

absorben con dificultad en nuestro tubo digestivo; el sodio en el apio.



Sustancias volatiles: La cebolla contiene disulfuro dipropilo, que es la sustancia
que hace llorar.

Lipidos y proteinas: Presentan un contenido bajo de estos macronutrientes.
Valor calérico: La mayor parte de las hortalizas son hipocaloricas. Por ejemplo
100 gramos de acelgas solo contienen 15 calorias. La mayoria no superan las
50 calorias por 100 gramos excepto las alcachofas y las patatas. Debido a este
bajo valor calérico las hortalizas deberian estar presentes en un gran
porcentaje en una dieta contra la obesidad.

Fibra dietética: Del 2 al 10 parte del peso de las hortalizas es fibra alimentaria.
La fibra dietética es pectina y celulosa, que suele ser menos digerible que en
la fruta por lo que es preciso la coccion de las hortalizas para su consumo en
la mayor parte de las ocasiones. La mayoria de las hortalizas son ricas en fibra

(berenjena, coliflor, judias verdes, brocoli, escarola, guisante) [23].

» De acuerdo a su estructura [24]:

Las hortalizas y las frutas estdn compuestas de células simples y complejas. Las

células simples tienen una funcién y estructura similar. Constituyen el tejido

dérmico y el tejido parenquimatoso. El tejido dérmico es la capa sencilla externa

de la superficie de las hojas, yemas jovenes, raices y flores. El parénquima

constituye la mayor parte de la planta. La actividad molecular basica como la

sintesis y el almacenamiento de carbohidratos por la luz solar (fotosintesis) se

produce en el tejido parenquimatoso [24].

8



El tejido complejo es el tejido vascular y los tejidos de soporte colénquima vy
esclerénquima que dan fuerza a las plantas. El principal tejido vascular esta
constituido por el xilema y floema. El xilema conduce el agua desde las raices a
las hojas, mientras el floema conduce nutrientes desde las hojas a las raices. El
tejido vascular puede estar localizado en el centro de algunas hortalizas, como las
zanahorias, o0 en toda la planta. La planta esta formada primariamente por un
tejido parenquimatoso simple. Cada célula de tejido parenquimatoso esta rodeada
por una pared celular, producida por el protoplasto, que sirve de soporte y protege
el contenido celular. Son las caracteristicas de la pared celular las que determinan
la forma y contenidos (retencion, entrada, liberacion) de las células
parenquimatosas. Por ejemplo, cuando la pared es firme, la forma original y la
textura de la célula se mantienen, y si la pared se destruye por corte,
deshidratacion o coccion, la pared se rompe y derrama su contenido en el
ambiente que la rodea. Se pueden perder agua, azucares o Vvitaminas
hidrosolubles. Las plantas tienen una pared celular primaria hecha de celulosa,
hemicelulosa y sustancias pépticas, incluyendo pectina. Las plantas maduras
tienen una pared celular secundaria compuesta de lignina ademas de la celulosa,

hemicelulosa y sustancias pécticas [24].

Dentro de la pared celular esta el protoplasto. El protoplasto estd compuesto de
tres partes: la membrana plasmatica, el citoplasma y los organulos. La membrana
plasmatica es el material que rodea a la célula funcional. El citoplasma incluye
todo el contenido celular dentro de la membrana, pero fuera del nucleo. Los

organulos incluyen el nucleo, la mitocondria, ribosomas y plastidios. Los plastidios



contienen el material liposoluble tal como las vitaminas liposolubles y los

pigmentos liposolubles: clorofila y carotenoides [24].

Fuera de la pared celular, entre células adyacentes, esta la lamina media. Este es
el material cementante entre células adyacentes y contiene sustancias pécticas,
magnesio, calcio y agua. El espacio intercelular contiene espacios de aire. Cada
célula contiene una cavidad conocida como vacuola. Puede ser grande y, por lo
tanto, constituir la mayor parte de las células parenquimatosas. Las vacuolas
contienen agua y proporcionan a las células no cocidas la deseable textura
crujiente. La savia celular hidrosoluble en la vacuola contiene vitaminas
hidrosolubles (vitaminas B y vitaminas C), azucares, sales inorganicas, acidos
organicos (mas en frutas que en hortalizas) y compuestos azufrados. Estos se
pueden perder en el agua de coccibn o el agua usada para remojar. Los
pigmentos hidrosolubles de la savia celular incluyen los pigmentos flavonoides: las

antocianinas y antoxantin [24].

1.3 Siembra, cosecha y procesamiento de las hortalizas.

> Siembra directa:

Implica depositar la semilla en el lugar definitivo para que establezca las plantas a

la distancia recomendada. Se recurre a este sistema principalmente en casos de
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hortalizas que sufren mucho al ser trasplantadas o que el costo de su semilla no

es elevado [25].

La siembra directa exige una buena preparacién y nivelacién del terreno para que
la germinacién sea satisfactoria, no menor al 80 por ciento y uniforme. Para que
una semilla sea buena, debe estar limpia, tener buen poder germinativo, ser sana
y responder en todo a la variedad; por lo tanto, debe comprarse en casas

comerciales que posean buena reputacion [25].

Se recurre a siembra directa en las siguientes hortalizas: arveja, cilantro, maiz,
meldn, mostaza, rabano, remolacha, tomate, yuca, zanahoria. Es recomendable
hacer pruebas de germinacién, antes de efectuar la siembra directa, para evitar
pérdidas correspondientes a la limpieza y preparaciéon del terreno, uso de

fertilizantes, tiempo y mano de obra empleados en esas labores [25].

Para efectuar pruebas de este tipo, puede usarse un recipiente pequefio, tal como
un plato, se le coloca un papel secante o un pedazo de periédico se humedece y
sobre él se colocan en hileras 100 semillas de la hortaliza que se va a sembrar.
Luego se cubren con otro pedazo de papel periédico o papel secante, humedo,
ubicando el recipiente en un lugar fresco y protegido. Debe anotarse con sumo

cuidado la fecha y humedecerse diariamente para facilitar la germinacién [25].

