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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue determinar |a calidad sanitaria de las ensaladas expendidas
en los centros comerciales de la ciudad de Mérida a través de la identificacion de los
coliformes totales y fecales y también através de |a existencia de Staphylococcus aureus en
dicho aimento. Para esto se procedi6 a andlisis de 3 muestras de 3 expendios ubicados en
2 centros comerciales comunmente concurridos en la ciudad, lo cua se llevo a cabo
utilizando las diluciones (1/10, 1/100 y 1/1000) y €& procedimiento planteado por las
normas COVENIN para la identificacion de enterobacterias y Saphylococcus aureus. En
el conteo de bacterias se encontré una cantidad incontable de enterobacterias para la
muestra 2 y 3 en todas las diluciones mientras que parala muestra 1 se encontrd un total en
la dilucién 1/10 de 4,2X10° ufc/gr en la dilucién 1/100 se contaron 7,5X10" ufc y en la
dilucion 1/2000 no hubo crecimiento. ParaStaphylococcus aureuspara la muestra 1 en la
dilucion 1/10 hubieron 1,7x10° ufc/gr y en ladilucién 1/100 se evidenciaron 9,0x10° ufc/gr
mientras que en la dilucion /1000 no hubo crecimiento, para la muestra 2 en la dilucion
1/10 hubieron 1,3x10% ufc/gr y en la dilucién 1/100 se contaron 6,0x10° ufc/gr y en la
dilucién 1/1000 4,0x10%ufc/gr pero para la muestra 3 no hubo crecimiento. Luego se
identificaron utilizando la tincion de Gram donde se observaron bacilos gramnegativos y
cocos Grampositivos dispuestos en racimos, a los bacilos gramnegativos le realizamos las
pruebas bioguimicas O/F € cua dio +/+, IM que dio paraEscherichia coli ++ y
paraKlebsiella y Enterobacter - - paralos Staphylococcus aureus se redizo laprueba de la
catalasa dando positivo, procedimos a la coagula la cual dio positivo,evidenciando la
presencia de Saphylococcus aureus y también € manitol saado. Y se confirmaron
utilizando las ogaleriass APl 20E para enterobacterias y APl Staph
paraStaphyl ococcusaur eus.
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1. INTRODUCCION

Las necesidades basicas del hombre incluyen aire en € que se hala oxigeno en cantidad
adecuada, agua que sea potable, alimentos comestibles y abrigo o alojamiento. Los
alimentos proporcionan a hombre la fuente de energia necesaria para trabgjar y para las
reacciones quimicas que se producen en su cuerpo, asi como |as sustancias quimicas para €l
crecimiento. La comida es necesaria para la existencia del ser humano, hasta tal punto que
la busgueda de alimentos ha sido una de las principales ocupaciones del hombre en el
transcurso de la historia. (George, 1982).

El control de caidad, es e grado de satisfaccion que ofrece las caracteristicas de un
producto en relacion con las exigencias del consumidor a que se destina. En e control de
caidad se debe enumerar unas categorias esenciales de caracteres a los que deben
responder |os diversos productos. (Idelfonso, 1999).

Caracteres organolépticos. Son apreciables por los sentidos. Se refiere alaforma,
el color, la consistencia la homogeneidad, la presentacion, e perfume, el aroma, €
olory ladelicadeza. (Idelfonso, 1999).

Caracter de salubridad e inocuidad: un aimento es sano cuando esta en buen
estado de conservacion y se reconoce como apto para el consumo. Un alimento no
€s nocivo, incluso prolongado en e tiempo no es susceptible de causar trastorno en
el organismo del consumidor. (Idelfonso, 1999).

Caréacter nutritivo: El vaor nutritivo de un dimento estd en funcion,
esencialmente, de su composicion y consiste en su aptitud para satisfacer las
necesidades del organismo. (Idelfonso, 1999).

La importancia del control de higiene se debe a que los aimentos como las hortalizas
favorecen e crecimiento de microorganismos patdégenos debido a la contaminacion
accidental de agua, suelos o actividades humanas no higiénicas pudiendo afectar la salud de
guienes la consumen. (Lauray col 2001).

Las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen aln hoy un problema de salud a
nivel mundial, no sblo en los paises en vias de desarrollo sino también en aquellos
desarrollados. Diversos factores ambientales, humanos, comerciales y culturales han
influido para que cambien los escenarios en que estas enfermedades se manifestaban asi
como los aimentos involucrados en ellas, constituyéndose en nuevos desafios para la salud
publica. Cada vez son mas frecuentes los brotes de enfermedad gastrointestinal
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relacionados con la ingesta de vegetales frescos como lechuga, brotes de alfalfay de soja
A pesar de la existencia de recomendaciones para la produccion de alimentos con la mayor
calidad microbiolégica posible, la contaminacion bioldgica sigue siendo elevada en los
puestos de venta en diversos paises del mundo. Entre |os patégenos ligados a vegetal es que
Se consumen crudos se encuentran tanto bacterias como virus y parésitosy su remocion por
métodos convencionales de lavado nunca es total, por lo que los controles de la
contaminacion deben realizarse en todos los puntos desde € sitio de cultivo hasta la mesa
del consumidor. (Luis, 2008).

En Mérida no se ha profundizado en estudiar € indice de contaminacion de las ensaladas
expendidas en puestos de venta de comida aparentemente sana como son |os vegetales, que
son vehiculos para bacterias que estan intrinsecamente relacionadas con enfermedades
digestivas que afectan a nifios, jovenesy adultos.
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2. MARCO TEORICO
2.1. LosMicroorganismos.

L os microorganismaos, 0 microbios, son unos seres muy pequefios, de tamafio microscopico.
El término incluye atodos |os seres vivos cuya observacion requiere el uso de microscopio.
(Pascual, 2005).

La Microbiologia estudia los seres infinitamente pequefios, aquellos que solo pueden verse
con € auxilio del microscopio, es un grupo heterogéneo porque tienen sus representantes de
los reinos animal y vegetal, que por sus pequefias dimensiones se han [lamado microbios y
son unicelulares. Tienen los principales atributos de |0s seres vivos, ya que asimilan, crecen
y se reproducen. (Ernesto, 1957).

Los microorganismos y parasitos que pueden intervenir, de una forma u otra, en
enfermedades de origen alimentario son:

Bacterias.

Virus.

Hongos.

Protozoos.
Helmintos.(Pascual, 2005)

2.2. LasBacterias.

Son microorganismos unicelulares més pequeios capaces de duplicarse por si solos a
expensas del medio que los rodea, posee un tipo de estructura muy primitiva a que se le
denomina procariotas adiferencia de estructuras celulares  evolucionadas,
denominadaseucariotas. Carecen de nicleo endoplasmético y mitocondrias. Sin embargo
tiene una estructura externa compleja: la pared celular que rodea a citoplasma. (Parge y
Amelia, 1976)

Las bacterias tienen caracteristicas morfoldgicas que permiten diferenciarlas en grandes
grupos, algunos de estos son:

Cocos.
Bacilos. (Parajey Amelia, 1976).

Cocos. Bacterias redondas, con variaciones en su forma que ayudan alaidentificacion.
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Bacilos: Bacterias aargadas en forma de bastoncitos también con variaciones propias.

