UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
EAP. DE MEDICINA VETERINARIA

Frecuencia de enterobacterias en verduras frescas de
consumo crudo expendidas en cuatro mercados de

Lima Metropolitana

TESIS

Para optar el Titulo Profesional de Médico Veterinario

AUTOR
Silvia Melina MUNOZ JAVIER

ASESOR
Miguel Angel VILCA LOPEZ

Lima - Pera

2005



A Dios y a mis padres.
A mi abuela Victoria.

A los doctores Miguel A. Vilca L. y Dahne Ramos,
por su apoyo, consejos y ensenanzas.

A los doctores Norma Noé€, Sonia Calle y Néstor
Falcén por sus consejos.

A mis amigos y compaferos de la promocién
LXIV, en especial a Nadia, Christian y Jorge, por
el apoyo e incentivo en el desarrollo y culminacion
del presente trabajo.

A mis tios Olga, Gabriel, Aleja, Juan, Vicky,
Lorenzo, Julia, Victor, Dina, Orfilia, Carlos, Esther
y a mis primos Lubby, Elisa, Eduardo, Isabel,
Enrique, Juan Carlos y Roberto.

A mis amigos Giovanna, Angélica, Maynor y
Eliana.



A la memoria de mi abuela Victoria.



INDICE

Pg.
ABREVIATURAS. ...ttt et e e e e e e et e e e et e e e ennneeeesnnneas iX
RESUMEN. ...ttt e e e e e e e e e e e e e eeate e e e enbeeeeenneeas X
SUMMARY ...ttt ettt e e e ettt e e e et e e e eaa e e e e eaaeeeeeanseeeeeanbaeeeaasreeens Xi
LISTA DE CUADROS. ...ttt ettt e st e e e sne e e s e e e anntee e e eneneeennnes Xii
LISTA DE FIGURAS. ...ttt ettt e et e s e e e e nrae e e enneeeeas Xiii
. INTRODUGCCION. ......coiiiiiiiee e 1
Il. REVISION DE LITERATURA. .....oooiiiieee e 3
2.1. Las verduras y la importancia de SU CONSUMO........cccceveirernrarrrrarnsnn 3
2.2. Practicas agricolas que favorecen la contaminacion de las verduras...... 5
2.3. Factores de contaminacion antes de la cosecha.............ccccvveiiiiiiiiannnns 5
2.3.1. Elagua de irfigacion.........ouiuiuiii i 6
2.3.2. Factores asociados a la sobrevivencia de los patdgenos sobre las
1Y (o (U = T 8
2.4. Factores de contaminacion después de la cosecha............c.cevviviiiinnnens 9
2.5. Los mercados de abastos en Lima Metropolitana.............cccoveieinnnnnnn. 11

2.5.1. Situacion actual del comercio mayorista de hortalizas en Lima

MEtrOPOITANG. ... 11
2.6. Microbiologia de las verduras crudas...........ccccveriiiiiiiiiciercencrereeceaes 13
2.7. Bacterias coliformes y coliformes fecales...........c.cocvviiiiiiiiiiinnininnns 14
2.7.1. Los coliformes como microorganismos indicadores...............c.c....... 15
2.8. ESCheriChia COli.......c.cvuuueneiniieiiiiiiiiiiieie i r s s s s nn e 17
2.8.1. Estructura antigéniCa. .........coeveieiiiiiii i 18
2.8.2. ClaSifiCaCiON. ... 18

Vi



2.9. SalmMoNella SPP...ccuuuieieiiiiiaie 20

2.9.1. Estructura antigéniCa. .........cooouiiiiiiiie e 21
2.9.2. ClasifiCaCiON. ... 21
2.10. Enfermedades diarreicas asociadas al consumo de verduras
Lo 1 T = = 24
2.11. Colibacilosis por E. coli enterotoXigénica.........c.cccevrmimirrirrmiennnnnns 25
2.11.1., RESBIVOIIO. ..ttt e 25
2.11.2 PalOgeNIa. .. . 25
2.11.3. SIgNOS ClINICOS. ...ttt 27
2.11.4. DIiagnOSHCO. .. cueneeieie e 28
2.11.5. Tratamiento. ... ..o 29
2.11.6. Ocurrencia en el hombre.........c.ooiiiiii e 29
2.11.7. Laenfermedad en los animales...........ccoiiiiiiiiiiiiiii i, 30
2.11.8. Contaminacion de alimentos........ccvviiiiiiiii e, 31
2.12. Salmonelosis y fiebre entérica..........cccoeiiiiiiiii i 32
2.12.1. RESEIVOIIO. . ettt 32
2.12.2 Palogenia. ...c.vieii 33
2.12.3. SIgNOS ClINICOS. ... et 37
2.12.4. DIiagnOStiCO. ... euee et 40
2.12.5. Tratamiento. . ..o 41
2.12.6. Ocurrencia en el hombre.........c.oooiiiiiiii e 42
2.12.7. Laenfermedad en los animales...........ccooiiiiiiiiiiiiiiic e 44
2.12.8. Contaminacion de alimentos........ccoviiiiiiiii e 45

2.13. Medidas de prevencion y control en enfermedades gastrointestinales
producidas por E. coliy Salmonella Spp........c.ccvcverieirrmmmmmnnnnnnnnnnnn 7
2.13.1. Medidas de prevencion y control en el campo................cceeuenee. 50
2.13.2. Uso del cloro en la descontaminacion de los vegetales................ 53
2.14. Las enfermedades infecciosas intestinales y su morbilidad-mortalidad
L= = I 2= o R 54

2.15. Calificacion sanitaria de los productos agricolas.........c.cccceviernrnnnns 56

Vi



[ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de eStudio.......ccuvueiiiii i s 62
3.2. Universo y tamaino muestral..........c.ccoeiiiiimiiiiiiir i 63
3.3. Muestreo y transporte de muestras........c.ccoiveviirieirerina e rsere s smnnnenennn 64
3.4. Ensayos microbiol0giCoS. .......c.uvuimiiiiiiiriir e 64

3.4.1.Técnica del Numero Mas Probable (NMP) para recuento de

(o701 {0 0 0= 64
3.4.1.1. Interpretacién y expresion de resultados...........ccccccvvveenennen. 65

3.4.2. Aislamiento e identificacion de salmonelas...........c.coceeeviiiiiiiiinnnnn. 65
3.4.2.1. Interpretacién y expresion de resultados...............ccceennnns 65

3.5. Procesamiento de datos........c.coviiiiirerr 66
IV. RESULTADOS Y DISCUSION.......ocoieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 67
V. CONCLUSIONES. ... ..ottt e e e s e e e e e e e snneeeee s 96
VI. RECOMENDACIONES. ... .o 98
VI LITERATURA CITADA. ..ottt e e e e 99
VL APENDICES ...ttt ettt 110
IX. ANEXOS . ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnaeaa s 117

viii



A .P.0.1%
CLVBB
VRBA
A.P.

EMB

AN

CL

IMViC

CT

CGT

CS
A.P.T.1%
CSC
CTVB
AVB

BS

SS

TSI

LIA

ABREVIATURAS

Agua peptonada al 0.1%

Caldo lactosa bilis verde brillante al 2%
Agar bilis lactosa rojo neutro cristal violeta
Agua de peptona (salina)

Agar eosina azul de metileno

Agar nutritivo

Caldo lactosado

Indol — Rojo de Metilo — Voges Proskauer — Citrato Sodico
Caldo triptona

Caldo glucosado tamponado

Agar citrato de Simmons

Agua peptonada tamponada al 1%

Caldo selenito cistina

Caldo tetrationato verde brillante

Agar verde brillante

Agar bismuto sulfito

Agar Salmonella — Shigella

Agar triple azucar hierro

Agar lisina hierro



RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el grado de contaminacion fecal en
3 de las verduras 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) en La Parada, Ramén Castilla, Ceres y Caqueta.
Las muestras fueron procesadas segun el método del Numero mas Probable para
deteccioén y recuento de coliformes fecales y E. coli Tipo | (Tipico), asi como por la
prueba de Ausencia/Presencia para Salmonella. El estudio demuestra que el
18.9% y 56.7% del total de verduras, y el 22.2% y 64.4% de verduras provenientes
de los mercados 1 y 3, presentaron niveles de colifecales superiores a lo
establecido por la ICMSF (100) y el MINSA (10), respectivamente. Ademas, el
2.2% de verduras del mercado 4 present6 niveles de E. coli Tipo | (Tipico)
superiores a lo establecido por la ICMSF y el MINSA (10). En ambos casos, la
espinaca tuvo la mayor contaminacion. Respecto a Salmonella spp., el 10% de las
verduras presenté contaminacién, resaltando la col y fue el mercado 2 el que
presentd el mayor porcentaje (20%). Los mercados 3 y 4 presentaron las verduras
con el mayor porcentaje de aceptabilidad total y el mercado 2 aquellas con el

mayor porcentaje de rechazo.

Palabras clave: Escherichia coli, Salmonella, lechuga, col, espinaca, mercado.



SUMMARY

The purpose of this study was to evaluate the degree of faecal contamination in
three vegetables of major raw consumption that are selled in four importants
wholesale markets in Lima city. A total of 180 samples, 15 lettuce (Lactuca sativa)
samples, 15 cabbage (Brassica oleracea) samples and 15 spinach (Spinacea
oleracea) samples from La Parada, Ramon Castilla, Ceres and Caqueta were
collected. Samples were processed using the Most Probable Number method for
faecal coliform and E. coli Type | (Typical) detection and count, plus
Absence/Presence test for Salmonella. In this study 18.9% and 56.7% from all
vegetables, and 22.2% and 64.4% of vegetables from markets 1 and 3 displayed
faecal coliforms levels higher than those were established by ICMSF (100) and
MINSA (10), respectively. In addition, 2.2% vegetables from the market 4 displayed
E. coli Type | (Typical) levels higher than that was established by ICMSF and
MINSA (10). In both cases, spinach had the higher contamination. About
Salmonella spp., 10% all vegetables were contaminated, standing out the cabbage
and the market 2 displayed the higher percentage (20%). Markets 3 and 4
displayed vegetables with higher percents of total acceptance, and the market 2
those with higher percents of reject.

Key words: Escherichia coli, Salmonella, lettuce, cabbage, spinach, market.
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.  INTRODUCCION

Las verduras expendidas en mercados presentan una alta contaminacion,
especialmente bacteriana, a consecuencia de diversos factores que actian tanto
en el campo, donde se producen, como en las practicas de manejo después de la
cosecha, destacando entre ellos la irrigacion con aguas residuales, el uso del
estiércol como abono, la manipulacién en las diversas etapas del ciclo productivo y
el pésimo estado sanitario de embalajes y transportes (Fasciolo, et al, 1998;
ICMSF, 1981).