11



Durante dos semanas deben irse separando las semillas que van germinando,
para lo cual es necesario ir anotando diariamente el numero de semillas

germinadas, que sumadas daran el porcentaje de germinacion[25].

» Siembra indirecta (almacigo):

Implica sembrar las semillas en lugares relativamente pequefios o semilleros,
donde recibirdn un trato cuidadoso para su posterior trasplante al campo. Los
semilleros se utilizan generalmente en aquellos cultivos, cuyas plantas requieren

de cuidados muy especiales en sus primeros dias de crecimiento [26].

Ademas se usan cuando:

El valor econdmico de la semilla es muy elevado

e La germinacion es lenta.

e Eltamaro de la semilla es pequefia.

e Al sembrarlas se hace dificil colocarlas en hileras uniformes.

¢ Plantas que pueden reponer sus raices al trasplantarlas.

12



Se recurre al empleo de almacigo en las siguientes hortalizas: Acelga, apio,

berenjena, brdcoli, cebolla, coliflor, chile, lechuga, repollo, tomate [26].

» Cosecha:

Es la separacion de la planta madre de la porcion vegetal de interés comercial,
que pueden ser frutos como tomate, pimiento, manzana, kiwis, etc.; raices como
remolacha, zanahoria y otras; hojas, como espinaca, acelga; bulbos como cebolla
0 ajo; tubérculos como papa; tallos como el esparrago; peciolos como el apio;
inflorescencias como el brécoli o coliflor, etc. La cosecha es el fin de la etapa del

cultivo y el inicio de la preparacion o acondicionamiento para el mercado [23].

Existen dos sistemas de cosecha: manual y mecanizada aunque en algunos
cultivos se utilizan combinaciones de ambos, como por ejemplo cebolla, papa,
zanahoria y otras especies, en donde la remocion del suelo para la cosecha
manual es facilitada por medios mecanicos. La eleccion de un sistema u otro
depende fundamentalmente del cultivo considerado, del destino y muy
especialmente del tamafo del predio a ser cosechado. La cosecha manual es el
sistema predominante para la recoleccion de frutas y hortalizas para el consumo
en fresco, mientras que la mecanica es preferida en hortalizas con fines
industriales y en algunas otras cultivadas normalmente en grandes extensiones

[23].

13



La cosecha mecanizada tiene como ventaja la rapidez y un menor costo por
tonelada recolectada, pero al ser destructiva, s6lo puede ser utilizada en cultivos
de maduracién concentrada. La inversidn necesaria para la adquisicion, el costo
de mantenimiento y la ociosidad del equipo durante gran parte del afio hace que la
decision de compra deba ser cuidadosamente analizada. Como desventajas
adicionales se pueden mencionar que toda la operacion debe estar disefiada para
la cosecha mecanica, empezando por el cultivo, distancia entre hileras, nivelacion
del terreno, pulverizaciones, labores culturales y muy especialmente variedades
que se adapten a un manipuleo mas rudo. La preparacion para el mercado
(clasificacion, limpieza, empaque) y venta también debe estar adaptado para

manejar grandes volumenes [23].

1.4 Microbiologia de las hortalizas.

La diversidad de las especies que existen en un determinado habitat es una
consecuencia de la relacidén entre los organismos y el ambiente, y desde un punto
de vista ecoldgico, nos interesa conocer porqué existe esta diversidad, como esta
organizada en la comunidad microbiana y qué valor tiene para la estructura y

funcién de toda la comunidad [20].
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Son muchos los alimentos que pueden ser atacados por diversos
microorganismos que los alteran totalmente en breve tiempo; otros por el contrario
estan bien protegidos frente a los microorganismos y solo ciertas especies

microbianas lo modifican ligeramente [20].

Los microorganismos son tan antiguos como el hombre mismo y lo han
acompafado a través de su evolucion, han sobrevivido miles de afios gracias a su
mecanismo de adaptacién al ser humano. La humanidad ha convivido mucho
tiempo con microorganismos, a pesar del dafio que estos le producen, lo que

refleja en el deterioro de la salud y muchas veces la muerte [27].

Los microorganismos indicadores de calidad sanitaria se les llaman asi a
diferentes grupos microbianos no patégenos presentes o no en los alimentos que
ponen en evidencia indirectamente, las condiciones higiénicas bajo las cuales han
sido manipulados o manejados los mismos. La importancia de investigar estas
muestras de lechuga, cilantro y perejil es que permite presumir que estas
hortalizas estuvieron expuestas bajo ciertas condiciones que los pudiera convertir
en un peligro para la salud del publico consumidor, por la posibilidad de que esas
condiciones igualmente permita la contaminacion, sobrevivencia y/o proliferacion

de patdégenos para el ser humano [28].
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La etiologia de las enfermedades infecciosas incluyen bacterias, virus, hongos,
parasitos, productos quimicos y toxinas de origen vegetal y animal [29]. Dentro de
las bacterias causantes de enfermedades de origen alimentario se destacan el
Staphylococcus aureus y Clostridium botulinum como agentes causantes de
intoxicacioén, el Bacillus cereus y Clostridium perfringens como agentes causantes
de toxiinfeccién, y diversos géneros causantes de infeccién, como la Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium y Escherichia coli 0157H7, bacterias
descritas por la Organizacion Mundial de la Salud como "una nueva y significativa
amenaza a la salud publica’[30]. Entre las especies de mayor importancia se
encuentran Salmonella typhi y Salmonella paratyphi que son causantes de
septicemia, ademas existen mas de 2300 serotipos que producen una infeccién

intestinal conocida como salmonelosis [31].