Las bacterias se miden en micras. Las hay pequefias (1 micra), medianas (alrededor de 3
micras) y grandes (mas de 3 micras).Para poder ver las bacterias a microscopio, es
necesario conocer algunas técnicas de coloracién y luego estudiar su estructura. (Paraje y
Amelia, 1976)

La morfologia de las bacterias puede ser influenciada por la composicion del medio de
cultivo, por haberse desarrollado en medio sdlido o en medio liquido, por la temperatura de
incubacion y otros factores. Cuando se describe la morfologia de una especie bacteriana
hay que pensar que se trata de células jOovenes en crecimiento activo, sobre un medio
favorable y a temperatura eugenésica, siempre que no se especifique lo contrario. (Ernesto,
1957)

También puede orientarnos en su identificacion y, conociendo su estructura, podremos
combatirlas, porque vamos a conocer sus elementos constituyentes, su forma de nutrirse,
respirar, reproducirse, etc. (Parajey Amelia, 1976)

Toda bacteriaesta constituido por componentes que les son caracteristicos los cual es son:

Pared celular.

La pared celular, que tiene un espesor de 10-25 nm, garantiza gracias a su rigidez y
a una cierta elasticidad, la forma caracteristica de cada tipo de bacteria. Es muy
porosa y no tiene funciones osméticas, siendo estas desempefiadas por la membrana
citoplasmética (Hans, 1983)

La pared es quien protege a la célula frente a sustancias toxicas y es e lugar de
accion de varios antibi 6ticos. (Prescott, 1999)

Membrana plasmética.

Las membranas plasméticas de |as bacterias contienen tanto lipidos como proteinas.
La mayoria de los lipidos asociado a membranas son estructuralmente asimétricos,
con extremos polares y no polares y se denominan anfipaticos, las porciones polares
interactlan con e agua, se le denominan hidréfilos;, los extremos no polares
hidrofobos son insoluble en agua 'y tienden asociarse entre si. Esta propiedad de los
lipidos le confiere la capacidad de formar una bicapa en las membranas, la
membrana es una barrera permeable que transporta nutrientes y residuos,
claramente la membrana es esencial para la supervivencia de |os microorganismos.
(Prescott. 1999)
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Citoplasma.
El citoplasma de las células bacterianas posee Ribosomas y ADN pero no tiene
organelas organizadas. (Jaime, 1999)

Ndcleo.
La bacteria carece de estructuras nucleares, solo posee una cadena de ADN que esta4
estrechamente plegada |lamada nucleoide. (Jaime, 1999)

Capsula.

Material que se encuentra fuera de la pared celular, estd compuesta de polisacéridos
pero pueden estar constituidos por otros materiales. Confiere varias ventajas entre
ellasles ayuda aresistir lafagocitosis por células fagociticas. (Prescott. 1999)

Cilios o flagelos.
Apéndices locomotores en forma de hilos que se entienden afuera de la membrana
plasmaticay pared celular. (Prescott. 1999)

Fimbrias.

Apéndices cortos, finos, similares a pelos, més delgados que los flagelos y no
participan en la movilidad. Algunas fimbrias fijan a las bacterias en superficies
solidas como los tgjidos de |os huéspedes.

(Prescott. 1999)

Estructura de la célula procariota

Figura 1. Estructurade la célula procariota
http://celulabhill.galeon.com/enlaces1218266.htm
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2.2.1. Bacterias Gram Positivasy Gram Negativas.

Después de que Christian Gram en 1884 desarrollase la tincion que lleva su nombre, se
comprobd que las bacterias podian clasificarse en dos grupos principales, segin su
respuesta a este método de tincion. Las bacterias Gram positivas se tifien de color azul-
violeta, mientras que las Gramnegativas adquieren un color rosaarojo, esto es debido a que
la pared de las bacterias Gram positivasesta formada por una unica capa homogénea ,20 a
80 nm de grosor, de peptidoglucano o mureina; por lo contrario la pared de las bacterias
Gramnegativas es bastante compleja, Posee una capa de 2 a 7 nm de grosor de
peptidoglucano rodeado por una membrana externa de 7 a8 nm y la membrana plasmética.
(Prescott. 1999)

SOA0 RpOLEWODICD

Figura 2. Pared celular de las bacterias Gram Positivas
http://www.educa.madrid.org/web/cc.nsdel asabi duria.madrid/Ejercicios/2b/Biol ogia/Mi crobiol ogia/morfol

Figura 3. Estructurade la pared celular de las bacterias Gram Negativas
http://www.educa.madrid.org/web/cc.nsdel asabi duria.madrid/Ejercicios/2b/Biol ogia/Microbiol ogia/morfol ogia/grampositiva. gif
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2.2.2. Tincién de Gram.

Es una coloracién probablemente la méas importante que se usa en bacteriologia. Gracias a
esta coloracion las bacterias se pueden clasificar en dos grandes grupos: Gram positivas y
Gramnegativas.

Durante & procedimiento, unavez fijadala muestra a portaobjeto, se le afiade una solucion
de violeta de genciana o cristal violeta (Colorante primario) que penetra todas las bacterias
de la preparacion. Luego se agrega solucion lugol (Mordiente), el yodo entraalacélulay
forma un complego insoluble con la violeta de genciana, posteriormente se procede a la
decoloracion con una mezcla de alcohol — acetona; las bacterias cuya pared celular es méas
densa constituida principalmente por peptidoglucano (Gram positivas), se deshidratan y
cierran los poros de la pared impidiendo la salida del complejo violeta de genciana — yodo
por lo tanto estas bacterias permanecen de color purpura; mientras que las bacterias
Gramnegativas debido al ato contenido de lipidos, a decolorar quedan poros en la pared
que permiten la salida del complejo violeta de genciana — yodo y al adicionar colorante de
contraste safranina estas toman dicho colorante por lo que se observa de color
rosado.(Ramirez y col, 2006)

Gram Positive Gram Negative

Fixation

Crystal vialed ’ﬁ-

5 ladine frestment & ‘

’ Decolarizaiion
. Counder slam «

salranen

Figura4. Tincion de Gram
http://pathmicro.med.sc.edu/fox/gram-st.jpg

2.2.3. Factores de crecimiento.

Las células bacterianas, a igua que todos los microorganismos vivos, requieren para
multiplicarse de elementos que se encuentran en su composicion quimica. Estos elementos
deben encontrarse ya preformados en el medio de crecimiento. Existe una amplia variedad
de compuestos que pueden ser utilizados como fuentes de estos elementos y de la energia
necesaria para su actividad metabdlica. Entre el nutrimento que se brinda a la bacteria los
elementos necesarios para su crecimiento estén las fuentes de carbono. Segun éstas sean
inorganicas u organicas, las bacterias pueden clasificarse en autétrofas o heterétrofas. Son
autotrofos los que pueden utilizar diéxido de carbono como fuente de carbono, y un
sustrato inorganico como fuente de energia. Las bacterias heterétrofas, por su parte,
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requiere carbono organico para crecer. La glucosa es quizés € compuesto més utilizado
como fuente organica algunos otros factores de crecimiento son las vitaminas,
aminoacidos, purinas y pirimidinas. (Carmonay col, 1997).

A continuacion nos referimos a otros factores que més influyen en e crecimiento
bacteriano:

Temperatura.
Alcalinidad.
Oxigeno. (Carmonayy col, 1997).

2.3. Indicadoresdecalidad Sanitaria.

Los microorganismos indicadores de la calidad microbiolégica o vida util de los alimentos
son microorganismos y/o sus productos metabdlicos cuya presencia en alimentos concretos
en cantidades determinadas puede ser usada para evaluar la calidad existente 0 mejor para
predecir la vida Util de los alimentos. Cuando se usan de este modo, 10s microorganismos
indicadores deben cumplir los criterios siguientes:

Deben estar presentes y deben ser detectables en todos los alimentos, cuya calidad o
faltade lamisma se debe evaluar.