Todo ello contribuye a convertir las verduras en alimentos de alto riesgo,
asociados a brotes epidémicos de diarrea, porque pueden transportar una elevada
carga microbiana que se suma al habitual consumo crudo y a las deficientes
practicas de manejo e higiene, comunes en paises en vias de desarrollo como el
nuestro (Monge et al.,1996; ICMSF, 1981).

Entre los patdégenos que pueden ser transportados por las verduras se
encuentran E. coliy Salmonella, cuya ingestion produce cuadros gastrointestinales
de diversa severidad (Echandi y Antillén, 2000; Chaidez, 2002). Estas ETA son un
factor de gran importancia en la reduccion de la productividad socioeconomica,



debido a que generan altas tasas de morbilidad, y ademas en los grupos
susceptibles como los nifos menores de cinco afos, los ancianos y en los
inmunosuprimidos, pueden conducir a septicemias e incluso a la muerte
(OPS/OMS, 1998).

El primer paso para controlar la situacion descrita debe consistir en conocer el
grado de contaminacién que presentan las verduras que adquiere el consumidor,
por ello el presente estudio tuvo como finalidad analizar el grado de contaminacién
fecal mediante la determinacién de coliformes fecales y E. coli Tipo | (Tipico), asi
como evaluar la presencia de Salmonella, en tres de las verduras de mayor
consumo crudo en nuestro medio, es decir la lechuga (Lactuca sativa), la col
(Brassica oleracea) y la espinaca (Spinacea oleracea), al momento de ser
expendidas en los mercados mayoristas mas importantes (4) de Lima
Metropolitana.



IIl. REVISION DE LITERATURA

2.1. LAS VERDURAS Y LA IMPORTANCIA DE SU CONSUMO

Los vegetales se definen como plantas herbaceas, de ciclo anual o bienal,
cuyos productos presentan un alto contenido de agua, un bajo contenido
energético, una corta vida util después de la cosecha y cuyo propdsito es la
alimentacion ya sea en su estado natural o procesado (Garcia et al., 2002).

Las hortalizas frescas son una parte esencial de la dieta humana y el beneficio
para la salud que resulta de su consumo habitual esta ampliamente comprobado
(Siller et al., 2002). En paises como EE.UU., debido al auge de algunas
enfermedades ligadas a excesos o desequilibrios en la dieta, el mayor consumo
de frutas y vegetales esta ampliamente recomendado (FDA, 1998).

Las verduras al ser ingeridas crudas, aportan nutrientes basicos para los
procesos vitales del organismo humano tales como sales minerales, vitaminas,
proteinas, antioxidantes, enzimas, levaduras y agua biolégicamente pura, con muy

pocas calorias (Garcia et al., 2002).



En general, favorecen la fluidez natural de la sangre y reducen el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y debido a la preponderancia de elementos
alcalinos neutralizan acidos, contribuyendo a mantener la reaccién basica del

organismo (Garcia et al., 2002).

Ademads, aportan fibra que estimula naturalmente el peristaltismo intestinal y
combate el estrefiimiento y las sales alcalinas, vitaminas, enzimas y clorofila
compensan la baja de vitalidad organica, principalmente en invierno, debido a la
menor exposicion solar y el mayor consumo de alimentos cocinados (Garcia et al.,
2002).

En el Perd, verduras como la lechuga, col y espinaca estdn ampliamente
difundidas a nivel gastrondmico y su produccidén alcanza volumenes importantes
en la agricultura. Asi tenemos que durante el 2001, se produjeron 46.715 miles de
TM de lechuga, 48.330 miles de TM de col y 8.291 miles de TM de espinaca; y
durante el 2002, 38.410 miles de TM de lechuga, 34.886 miles de TM de col y
11.373 miles de TM de espinaca (MINAG, 2005).

Segun el MINAG, en 1999, el Mercado Mayorista N® 1 comercializé volimenes
de 399, 1.108 y 93 toneladas de espinaca, lechuga y col, respectivamente. El
registro de ingreso segun el departamento de procedencia, sefiala a Junin (Tarma)
para el total de espinacas, y tanto a Lima-Callao (Lima) y Junin (Huancayo) como
proveedores de lechuga seda o criolla/serrana, con 146 y 20 TM, respectivamente
(MINAG, 20083).

En ese mismo afo, el mayor volumen de ingreso de espinaca al referido
mercado se registrd en el mes de febrero (49 TM), para el caso de la lechuga éste
se di6 en mayo (136 TM) y para la col en el mes de octubre (15 TM) (MINAG,
2003).



2.2. PRACTICAS AGRICOLAS QUE FAVORECEN LA CONTAMINACION DE
LAS VERDURAS

Las practicas agricolas utilizadas en el cultivo de verduras, hacen que este
grupo de alimentos se conviertan en vehiculo potencial de microorganismos
patdbgenos (Monge et al., 1996); ya sea que se compren en supermercados,
tiendas, puestos de mercados o aun cuando se cosechan a nivel familiar (Harris y
Cullor, 2002) incrementandose mas aun el riesgo, si personas enfermas o
portadoras de los agentes patrticipan en dichas labores (OPS/OMS, 1998).

En el campo; el suelo, abono, animales, equipo agricola y las manos del
personal requerido para recolectar, clasificar, atar y envasar son factores que
contribuyen a la tasa de microbios y su distribucion en el producto (Bihn et al.,
1999; Cremona, 2001; Beuchat y Ryu, 1997; ICMSF, 1981; Limongelli et al.,
1991). En consecuencia se debe analizar los factores que intervienen en su

contaminacion.

2.3. FACTORES DE CONTAMINACION ANTES DE LA COSECHA

Normalmente, las hortalizas no deben ser causa de problemas de salud
publica, debido a que son resistentes a las infecciones microbianas de origen
animal (Acevedo et al., 2001). Sin embargo, al actuar como vehiculos, es posible
la transmisién de bacterias patégenas desde las hojas, por contaminacion directa
con heces de animales, uso de estiércol como abono o por la irrigacion de las
cosechas con aguas de desague sin tratar o parcialmente tratadas (Acevedo et al.,
2001; Diane, 1995; Islam et al., 2004; Beuchat y Ryu, 1997; Garcia et al., 2002;
Echandi y Antillén, 2000; Limongelli et al., 1991).



2.3.1. EL AGUA DE IRRIGACION

La probable presencia de indicadores de contaminacién fecal en los productos
agricolas de consumo humano esta relacionada directamente con la calidad
microbiolégica del agua de riego (Fasciolo et al., 1998; Castro de Esparza, 1991).
Es asi, que los niveles de contaminacion existentes en la produccion de verduras y
hortalizas estan en funcién del uso del recurso hidrico (Flores y Huerta, 1997).

La utilizacién de aguas residuales para el riego de plantaciones es una practica
comun en muchos paises de América Latina (OPS/OMS, 1998; Vaz da Costa-
Vargas et al.,, 1991). En la ciudad de la Paz, los rios Choqueyapu y Orckojahuira
conteniendo toneladas de heces, orina y basura que recogen a su paso, son
utilizados para regar grandes hectareas con sembradios de verduras, lo que
sumado a las intensas precipitaciones fluviales y el descontrol de los rios,
aumentan los riesgos en la produccién agricola de la zona (Solén y Gutiérrez,
2001).

En nuestro medio, los agricultores utilizan aguas residuales para el riego de las
verduras que siembran y que luego de ser cosechadas son comercializadas en los
diferentes mercados de la capital. Las comunidades agricolas que proveen a los
mercados urbanos de Lima Metropolitana comparten en distintos grados la
dificultad del acceso al agua de riego, de manera que aquellos cercanos a la
desembocadura del rio Rimac se ven obligados a servirse de este caudal residual
altamente contaminado (Matos y Matos, 1990).

Estas aguas actuan como fuente de infeccion debido a que transportan materia
fecal con microorganismos patégenos que son excretados por personas enfermas
o portadores sanos. Entre las bacterias patégenas de mayor interés en aguas
residuales sin tratar se encuentran E. coli y Salmonella spp. (Limongelli et al.,
1991).



La persistencia de bacterias entéricas en el agua depende de una variedad de
factores ambientales que incluyen temperatura, pH, luz solar, depredacion,
sustancias organicas disueltas, ligaciéon a particulas, asociacion con vectores y la
presencia de sales y otros solutos (Reynolds, 2002).

La temperatura es probablemente el factor mas importante, con una
supervivencia mas duradera a menores temperaturas. La mayoria de bacterias
entéricas son menos estables cuando el pH es >9 y <6. La presencia de materia
organica y sedimentos ayuda a la supervivencia protegiendo a las bacterias de
otros efectos ambientales. Un mayor contenido de humedad en los suelos también
ayuda en la subsistencia ambiental (Reynolds, 2002).

Salmonella spp. y otras bacterias potencialmente patdgenas han sido
reportadas a partir de aguas residuales, aguas de rio, y efluentes industriales
provenientes de camales y de plantas de embalaje de aves. En un estudio similar,
Salmonella spp. fue recuperada de aguas de irrigacion contaminadas con aguas
residuales crudas o efluentes primariamente tratados con cloro; en este caso una
muestra de 97 vegetales irrigados con estas aguas present6 salmonelas (Beuchat
y Ryu, 1997).

Frente a situaciones similares las autoridades sanitarias deben actuar y asi por
ejemplo, en 1995, las nuevas regulaciones del Ministerio de Salud de lIsrael,
determinaron que las fuentes de agua de regadio sean protegidas y cercadas a fin
de controlar a las fuentes potenciales de polucién tales como granjas animales,
plantas de tratamiento de aguas residuales, vertederos de desechos soélidos e
industriales, almacenes de combustible y colectoras de aguas residuales
(Tulchinsky et al., 2000).



2.3.2. FACTORES ASOCIADOS A LA SOBREVIVENCIA DE LOS PATOGENOS
SOBRE LAS VERDURAS

La contaminacién microbiolégica de las verduras toma mayor importancia al
considerar que el tiempo de supervivencia de los microorganismos patégenos
puede ser prolongado, semanas o meses (Chaidez, 2002; Monge et al., 1996);
particularmente cuando éstos se encuentran en las areas mas humedas del
vegetal y protegidas de la desecacién y de los rayos directos del sol, como suele

ocurrir en la lechuga y la col (Monge et al., 1996).