La hortalizas pueden contaminarse por una diversidad de fuentes dentro de las
que destacan: el uso de agua de riego contaminada, la tierra, la materia fecal
humana o animal, el aire, el equipo de cultivo y manejo, los recipientes vy
utensilios, materiales de transporte y humano[29]. El uso de estiércol u residuos
cloacales como fertilizantes organicos, en el lote de produccién es otra fuente de
contaminacién. Las aguas servidas o residuos municipales solo deberian usarse si
se dispone de un método efectivo de esterilizacion. Las plantas bajas rastreras
como las hortalizas de hojas en general, estdn mas expuestas a la contaminacion
por el suelo, agua de riego y animales. El mantenimiento del producto en

condiciones de almacenamiento adecuado, particularmente es la mejor ventaja
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para evitar el desarrollo microbiano. El lavado es considerado un punto critico de
control, por lo que conocer sus posibilidades y limitaciones es una herramienta util
para quienes deben aplicar y controlar esta operacion [32]. Por ello, es necesario
cumplir con las denominadas Buenas Practicas Agricolas durante el desarrollo del
vegetal en el campo, combinadas con aceptables métodos higiénicos durante la
recoleccion, procesamiento, envasado, transporte y distribucion, que podrian
englobarse en las llamadas Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y Analisis de

Peligros y Puntos Criticos de Control [33].

Para producir alimentos seguros o de bajo riesgo hacia el humano es esencial
poseer informacion veraz y reproducible que permite desarrollar programas
destinados a eliminar los peligros microbianos asociados al consumo de vegetales

minimamente procesados [34].

La vigilancia del estado higiénico de aguas y alimentos se lleva a cabo mediante la
detecciéon de bacterias “indicador’ de contaminacion, organismos coliformes de
origen fecal como Escherichia coli que normalmente solo habian en el intestino
humano o animal, o que los convierte en excelentes indicadores de la presencia
de microorganismos entéricos patégenos, algunos de estos con capacidad de
sobrevivir por largos periodos en las hortalizas frescas y de sobrevivir a procesos

de desinfeccion e incluso de multiplicarse durante el almacenamiento [22].
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Comprender la complejidad del problema de contaminacién microbiana y tomar
conciencia de su importancia es el primer paso hacia una alta calidad minimizando
el riesgo [32]. La ciudad de Mérida posee una gran extension de cultivos de
hortalizas, muchas de las cuales se consumen crudas y son regadas con aguas de
rios a lo que se vierte agua residual no tratada; estos cultivos son vendidos en los
mercados locales y consumidos por la poblacién urbana y rural de la ciudad y de
las comunidades locales, incluyendo aquellas que se encuentran cerca de los rios

[22].

La presencia de bacterias en las hortalizas esta determinada por diversos factores
tales como la contaminacion presente en el lugar de produccién (viveres), en el
lugar de expendio, asi como por la falta de higiene en la manipulacién de los
mismos al momento de su expendio. Es por ello que la intoxicacion alimentaria es

un problema vigente en nuestro medio [35].

Se ha sefialado que la presencia de coliformes fecales en agua, esta indicando la
contaminacion reciente de la misma por heces de animales y humanos. Es de
sefalar que las bacterias coliformes son faciles de identificar, ya que se
desarrollan en colonias de tamafio visible, utilizando medios para microbiologia, lo

que simplifica su determinacion [36].
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Las bacterias heterotrofas se definen como aquellas bacterias que usan
compuestos del carbono organico como fuente de energia y el carbono para su
crecimiento, en contraposicion con las bacterias autotroficas que utilizan los
compuestos inorganicos como fuente de energia y el CO2, como fuente de
carbono. Esta definicion de bacteria heterotrofa es amplia e incluye tanto a las
bacterias saproéfitas como a las patdgenas. Por lo tanto, las bacterias que causan

como las que no causan enfermedades son heterétrofas [37].

Desde el punto de vista microbiologico, el examen de la calidad sanitaria de
hortalizas tiene por objeto determinar la presencia de ciertos grupos de bacterias,
que revelen una contaminacién reciente por materia fecal o materia organica,
siendo el criterio mas utilizado la determinacién de la clase y numero de
microorganismos que estas contienen. Tradicionalmente se han usado ensayos de
microorganismos indicadores mas que para la determinacién de microorganismos
patdgenos. El grupo de bacterias coliformes ha sido siempre el principal indicador
de calidad de los distintos tipos de hortalizas; el numero de coliformes en una
muestra, se usa como criterio de contaminacion y, por lo tanto, de calidad sanitaria

de la misma [38].
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1.5 Enfermedades transmitidas por hortalizas.

Los alimentos cuando se ingieren en mal estado, contaminados con bacterias,
virus, mohos, toxinas o productos quimicos, producen en el organismo una serie
de enfermedades, cuyos sintomas mas frecuentes son nauseas, vomitos, diarrea y
dolores abdominales. Los alimentos pueden ser vehiculos que transportan
microorganismos o parasitos, cuando esto sucede, es por falta de higiene en la
manipulacion de los alimentos y su preparacion, por ser cosechados en ambientes
sucios, o por estar descompuestos a la hora de ingerirlos. Se han descrito
alrededor de 200 enfermedades de transmision alimentaria, donde las mas
frecuentes transmitidas por alimentos contaminados son: diarreas, hepatitis A,
gastroenteritis , célera, amibiasis, fiebre tifoidea, intoxicaciones. También pueden
causar una intoxicacién alimentaria las sustancias contaminantes que penetran
accidentalmente en los alimentos, como puede ser el caso del mercurio, o
determinados elementos nutritivos que producen una reaccion alérgica en el tracto

digestivo de algunas personas susceptibles a ellos [39].

En general las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs), la mayoria de la
cuales son de origen microbiano, constituyen uno de los principales problemas de
salud publica mas importantes a nivel mundial, donde los alimentos y el agua
contaminada son fuentes importantes de contagio [29]. En el continente americano

las ETAs figuran entre las primeras cinco causas de muerte en menores de 5
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afos, con una incidencia promedio anual de cuatro episodios diarreicos anuales

por nifio [40].

En nuestro pais, el sistema de vigilancia epidemiolégica para ETAs se basa en la
deteccidn e investigacion o prevencion de brotes [41]; el enfoque ha sido
principalmente preventivo, por ello, en enero de 1959 fue publicado en Gaceta
Oficial numero 25.864 el reglamento general de alimentos donde se considera
aspecto como fabricacion, almacenamiento, venta y consumo de alimentos [42]. El
capitulo cinco de dicho reglamento especifica la inspeccién visual y toma de
muestra en los establecimientos donde se elabora, depositan y expenden
alimentos, siendo solamente la inspeccion visual, también llamada inspeccién
sanitaria, la principal herramienta gubernamental de prevencién de ETAs en estos

establecimientos [43].