Su multiplicacién y su nimero debe tener una relacion directa negativa con la
calidad del alimento.

Deben ser detectados y contados facilmente y se debe poder diferenciar claramente
de otros microorgani Smos.

Se debe poder contar en un corto espacio de tiempo, a ser posible en unajornada de
trabgjo.

Su crecimiento no debe ser obstaculizado por otros componentes de la flora de los
aimentos. (Jay, 1994).
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2.3.1. Coliformes.

Sonmiembros de la familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias constituyen el 10 % de los
microorganismos intestinales de los seres humanos y otros animales y se utilizan
ampliamente como indicadores, los grupos de coliformes incluyen Escherichiacali,
Enterobacteraerogenes y Klebs ellapneumoniae, estos son bacterias anaerobias facultativas,
Gramnegativas, no esporulante, con forma de bacilos, que fermentan la lactosa con
formacion de gas en 48 horas a 35 °C. (Prescott 1999)

24. Génerosy Especiesa estudiar.
2.4.1. Staphylococcus aureus.

Esta entre las especies cocos Grampositivo incluido en la familia Micrococcaceae.
(Platki y Krivoshein, 1981).

Se pueden encontrar en nariz, boca, garganta, en lasaliva, lapiel, asi como en contenido
intestinal y las heces. Se presentan en nimeros variables en agua, leche, agua residuales
y otros objetos. (Platki y Krivoshein, 1981).

Son células redondas o algo ovaladas, de 0,5 a 15 nm de didmetro, inmdviles, no
flageladas. Su caracteristica de agrupacion es en racimos. (Carmonay col, 1997).

Los Staphylococcus se caracterizan por una resistencia relativamente elevada a la
desecacion, la congelacion, radiacion solar y sustancias quimicas.

En el estado seco viven mas de 6 meses y en polvo de 50 a 100 dias. La congelacion y
descongel acion repetidas no 1o mata, tampoco la accidn de la radiacion solar directa a
estar expuesta a la misma durante horas; pueden resistir calentamiento a temperatura de
70 grados centigrados més de 1 hora. (Platki y. Krivoshein, 1981).

La patogénesis de la enfermedad estafilocOcicas estd determinada, tanto por las
exotoxinas, como por |as propias bacterias.

(Platki y Krivoshein, 1981)

En & hombre los estafilococos patdgenos provocan furinculos, meningitis, apendicitis,
conjuntivitis, neumonia entre otras.

(Platki y Krivoshein, 1981)
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La mayoria de la cepas de Saphylococcus aureuscausan una enteritis estafilococica
relacionada con la sintesis de toxinas extracelulares. Estas toxinas son proteinas
termorresistentes. Los efectos de las toxinas se hacen notar rgpidamente y los sintomas
aparecen en las 2 a 6 horas siguientes a la ingestion. El crecimiento y la produccién de
enterotoxinas suele redlizarse cuando los alimentos contaminados se mantienen a
temperatura ambiente durante varias horas, Los sintomas tipicos comprenden dolor
abdominal, espasmos, diarrea, vomitosy nauseas. (Prescott. 1999)

Los 5 factores implicados en la contaminacion por el estafilococo con mayor frecuencia
son:

Refrigeracion insuficiente.

Preparacion de los alimentos con excesiva anticipacion a servicio planificado.
Deficiente practica de higiene personal de las personas infectadas.

Coccion o tratamiento térmico insuficiente.

Mantenimiento de aimento en dispositivos para conservarlo caiente a
temperaturas apropiadas para el crecimiento de las bacterias.

(Platki y Krivoshein, 1981).

2.4.2. Escherichiacoli.

Pertenece ala familia Enterobacteriaceae. Durante mucho tiempo fue la Gnica especie de
este género, hoy en dia agrupa a otras cinco de las cuaes tres son de importancia: E.
hermannii, E. fergusonii, E. vulneris. (Carmonay col, 1997).

Habita en € intestino grueso del hombre y los mamiferos, asi como en € intestino de las
aves, los peces, los reptiles, los anfibios y los insectos. Se encuentra constantemente en
el medio ambiente (suelo, e aguay los objetos. (Platki yKrivoshein, 1981).

Se trata de bacilos entre 1 a 3 um X 0.6 pm, que se presentan solos 0 en parejas, son
inmoviles no capsulados y son gramnegativos. (Carmonay col, 1997

Los coliformes sobreviven en e medio ambiente durante varias semanas y meses, su
resistencia a factores fisicos y quimicos externos es elevada. La temperatura de 55°C los
destruye en unahoray lade 6°C en 15 minutos. (Platki y Krivoshein, 1981).

Aungue forma parte de la flora intestinal normal del ser humano, es capaz de gercer
accion patogena en € intestino o fuera de é. Escherichia coliesta asociada con a menos
cuatro tipos de enfermedades entéricas en € humano; incluye cepas enteropatdgenas
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(EPEC), enterotoxigenas (ETEC), enteroinvasivas (EIEC) enterohemorragicas (EHEC)
(Platki y Krivoshein, 1981).

La ETEC, esta produce enterotoxinas que son responsables de la diarrea y que se
distingue por su estabilidad frente a calor, la diarrea es acuosa eliminando electrolitos y
aguapor laluz intestinal.(Prescott. 1999)

La ECEI, esta tiene la capacidad de invadir las células epiteliales se acompafia de la
presencia de un gran plasmido. Puede producir también una citotoxina y una
enterotoxina. Produce diarrea en el hombre. (Prescott. 1999)

La EPEC, se adhiere a epitelio intestinal y causa dafio celular se representa por la
destruccion de las microvellosidades, esta destruccion celular lleva a la diarrea
(Prescott. 1999)

La EHEC, lleva los determinantes genéticos para producir las lesiones de anclgje y
aclaramiento, es decir produce destruccion de las microvellosidades y 1os de produccion
de toxinas, se creen que estas toxinas matan las células del endotelio vascular. Un
serotipo importante de EHEC es Escherichia coli 0157.H7 gue ha provocando muchos
brotes de colitis hemorragica. (Prescott. 1999)

2.4.3. Género Enterobacter.

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae, se conocen actualmente ocho especies; sin
embargo solo cinco tienen importancia clinica en infecciones en e ser humano: E.
aerogenes, E. cloacae, E. agglomerans, E. gergoviaey E. sakazaki.Comprende un grupo
heterogéneo de bacilos gramnegativos. (Carmona y col, 1997).

Enterobacteraerogeneses comin en suelos y aguas y aguna veces en € tracto
intestinal.