Se ha demostrado que la frecuente contaminacién del suelo por repetidas
aplicaciones de agua contaminada o por heces de animales, contrarresta los
factores ambientales adversos y permite que los agentes patégenos permanezcan
viables en la tierra por dos meses o mas (Monge et al., 1996). Ademas, se debe
considerar como influencia la existencia de lluvias antes de la cosecha (Limongelli

et al., 1991), el pH del suelo (Castro de Esparza, 1991) y agua (Rico et al., 1988).

Los periodos de supervivencia de los microorganismos, ademas de reflejar
variaciones entre cepas, estan muy influenciados por factores climaticos (Fasciolo
et al., 1998; Vaz da Costa-Vargas et al., 1991). El calor (Limongelli et al., 1991), la
alta irradiacion solar (Vaz da Costa-Vargas et al., 1991) y la baja humedad del aire

(Fasciolo et al., 1998) favorecen la muerte de los patdgenos.

De otro lado, las salpicaduras de tierra al caer la lluvia, no juegan un papel
importante en el transporte de los agentes contaminantes a las hortalizas, debido
a que las bacterias depositadas en el suelo, principalmente via excrecion fecal,
son inmovilizadas y fijadas en un sitio especifico (Monge et al., 1996).

Se debe destacar la incidencia del tipo de cultivo en cuanto a su ubicacion con
respecto a la superficie de la tierra (Fasciolo et al., 1998; Castro de Esparza,
1991). Los productos que crecen a flor de tierra estan mas contaminados con



coliformes fecales que los que crecen bajo tierra y que los menos contaminados
son los de tallo alto (Fasciolo et al., 1998).

También incide el periodo de tiempo que media entre el Ultimo riego y la
cosecha ya que un mayor periodo favorece la obtencion de productos agricolas de
mejor calidad bacterioldgica (Fasciolo et al., 1998).

De esta manera, los organismos patégenos que llegan con las aguas
residuales sobreviven en el suelo y plantas por periodos de tiempo
suficientemente largos como para ser transportados a los mercados e ingeridos
por individuos sanos y susceptibles, produciendo en ellos enfermedad (Flores y
Huerta, 1997), a menos que se realicen efectivos procedimientos de desinfeccion
(Beuchat y Ryu, 1997).

2.4. FACTORES DE CONTAMINACION DESPUES DE LA COSECHA

Algunos estudios realizados en diferentes paises indican que la utilizacion de
aguas no tratadas para la irrigacién de verduras, es la practica que mas influye en
la reduccién de la calidad sanitaria de estos alimentos. No obstante, el uso de
aguas sin tratamiento no es el Unico factor responsable de la contaminacién, pues
algunos autores sugieren que sélo el 48% de la E. coli presente en estos
alimentos, proviene de los coliformes fecales del agua de irrigacion (Monge et al.,
1996).

De otro lado, diversas investigaciones senalan que los indices de
contaminacion fecal de los productos horticolas son mayores en las areas de
mercado que en las de cultivo (Monge et al., 1996). Después de la cosecha, en el
empaque, en los contenedores y vehiculos utilizados para el transporte,
almacenamiento y exhibicién para la venta existen muchas ocasiones para que los
microorganismos contaminen las verduras (Bihn et al, 1999; Cremona, 2001;
Beuchat y Ryu, 1997; ICMSF, 1981; Limongelli et al., 1991).



El dafio causado a los vegetales durante el transporte, refrescamiento y
mercadeo, conlleva la liberacion de algunos nutrientes que favorecen el desarrollo
microbiano; por ello, la manipulacibn puede ser una de las causas mas
importantes de contaminacion después de la cosecha y es vélida para todos los
productos agricolas, incluso para aquellos irrigados con aguas limpias (Castro de
Esparza, 1991).

En los mercados, cualquier hortaliza expendida al menudeo puede estar
contaminada, pues a pesar de existir una red de distribucién establecida en la cual
los agricultores recurren a la intervencion de intermediarios mayoristas, existe a la
vez una red paralela de minoristas, informales y ambulantes que aprovechando su
cercania a las areas agricolas, compran en las mismas parcelas y revenden en los

mercados vecinos (Matos y Matos, 1990).

De esta manera, no es posible establecer el origen del producto comprado por
el consumidor final y se confunde lo contaminado y lo limpio. Esta situacién se
agrava por la suciedad y la falta de higiene de los embalajes de exhibicién,
almacenes y puestos de venta, que terminan igualando la condicién higiénica de
los productos que vienen de chacras mas limpias con aquella antihigiénica de los
qgue proceden de huertas regadas con aguas residuales (Matos y Matos, 1990).

Por todo esto, las verduras constituyen una fuente de microorganismos
patdbgenos que pueden pasar a otros alimentos (ICMSF, 1981) y también
contaminar las manos de los manipuladores, equipos y utensilios que se utilizan
durante su procesamiento, propiciando la contaminacién cruzada consecuente y
una mayor difusion de ETA (Castro de Esparza, 1991; Hobbs y Roberts, 1997).
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2.5. LOS MERCADOS DE ABASTOS EN LIMA METROPOLITANA

Lima Metropolitana cuenta con 592 mercados de abastos que suman un total
de 74,346 puestos fijos. De éstos, el 72% se encuentran operativos mientras que
20,669 puestos estan desocupados; es decir el 28% no brindan atencion al publico
(INEI, 1997).

El Mayorista N° 1, ubicado en el distrito de La Victoria, es el cuarto mercado de
abastos con mayor numero de puestos fijos (744), todos ellos en funcionamiento y
con un area de terreno de 35.941 m2 (INEI, 1997).

Respecto al material predominante en la construccién, en Lima Metropolitana el
78% ha sido construido con material noble, el 15% predominantemente con

madera, el 5% con adobe y el 2% con otros materiales (INEI, 1997).

Una de las variables importantes para el analisis de los estudios relacionados
con la salud publica, es la disponibilidad de servicios higiénicos en los grandes
centros de concentracion. En Lima Metropolitana, se observa que de 592
mercados investigados, el 92% poseen servicios higiénicos y so6lo el 8% no
disponen de este servicio basico (INEI, 1997).

2.5.1. SITUACION ACTUAL DEL COMERCIO MAYORISTA DE HORTALIZAS
EN LIMA METROPOLITANA

Los mercados mayoristas, a nivel urbano, cumplen una funcién de acopio,
fraccionamiento y distribucion para satisfacer las necesidades comerciales de los
comerciantes minoristas. El destino final de los productos alimenticios agricolas
perecederos ingresados a Lima Metropolitana y el Callao, es el consumo directo
dentro del hogar, institucional, para la industria, y también para la reexpedicién a
otras ciudades del pais (EMMSA, 2005).
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Para abastecer el area de Lima Metropolitana y el Callao, el comercio
mayorista de hortalizas se realiza por diferentes canales urbanos de distribucion.
El principal es el Mercado Mayorista N° 1 (La Parada), donde se comercializa un
volumen promedio de 1'140,000 TM/anuales de hortalizas, legumbres y tubérculos
(EMMSA, 2005).

Debido a la antigliedad de este mercado, el mercadeo mayorista de alimentos
se desarrolla en infraestructuras pequenas, obsoletas y mal ubicadas que hacen
imposible mejorar las funciones econoémicas y fisicas que deben cumplirse en los
mercados mayoristas (EMMSA, 2005).

Esta situacion configura una problematica caracterizada principalmente por
distorsion en la formacién de los precios, tugurizacién, hacinamiento, pérdidas de
productos por mermas, congestion del transito, acumulacién de basura y falta de
higiene en general que perjudica a productores, transportistas, comerciantes
mayoristas, minoristas, consumidores en general y familias que trabajan y viven en
la zona de influencia (EMMSA, 2005).

Otros centros de comercio de estos productos son el Mercado de Caqueta en
el distrito de San Martin de Porres, el Mercado Ramén Castilla en El Cercado, el
Mercado Ceres en Vitarte, el Mercado de Angélica Gamarra en Los Olivos, el
Mercado de Puente Piedra en el distrito del mismo nombre, entre otros; ademas
de establecimientos y vias publicas alrededor del Mercado Mayorista N° 1
(EMMSA, 2005).

De otro lado, las cadenas de supermercados e hipermercados ubicadas en
diferentes distritos de Lima Metropolitana y el Callao son abastecidas parcialmente
por sus propias centrales logisticas. Ademas, existe un abastecimiento parcial de
caracter institucional (hospitales, restaurantes, fuerzas armadas, etc.) (EMMSA,
2005).
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2.6. MICROBIOLOGIA DE LAS VERDURAS CRUDAS

Desde el punto de vista de salud publica, la calidad microbiol6gica de las
verduras frescas destinadas al consumo crudo es muy importante. Se ha
destacado que todos los brotes de enfermedades relacionadas con el consumo de
verduras estan asociados con la contaminacién superficial de estos vegetales por
el agente etiolégico, como consecuencia de los sistemas de manejo utilizados en
el cultivo, tratamiento, embalaje o transporte al mercado (Fasciolo et al., 1998;
ICMSF, 1981).

Normalmente, los vegetales frescos albergan una poblaciéon diversa de
microorganismos, siendo frecuentes cantidades de 10°> — 10’ UFC/g. Entre el 80 -
90% de las bacterias son bastones Gram negativos, predominando especies de
Pseudomonas, Enterobacter o Erwinia (Acevedo et al., 2001).

Respecto a las determinaciones microbiolégicas, en las verduras frescas, no es
recomendable efectuar el ensayo de recuento total de microorganismos ni de
coliformes totales, ya que es altamente improbable que tales determinaciones
tengan significado para la salud del hombre debido a la posible presencia en areas
localizadas de altas tasas de patégenos de las plantas que enmascararian dichos
resultados (ICMSF, 1981).

Sin embargo, el hallazgo de microorganismos indicadores como los coliformes
fecales en alimentos como la lechuga y la espinaca (Limongelli et al., 1991) puede
significar que otros patdgenos entéricos como Salmonella, también estan
presentes (OPS/OMS, 1998). La deteccion especifica de E. coli y Salmonella
puede indicar una contaminacién fecal en la superficie de los vegetales (ICMSF,
1981).
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Estos importantes indices de contaminacion, sugieren la presencia y
supervivencia de otras bacterias entéricas tales como Shigella spp, ya que sus
periodos de sobrevivencia son iguales a los sefalados para coliformes fecales y
Salmonella spp, aunque algunos autores indican que Shigella spp. puede
sobrevivir mayor tiempo, principalmente cuando se encuentra en las areas mas

propicias del vegetal (Monge et al., 1996).