El ente gubernamental considera prioritaria la prevencion de ETAs en
establecimientos que prestan servicios a sectores de la poblacion tipificados como
colectivos vulnerables [43]. Las ETAs se consideran como la mayor causa de
morbilidad, tanto en paises industrializados como en vias de desarrollo, y en estos
ultimos son causa frecuente de mortalidad. La magnitud del impacto socio-
econdmico que generan estas enfermedades es dificil de medir, mas aun cuando

muchos casos ni siquiera son informados [44].
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Historicamente, las enfermedades producidas por microorganismo se han
relacionado con la pobreza, pero en la actualidad, se observan muchos casos en
los que incide, ademas el desconocimiento y la falta de politicas sanitarias, todo
esto, evidencia fallas en el saneamiento ambiental [45]. La venta y preparacién
hogarefia de las hortalizas son las ultimas etapas donde un producto puede
contaminarse. Se reitera aqui todo lo mencionado referido a la higiene personal y
la necesidad de evitar la entrada de animales domésticos a los locales de venta

[32].

Tomando en consideracion los antecedentes que se han indicado en los parrafos
anteriores, se planifico realizar un trabajo de investigacion en el Municipio
Libertador del Estado Mérida donde se encuentra un establecimiento llamado
Mercado Principal de Mérida, al cual la poblacién de los alrededores, asi como
personas provenientes de otros lugares del estado Mérida y estados vecinos,
acuden, y compran hortalizas para su consumo, ignorando la posible presencia de
microorganismos, algunos de los cuales pueden ser patégenos y causar algun tipo

de afeccién.
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Bajo este contexto, la investigacion se planteo como problema:

¢ Es adecuada la Calidad Microbiologica de las hortalizas como la lechuga, perejil
y cilantro de consumo humano en el Mercado Principal ubicado en la ciudad de

Mérida, Estado Mérida, Venezuela?
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Capitulo Il. Antecedentes de la hipétesis, justificacion, hipotesis y

objetivos

I.1. Antecedentes de la hipétesis.

Rangel y colaboradores (1998) realizaron en Venezuela un estudio donde
evaluaron la calidad microbiolégica de la lechuga (Lactuca sativa) y del cilantro
(Coriandrum sativum). Encontrando algunas de estas muestras contaminadas por
coliformes fecales y coliformes totales, donde luego ellos sometieron estas
muestras a tratamientos de desinfeccién con hipoclorito a 5ppm y acido acético al
15% lo cual resulto una disminucién de la poblacion de coliformes totales y

coliformes fecales [46].

Carrasco (2007) realizd una tesis Doctoral donde analiza el riesgo alimentario de
listeriosis a través del consumo de ensaladas. Se demostré en un modelo primario
ajustado a datos de crecimiento del patégeno en el alimento que permite la no
superaciéon de 100 ufc/g del patdgeno, concluyendo que a pasar que el producto
presente cierta prevalencia de contaminacion, se puede comercializar siempre y

cuando no supere este limite de 100 ufc/g [47].
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Melina y colaboradores realizaron en el aino 2005 un estudio que tuvo como
objetivo evaluar el grado de contaminacion fecal en 3 de las hortalizas de mayor
consumo crudo expendidas en cuatro importantes mercados mayoristas de Lima
Metropolitana. Se recolectaron en total 180 muestras, 15 de lechuga (Lactuca
sativa), 15 de col (Brassica oleracea) y 15 de espinaca (Spinacea oleracea). Las
muestras fueron procesadas segun el método del Numero mas Probable para
deteccidn y recuento de coliformes fecales y E. coli Tipo | (Tipico), asi como por la
prueba de Ausencia/Presencia para Salmonella spp. El estudio demostrd que el
18.9% y 56.7% del total de hortalizas, y el 22.2% y 64.4% de hortalizas
provenientes de los mercados 1 y 3, presentaron niveles de coliformes fecales
superiores a lo establecido por la ICMSF (100) y el MINSA (10), respectivamente.
Ademas, el 2.2% de las hortalizas del mercado 4 presentd niveles de E. coli Tipo |
(Tipico) superiores a lo establecido por la ICMSF y el MINSA. En ambos casos, la
espinaca tuvo la mayor contaminacion. Respecto a Salmonella spp., el 10% de las
verduras presentd contaminacion, resaltando la col y fue el mercado 2 el que
presentd el mayor porcentaje (20%). Los mercados 3 y 4 presentaron las
hortalizas con el mayor porcentaje de aceptabilidad total y el mercado 2 aquellas

con el mayor porcentaje de rechazo [48].
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11.2. Justificacion

En Venezuela y particularmente en Mérida se han realizado pocos estudios sobre
la calidad microbiologica de las hortalizas, desconociéndose el papel de estas en
la transmision de agentes etiologicos de tanto interés en nuestro medio. Asi
mismos se tiene escasa informacion sobre la carga de coliformes totales y de
coliformes fecales en estos productos y su relacion con la presencia de

patologias.
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11.3. Hipétesis

Las hortalizas que se expenden en el Mercado Principal en la Ciudad de Mérida
tienen una calidad microbioldégica no adecuada para su consumo en forma cruda,
evidenciada por los altos valores que presentan los grupos de microorganismos
evaluados como indicadores de calidad microbiologica, a saber bacterias

heterétrofas, coliformes totales y coliformes fecales.
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11.4. Objetivo general

Determinar la calidad microbiolégica de hortalizas que se expenden en el Mercado
Principal de la Ciudad de Mérida, mediante la evaluacién de los microorganismos
indicadores de calidad: bacterias aerobias heterétrofas, coliformes totales y

coliformes fecales.

11.5. Objetivos especificos

1.- Cuantificar el numero de bacterias aerobias meséfilas presentes en tres
especies de hortalizas, lechuga, perejil y cilantro que se expenden en el Mercado

Principal de la Ciudad de Mérida.

2.- Enumerar la cantidad organismos coliformes totales presentes en tres
especies de hortalizas, lechuga, perejil y cilantro que se expenden en el Mercado

Principal de la Ciudad de Mérida.