Como medida de salud publica, se ha establecido que la forma més adecuada de proteger
a la poblacion contra las enfermedades trasmitidas por € agua, es evaluar su
contaminacion fecal para determinar la presencia de Enterobacter, sin embargo el
examen bacteriol 6gico se debe diferenciar deEscherichia coli ya que es la més frecuente.
(Carmonayy col, 1997)

2.4.4. Klebsellapneumoniae.

K. pneumoniae es un bacilo Gram-negativo, no moévil, de la familia Enterobacteriaceae.
Es la especie de mayor importancia clinicay mas estudiada dentro del género Klebsiella.
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Dentro de su hébitat se encuentra el suelo y el agua siendo este un vehiculo para
contaminar alimento especial mente vegetales y e intestino humano

Klebsiella pneumoniae es considerada como unas de las especies bacterianas como
agente etiolégico de enfermedades gastrointestinales, en ocasiones, los cultivos
primarios de heces de pacientes con diarreas muestran un crecimiento denso asociado
con estd que en dicha cantidades no forman parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal

Se observo en una paciente varios episodios infecciosos siendo uno de los més
importantes la bacteriemia por K. pneumoniae a punto de partida probablemente
intestinal, digo esto porque ante el cuadro diarreico sufrido por € paciente estudiamos
un coprocultivo que mostré una severa disbacteriosis en la materia fecal, aisandose
como flora Unica Klebsiella pneumoniae multirresistente, ésta enterobacteria es
ampliamente conocida como agente etiolégico de neumonias, infecciones urinarias, del
tgjido celular subcutédneo y sepsis en el medio hospitalario .

Son multiples sus factores de virulencias, agunos de estos son: € polisacarido capsular
las fimbrias y las toxinas.(Spedrari 1996)

El significado clinico de especies de Klebsiella, tradicionamente, ha sido limitado a
neumonia pulmonar; sin embargo, se ha visto que estos microorgani smos son capaces de
causar una gran variedad de infecciones, incluyendo brotes institucionales de diarrea
infantil.

Realizaron un estudio sobre la Microflora patégena de la familia Enterobacteriaceae en
dos grupos de nifios, sanos y con infeccién intestinal aguda, hallando como principal
diferencia entre ellos la presencia de especies de género Klebsiella con un desarrollo
abundante en los infantes enfermos.

25. Principalespruebas y técnicas deidentificacion microbiana a utilizar.
25.1. Pruebadelacatalasa

Se utiliza para comprobar |a presencia de la enzima catalasa que se encuentra en la mayoria de
las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo. La principal excepcion es
Streptococcus.

M étodo del portaobjeto

*Con el asa de siembra recoger e centro de una colonia pura de 18-24 horas y colocar sobre
un portaobjetos limpio de vidrio.
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una suspension de un cultivo bacteriano productor de coagulasa libre, después de unas
horas de incubacion se puede observar la formacion de un coagulo. (Ramirezy col, 2006).

COAGULASE
TEST
N |

A POSITIVE e ol

Figura 6. Prueba de la Coagulasa

http://www.tel meds.org/wp-content/upl oads/2009/10/coagul ase.bmp

2.5.3. Pruebadeindol motilidad.

Determina la capacidad e un microorganismo de moverse (presencia e flagelos) y de
producir INDOL.

Lectura: Se efectlia de 18 a 24 horas de incubacion a 37°C. Agregar 10 gotas de reactivo de
EHRLICH. Fundamento: e INDOL es uno de los productos del metabolismo del
aminoécido TRIPTOFANO. Las bacterias que poseen la enzima TRIPTOFANASA son
capaces de hidrolizar y desaminar € tript6fano con produccién de indol, &cido piravico y
amoniaco. El indol se puede detectar en un medio adecuado observando el desarrollo de un
color rojo después de agregar €l reactivo de Kovacs indicando una prueba POSITIVA,
debido a que €l indol reacciona con € grupo aldehido del p- dimetilaminobenzaldehido. Si
el color es amarillo indica una prueba NEGATIVA. La prueba de motilidad se interpreta
realizando un cuidadoso examen macroscépico del medio para observar una zona de
desarrollo difuso que parte de la linea de inoculacion.(Martha Murcia Aranguren 2000).
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Figura 7. Pruebade Indol Motilidad

http://mi crobiol ogiabioanalisis.bl ogspot.com/2012/06/prueba-de-indol -fundamento-evalua-la.html

2.5.4. PruebadeHughy Leifson (O/F).

Determina el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de carbono, lo cua ayuda
alaidentificacion de las bacterias aerobias o anaerobias facultativas, tales como los bacilos
gramnegativos o fermentadores y de otros microorganismos.

Las bacterias utilizan los hidratos de carbono para uno o dos procesos metabdlicos,
fermentativo u oxidativo.

Las bacterias, d utilizar €l carbohidrato por cualquiera de los dos metabolismos, producen
acidos que disminuyen el pH del medio por lo cual € indicador azul de bromotimol virade
verde a amarillo. La baja proporcion de peptonas reducen la formacién de aminas alcalinas
gue pudieran neutralizar las pequefias cantidades de acidos débiles formadosdurante €l
metabolismo oxidativo. Las grandes cantidades de glucosa permiten la formacion de mayor
cantidad de acido. La consistencia semisolida del agar

Permite que & &cido producido permanezca concentrado. (Ramirezy col, 2006).

Figura 8. Prueba de Hugh y Leifson (O/F).

http://www.cfkeep.org/html/phpThumb.php?src=/uploads/of _tests normal__oxidation fermentation_copy?2.jpg& aoe=1&

23



2.5.5. Siembraen placas por extension y estrias.

Se extiende una mezcla de células en una superficie de agar, de manera que cada célula
crezca formando una colonia independiente (formacién o agrupacion macroscopicamente
visible) cada colonia representa un cultivo puro. La siembra por extension es una forma
facil y directa de conseguir este resultado. Se pasa un volumen pequefio de una mezcla
microbiana diluida que contenga entre 100 y 200 células, o menos, a centro de una placa
de agar y se extiende uniformemente sobre la superficie de la placa con una varilla doblada
de vidrio estéril. Las células dispersas desarrollan colonias aisladas. Como € nimero de
colonias debe ser igua a nimero de organismos de la muestra, este tipo de siembra puede
usarse para contar una poblacién microbiana.

Las colonias puras se pueden obtener también mediante siembras en estrias. Se pasa la
muestra microbiana a un extremo de la placa de agar con un asa de inoculacion o con un
hisopo formando estrias en la superficie siguiendo un patron. En agunos puntos de este
proceso algunas cdlulas individuales se desprenden del asa a frotarla con la superficie y
desarrollan colonias separadas. (Prescott y col, 2004)

25.6. Lossistemas miniaturizados API .

Son métodos rdpidos que permiten la identificacion de microorganismos a través de la
realizacion de diferentes pruebas bioguimicas. Estos sistemas consisten en un dispositivo de
plastico con varios microtubos que contienen diferentes medios de cultivo deshidratado o
diferentes sustratos de enzimas de acuerdo al tipo de prueba que se requiere montar. Entre
algunas de las pruebas bioquimicas que pueden redlizarse con estos sistemas estén las
pruebas de fermentacion de carbohidratos, la determinacién de la produccion de H2S, |la
determinacion de la hidrélisis de la gelating, entre otras. (BIOMERUX).

2.5.6.1.Galerias API 20E.
Permite laidentificacion de microorganismos pertenecientes al grupo de las Enterobacterias

y de otros bacilos Gram negativos. Es una galeria conformada por 20 microtubos.
(BIOMERUX).
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Figura 9. Galerias API 20E.

http://www.uib.es/depart/dba/microbi ol ogia/seminarios/Perfil LecturaAPI 2E.jpg

2.5.6.2.Galerias APl STAPH.