Entre las bacterias patdgenas que han sido asociadas con el consumo de
hortalizas frescas se pueden mencionar a E. coli enterotoxigénica, E. coli
enterohemorragica y especies de Salmonella spp, entre otras (Echandi y Antillén,
2000; Chaidez, 2002) las cuales estan descritas por la OMS como una nueva y

significativa amenaza a la salud publica (Echandi y Antillon, 2000).

2.7. BACTERIAS COLIFORMES Y COLIFORMES FECALES

Los coliformes son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no
esporulados, capaces de fermentar la lactosa con produccion de gas a 35° C en
48 h (OPS/OMS, 1998; Garcia et al., 2002; Acufa et al., 2002; Feng y Weagant,
2002b). El término habitual coliformes comprende a Escherichia coliy a diversas
especies pertenecientes a otros géneros de la familia Enterobacteriaceae como
Enterobacter, Klebsiella'y Citrobacter (ICMSF, 1999; OPS/OMS, 1998; Acufa et
al., 2002).

Los coliformes fecales o “termotolerantes” comprenden un grupo de
microorganismos seleccionados por incubacion de los in6culos procedentes de un
caldo de enriquecimiento de coliformes, capaces de crecer y fermentar la lactosa a
44.5 - 45.5° C, en un lapso no mayor de 48 horas (ICMSF, 1999; OPS/OMS, 1998;
Feng y Weagant, 2002b).
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2.7.1. LOS COLIFORMES COMO MICROORGANISMOS INDICADORES

Tradicionalmente, en el monitoreo de contaminacion microbiana se lleva a cabo
la deteccion de microorganismos “indicadores” de contaminacion fecal (Chaidez,
2002).

Los indicadores son grupos (0 especies) de microorganismos cuya
enumeracion o recuento se realiza con facilidad y cuya presencia en los alimentos
(en determinado numero) indica si los productos estuvieron expuestos a
condiciones que pudieran haber introducido organismos potencialmente
patégenos y/o permitido la multiplicacion de especies infecciosas o toxigénicas
(ICMSF, 1999; Chaidez, 2002; Garcia et al., 2002; Acuia et al., 2002; Feng y
Weagant, 2002b).

El principal objetivo de la utilizacion de bacterias como indicadores de préacticas
no sanitarias es revelar defectos de tratamiento que llevan consigo un peligro
potencial, peligro que no esta necesariamente presente en la muestra particular
examinada, pero que es probable pueda encontrarse en muestras paralelas
(ICMSF, 1999).

Los coliformes han sido considerados como indicadores (Chaidez, 2002;
Garcia et al., 2002); sin embargo, microorganismos del género Enterobacter se
pueden encontrar también en el suelo, alcantarillas, agua, plantas, vegetales y
alimentos de origen animal, por lo que rara vez se le reporta como patégeno
entérico (OPS/OMS, 1998; Acevedo et al., 2001).

De igual modo, Citrobacter freundii es la especie bacteriana que mas abunda
en los alimentos, siendo frecuente en las superficies de las hortalizas y carnes
frescas (Acevedo et al., 2001). Klebsiella también puede ser aislada en ambientes
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no asociados con la contaminacién fecal (OPS/OMS, 1998), por lo que su
presencia en los alimentos puede no estar determinada por este tipo de
contaminacion (Garcia et al., 2002).

Escherichia coli es la especie mas asociada a materia fecal ya que su habitat
natural primario es el tracto intestinal del hombre y de los animales de sangre
caliente, llegando a nimeros que van de 10° a 10° microorganismos/g de heces
(ICMSF, 1999; Chaidez, 2002; Garcia et al., 2002; OPS/OMS, 1998; Feng y
Weagant, 2002b).

Por lo tanto, la presencia de este microorganismo en un alimento indica
generalmente una contaminacion directa o indirecta de origen fecal (OPS/OMS,
1998; ICMSF, 1999; Hobbs y Roberts, 1997; Blanco et al., 2002; Feng y Weagant,
2002b) y lo convierten en el Unico microorganismo indice valido en el andlisis de

los vegetales frescos (ICMSF, 1999; Vaz da Costa-Vargas et al., 1991).

La enumeracion de E. coli y sus niveles detectados en los alimentos pueden
estar influenciados por factores como la multiplicacidon del microorganismo, su
muerte o0 inactivacion o su adherencia a las particulas del alimento. En muchos
casos, los recuentos de Enterobacteriaceae no guardan relacién con la cuantia de
la contaminacion originada a partir de fuentes fecales, debido a que pueden
multiplicarse en algunos alimentos mientras que tienden a disminuir en otros y en
el agua (ICMSF, 1999).

Con todo, la simple presencia de E. coli o un recuento de coliformes fecales
indicard una contaminacion fecal, sugiriendo una falta general de limpieza en el
manejo del alimento y/o un almacenamiento inadecuado (ICMSF, 1999; Feng y
Weagant, 2002b).
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Es importante destacar, que el hallazgo de E. coli en un alimento no constituye
una connotacién directa de la presencia de un patégeno, sino que implica
Unicamente un cierto riesgo de que pudiera estar presente (ICMSF, 1999; Hobbs y
Roberts, 1997; Acuna et al., 2002; Rodriguez, 2003a); es decir, su hallazgo no
guarda siempre una estrecha correlacion con la presencia de salmonelas o de

otros microorganismos patégenos (ICMSF, 1999).

2.8. Escherichia coli

El género Escherichia comprende 5 especies: E. coli, que es la especie tipo; E.
hermannii, aislada de la sangre, liquido cefalorraquideo, infecciones de heridas y
en las heces; E. vulneris, aislada en infecciones de heridas; E. fergusonnii, aislada
de la sangre, orina, heces y de los animales y E. blattae (Jaklik, 1994; Blanco, et
al., 2002).

De todas las especies, solamente E. coli tiene significacion clinica (Blanco et
al., 2002) ya que es responsable de casi todas las infecciones de importancia
causadas por el género, en tanto que las otras especies explican menos del 1% de

los aislamientos clinicos de éste en enfermedades humanas (Jaklik, 1994).

Escherichia coli suele ser resistente a las temperaturas extremas y a los acidos
débiles (Rodriguez, 2003a). En el laboratorio, por mutacion, un bajo porcentaje de
cepas puede tener perdida la capacidad de fermentar la lactosa, o lo hace tan
lentamente al punto de no ser detectada dentro de los periodos normales de
incubacion utilizados (OPS/OMS, 1998).

Por ello, la prueba de produccion de indol a partir de triptéfano en alta
temperatura es una prueba utilizada paralelamente a la fermentacion de la lactosa
y ofrece resultados mas confiables, pues cerca de 99% de las E. coli son indol
positivas (OPS/OMS, 1998).
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2.8.1. ESTRUCTURA ANTIGENICA

E. coli se clasifica en diferentes serotipos de acuerdo con el esquema
elaborado por Kauffman; el cual se basa en los antigenos somaticos O,
polisacaridos y termoestables que diferencian a E. coli en mas de 170 serogrupos
y el antigeno flagelar H, termolabil y de naturaleza proteica que distingue los
serotipos (56) de cada serogrupo (Blanco et al.,, 2002). Ademas son importantes
los antigenos K (capsulares | y Il) y F (fimbriales) (Acha, 2003; Jaklik, 1994; Acuna
et al., 2002; Blanco et al., 2002; Arias, 2003).

El antigeno O forma parte del lipopolisacéarido (LPS) presente en la membrana
externa de la pared celular, mientras que el antigeno K se corresponde con el
polisacarido capsular que envuelve la pared celular y enmascara el antigeno O
inhibiendo su aglutinacion (Blanco et al., 2002).

La determinacién del perfil antigénico de las diferentes cepas sirve para
relacionar un tipo antigénico particular con alguna de las formas diarreicas
producidas por E. coli. La determinaciéon de los antigenos O y H se realiza por
técnicas de aglutinacién, mientras que la identificacion del antigeno K se realiza

por contrainmunoelectroforesis (Blanco et al., 2002).
2.8.2. CLASIFICACION

Desde el punto de vista clinico, E. coli se puede dividir en tres grupos (Blanco
et al., 2002): Cepas comensales; cepas patdgenas extraintestinales (ECPEX) y
cepas patdgenas intestinales, entéricas o diarreogénicas (Harrinson, 2002;
Rodriguez, 2003a; Hobbs y Roberts, 1997).

a) Cepas comensales:

Las cepas comensales de E. coli constituye una parte esencial de la flora
intestinal en humanos sanos, con efectos beneficiosos para la salud (Rodriguez,
2003a; Feng y Weagant, 2002a). E. coli coloniza el tracto gastrointestinal a las
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pocas horas de vida del nifio y establece con el huésped una relacion estable de
mutuo beneficio, adaptandose a una coexistencia pacifica (Harrinson, 2002; Acufia
et al., 2002), suprimiendo el crecimiento de especies bacterianas dafinas y
sintetizando cantidades importantes de vitaminas (Geo, 1994).

b) Cepas extraintestinales (ECPEX):

Estas cepas también forman parte de la flora fecal normal humana pero, a
diferencia de las comensales, poseen factores de virulencia que les permiten
provocar infecciones extraintestinales; causando la mayoria de las infecciones
urinarias, intraabdominales, neumonias, osteomielitis, bacteriemias y meningitis
del recién nacido (Harrinson, 2002; Geo, 1994; Hobbs y Roberts, 1997).

c) Cepas enteropatégenas (ECE):

Son patégenos obligados, raramente encontradas en la flora fecal de
huéspedes sanos y productoras de gastroenteritis si un huésped sin contacto
previo las ingiere en cantidad suficiente (Harrinson, 2002).

Existen seis categorias de ECE diferenciadas segun su patogenia y
propiedades de virulencia: 1) E. coli enterotoxigénica (ECET); 2) E. coli
enterohemorragica (ECEH); 3) E. coli enteropatégena (ECEP); 4) E. coli
enteroinvasora (ECEI); 5) E. coli enteroagregante (ECEA) y 6) E. coli difusamente
adherente (ECDA) (Harrinson, 2002; Benenson, 1997; Prescott, 1999; Shulman,
1997; Acha, 2003; Acuia et al., 2002; Blanco et al., 2002; Arias, 2003; Hobbs y
Roberts, 1997; Feng y Weagant, 2002a). Las cepas de ECET raras veces

producen manifestaciones extraintestinales (Shulman, 1997).

De estas cepas, so6lo ECET, ECEP, ECEH y ECEI han sido implicadas en
enfermedades por consumo de alimentos o agua contaminados (Feng y Weagant,
2002a). En la presente investigacién se realiz6 la identificacion de E. coli
enterotoxigénica (ECET), denominada también E. coli Tipo | (Tipico), y segun la
metodologia recomendada por la ICMSF (1999).
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2.9. Salmonella spp.