3.- Enumerar la cantidad de organismos coliformes fecales y E. coli en tres
especies de hortalizas, lechuga, perejil y cilantro que se expenden en el Mercado

Principal de la Ciudad de Mérida.

4.- Identificacion de las cepas aisladas en las distintas determinaciones

microbiolégica.
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Capitulo Ill. MATERIALES Y METODOS

111.1. Materiales

A. Poblaciéon muestral.
Se recolectaron muestras de lechuga, cilantro y perejil procedentes de distintos
establecimientos del Mercado Principal del Estado Mérida. La selecciéon de los

establecimientos se realiz6 de manera aleatoria.

La toma de muestra de las hortalizas se realiz6 mensualmente en cada

establecimiento estudiado, durante un periodo de dos meses. Recolectando de

esta manera 5 muestras mensuales, obteniendo un total de 10 muestras (Figura

1),

Fuente: fotografias tomadas el dia de recoleccion de la muestra.

FIGURA 1. SITIO DE RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE HORTALIZAS

EN EL MERCADO PRINCIPAL DE MERIDA, ESTADO MERIDA.
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De cada una de las muestras de hortalizas recolectada se tomé aproximadamente
100 gramos, cada tipo de hortaliza se recolecto en bolsa plastica estériles y se
transportaron hasta el laboratorio para su proceso microbiolégico. Cada muestra
fue identificada y rotulada como muestra M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 y

M10.

B. Medios de cultivos

Se utilizaron medios de cultivos deshidratados provenientes de las casas
comerciales asi como los medios preparados directamente por el fabricante,
como los medios Petriflm. En el caso de los medios deshidratados, se

esterilizaron a 15 PSI de presion y 120°C durante 30 minutos [49].

C. Reactivos

Todos los reactivos usados fueron de grado analitico.
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lll.2. Metodologia

lll.2.1.Preparacion de dilucién 1:10.

Para ello se pesaron asépticamente 10g de la muestra. Se afiadidé a los frascos
90mL de diluyente estéril (Agua peptonada 0,1%) y se agito para homogenizar la

muestra. Asi conseguimos el macerado inicial que es la dilucién 1:10.

11.2.2. Cuantificacion del nimero de bacterias aerobias mesofilas en tres
especies de hortalizas que se expenden en el Mercado Principal de la Ciudad

de Mérida.

La cuantificacion de bacterias aerobias mesoéfilas se realizo, por la técnica de
dilucion en placa. Se utilizé el medio Petrifilm, incubando a 30° C por 24 horas. El

volumen utilizado fue de 1 ml de cada una de las muestras diluidas.

Finalizada la incubacion, se contabilizaron las colonias crecidas mediante la ayuda

de un contador de colonias Quebec. Los resultados se expresaron como medias

aritméticas de las unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/gr).
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Las colonias mas representativas y con morfologia diferente se aislaron en agar
BHI (Brain Heart Infusion Agar o Agar Cerebro Corazén Infusiobn ) para su

posterior identificacion.

lll. 2.3. Enumeracion de la cantidad de organismos coliformes totales y
fecales en tres especies de hortalizas que se expenden en el Mercado

Principal de la Ciudad de Mérida.

Para su cuantificacion se transfirié 0,1 ml del tubo de ensayo con agua peptonada
al 0,1% sobre una placa Petri con agar MK (Mac Conkey). Se incubo a 37° C para
coliformes totales y coliformes fecales que se incubo a 44° C. Finalizado el tiempo
de incubacién se contaron las colonias crecidas, mediante la ayuda de un
contador de colonias Quebec. Los resultados se expresaron como unidades
formadoras de colonias por mililitro (ufc/gr). Por otro lado, las cepas sospechosas
seleccionadas fueron aquellas que fermentaron la lactosa y presentaron colonias

rojizas y en muchos casos mucoides.

111.2.4. Identificacion de las colonias bacterianas aisladas

Las cepas aisladas de bacterias se identificaron por caracteristicas morfolégicas,
fisiolégicas y bioquimicas. Las pruebas se realizaron segun Barrow y Feltham

(1993) y fueron las siguientes:
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e Tincion de Gram

1. A partir de un cultivo de 24 horas a 37° C en agar BHI, se realizo la tinciéon

de Gram por la técnica estandar [50].

e Morfologia de la colonia y producciéon de pigmento

Se sembrd el microorganismo por estria en superficie del agar BHI. Se incubo a
37° C durante 24 horas, finalizada la incubacién se observaron los siguientes

caracteres: tamafio, pigmentacion, borde, brillo y elevacion.

e Oxidacion-fermentacion de la glucosa

Fueron sembrados ocho tubos de medio Hugh y Leifson con pipeta Pasteur, a
partir de un cultivo de 24 horas en agar PCA (Plate count agar). Cuatro de los
tubos luego de sembrados se recubrieron con vaselina estéril. Se incubaron a 37C

durante 24-48 horas [51].

e Galerias API 20 NE, 20E y Staphi.

Se prepararon las galerias siguiendo las instrucciones del fabricante. Se tomé una

colonia aislada de la placa de cultivo y se realizd una suspensién en un tubo con 5
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ml de una solucion salina estéril, homogeneizando cuidadosamente las bacterias
comparandola con el patrén 0,5 de Mcfarland. Posteriormente se inocularon la
serie de 20 micro tubos de las galerias con la suspension bacteriana, Las galerias
se incubaron durante 24 horas a 37° C. Finalizado el tiempo de incubacion, se le
afiadieron los correspondientes reactivos a los micro tubos que lo necesitaron y se
procedié a leer visualmente las distintas pruebas, siguiendo el manual de
procedimiento de las galerias APl 20 NE, 20E y Staphi. Se volvié a incubar
durante 24 horas mas a 37° C posteriormente se hizo una segunda lectura de las
reacciones bioquimicas. Por ultimo, y de acuerdo a los resultados obtenidos, se
procedioé a obtener los perfiles taxondmicos de las cepas analizadas en la base de

datos APIWEB de BioMérieux.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

TABLA 1. VALORES PROMEDIO DE LOS INDICADORES DE CALIDAD MICROBIANA EN MUESTRAS DE

LECHUGA, PEREJIL Y CILANTRO EXPENDIDAS EN EL MERCADO PRINCIPAL DE MERIDA.