Este sistema permite la identificacion de microorganismos pertenecientes a género
Saphylococcus, Micrococcus y Kocuria. Es una galeria conformada por 20 Microtubos.
(BIOMERUX).
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Figura10. Galerias APl STAPH.

http://www.pro-analise.com.br/img/uploads/produtos/BM 20050.j pg

2.6. Vegetales.

Las verduras, es decir la parte fresca de la planta, constituyen un grupo muy heterogéneo
de estructuras vegetales aimenticias procedentes de organismos muy dispares, que
incluye algas, hongos, raices, tubérculos, talos, hojas, semillas y frutos. Por esta razén
la composicion de las verduras varia significativamente, pero constituye en general, una

25



fuente imprescindible de vitaminas, minerales y fibra aimenticia a margen de su
contenido de carbohidratos y proteinas. (Benites, 2005).

Figurall. Vegetaes

http://i.istockimg.com/file_thumbview rove/6782520/2/stock-photo-6782520-vegetal es-sanos.|

2.6.1. Microfloradelasverdurasfrescas.

L as bacterias son especialmente frecuentes en las verduras, cuyo pH es neutro mientras que
las levaduras prefieren un pH &cido, estdn con mas frecuencia en las frutas. La microflora
de las verdurasestd formada ante todo por las bacterias de los siguientes géneros
Alcaligenes, Achrobacter, Flavobacterium, Lactobacillus y Micrococcus. Ademas aparecen
NUMerosos representantes de hongos, por gemplo especies de los géneros Penicillium,
Fusarium, Alternaria, Botrytis, Scleotinia y Rhizoctonia. (MUller, 1981).

2.6.2. Alteraciones microbianas delas verduras.

Las lesiones producidas en las verduras por insectos y otros animales, asi como los dafios
originados durante la recoleccion, transporte y amacenamiento, ofrecen numerosas
posibilidades a los gérmenes saprofitos para penetrar y propagarse a los tgjidos de las
plantas. El resultado es siempre una alteracion més o menos grave. Ademas la pérdida
puede deberse no sdlo a parasitos dafinos sino también a procesos enziméticos
indeseables. Las enzimas respiratorias de los tgjidos de las plantas, que siguen siendo
activos después de la recoleccién de las hortalizas conducen a su autoalteracion. Si no se
controlalarespiracion, como en el caso de grandes almacenes, las espinacas, lechuga, coles
y otras numerosas especies de verdura sufren pardeamientos y ennegrecimiento. Otras
especies de bacterias de vida saprofita causan acides y mucosidad. . (Muller, 1981).
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2.6.3. Ensaladas.

Es una preparacion a base de varios aimentos, crudos o cocidos, predominando
generamente las hortalizas y verduras, aderezadas con aceite, vinagre y sal, vinagretas u
otras sal sas mas densas.(Jesus, 2006).

Figura 12. Ensaladas.

http://t1.gstatic.com/images?g=tbn: ANd9GCcTBktqY k13mlHyedcTt9bS7abbFQaPeglPfpibl Cu_Vbt8s43r6RQ

2.6.4. Produccion mundial de vegetales.

La produccién mundial de verdura supero en 2004 a los 440 millones de Tm. Siendo los
cultivos mas importantes, |la patata, |la mandioca, la batata, el tomate, seguidos de lejospor
la col, la cebolla, el fiame, €l pepino, la berenjena el pimiento y la zanahoria, y en menor
medida, lalechuga, la calabaza, la coliflor, € goy laespinaca. (Benites, 2005)

27



3. ANTECEDENTESDE LA HIPOTESIS.

Se valoro la calidad bacteriol 6gica de 696 comidas listas para su consumo preparadas desde
1991 a 2009. 454 muestras correspondian a aimentos tratados térmicamente y €l resto a
alimentos que llevaban ingredientes que no son metidos a coccion. Las muestras se
escogieron a fina de su eaboracion, y antes de distribuirlas, en diferentes
establecimientos. Los criterios considerados fueron NMP/g de Coliformes, Coliformes
fecales y Escherichia coli; y recuentos (UFC/g) de aerobios mesdfilos y Saphylococcus
aureus (coagulasa +), segin normas COVENIN y FONDONORMA. Al momento de la
captacion el promedio de la temperatura de las comidas servidas en frio fue 13,4 °C y € de
las cocinadas 32,2 °C. Los menores porcentajes de cumplimiento a todos los requisitos los
tuvieron las rebanadas de jamén y queso (28%), rellenos de arepas y empanadas (28%),
pastas italianas (23%), postres horneados (13%) y ensaladas con ingredientes crudos (7%).
En este tipo de ensaladas solo cumplieron los requisitos de Coliformes, Coliformes fecales
y recuentos de aerobios mesofilos e 19%; 31% y 24% de las muestras respectivamente.
(Iriarte R, Maria M. 2011).

En la actuaidad las ensaladas frescas constituyen un aimento esencial en la dieta de las
personas, ya que es de todos conocido que las frutas y hortalizas deben estar presentes en la
dieta diaria, debido a los diferentes nutrientes que estas aportan, las ensaladas frescas estan
compuestas en su mayoria por hortalizas como: cebolla, lechuga, tomate, zanahoria, pepino,
chile verde. El objetivo del estudio fue determinar |os contaminantes microbiol 6gicos en las
ensaladas frescas que se comercializan en los establecimientos de comida rgpida del
distrito, dos de la zona metropolitana de San Salvador en €l periodo de abril - septiembre de
2009. Se redizOd la identificacion y recuento de Bacterias Mesofilas Aerodbias,
determinacion de Bacterias Coliformes Totales y Fecaes, se determind la presencia de
Escherichia coli, y se redizo la identificacion para Samonella, sembrando en Agar
Salmonella-Shigella, a partir de caldo tetrationato, las colonias obtenidas se aislaron en agar
TSA para adlar e microorganismo en estudio, de las colonias de agar TSA se redlizaron
pruebas bioguimicas para comprobar si 1a colonias sospechosas eran de Proteus spp o de
Samonella De acuerdo a los resultados obtenidos en los andlisis de las muestras de
ensaladas frescas, se encontro la presencia de Escherichia coli y Proteus spp., Coliformes
totales y fecales, los cuales deben estar ausentes en las ensaladas frescas. Para € recuento
de Bacterias Mesofilas Aerabias, se obtuvieron valores altos de UFC/g. Con respecto a los
resultados obtenidos, e 100% de las muestras no cumplen con la Norma establecida
(NOM-093-SSA-1994), debido a que no se encuentran en los valores limites propuestos por
lo que no son aptas para consumo humano. Por |0 que se recomienda a las instituciones de
saud correspondientes que realicen monitoreos periddicos en los establecimientos de
comida rapida que comerciaizan ensaladas frescas, para verificar que las condiciones en
gue estas se preparan sean las idoneas y se ofrezca a consumidor un producto de calidad.
(Avalos Alasy col 2009)
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Se determin6 € nivel de coliformes fecales y la frecuencia de Escherichia coli en 85
muestras de hortalizas cebolla, rabanito, culantro, lechuga y pergil., obtenidas de manera
aleatoria y expendidas en los principales mercados de Caamarca. El procesamiento,
aisamiento e identificacion bacteriana se realizd segun la Food and Drug Administration
(FDA). El 40% de muestras presentaron coliformes fecales, con elevado NUmero Més
Probable por gramo (NMP/g) e importante frecuencia de Escherichia coli en pergjil y
lechuga. El andlisis revela un alto nivel de contaminaciéon fecal, un estado sanitario
inaceptable y la necesidad de establecer medidas de control frente al riesgo que esto
representa parala salud. (Marco Rivera Jacinto y col 2009)