Los miembros del género Salmonella son bacilos Gram-negativos, anaerobios
facultativos, no esporulados, generalmente méviles por flagelos peritricos (excepto
Salmonella gallinarum y S. pullorum), indol negativos vy lisina positivos (Terragno
et al., 2003; Parra et al., 2002; Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002).

No fermentan la lactosa (excepto S. enterica subesp. arizonae y S. enterica
subesp. diarizonae), pero si fermentan glucosa con produccion de gas (excepto
Salmonella typhi) (Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002; Harrison, 2002;
Farreras, 1997; Bennett, 1997).

Su multiplicacion puede ocurrir entre 7° C y 47° C (OPS/OMS, 1998; Acha,
20083; Vadillo et al., 2002), siendo 37° C la temperatura optima de crecimiento; sin
embargo, puede existir desarrollo desde 5,3° C a 6,2° C (Parra et al., 2002; Jay,
2000).

Puede crecer en un rango de pH de 4.5 a 9.0, estando el valor éptimo entre
6.5 y 7.5 (Acha, 2003; Jay, 2000). El pH 4.0 tiene accién bactericida, situandose
en 4.05 el valor minimo en el cual se observa algun crecimiento (OPS/OMS, 1998;
Acevedo et al., 2001; Jay, 2000). De acuerdo a ello, las ensaladas representan un
sustrato adecuado para el crecimiento de muchas especies microbianas (Acevedo
et al., 2001).

Salmonella es una bacteria no muy resistente a las condiciones ambientales,
en especial a la luz solar intensa, desecacién, concentraciones elevadas de sal o
altas temperaturas (Rodriguez, 2003b). Pese a esto, una vez que se encuentra en
el medio ambiente puede sobrevivir en el agua, suelo y superficies inanimadas
desde dias hasta meses (Acha, 2003); y en las heces desde meses hasta afos
(Reynolds, 2002) debido a su rapida adaptacidn al medio donde habita
(Rodriguez, 2003b; Sanz, 1994; Vadillo et al., 2002).
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2.9.1. ESTRUCTURA ANTIGENICA

La estructura antigénica de Salmonella, como la de otras enterobacterias,
consta de dos antigenos principales: Antigeno O (somatico), lipopolisacéarido de la
pared bacteriana y factor principal en la caracterizacién de los diferentes tipos
antigénicos; y el antigeno H (flagelar), constituido por una proteina denominada
“flagelina” (Parra et al., 2002; Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002).

S. typhi, S. paratyphi C y S. dublin presentan un tercer antigeno polisacarido de
superficie (Vi), que es anadlogo funcionalmente a los antigenos K de otros géneros
(Parra et al., 2002; Terragno et al., 2003; Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison,
2002).

La composicién de dichos antigenos determina los aproximadamente 2.200
serotipos de Salmonella, que se encuentran descritos en el esquema de
Kauffman-White (Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002; Acha, 2003).

2.9.2. CLASIFICACION

[) CLASIFICACION TAXONOMICA

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae (Terragno et
al.,, 2003; Acha, 2003; Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002), tribu
Salmonelleae y se diferencia de otras enterobacterias con ayuda de reacciones
bioquimicas y serolégicas (ICMSF, 1999).

Este género ha sido objeto de sucesivas modificaciones en su nomenclatura y
taxonomia; sin embargo, los estudios mas recientes han mostrado que esta
constituido por dos especies: Salmonella enterica'y Salmonella bongori. A su vez,
Salmonella enterica esta compuesta por seis subespecies: S. enterica subsp.

enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
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subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae y S. enterica subsp. indica
(Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002; OPS/OMS, 1998; Jay, 2000).

Las subespecies de Salmonella enterica y la especie Salmonella bongori se
dividen en mas de 2400 serovariedades (Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002;
Harrison, 2002). S. enterica subsp. enterica (subespecie |) agrupa a la mayoria de
las serovariedades aisladas del hombre y de los animales de sangre caliente
mientras que las subespecies restantes y Salmonella bongori incluyen a las de
baja incidencia en patologia humana y animal (Terragno et al., 2003; Vadillo et al.,
2002).

Los distintos serotipos difieren en su virulencia para el hombre. Asi, tipos tales
como S. pullorum y S. gallinarum tienen escasa virulencia, mientras otros son muy
patdbgenos (ICMSF, 1999). El numero real de éstos que pueden producir
enfermedad en el humano no es conocido; por ello, se acepta de modo general
que todos los serotipos de Salmonella son potencialmente peligrosos para el
hombre (ICMSF, 1999; Reynolds, 2002).

Il) CLASIFICACION SEGUN EL HUESPED

Desde el punto de vista epidemioldgico, las salmonelas se pueden clasificar en
tres grupos (Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002; Jay, 2000):

a) Las que infectan solo al hombre: Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A'y
Salmonella paratyphi C, transmitiéndose en forma directa o indirecta de una
persona a otra (Terragno et al., 2003; Arias, 2003; Parra et al., 2002; Acha, 2003;
Harrison, 2002).

b) Las que estan adaptadas al hospedador: S. gallinarum y S. pullorum a la
aves, S. dublin al ganado vacuno, S. abortus-ovis a los ovinos, S. abortus-equi a
los equinos y S. choleraesuis a los cerdos (Terragno et al., 2003; Parra et al.,
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2002). Aqui, los animales son sélo portadores que eliminan la bacteria de forma
regular aunque en pequena cantidad (ICMSF, 1999).

c) Las variedades no adaptadas o que no tienen preferencia por algun huésped
en especial, infectando tanto al hombre como a los animales: En este grupo se
encuentran la mayoria de las serovariedades responsables de la salmonelosis
(Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002; Jay, 2000).

1) CLASIFICACION SEGUN LA PATOLOGIA QUE PRODUCEN
Esta divisién es utilizada por la OMS en su sistema de estadisticas sanitarias
(ICMSF, 1999) y agrupa a las siguientes patologias (Terragno et al., 2003; ICMSF,

1999; Sanz, 1994):

a) Salmonelosis:

Es una infeccién entérica de origen alimentario, donde los alimentos
contaminados constituyen el principal modo de transmision (Hobbs y Roberts,
1997; Terragno et al., 2003). Aunque es autolimitante, puede resultar en serias
enfermedades que conducen a la muerte (Reynolds, 2002).

Las salmonelas que originan intoxicacién alimenticia en el humano se clasifican
en mas de 200 serotipos (Hobbs y Roberts, 1997; Bennett, 1997; Prescott, 1999).
S. enteritidis y S. typhimurium son los serovares mas comunes en los paises
desarrollados y causas principales de la salmonelosis (Reynolds, 2002; Prescott,
1999; Jay, 2000; Acha, 2003).

b) Fiebre entérica:

Esta asociada a Salmonella typhi (fiebre tifoidea), Salmonella paratyphi A,
Salmonella paratyphi C y Salmonella paratyphi B (fiebre paratifoidea). Esta ultima
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serovariedad, es la unica que puede afectar tanto al hombre como a los animales
(ICMSF, 1999; Terragno et al., 2003), por lo que se puede afirmar que las fiebres
tifo-paratificas afectan a los primates (hombre y chimpancé) practicamente de
modo exclusivo (ICMSF, 1999; Bennett, 1997).

S. typhi y S. paratyphi alcanzan una tasa de mortalidad 10 veces mayor que
aquellas cepas causantes de salmonelosis (Reynolds, 2002) y segun informes de
la OMS, la relacion entre los casos de fiebre tifoidea y paratifoidea es de 10:1
(Terragno et al., 2003).

2.10. ENFERMEDADES DIARREICAS ASOCIADAS AL CONSUMO DE
VERDURAS CRUDAS

El consumo de verduras frescas crudas ha sido sefalado en algunas ocasiones
como causa de diarrea en humanos (Acevedo et al., 2001; Rodriguez, 2003c;
Diane, 1995; ICMSF, 1981). A pesar de que la carne de res, aves y mariscos
causan enfermedades con mas frecuencia (Harris y Cullor, 2002) ha quedado
demostrada la vulnerabilidad de las verduras (Bihn et al., 1999; Chaidez, 2002;
Beuchat y Ryu, 1997).

Particularmente, la lechuga, la col y otros vegetales que generalmente se
consumen crudos han sido asociados con brotes epidémicos de diarrea (Monge et
al., 1996; Acevedo et al., 2001; Arce et al., 2002; ICMSF, 1981).

Entre los anos 1998 y 2001, las hortalizas causaron poco menos del 5% de los
2.575 brotes de ETA registrados en las Américas (SIRVETA, 2005a). En EE.UU.,
desde 1987, el numero de epidemias asociadas con frutas y verduras se ha
duplicado, produciendo alrededor del 2 al 4% de los casos de ETA (Harris y Cullor,
2002) y vinculando su aumento con la presencia de Salmonella spp. o E. coli
(Rodriguez, 2003c; Arce et al., 2002).
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Durante el verano, los vegetales frescos juegan un rol importante en el
incremento de estas enfermedades debido a que son consumidos en mayores
cantidades. En los EE.UU., dicho consumo per capita se ha incrementado en los
recientes afos (Beuchat y Ryu, 1997; Arce et al., 2002), en el verano y también en

otras estaciones debido al aumento de las importaciones (Beuchat y Ryu, 1997).

2.11. COLIBACILOSIS POR E. coli enterotoxigénica (ECET)

2.11.1. RESERVORIO

El hombre es el reservorio principal de la ECET (Acha, 2003; Benenson, 1997)
debido a que el espectro de huésped, esta condicionado por factores de fijacién
especificos de especie (Shulman, 1997; Harrinson, 2002; Benenson, 1997). La

fuente de infeccion son las heces de los enfermos y portadores (Acha, 2003).

2.11.2. PATOGENIA

La via de transmision de la ECET es fecal-oral (Acha, 2003; Arias, 2003) y los
vehiculos de infeccidn pueden ser el agua o alimentos contaminados por heces
humanas (Arias, 2003; Harrinson, 2002; Benenson, 1997; Shulman, 1997; Acha,
2003; Acuna et al., 2002; Hobbs y Roberts, 1997).

La dosis infectiva en adultos oscila entre 10° — 10 UFC (Arias, 2003;
Harrinson, 2002; Blanco et al.,, 2002; ICMSF, 1999; Feng y Weagant, 2002a),
aunque es necesario un numero menor para el establecimiento de la enfermedad
en nifos, ancianos y enfermos (Feng y Weagant, 2002a). Debido al nivel de
indculo infeccioso requerido para causar enfermedad, el riesgo de transmisién de

persona a persona es bajo (Shulman, 1997).