MUESTRAS BAM COLIFORMES | COLIFORMES
(ufclgr) TOTALES FECALES
(ufcigr) (ufc/gr)
M1 22x103 6.66 x10? 0
M2 22 x103 26,4 x103 0
M3 22 x10° 1.152 x10° 0
M4 22 x103 5.50 x102 0
M5 22 x103 26,4 x103 0
M6 22 x103 8.19 x10? 0
M7 22 x103 6.4 x10° 0
M8 22 x103 7.04 x10? 0
M9 22 x103 6.4 x10? 0
M10 22 x103 2.69 x102 0

Fuente: Datos obtenidos del cuaderno de protocolo de reportes de laboratorio.
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De la tabla 1: (ufc/gr): Unidades formadoras de colonias por gramos. Primer muestreo M1:
lechuga, M2: cilantro, M3: perejil, M4: lechuga, M5: cilantro. Segundo muestreo M6: perejil, M7:

lechuga, M8: cilantro, M9: perejil, M10: lechuga. (BAM): Bacterias aerobias mesofilas.

Porcentaje de coliformes totales

7000 -

6000

5000

4000
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3000

2000

1000

FIGURA 2. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE NUMEROS DE COLIFORMES

TOTALES.

De las 10 determinaciones microbiologicas realizadas, se determiné la presencia

de diversos porcentajes de coliformes totales. (Tabla 1 y figura 2).
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TABLA 2. ESPECIES BACTERIANAS AISLADAS E IDENTIFICADAS EN LAS
MUESTRAS DE LECHUGA, CILANTRO Y PEREJIL QUE SE EXPENDEN EN EL

MECADO PRINCIPAL DE MERIDA, ESTADO MERIDA.

MUESTRA ESPECIE

M1 Enterobacter amnigenus

M2 Aeromona hydrophila

M8 Pantoea spp

M9 Pantoea spp
aAlfall Ay 8 B

M1: lechuga (Primer muestreo), M2: cilantro (Primer muestreo). M8: cilantro (Segundo muestreo),

M9: perejil (Segundo muestreo)

Consecuentemente, de las 10 muestras analizadas, se lograron aislar e identificar
4 cepas bacterianas Gram negativas, dando como resultado que de 2 de las
muestras de cilantro presentaron dos patdégenos diferentes identificados como
Aeromona hydrophila y Pantoea spp, mientras que la muestra correspondiente a
lechuga resulto contaminada con Enterobacter amnigenus; seguidamente en la

muestra de perejil se determind la presencia de Pantoea spp.
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Bacterias identificadas.

B Enterobacter amnigenus
H Aeromona hydrophila
W Pantoea spp

B Pantoea spp

FIGURA 3. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LOS TIPOS DE COLONIAS

BACTERIANAS IDENTIFICADAS.

Estas bacterias Gram negativas fueron identificadas como Aeromonas hydrophila,

Pantoea spp y Enterobacter amnigenus. (Tabla 2 y figura 3)
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CAPITULO V. DISCUSION DE RESULTADOS

En todo el mundo se ha incrementado la frecuencia de brotes de enfermedades de
transmision alimentaria asociadas al consumo de hortalizas contaminadas. Lo
anterior se debe a que este tipo de productos tienen contacto durante su cultivo
directamente con el suelo, lo cual favorece la presencia de un amplio grupo de
microorganismos, mucho mayor que la que presentan normalmente los vegetales
obtenidos de arboles y arbustos [51]. Ademas, durante su preparacidn, estas
suelen someterse a picado y/o troceado; estas maniobras pueden favorecer
también a la contaminacion con microorganismos patdogenos. Debido a que las
hortalizas crudas son consumidas sin un tratamiento térmico adicional, es de gran
importancia que sean sometidas a un proceso efectivo de desinfeccion para
minimizar los peligros microbianos que pudieran estar presentes. Los
desinfectantes pueden ser aplicados para reducir el numero de microorganismos
en los alimentos siempre y cuando por si solos no representen un peligro quimico
en el producto terminado. Como se ha mencionado, los grupos patdégenos son un
problema importante de salud publica. Para prevenir de manera eficaz las
enfermedades que estos grupos patbgenos provocan por el consumo de
alimentos, es necesario, entre otras cosas, conocer su frecuencia en los alimentos

involucrados [52].
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La enumeracion de las bacterias heterotrofas provee una estimacion del numero
total de bacterias viables y da informacién acerca de la calidad sanitaria de las
hortalizas [53]. de Bacterias aerobias meséfilas (BAM) con valores mayores a 2
x10% unidades formadoras de colonias. En el presente estudio realizamos un
primer muestreo en Enero 2013, seguido de un segundo muestreo en Febrero del
mismo afio, donde en todas las muestras de hortalizas analizadas, se detect6 la
presencia colonias por gramos de agua, resultados similares a los descritos por
autores como Luna y colaboradores, en el afio 2008, donde indica que los conteos
de mesofilos pueden llegar a valores de 9 log10UFC/g pero los rangos tipicos

oscilan entre 4 a 6 log10UFC/g [54].

Recuentos altos de mesofilos aerdbicos en este tipo de productos crudos o no
tratados, a menudo estan constituidos por la microflora normal o quizas indican
una alteraciéon incipiente del alimento y no un riesgo potencial para la salud del
consumidor. Sin embargo, un alto contenido de este tipo de microorganismos
indica materias primas contaminadas o tratamientos no satisfactorios desde el
punto de vista sanitario. Ademas, este hecho significa en muchos casos que por
las condiciones favorables de temperatura de crecimiento cercanas a las del
cuerpo humano, en especial del tracto intestinal, significa que pueden haberse
dado las condiciones favorables para la multiplicacion de los microorganismos
patdbgenos de origen humano o animal. Algunas cepas de bacterias mesdfilas
comunes, son consideradas generalmente como agentes de enfermedades
transmitidas por los alimentos, como Proteus spp, Enterococos y Pseudomonas

aeruginosa, han sido sefialadas como causa de enfermedad cuando existia un
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numero elevado de células viables en los alimentos. Se debe tomar muy en cuenta
que todas las bacterias patdgenas conocidas vehiculadas por los alimentos son
mesofilas y en algunos casos contribuyen con su presencia a los recuentos en
placa encontrados en el laboratorio. Cuando la alteracion de los alimentos es
debida al desarrollo en ellos de microorganismos, la causa mas frecuente de
alteracion, debe esperarse en los mismos recuentos elevados. Los niveles de
poblacién precisos para producir modificaciones organolépticas ostensibles varian
ampliamente segun el tipo de alimento y, de modo particular, la clase de

microorganismo [54].