Se andliz6 la calidad microbiologica de 300 vegetales (100 lechugas, 100 cilantros y 100
pergjiles) en dos mercados de la ciudad de Maracaibo. Se determind coliformes totales
(CT), coliformes fecales (CF) y Escherichia coli por la técnica del nimero mas probable.
Los CT oscilaron entre 103-109 NMP/gr en més del 80% de las lechugas adquiridas en
ambos mercados; mientras que los CF se ubicaron entre 101-107 NMP/gr en 90% de las
muestras del mercado 2. Para 96% de los cilantros los CT estuvieron entre 104-109
NMP/gr. Los CF se ubicaron entre 104-109 NMP/gr en 88% y 84% de las muestras del
mercado 1y 2. Los CT oscilaron entre 104-109 NMP/gr en90% o mas de los pergjiles. Se
obtuvieron valores de CF entre 103-109 NMP/gr en 82% y 60% de los especimenes
recolectados en € mercado 1 y 2, respectivamente. 52% de las muestras de pergil
adquiridas en el mercado 1 presentaron recuentos elevados para E. coli (104-107NMP/qr).
Seglin los criterios microbiolégicos para E. coli, 84,7% de los vegetaes fueron
satisfactorios y 15,3% insatisfactorios. Debido ala variabilidad de los niveles de coliformes
y E. coli en los vegetal es frescos, es recomendable establecer normas locales para evaluar la
calidad microbiol 6gica de estos aimentos. (Gresleida Rincon Villalobos y col 2010)

Los aimentos listos para € consumo, expedidos en locales publicos, son un medio en €
gue se dan las condiciones para € desarrollo de microorganismos, estos por fata de
saneamiento ambiental o por malas précticas de higiene, pudiendo convertirse en una via
principa de enfermedades trasmitidas por aimentos (ETAS), de manipuladores a
consumidores. Por eso € objetivo principal de la investigacion fue evaluar la calidad
microbiol 6gica de alimentos en | os establecimientos publicos que se preparan y se sirven en
la ciudad de “El Alto”, Los estudios se realizaron en los meses de marzo a mayo del afio
2006. Primeramente se tomo muestras y luego se procedié a evaluar la caidad
microbioldgica de cuarenta (40) alimentos listos para e consumo, 10s ensayos realizados
fueron un recuento de coliformes totales, fecales, e identificacion de Salmonella y
Escherichia coli. Los agentes microbiologicos fueron relacionados con los alimentos
implicados como ser los tipos de sopas, segundos, y aderezos En estas pruebas se
comprobé que los contaminantes mas frecuentes son producidos por gérmenes
potencia mente patdgenos como E. coli 5 % y Salmonella en un 7.50% de un total 12.50%
alimentos contaminados. En conclusion del 100% (40 muestras) 17.50% presento
contaminacion por coliformes y un 82.50% no presento ningun tipo de contaminacion, pero
los riesgos predominantes existen en la Salmonella 'y E. coli presentes por la deficiencia en
la elaboracion o refrigeracion, y la fata de higiene asociados a la mala manipulacion.
(Condori Apaza, Amalia.2009)

29



El presente estudio tuvo como objetivo evaluar €l grado de contaminacion fecal en tres
verduras de mayor consumo crudo que se expenden en cuatro mercados mayoristas de
Lima, Per(: La Parada, Ramoén Castilla, Ceres y Caqueta. Se recolectaron 15 muestras de
lechuga (Lactuca sativa), 15 de col (Brassica oleracea) y 15 de espinaca (Spinacea
oleracea) por mercado en un afio (n=180). Las muestras fueron procesadas por el método
del NUmero Mas Probable para la deteccion y recuento de coliformes fecales y E. coli Tipo
| (Tipico), asi como por la prueba de Ausencia/lPresencia para Samonella. El estudio
demostro que € 18.9% del total de verduras y e 22.2% de verduras provenientes del
mercado de La Parada presentaron niveles de coli fecales superiores a lo establecido por la
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF), siendo la
espinaca la més contaminada. Ademés, € 2.2% de verduras del mercado Caqueta presentd
niveles elevados de E. coli Tipo | (Tipico) y €l 10% de las verduras presentd contaminacion
por Salmonella spp, especiamente la col. (Slvia mufioz J y cols 2013)

Tomando en cuenta los estudios que se han realizado en diferentes paises y asi mismo
planteando e problema que se presenta podemos decirque Mérida por ser una ciudad
estudiantil, son muy concurridos los locales de comida répida, entre estos unos de los més
predilectos son agquellos donde se venden comida aparentemente saludable como en este
caso las ensaladas. Cabe destacar € alto grado de contaminacién que estas pueden tener,
ocasionando enfermedades que sin un diagnostico precoz y un tratamiento oportuno pueden
ocasionar dafos irreversibles.
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4. HIPOTESIS

En las ensaladas que se expenden en |os sitios de comida rapida ubicados en los principales
centros comerciales del municipio Libertador del Estado Mérida, se encuentran niveles
elevados de los indicadores de calidad sanitaria, asi como la presencia de bacterias
patogenas como Enterobacterias y Staphylococcus aureus.
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5.0BJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL
Determinar la caidad sanitaria de las ensaladas expendidas en dosCentros

Comerciaes,ubicados en & Municipio Libertador del Estado Mérida, y la presencia de
bacterias patdgenas trasmisoras de enfermedades alimentarias.
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5.2. OBJETIVOSESPECIFICOS

Estudiar la presencia de Saphyl ococcus aureus.

Cuantificar la cantidad de Saphylococcus aureus

Enumerar la cantidad de Bacterias Coliformes Totales y Fecales.
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6. MATERIALESY METODOS
Poblacion y muestra.

La investigacion se estructurd en un enfoque experimental donde se estudié 3 expendio
fijos de comida fresca especificamente ensaladas ubicadas dentro de 2 centros comerciales
situados en e municipio Libertador.

Se gecuto la ubicacion y la descripcion de cada expendio, asi como el andlisis visua del
loca y la manipulacion de los alimentos, se compro la ensalada en cada local y
seguidamente se llevé a Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de
Farmaciay Bioanalisis, donde se procedio el analisis microbiol ogico.

M ateriales.

Materiales biol 6gicos. Muestras de ensal adas frescas recol ectadas en distintos locales de los
Centros Comerciales.

Agar y caldosa utilizar:

Agar Baird Parker.

Agar Manitol Salado.

Agar Mac Conkey.

Agar BHI

Agar O/F. (medio de oxidacion/fermentacion)
Agar Indol motilidad

Agua peptonada 0,1 %

Otros:

Gaerias APl 20E Galeriasy API Staph
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7.METODOLOGIA
| Parte: preparacion delos diferentes medios o caldos de cultivos comer ciales:

Todos los medios y caldos de cultivos comerciales que se utilizaran seran preparados seguin
los pasos descritos en su respectivo envase.

Se tomd 10 gr de las ensaladas uno de cada uno todas separadas para evitar contaminacion
y se colocd en un envase de vidrio con 90 ml de agua peptonada a 0,1 % previamente
identificados con e nombre de cada expendio de ensaladas, siendo ésta la primera dilucion
luego se agregd a un segundo tubo con 9 ml de agua peptonada a 0,1 % 1 ml delaprimera
dilucion teniendo como resultado la segunda dilucion donde se tomd 1 ml de esta y se
agrego finalmente en un tercer tubo con 9 ml de agua peptonada igualmente al 0,1 % para

laterceradilucion
1 ml 1@ @

. . .
10 gr 90 ml Agua 9 ml Agua 9 ml Agua
peptonada peptonada peptonada
0,1% 0,1% 0,1%
1/10 1/100 1/1000

Figura 13. Esquema de Metodol ogia empleada.
Il Parte: Siembra en los medios de cultivos.

a) Estudio dela presencia de Staphylococcus aureus.