El periodo de incubacion varia de 12 — 72 horas (Prescott, 1999; Benenson,
1997; Acha, 2003; Acuna et al, 2002; Hobbs y Roberts, 1997). Los

microorganismos se adhieren a la mucosa del intestino delgado, se multiplican y
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producen toxinas de dos tipos: Termoestable (ST) y termolabil (LT) (Rodriguez,
2003a; ICMSF, 1999; Arias, 2003; Harrinson, 2002; Shulman, 1997; Jaklik, 1994;
Acuna et al., 2002; Feng y Weagant, 2002a) pudiendo ambas ser producidas por
una misma cepa (Hobbs y Roberts, 1997; Benenson, 1997; Shulman, 1997; Acha,
2003) y conducir a diarrea mas grave (Geo, 1994; Shulman, 1997).

Las subunidades B de la LT se unen al gangliésido GM1 del borde en cepillo de
las células epiteliales del intestino delgado. Luego se hidroliza la subunidad A y el
fragmento A1 es facilitado de ingresar a la célula huésped y cataliza de forma
enzimatica la transferencia de adenosina difosfato (ADP)-ribosa a partir de
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD) a la subunidad reguladora de
adenilciclasa (Prescott, 1999; ICMSF, 1999; Shulman, 1997; Blanco et al., 2002).

Ello aumenta el nivel local del monofosfato ciclico de adenosina (AMP ciclico) y
este incremento ocasiona una pérdida de electrolitos y de liquido e inhibe la
reabsorcion de sodio desde las células (Jaklik, 1994; Geo, 1994; Prescott, 1999).
La luz intestinal se distiende con el liquido y sobrevienen hipermovilidad y diarrea
(Geo, 1994).

E. coli puede producir dos enterotoxinas termoestables (ST), la STa (I 'y Il) y
STb. La STa se une fuertemente a receptores intestinales glucoproteicos
especificos ligados a la guanilato ciclasa, activando con rapidez una guanilato
ciclasa particulada en las células de la mucosa intestinal (Prescott, 1999;
Harrinson, 2002; Shulman, 1997; Blanco et al., 2002).

Ello estimula la produccion de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP)
ocasionando una respuesta secretora de electrolitos y agua a la luz del intestino
delgado (Prescott, 1999), principalmente por inhibicion de la absorcién de sodio y
cloruro por la membrana con ribete en cepillo (Jaklik, 1994; Geo, 1994).

La ST tiene mayor jerarquia como factor patogénico, dado que son

principalmente las cepas productoras de ST, o de LT y ST, pero no las que
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producen solo LT las que se asocian con alteraciones intestinales (Acufa et al.,
2002).

ECET presenta ademas otros elementos de virulencia, tales como las fimbrias
o piliy que son denominados “factores de colonizacion” (Hobbs y Roberts, 1997).
Son apéndices filamentosos rigidos o flexibles que se proyectan a lo largo de toda
la superficie de la bacteria, no flagelados, de naturaleza proteica, antigénicamente
distintos y necesarios para que la bacteria se adhiera a las células del epitelio
intestinal, colonize y elabore subsecuentemente las toxinas (Shulman, 1997;
Jaklik, 1994; Geo, 1994; Acha, 2003). En el hombre se han descrito siete factores
de colonizacion: CFA-1 y CS1-CS6 (Acha, 2003; Shulman, 1997).

Después de la infeccidn, se adquiere inmunidad especifica para un serotipo de
ECET (Benenson, 1997; Geo, 1994). La toxina termolabil estimula la produccion
de anticuerpos neutralizantes en el suero de personas previamente infectadas
(Geo, 1994); sin embargo, se necesitan multiples infecciones con serotipos
diferentes para que surja inmunidad de amplio espectro contra el agente causal
(Benenson, 1997).

2.11.3. SIGNOS CLINICOS

La enfermedad varia de un cuadro leve y de corta duracion, entre 2 a 5 dias,
(Acha, 2003; Hobbs y Roberts, 1997) a una enfermedad que puede amenazar la
vida (Harrinson, 2002).

El cuadro clinico se caracteriza por la pérdida excesiva de fluidos debido a una
profusa diarrea acuosa, sin sangre ni moco (Benenson, 1997; Harrinson, 2002;
Acha, 2003), dolor abdominal, vomitos ocasionales, deshidratacion, postracion y
fiebre en unos pocos casos (Arias, 2003; ICMSF, 1999; Harrinson, 2002;
Benenson, 1997; Prescott, 1999; Acha, 2003; Acufa et al., 2002; Hobbs y Roberts,
1997; Feng y Weagant, 2002a).
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2.11.4. DIAGNOSTICO

ECET es causa de diarrea no inflamatoria, por lo tanto es caracteristica la
ausencia de hallazgos histopatologicos en el intestino delgado asi como de moco,
sangre o células inflamatorias en las heces (Harrinson, 2002; Shulman, 1997;

Feng y Weagant, 2002a).

En el laboratorio, ECET se identifica al demostrar el fenotipo o el genotipo de
las enterotoxinas por medio de técnicas como: Inmunovaloraciones (Hobbs y
Roberts, 1997) (LT) en heces o en cultivo de muestras liquidas (Shulman, 1997),
técnicas inmunoenzimaticas (Arias, 2003; Acha, 2003) como ELISA (Acufa et al.,
2002; Feng y Weagant, 2002a) y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
(LT y ST) (Prescott, 1999; Acuna et al, 2002; Blanco et al., 2002; Feng y
Weagant, 2002a).

También se pueden realizar bioensayos (Arias, 2003; Geo, 1994; Shulman,
1997), que incluyen el modelo del asa ileal aislada de conejo (LT y ST),
inoculacién intragastrica en ratén lactante (STa), factor de permeabilidad en piel
de conejo y cambios celulares tipicos en el cultivo de células (LT) (Feng vy
Weagant, 2002a).

Ademas, por medio de sondas ADN (Shulman, 1997; Arias, 2003; Prescott,
1999; Acha, 2003; Acuna et al., 2002) se pueden identificar los genes LT y ST
correspondientes a las toxinas, en manchas de colonias (Benenson, 1997; Feng y
Weagant, 2002a).
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2.11.5. TRATAMIENTO

En adultos, la diarrea suele resolverse espontdneamente en 1 a 3 dias. La
medida mas importante es la reposicion adecuada de agua y electrolitos para
evitar o combatir la deshidratacién (Harrinson, 2002; Prescott, 1999; Jaklik, 1994;
Blanco et al., 2002).

En caso de diarrea intensa o cepas resistentes, se recomienda administrar
loperamida (Benenson, 1997; Harrinson, 2002), trimetoprima-sulfametoxazol por
via oral (160 a 800 mg) dos veces al dia, doxiciclina via oral (100 mg) una vez al
dia por cinco dias (Prescott, 1999) o fluoroquinolonas (Harrinson, 2002) como
ciprofloxacina, a razon de 500 mg dos veces al dia o norfloxacino, 400 mg
ingeridos diariamente durante cinco dias (Benenson, 1997).

2.11.6. OCURRENCIA EN EL HOMBRE

La infeccion producida por ECET es propia de los paises tropicales o en vias
de desarrollo, donde las condiciones higiénico-sanitarias son deficientes (Blanco et
al., 2002; Feng y Weagant, 2002a). Los mas afectados son los nifios menores de
3 anos de edad y en menor frecuencia en nilos mayores, aquellos de buen estado
nutricional y adultos (Benenson, 1997; Harrinson, 2002; Shulman, 1997; Acha,
2003; Acuna et al., 2002; Hobbs y Roberts, 1997).

La infeccion también afecta a los viajeros de paises industrializados que visitan
paises menos desarrollados, denomindndose “diarrea del viajero” (Benenson,
1997; Rodriguez, 2003a; Hobbs y Roberts, 1997; Harrrinson, 2002; Geo, 1994;
Acha, 2003; Acuna et al., 2002; Feng y Weagant, 2002a). ECET es responsable
de la mayor parte de los casos de la “diarrea del viajero” no inflamatoria (25 a
75%) (Harrinson, 2002).
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ECET es la causa mas comun de diarrea bacteriana aguda en todo el mundo,
tanto en relacién con la “diarrea del viajero” como con la diarrea aguda de
residentes en dichas areas (Shulman, 1997), pudiendo producir una morbilidad y

mortalidad considerables si la atencion sanitaria es deficiente (Harrinson, 2002).

Entre 1993 y 1997, EE.UU. registré 84 brotes debido al consumo de alimentos
contaminados con E. coli, con un total de 3.260 casos y 8 muertes. El mayor
namero de brotes (25) se produjo en 1994 y 1995, mientras que en 1993 se
reportd el mayor numero de casos (1.340) y de muertes (5) a causa de este
agente (Olsen et al., 2000).

Asimismo, entre 1993 y el 2002, se registraron en las Américas 3 brotes de
colibacilosis debido al consumo de vegetales. En 1996, en Cumana — Venezuela y
Cipolleti — Argentina, enfermaron 25 y 48 personas, respectivamente; mientras que
en el 2002, en Varadero — Cuba, 16 individuos fueron afectados. En todos los

casos, ninguno de los enfermos fallecié (SIRVETA, 2005b).
2.11.7. LA ENFERMEDAD EN LOS ANIMALES

Las cepas enteropatdgenas de E. coli también ocasionan enfermedades e
importantes pérdidas econémicas en las explotaciones de ganado bovino, porcino,
ovino, aves y conejos (ICMSF, 1999; Blanco et al., 2002).

En animales domésticos, las colibacilosis son muy frecuentes, incidiendo
esencialmente en animales de pocos dias de edad y en recién destetados. En
terneros, lechones, corderos y gazapos E. coli suele producir diarrea, mientras que
en aves provoca fundamentalmente infecciones respiratorias (aerosaculitis) y
septicemias. Ademdas, puede causar colisepticemias en neonatos
hipogamaglobulinémicos e infecciones urinarias en rumiantes, ganado porcino,

perros y gatos (Blanco et al., 2002).
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Aunque las cepas de E. coli que causan infecciones en humanos y animales
pueden compartir determinados factores de virulencia, en general presentan
diferentes serotipos y poseen adhesinas especificas que son responsables de su
especificidad de huésped. Por lo tanto, las cepas de E. coli patbgenas para
humanos no suelen producir infecciones en animales y viceversa (Blanco et al.,
2002).

2.11.8. CONTAMINACION DE ALIMENTOS

E. coli enterotoxigénica puede llegar a los alimentos por fallas en su manejo e
higiene, a través de manipuladores infectados que excretan la bacteria y los

contaminan (Hobbs y Roberts, 1997).