Los resultados del presente trabajo son comparables a los obtenidos por algunos

investigadores en hortalizas [51, 54, 55], observandose ligeras variaciones.

El hecho de tener un numero incontable de bacterias heteré6trofas indica que la
calidad microbiolégica de lechuga, cilantro y perejil no es adecuado. Debido a la
falta de higiene del manipulador, productos contaminados por contaminacion
cruzada, mal almacenamiento del producto terminado o materias primas, malas
practicas agricolas, falta de control microbiolégico de las aguas de riego,
deficiencia en los procesos de limpieza y desinfeccion, mal almacenamiento de las
herramientas y sustancias de limpieza, ha traido como consecuencia que muchas
de estas hortalizas se hayan contaminado, alterando de esta manera su

composicidbn quimica y microbiolégica. Sin embargo, otras son vigiladas
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cuidadosamente para evitar que cualquier intervencion perjudicial altere sus

caracteristicas organolépticas y microbioldgicas [56].

De los resultados obtenidos en el analisis de las 10 muestras no se encontré la
presencia de coliformes fecales. La escasa presencia de bacterias de origen
entérico se puede deber a que estas hortalizas no estuvieron expuestas a
contaminacion fecal con heces de humanos o animales de sangre caliente o que
también este grupo de coliformes fecales crecen a temperatura elevada (44.5 o

45°C) y de donde las muestras proviene la temperatura oscila entre 12-20°C [57].

Por el contrario, los resultados obtenidos en el presente trabajo, respecto a la
presencia de coliformes fecales, son diferentes a los sefialados en un estudio
realizado en Venezuela, donde E. coli fue detectada en aproximadamente 30.3%

de los hortalizas examinadas [54].

En relacion a la presencia de Coliformes Totales, se logr6 determinar la
presencia de estos en todas las muestras estudiadas, con rango entre
6400UFC/gr. Y 64UFC/gr. (Tabla 1). De estas 10 muestras, 4 resultaron puras
(Bacilos Gram negativos) y al ser analizadas se logré identificar mediante la
prueba microbioldégica APl 20E a las siguientes bacterias Pantoea spp, Aeromona
hydrophila y Enterobacter amnigenus. La mayor contaminacién se presenté en

cilantro con 2 muestras contaminadas con dos patdgenos diferentes, seguida de la
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lechuga y perejil con un patégeno diferente cada una. Estos resultados de los

analisis de las muestras de lechuga, cilantro y perejil se muestran en la Tabla 2.

Pantoea spp pertenecen a un gran grupo de organismos de la familia
Enterobacteriaceae, también Illamado bacilos entéricos Gram-negativos o
cocobacilo. No forman esporas y crecen mejor en ausencia de oxigeno, a pesar de
que son capaces de crecer con el oxigeno presente en su entorno. Son
principalmente patdégenos de las plantas, que se producen en muchos habitat
ecologicos, incluso en asociacion con el suelo, el agua, los productos lacteos, la

carne, el pescado, los seres humanos y los animales [58].

Aeromonas hydrophila es una eubacteria heterétrofa Gram negativa, que vive
principalmente en zonas con un clima calido. Esta bacteria también puede vivir en
aguas dulces, saladas, cloradas y no clorinadas, también puede sobrevivir en
medios aerobios y anaerobios. Es capaz de digerir materiales, como por ejemplo
la gelatina o la hemoglobina. A. hydrophila fue aislada de humanos y animales en
la década de los 1950. Es la mas conocida de las seis especies del género
Aeromonas. Es muy resistente a medicamentos, cloro, y bajas temperatura. Es un
bacilo Gram negativo de bordes redondeados, que suele medir entre 0,3 y 1
micrometros de ancho y entre 1 y 3 micrometros de largo. No forma endosporas y
puede prosperar en aguas tan frias como 4 °C. Estas bacterias presentan

desplazamiento por medio de flagelos polares [59].
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Debido a su estructura la Aeromonas hydrophila es muy tdxica para numerosos
organismos. Cuando entra en el organismo huésped, viaja por la sangre hasta el
primer 6rgano que encuentra. Produce la enterotoxina toxica aerolisina (ACT), una
toxina que puede provocar dafos tisulares. A. hydrophila, A. caviae y A. sobria son
conocidas como patégenos oportunistas, es decir, solo infectan huéspedes con
una respuesta inmunitaria debilitada. A pesar de que A. hydrophila esta
considerada una bacteria patdgena, los cientificos no han sido capaces de
demostrar que es la causa real de algunas de las enfermedades con que esta
asociada. Se cree que contribuye a la infeccidén de estas enfermedades, pero que

no las causa ella misma [59].

Enterobacter amnigenus es un pequefo organismo en forma de bacilo
gramnegativos aislados del agua potable, las aguas superficiales, y del suelo, pero
no sabe que tienen algun significado clinico. El gas se produce a partir de la

glucosa y la mayoria de las cepas son moviles [60].