La determinacion se realizara siguiendo las normas que establece la norma
COVENIN 1292 - 89.

1. Secolocd mediante una pipeta estéril 0,1 ml de la disolucion de la muestra en
placas de Petri con Agar Baird Parker (BP) distribuyendo |la muestra por
siembra de superficie.
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2. Seincubd aunatemperatura de 37 grados centigrados durante 24 o 48 horas.
3. Finaizado € periodo de incubacion serealizé e conteo de las colonias.
b) Determinacion de Coliformes Totales (CT) y Colifor mes Fecales (CF).

Ladeterminacion se realizo siguiendo e procedimiento que establecen las normas
COVENIN 1104-1996.

1. Seinocul6 0,1 ml deladisolucién en agar Mac Conkey
2. Seincubd aunatemperatura de 37 grados centigrados por 24 horas.
3. Finalizado el periodo de incubacion se realizo € conteo de colonias

Posteriormente al conteo de colonias se procedid a repicar en agar BHI y seincubo a 37
°C por 24 h.

Il parte ldentificacion Bacteriana.

Luego del crecimiento en agar BHI de las colonias de interés. Se procedera hacer la
tincién de Gram a todas aquellas colonias aisladas.

Seguin lamorfologia y tincién observada en latincion de Gram, alas colonias puras
se leredizaralas pruebas bioguimicas que corresponden.

Paralos Cocos Grampositivo se lereaizd la prueba de la coagulasay € crecimiento
en agar manitol salado y se usaran las galerias APl Staph parala confirmacion de
Saphylococcus aureus.

Paralos bacilos Gram negativos se le realizarala prueba de Hugh y Leifson (O/F),

la prueba de indol motilidad (IM) y se usaran las galerias APl 20E parala
confirmacion de Enterobacterias.
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8. DISENO EXPERIMENTAL

PREPARACION DE LA MUESTRA
10GR

. &

=

90ml Agua peptonada 0,1% 1/10

(

1ml deladilucion

9 ml Agua peptonada 0,1% 1/100

™

@mC T ]

1 ml deladilucién

| —

9ml Agua pepton ),1% 1/1000

LR

Figura 14. Esquema de Disefio Experimental .
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Conteo de Colonias

110 1/100 1/1000

Seinoculo desde la mas diluida hasta la mas concentrada

Agar Baird Parker ~4ela dilucion

7

Para Staphylococcusspp 37°C X 24h

Agar Mac Conkey -'/ide la dilucién 37°C X 24h

Para Enterobacterias

N

—

L as colonias de inter és de estos agar es se repicaron en Agar BHI

Figura 15. Conteo de colonias

38



I dentificacion Bacteriana

A partir delascoloniasdel Agar BHI
Serealizo

PURAS Gr.

, Cocos Grampositivos

’Bacilos Gramnegativos

IMPURAS 7

Repique
Agar BHI

Prueba de 3r°C X 24h

la
coagulasa

Manitol
salado

API| Staph

Prueba
O/F

Prueba IM
AP| 20E

Figura 16. Identificacion bacteriana.
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9. RESULTADOS

Conteo de colonias

Inoculamos en Mac Conkey, un medio para cada dilucion (1/10, 1/100, 1/1000) dgjamos
24h para su crecimiento, observamos en la lampara donde cuantificamos € numero de
colonias, en ladilucion 1/10 de cada una de las muestras fue donde se observaron e mayor
numero de colonias, en la muestra 1 se vio por 5cm2 33 colonias, mientras que en las
muestras 2 y 3 fueron incontables, en tanto aumentaba la dilucion disminuia € numero de
colonias, aun gue en la muestra 3 tuvo un numero significativo de 149 colonias en la Ultima
dilucion.

MK BP
MUESTA | 1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1/1000
1 4.2x10° 7,5x10%Ufclg 0 1,7x10°Ufc/g  9,0x10°Ufc/g O
Ufc/g
2 Incontable = 11,5x10°Ufc/g | 7,2x10°Ufc/lg | 1,3x10°Ufc/g | 6.0x10°Ufclg = 4,0x10°Ufc/g
S
3 Incontable  14,2x10%Ufc/g  14,9x10°Ufc/lg 0 0 0
S

TABLA 1.Contaje de colonias

Identificacion Bacteriana

A partir dd Agar Mac Conkey para las Enterobacterias, se tomé de cada placa (cada
dilucion) dos colonias (Lact + y Lact -) a las cuales se le hizo la tincién de Gram. En la
muestra n°1 no se encontraron estructuras morfol dgicas asociadas a Enterobacterias, en la
muestran®2 y 3 se observaron bacilos Gram —.

Se procedi6 a redlizarla identificacion de los bacilos con la prueba bioquimica O/F, Se
inocul6 en el medio a 37°C X 24 h las colonias. Los resultados obtenidos fueron O/F +/+
para los 7 bacilos gramnegativos, dando como evidencia que la bacteria presente puede
oxidar y fermentar el carbohidrato presente.

Para la prueba IM para Escherichiacoli es ++ y para Klebsiellapneumoniae vy
Enterobacteraerogenes- -

Para laidentificacion de Saphylococcus aureus. A partir del agar Baird Parker se tomd las
colonias de interés (Colonias negras) y se reaizé el Gram observandose en la muestran® 1
y 2 cocos Gram +.
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En e manitol

sdado se observaron colonias amarillas pequefias puntiforme;

Posteriormente realizamos la coagulasa la cual dio positivo por la presencia del coagulo
arrojando como resultado S. aureus.Para confirmar La presencia de Staphylococcus aureus
realizamos la galeria APl Staph lo cua nos identifico con una ata probabilidad de que era
Saphylococcus aureus.

De igual manera realizamos la prueba APl 20 E para las Enterobacterias. Confirmando:
Klebsi ellapneumoniae, Enterobacteraerogenes y Escherichiacoli.

Muestra

M1

M2

M3

Muestra

M1y M2

M3

Bacilos Gramnegativos

Género y Especie

No se encontraron estructuras morfoldgicas
Enterobacterias

Escherichiacoli
Klebsiella pneumoniae

Enter obacter aerogenes
Escherichiacoli

TABLA 2. Enterobacterias encontradas en | as ensal adas

Cocos Grampositivos

Género y Especie

Saphyl ococcus aureus

No hubo crecimiento

TABLA 3. Otras bacterias encontradas en | as ensal adas.
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10. DISCUSION

En los expendios situados en los dos centros comerciales del estado Mérida municipio
libertador, se puedo evidenciar que la mayoria de las muestras de ensaladas procedentes de
dichos establecimientos presentaron coliformes totales y coliformes fecales ademas de la
presencia de Staphylococcus aureus. Lo que demostrd una deficiencia en la manipulacién e
higiene de los alimentos.

Aun cuando las ensaladas elaboradas en estos puestos de comida cuenta con un permiso
sanitario, presentan un peligro inminente para la salud de la poblacién en general debido a
la presencia de coliformes el cual se expresa como un indicador de la calidad sanitaria de
los alimentos.