En general, el agua, alimentos de origen animal, vegetales crudos o en
ensaladas y productos lacteos como los quesos semi-blandos son vehiculos
frecuentes de E. coli (Rodriguez, 2003a; OPS/OMS, 1998).

En los EE.UU., entre los afos 1993 y 1997, los principales vehiculos de
transmision de E. coli, en orden decreciente fueron: Carne de res, ensaladas,
frutas y vegetales, bebidas no lacteas, otros tipos de carnes y la leche y finalmente
las ensaladas de papa y comida mexicana (Olsen et al., 2000; Feng y Weagant,
2002a).

En las Américas, entre 1993 y el 2002, las hortalizas estuvieron implicadas en 3
brotes registrados de colibacilosis. En Cumana — Venezuela (1996), Varadero —
Cuba (2002) y en Cipolleti — Argentina (1996), las ensaladas servidas en un
restaurante y los vegetales consumidos en una vivienda en este Ultimo, estuvieron
implicados en los brotes (SIRVETA, 2005b).
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2.12. SALMONELOSIS Y FIEBRE ENTERICA

2.12.1. RESERVORIO

En la fiebre entérica, los principales focos de infeccién son los portadores
fecales asintomaticos, personas con la enfermedad (infeccibn aguda) o
convalecientes (Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002).

La infeccién se adquiere por contacto directo o consumo de agua o alimentos
contaminados con las heces de estos pacientes (Harrison, 2002; ICMSF, 1999),
ya sea por las manos sucias de portadores sanos que los manipulan, por contacto
con moscas que transportan los gérmenes de las heces a los alimentos o a través
de aguas contaminadas por aguas residuales (Bennett, 1997; Farreras, 1997;
Harrison, 2002).

La salmonelas no tifoidicas o causantes de gastroenteritis, son prevalentes en
el aparato digestivo del ser humano y de un gran nimero de animales mamiferos
domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos (OPS/OMS, 1998; ICMSF, 1999;
Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002; Harrison, 2002; Acha 2003). Sin embargo,

mas de 200 de estos serotipos son patdégenos para el hombre (Harrison, 2002).

Estas salmonelas contaminan el medio ambiente, por medio de excretores
humanos y animales; y a través de las aguas superficiales, insectos, aves y
roedores pueden contaminar los alimentos en su origen (OPS/OMS, 1998; ICMSF,
1999; Terragno et al., 2003) como en el caso de las hortalizas (Terragno et al.,
2003).

Las salmonelas también pueden contaminar los alimentos y el agua, durante su

manipulacion por un portador que no se lavé las manos adecuadamente (Terragno
et al., 2003; Bennett, 1997).
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La salmonelosis también se transmite por la ingestion de alimentos
provenientes de animales infectados y los subproductos derivados de ellos
(Terragno et al., 2003; Bennett, 1997; Acha, 2003), a través de las mascotas
(tortugas, iguanas y pajaros) (Terragno et al., 2003) y los productos farmacéuticos
de origen animal no esterilizados (Terragno et al., 2003; Bennett, 1997).

2.12.2. PATOGENIA

a) Salmonelosis:

La ruta mas comun en la transmisiéon de la salmonelosis es la fecal-oral,
aunque también puede transmitirse a través de la mucosa conjuntival, las vias

respiratorias superiores y las heridas (Vadillo et al., 2002).

La dosis infectiva puede llegar a ser de tan sélo 10° UFC (Harrison, 2002;
Sanz, 1994) y mas frecuentemente entre 10° a 10® UFC/g de alimento (Terragno
et al., 2003; Sanz, 1994; Parra et al., 2002; Bennett, 1997).

La infeccién es altamente dependiente de las susceptibilidades individuales
como el estado de salud, la edad, la acidez gastrica (Reynolds, 2002; Bennett,
1997) ademas del serovar, el alimento envuelto y la especie (especies adaptadas
al hombre poseen dosis infectantes menores que las no adaptadas) (OPS/OMS,
1998).

El periodo de incubacion varia entre 6 a 72 horas, generalmente entre 12 a 36

horas (Terragno et al., 2003; Hobbs y Roberts, 1997; Reynolds, 2002; Bennett,
1997).

La bacteria atraviesa el tubo digestivo incluyendo el medio &cido del estémago,
en donde muchos de los microorganismos ingeridos son destruidos, hasta llegar al
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intestino delgado. Después de alcanzarlo, las salmonelas ofrecen resistencia a
una gran variedad de factores inmunitarios innatos antes de atravesar la capa
mucosa (Harrison, 2002; Bennett, 1997).

Para que se produzca la infeccién, es necesario que los pili en la superficie de
las salmonelas se unan a sitios receptores especificos en las células epiteliales de
la mucosa intestinal (Bennett, 1997).

Los microorganismos penetran en el intestino a través de micropliegues
fagociticos o células M situadas sobre las placas de Peyer, apareciendo un
infiltrado masivo de PMN en la mucosa de los intestinos delgado y grueso
(Harrison, 2002).

Esta respuesta depende de la induccidn de la interleucina 8 (IL-8), un potente
factor quimiotactico de los neutréfilos secretado por las células intestinales. La
degranulacion y liberacién de sustancias téxicas por parte de los neutréfilos
lesiona la mucosa intestinal y desencadena una diarrea inflamatoria (Harrison,
2002).

En el proceso inflamatorio participan el intestino delgado y el colon, y los
leucocitos PMN aparecen como un mecanismo de defensa para prevenir la
infeccion de linfaticos (Bennett, 1997). Sin embargo, las salmonelas se multiplican
en la lamina propia y ganglios linfaticos mesentéricos (OPS/OMS, 1998).

Algunas cepas de Salmonella secretan enterotoxinas; una de ellas
termoestable, de accidon rapida y la otra termolabil, de accion mas lenta, y que
actuan aumentando la permeabilidad vascular (OPS/OMS, 1998; Bennett, 1997;
Reynolds, 2002; Farreras, 1997).

En condiciones normales, las salmonelas pueden ingresar a las células

epiteliales no fagocitarias gracias a un mecanismo conocido como endocitosis
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mediada por las bacterias, que depende de la translocacién directa de las
proteinas de Salmonella al interior del citoplasma de la célula hospedadora por un
aparato de secrecidn especializado (secrecion de tipo Ill) (Harrison, 2002; Parra et
al., 2002; Vadillo et al., 2002). Este aparato se encarga de inyectar las proteinas

necesarias para interferir en la funcion celular (Parra et al., 2002).

Como consecuencia de esta irrupcion en el metabolismo, las células infectadas
producen citoquinas que atraen PMNs, los que liberan prostanglandinas con
accién en el metabolismo de la adenilato ciclasa, incrementando los niveles de
AMPc y como consecuencia final, la interrupcién de la absorcién de Na+ y el
aumento de la secrecién de Cl- en la célula (Parra et al., 2002).

Localmente, Salmonella también puede originar citotoxinas que inhiben la
sintesis proteica de las células intestinales y contribuyen a su necrosis (Farreras,
1997; OPS/OMS, 1998). Ademas, su accién expone la fibronectina (glicoproteina)
subepitelial en donde la bacteria se adhiere (OPS/OMS, 1998).

Como respuesta inflamatoria local activada por prostanglandinas (Bennett,
1997; Farreras, 1997) o por la presencia de la enterotoxina, se induce la formacién
de AMP ciclico, lo cual provoca secrecion de liquidos e iones a la luz intestinal,

impidiendo su absorcién (Parra et al., 2002).

b) Fiebre entérica:

Se transmite por la via fecal-oral, a través de agua o alimentos contaminados
(Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002; Terragno et al., 2003; ICMSF,
1999). Si no se toman las debidas medidas higiénicas, es probable el contagio
directo a partir de los enfermos, dado que millones de salmonelas son excretadas

con las heces (Farreras, 1997; Terragno et al., 2003).
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Para inducir la infeccién se requieren indculos de por lo menos 10° UFC, y la
causan con regularidad (50%) los de 10" y 10° (95%) (Bennett, 1997; Farreras,
1997; Harrison, 2002; Prescott, 1999; Sanz, 1994).

El periodo de incubacién de la fiebre tifoidea es de 1 a 2 semanas, pero puede
ser mas largo (ICMSF, 1999; Farreras, 1997; Prescott, 1999; Harrison, 2002)
variando entre 3 y 60 dias segun la dosis infectante y el estado inmunitario del
huésped (Farreras, 1997; Terragno et al., 2003). En las fiebres paratifoideas este
periodo suele ser mas corto (1 a 10 dias) y puede ser tan breve como en una
salmonelosis (ICMSF, 1999).

Después de la ingestion, la parte del in6culo que sobrevive a la acidez del
estébmago y el efecto bactericida de la flora del intestino delgado, penetra en el
organismo por los ultimos 25 cm de ileon distal, donde se une a receptores
especificos que existen en el 5% de las microvellosidades del ribete en cepillo
(Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002; Parra et al., 2002).

Luego de atravesar la mucosa intestinal sin ocasionar apenas lesion epitelial ni
manifestaciones clinicas (a lo sumo, algunas deposiciones diarreicas), pasan a los
fagocitos mononucleares de las placas de Peyer del ileon y los ganglios linfaticos
mesentéricos en donde se multiplican (Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison,
2002). En este periodo, los pacientes estan relativamente asintomaticos vy
presentan soélo fiebre y dolor abdominal (Harrison, 2002).

Los microorganismos vuelven a pasar a la sangre en ondas sucesivas,
ocasionando una segunda fase bacteriémica prolongada y esta vez sintomatica y
con fiebre, debido a la liberacion de interleucina 1 por parte de los fagocitos
mononucleares infectados, al producirse la multiplicacién de un namero critico de
microorganismos en ellos (Bennett, 1997; Harrison, 2002). Asi, se diseminan los

gérmenes por todo el organismo (Bennett, 1997; Farreras, 1997) a través del
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sistema linfatico para colonizar los tejidos reticuloendoteliales (higado, bazo,
ganglios linfaticos y medula 6sea) (Harrison, 2002).

La vesicula biliar generalmente se afecta de forma subclinica (Farreras, 1997).
Hay reacciones inflamatorias en bazo, higado, medula ésea, placas de Peyer,
ileon terminal y piel, que consisten en infiltraciones de células mononucleares,
hiperplasia y necrosis focal (Bennett, 1997; Harrison, 2002). Las acumulaciones
focales de leucocitos mononucleares se denominan “nédulos de tifoidea” (Bennett,
1997).