En estudios anteriores sobre la poblacién microbiana de las hortalizas han sido las
bacterias Gram negativas las de mayor poblacién [61-64], resultado que se vuelve
a confirmar en el presente trabajo donde han predominado las bacterias Gram

negativas, principalmente de la clase Gammaproteobacterias.
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Los resultados de este estudio son comparables con los reportes de varios autores
quienes han evaluado la calidad microbiologica de diversos productos de consumo
fresco. Asi, Monge y col [12], analizaron la calidad sanitaria de hortalizas que se
consumen crudas en Costa Rica y reportaron en lechuga y cilantro recuentos de
CF entre 10*-10” NMP/gr. Acevedo y col [65] evaluaron la carga microbiana de
ensaladas de hortalizas frescas y encontraron un recuento de coliformes totales de

105 NMP/gr.

Diversos autores han comunicado diferentes niveles de indicadores entéricos.
Mukherjee y col. [66] analizaron la calidad sanitaria de frutas y hortalizas frescas y
comunicaron un recuento promedio de CT de 102 NMP/gr. De igual forma, en un
estudio realizado por Arias y Antillén [7], se evaluaron parametros de calidad
microbiolégica en ensaladas, donde el 71% de las muestras presentaban
recuentos de coliformes fecales mayores de 102 NMP/gr. Pingulkar y col.
evaluaron la calidad microbiolégica de hortalizas frescas y ensaladas listas para
consumir, encontrando indices de CT en las hortalizas frescas entre 3-1100
NMP/gr y niveles significativos de CF en un 65,60% de las muestras. En las
ensaladas listas para consumir, el rango de CT estuvo entre 11-460 NMP/g; no asi

para CF los cuales no fueron recuperados en este grupo de alimentos [67].
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Otros autores han comunicado diferencias en los recuentos de indicadores
entéricos en diversos vegetales, de acuerdo con el sitio de muestreo. Asi, en un
estudio llevado a cabo en la ciudad de México por el centro de Estudios y Control
de Contaminaciéon (CESCO), se evaluaron productos horticolas en dos
supermercados y un mercado publico, el rango de CT en el mercado popular
oscil6 entre 10->2400 NMP/gr y los CF entre 5-1100 NMP/gr; en contraste, el

muestreo en los supermercados arrojo recuentos significativamente menores [10].

Los resultados de este estudio y las publicaciones de otros autores sefalan que la
microflora contaminante de productos frescos como frutas y hortalizas, puede
tener una amplia variedad de origenes vy reflejar tanto las condiciones de cultivo y
cosecha, asi como, la calidad sanitaria de los procesos de transporte y
comercializacion. Por lo tanto, es dificil la implementacion de criterios uniformes de
estandares microbioldgicos que puedan aplicarse a nivel mundial. Por tal motivo,
es necesario el desarrollo de estandares microbiolégicos locales que establezcan
criterios de aceptabilidad para estos productos, tomando en cuenta las
condiciones regionales especificas que afecten en menor o mayor grado la calidad

microbiolégica de estos productos alimenticios [68].

De igual forma no existen estudios publicados sobre las hortalizas (lechuga,
cilantro y perejil) que se expende en el Mercado Principal de Mérida, por lo que el
presente estudio representa la primera investigacion realizada al respecto, lo cual

no permitié la comparacion con resultados obtenidos de este mercado.
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CONCLUSIONES

Aunque las muestras de hortalizas analizadas presentaron una elevada carga de
bacterias aerobias mesofilas y coliformes totales, los rangos obtenidos permitieron
catalogar a la mayoria de las muestras de lechuga y perejil dentro de los niveles
de calidad microbiolégica considerados como satisfactorias. Sin embargo, una
elevada proporcion de las muestras de cilantro analizadas fueron ubicadas en la

categoria de insatisfactorias, desde el punto de vista microbiolégico.

Ademas, de que no se encontraron bacterias indicadores de contaminacién fecal
como Escherichia coli, no se observo diferencia entre la calidad microbioldgica de
las hortalizas por su periodo de recoleccidén, es decir, el grado de riesgo de

enfermedad por consumir estas hortalizas crudas es el mismo.

En las hortalizas existe un claro predominio de Bacilos Gram negativos, lo cual

lleva a pensar en una colonizacion de este microorganismo.

Este estudio sugiere que la manipulacion de las hortalizas tanto desde su cultivo
hasta su manipulacién requieren de estrictas medidas de higiene que eviten, hasta
donde sea posible, la contaminacién de las hortalizas desde su preparacion hasta

Su consumo.

48



De acuerdo a los resultados obtenidos, las hortalizas deben llevar a cabo una
vigilancia mas estricta, esto con la finalidad de prevenir y controlar posibles brotes

de enfermedades por transmision alimentaria (ETAs.)

Los resultados sugieren tomar acciones correctivas que minimicen los riesgos de
contaminacion microbioldgica durante el proceso de produccion. Estas acciones
incluyen la capacitacion de los productores y su personal de manera que

adquieran los conocimientos necesarios sobre Buenas Practicas Agricolas.
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RECOMENDACIONES

Continuar de manera exhaustiva el control de calidad microbiol6gico a hortalizas.

Realizar estudios con tendencia a determinar el efecto de las condiciones
ambientales y de manejo sobre los microorganismos 'y evaluar

microbiolégicamente las hortalizas e identificar los microorganismos presentes.

Lavar los vegetales antes de preparar los alimentos. Lo mas recomendable es

realizar el lavado con acido acético al 5% y agua potable.

Realizar estudios de la calidad microbiolégica del agua de riego utilizada en al

cultivo de las hortalizas.

Realizar estudios de la calidad microbiolégica del agua utilizada por los

expendedores de vegetales, para asi conocer el grado de contaminacién de la

misma y evitar problemas de salud en los consumidores.

Cuidar las condiciones de transporte y almacenamiento de las hortalizas para

garantizar su vida util y calidad.
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Difundir informaciéon a toda la poblaciébn, a cerca de las enfermedades de

transmision alimentaria, sus causas, vectores y sobre todo sus consecuencias.

Para evitar la proliferacion de los microorganismos presentes en hortalizas de hoja
se recomienda evaluar el tratamiento de las hortalizas con desinfectantes
comerciales de bajo costo, que los productores puedan adquirir de manera facil y

econdmica.
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ANEXOS

Anexo 1-.Medios de cultivo.

Anexo 2- Muestras de lechuga, cilantro y perejil.
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Anexo 3-. Siembra de muestras en medios de cultivo.

Anexo 4-. Crecimiento de colonias en Agar MK.
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Anexo 5-. Crecimiento bacteriano en placas Petrifilm.

Anexo 6-. Galeria APl 20E
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Anexo 8-. Galeria API| 20E
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