La presencia de bacterias del género Klebsiella,Enterobacter y S. aureus en los alimentos
puede deberse a contaminacion del mismo durante la manipulacion por los empleados que
son portadores de microorganismos a nivel de fosas nasales, faringe o piel, estas bacterias
pueden ser introducidas en alimentos por contaminacion de las manos y de los utensilios
utilizados durante €l procesamiento. En muchos de los casos los manipuladores de
alimentos no utilizan guantes ni tapabocas 0 simplemente no |o usan de manera correcta.

La confirmacion de E. coli presentes en las ensaladas nos indica que los mismos tienen una
deficiencia en la higiene, Ademés del mal lavado de los vegetales ya que no utilizan un
antiséptico como €l vinagre sino utilizan agua corriente del grifo.

Al recolectar las muestras se observo € estado sanitario de los expendios y se evidencio
gue en uno de estos establecimientos colocaban la basura junto con las verduras que
utilizan para preparar las ensaladas.

Concordamos con los resultados obtenidos en un provecto realizado en la ciudad de
Obregdn, Sonora, México en Febrero 1998 a Octubre de 2002. Los parametros
microbioléaicos investiaados fueron mesofilicos aerobios, coliformes totales, coliformes
fecales, Salmonella  spp. . Saphvlococcus aureus, Vibrio  parahaemolvticusy Vibrio
vulnificus en alimentos altamente consumidos, Se encontrd que productos alimenticios de
consumo fresco, para microordanismos mesofilicos aerobios € 32 % de las muestras
analizadas (n =106) sobrepasaron la especificacion microbiol daica respectiva, v por arriba
del 70% de las muestras andizadas sobrepasaron las especificaciones sanitarias para
coliformes totalesy fecales.

En otro estudio en |la ciudad de Hidalgo se determiné la Calidad sanitaria de ensaladas de
verduras crudas listas para su consumo obtenidas en restaurantes con tres niveles aparentes
de hidiene (Alta, Mediay Baia) donde se colectaron en total 20, 30 v 1 muestras de cada
tipo para los restaurantes de Ah, Mh v Bh, respectivamente. Las ensaladas fueron
transportadas al laboratorio bajo condiciones asépticas y se procesaron dentro de 2 horas.
Se cuantificaron coliformes totales v fecales, Escherichia coliv la presencia
de Salmonella de acuerdo a los manuales especidlizados. Solo 4 de las 130 muestras
examinadas estuvieron libres de coliformes fecales. E. coli fue aidada en el 100, 70, 83 %
de las ensaladas obtenidas en cada restaurante, respectivamente; v Salmondllaen €l 10, O,
11% respectivamente para cada tipo de restaurante mencionado. En general, solo cuatro
ensaladas cumplieron con lanormaoficial mexicana vigente.
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Las dtas caraas microbianas de los indicadores de contaminacion en estas ensaladas aue
arrojaron nuestros resultados, pueden considerarse de ato riesgo para la saud de
consumidor v esto es muy importante ya due recientemente € consumo de verduras se ha
incrementado. ello principalmente a la busaueda en la poblacion de una vida més sana. Sin
embargo, a la par se han incrementado las enfermedades por verduras. Esto debido
principamente a su consumo crudo o con insuficiente tratamiento antimicrobiano. Dando
una idea del ato riesgo para los consumidores de contraer alguna enfermedad transmitida
por los alimentos.
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11. CONCLUSION

La calidad microbiolégica y sanitaria de los sitios evaluados constituye un gran problema
de salud publica para la poblacion expuesta dia a dia a estos aimentos, ya que Mérida es
una ciudad donde la mayoria de la poblacién son estudiantes universitarios y ademés es
netamente turistica en la cual llega en periodos de vacaciones millares de persona, lo cual
recurrir a establecimientos en los centros comerciaes es lo més facil. Lastimosamente los
individuos ingieren estos tipos de ensaladas pensando que es un alimento sano 1o que es un
error yaque al realizar este estudio se desenmascaro larealidad de este tipo de alimento por
lo que en vez de alimentarse sanamente las personas estan ingiriendo una cantidad
incontable de bacterias que quitaran la salud ocasionandole un mal estado fisico.
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12. RECOMENDACIONES

Cumplimento de las normas sanitarias en los expendios donde se elaboran estos tipos de
alimentos.

Limpieza corpora general.

Limpieza y cuidado de manos. Deberd lavarselas con abundante agua caliente y jabon
(preferentemente liquido) y secar con toalla de un solo uso, caso contrario la misma debera
estar siempre en perfecto estado de limpieza.

(Lic. Gabin de Sardoy)

El lavado de manos se realizar&
Antes de comenzar atrabgjar y cada vez que se interrumpe por agun motivo.
Antesy después de manipular alimentos crudos y cocidos.
Luego de manipular dinero.
Luego de utilizar €l pafiuelo paratoser, estornudar o limpiarse lanariz.
Luego de manipular basura.

Luego de hacer uso del bafio. (Lic. Gabin de Sardoy)

Utilizar gorra, cofia o redecilla en la cabeza (imprescindible porque impide que eventuales
suciedades del cabello puedan contaminar los alimentos) y guantes descartables en manos.

Debe abstenerse de fumar, comer, probar los aimentos con e dedo y/o masticar chicle,
durante la preparacion de los alimentos.

No estornudar ni toser sobre los alimentos, para ello cubrirse la boca con pafiuelo. (Lic.
Gabin de Sardoy)

Evitar cocinar en |os siguientes casos:
Si presenta algunalesion en las manos.
Si presenta secreciones anormal es por nariz, oidos, 0jos.
Si presenta nduseas, vomitos, diarrea, fiebre. (Lic. Gabin de Sardoy)

Preparacion de los alimentos.
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Los utensilios utilizados para la preparacion y servido de la comida deben estar siempre en
perfecto estado de limpieza. Lavarlos con detergente correctamente diluido y agua caliente,
procurando siempre que no queden restos de comida.

Cocer los aimentos a temperatura suficiente (70°C) para asegurar que |0s microorganisSmos
no se reproduzcan. Comprobar |atemperatura de coccion.

Evitar mantener los alimentos a temperaturas entre 10 y 60°C en las cuales se produce la
multiplicacion répiday progresiva de |os microorgani smos.

Evitar la contaminacion cruzada (*) (contacto de alimentos crudos con cocidos mediante las
manos del manipulador o la utilizacién de la misma superficie sin previa limpieza y/o
utensilios de cocina).

No cortar la cadena de frio de los alimentos (congel ados, frizados, refrigerados).

Controlar siempre fecha de vencimiento y estado general de envases y recipientes (latas,
frascos, botellas, cagjas, bolsas, etc.).

Se deben utilizar guantes de latex 6 nitrilo con la certificacion correspondiente emitida por
las normas locales, solo € Nitrilo podra tocar aceites y grasas mientras que € latex no
podra manipular dichos productos.

¢Coémo evitar la contaminacion cruzada?

Limpiar con agua potable todas |las superficies, después que hayan estado en contacto con
los alimentos crudos y antes de utilizarlas con alimentos cocinados o gue deben consumirse
crudos (g.: frutas y verduras).

De preferencia los elementos como tablas de picar deben ser diferentes para aimentos
crudosy cocidos, si esto no es posible, lavarlos correctamente.

Limpiar con abundante agua caliente y detergente los utensilios después de haberlos
utilizado con alimentos crudos.

Lavarse las manos después de manipular alimentos crudos aunque haya utilizado guantes.
(Lic. Gabin de Sardoy)

Lavar las verduras con antisépticos que eliminen las bacterias patdgenas

Evaluar periddicamente el establecimiento por parte de las autoridades correspondientes
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