Las manifestaciones intestinales dependen de la hiperplasia de las placas de
Peyer, que al principio aparecen tumefactas y hacia el noveno dia, la mucosa
intestinal sobre el tejido linfoide hiperplasico se ulcera (Bennett, 1997; Farreras,
1997).

La ulceracion puede erosionar varios vasos proximos y causar hemorragia.
Ademas, la ulcera puede profundizar hasta originar una perforacion intestinal, a
nivel de los 24 cm finales del ileon terminal y provocar una peritonitis (Bennett,
1997; Farreras, 1997).

La curacién depende de la destruccion de los microorganismos intracelulares y
guarda mayor relacién con el establecimiento de una inmunidad celular suficiente,
que permita dicha destruccion, que con el desarrollo de anticuerpos humorales
contra los antigenos de la bacteria (Farreras, 1997).

2.12.3. SIGNOS CLINICOS

a) Salmonelosis:

Es una gastroenteritis aguda caracterizada por fiebre; diarrea acuosa
persistente entre 24 y 72 horas, con moco y sangre variables en volumen e
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intensidad; dolores abdominales subitos, nauseas, vomitos y cefalea (OPS/OMS,
1998; Terragno et al., 2003; ICMSF, 1999; Reynolds, 2002; Parra et al., 2002).

La gravedad de los sintomas varia de un ligero malestar a deshidratacién grave
(ICMSF, 1999) sobre todo en nifos menores de un afo, ancianos e
inmunocomprometidos (Terragno et al., 2003; ICMSF, 1999). En estos grupos
susceptibles se pueden presentar complicaciones por extensién focal, fuera del
tracto intestinal (ICMSF, 1999; Terragno et al., 2003; Harrison, 2002) o septicemia
(Terragno et al., 2003; ICMSF, 1999; Reynolds, 2002; Parra et al., 2002).

En nifios, Salmonella produce cuadros de meningitis pidgena y osteomielitis de
origen hematégeno y en todos los grupos susceptibles puede conducir a artritis
séptica en la rodilla, la cadera y el hombro. En el abdomen, se afectan tipicamente
el tracto hepatobiliar y el bazo, produciéndose célculos biliares, cirrosis y colangitis

cronica (Parra et al., 2002).

El estado de portador temporal puede persistir varias semanas, especialmente
en lactantes; comunmente, las personas infectadas pueden excretar la bacteria
por un periodo de tres meses (Terragno et al., 2003; Benenson, 1997). Sin
embargo, entre 1 a 3% de individuos, generalmente con anomalias biliares,
desarrollan un estado de portador crénico asintomatico con persistencia de
Salmonella en las heces u orina por periodos mayores de un afno (Parra et al.,
2002; Reynolds, 2002; Rodriguez, 2003b; Bennett, 1997).

b) Fiebre entérica:

En la fiebre tifoidea, el cuadro clinico evoluciona gradualmente en 1 a 4
semanas (Bennett, 1997; Farreras, 1997; Reynolds, 2002), pudiendo variar debido

a las complicaciones (Bennett, 1997; Farreras, 1997).

Inicialmente puede haber diarrea transitoria, escalofrios, anorexia, debilidad,

dolor de garganta, mareos, mialgias y cefalea; mas comiunmente subclinicos. En la
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primera semana hay fiebre, tos seca (en el 60% de los casos), habito intestinal sin
alteracion o estrefiimiento y dolor abdominal (Bennett, 1997; Farreras, 1997;
Harrison, 2002; ICMSF, 1999).

En la segunda semana persiste la fiebre, hay hepatoesplenomegalia, manchas
rosadas en hombros, térax, abdomen y a veces en las extremidades, estupor o
delirio, diarrea o estrenimiento; llegando el final de la enfermedad entre la tercera y
cuarta semana (Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002; ICMSF, 1999).

Cerca del 5% de los pacientes sufren perforacion intestinal o hemorragia al final
de la segunda semana (Bennett, 1997; Farreras, 1997; Reynolds, 2002; Terragno
et al., 2003), incluso después de algunos dias de tratamiento y mejoria. La
perforacion intestinal se manifiesta por aumento subito del dolor abdominal,
distensiéon e hipersensibilidad, mientras que la hemorragia puede ser masiva o
como sangre oculta en las heces (Bennett, 1997; Farreras, 1997).

Otras complicaciones son neumonia por superinfeccion de otras bacterias,
miocarditis, colecistitis y meningitis aguda (Bennett, 1997; Farreras, 1997;
Harrison, 2002; Terragno et al., 2003). Por todo esto, el género Salmonella es uno
de los principales causantes de casos mortales en razén de las complicaciones

surgidas entre los pacientes afectados (OPS/OMS, 1998).

Entre el 1 a 5 % de los pacientes establecen un “estado de tolerancia” con el
agente responsable y se convierten en portadores fecales cronicos asintomaticos
(Farreras, 1997; Terragno et al., 2003; OPS/OMS, 1998), eliminando S. typhi en la
orina o heces durante un afo (Harrison, 2002; Bennett, 1997) frecuentemente a
partir de un foco en la vesicula biliar (ICMSF, 1999). Los portadores asintomaticos
pueden eliminar entre 10" a 10® salmonelas/g de heces hasta por 6 meses
(OPS/OMS, 1998).
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Los ancianos son propensos a convertirse en portadores fecales croénicos,
porque los trastornos biliares o las anomalias anatomicas les permiten alojar la
infeccion crénica en la vesicula biliar (Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison,
2002). En ocasiones los portadores pueden alojar los bacilos en el colon o el
aparato urinario, siempre que hayan factores predisponentes (Farreras, 1997).

En la fiebre paratifoidea, la sintomatologia es similar, aunque mucho mas leve,
de corta duracion (Reynolds, 2002) y es menos comun el estado de portador
cronico (Bennett, 1997). En las infecciones por S. paratyphi B y S. paratyphi C, el
cuadro clinico esta dominado a menudo por la diarrea (ICMSF, 1999).

2.12.4. DIAGNOSTICO

Las salmonelas productoras de gastroenteritis se aislan de las heces mediante
coprocultivo (Sanz, 1994; Bennett, 1997), pudiendo acelerarse su identificacién
mediante aglutinacién, pruebas enzimaticas o a través de sondas de hibridacion
de ADN (Sanz, 1994).

En la fiebre tifoidea, lo habitual es el aislamiento de S. typhi en un hemocultivo,
que resulta positivo (90%) en la mayoria de los pacientes durante la primera
semana de la enfermedad (Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002; Sanz,
1994; ICMSF, 1999).

Si el hemocultivo resulta negativo o si se administraron antibi6ticos, se puede
realizar la prueba de Widal para detectar anticuerpos aglutinantes contra los
antigenos somatico (O) y flagelar (H) de S. typhi. Un titulo de aglutinina O de 1:80
0 mas, o un incremento del cuadruple apoyan el diagnéstico (Bennett, 1997;
Farreras, 1997). Sin embargo, su valor es limitado por los falsos positivos en areas
endémicas y falsos negativos en algunos casos comprobados por bacteriologia
(Bennett, 1997; Harrison, 2002).
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El diagnédstico de fiebre entérica también se basa en los cultivos positivos de
heces, orina y secreciones gastricas o intestinales (Harrison, 2002) antes del
tratamiento con antibiéticos (Sanz, 1994; Bennett, 1997). La prueba mas sensible
es el cultivo de médula ésea, positiva en casi el 90% y que puede utilizarse en
pacientes tratados con antibioticos (Bennett, 1997; Harrison, 2002).

2.12.5. TRATAMIENTO

a) Salmonelosis:

En personas adultas y sanas se suele resolver espontaneamente (Parra et al.,
2002; Harrison, 2002) y no es recomendable la antibioticoterapia (Parra et al.,
2002; Bennett, 1997) debido a que puede prolongar el estado de portador
convaleciente (Sanz, 1994; Reynolds, 2002). En estos casos el tratamiento es
sintomatico y debe limitarse a rehidratacion y reposicion de electrolitos (Sanz,
1994; Parra et al., 2002; Bennett, 1997).

En personas con enfermedad de base, nifos pequefos, ancianos 0 en casos
poco frecuentes de infeccién generalizada, los antibidticos de eleccién son las
cefalosporinas (Sanz, 1994), las quinolonas (Sanz, 1994; Bennett, 1997) y el
cloranfenicol. La ampicilina y amoxicilina son empleadas para el tratamiento de

ocasionales portadores crénicos (Parra et al., 2002; Bennett, 1997).

En los paises desarrollados, las salmonelas se han hecho mas resistentes a los
antibidticos al adquirir factores de transferencia de resistencia, lo cual se atribuye
en gran parte al uso extensivo de antimicrobianos como promotores de
crecimiento en el alimento para animales de granja (Bennett, 1997; Vadillo et al.,
2002; Acha, 2003).
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b) Fiebre entérica:

Los pacientes deshidratados, anoréxicos o con diarrea deben recibir soluciones
salinas intravenosas para evitar las alteraciones electroliticas y de acidos y bases
(Bennett, 1997; Farreras, 1997).

La tifoidea debe ser tratada con antibiéticos desde el principio (Sanz, 1994). El
cloranfenicol es el farmaco de eleccién, de 50 a 60 mg/kg/dia, via oral, cada 6
horas; reduciéndose después a la mitad hasta completar los 14 dias. Este
antibiotico no previene ni trata con eficacia el estado de portador cronico (Bennett,
1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002; Parra et al., 2002; Sanz, 1994).

Otros medicamentos eficaces son el trimetropin-sulfametoxazol en dosis de
160 mg - 800 mg, via oral o intravenosa, dos veces al dia durante 14 dias; la
ampicilina, amoxicilina, cefotaxima y ceftriaxona, éste ultimo en nifios. En casos de
resistencia se puede utilizar ciprofloxacina, 750 mg, cada 12 h durante 7 a 14 dias
(Bennett, 1997; Farreras, 1997; Sanz, 1994).

Los portadores fecales crénicos asintomaticos deben recibir ampicilina o
amoxicilina, 100 mg/kg/dia, durante 4 a 6 semanas; o la combinacién trimetropin-
sulfametoxazol y ciprofloxacina. En pacientes con calculos biliares o colecistitis se
requiere colecistectomia para anular el estado de portador (Bennett, 1997;
Farreras, 1997; Harrison, 2002).

2.12.6. OCURRENCIA EN EL HOMBRE

a) Salmonelosis:

La salmonelosis es una enfermedad que produce una elevada morbilidad y una
baja mortalidad; excepto en personas que viven en locales con malas condiciones

higiénicas, en edades extremas como menores de cinco afnos (Bennett, 1997) o
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ancianos y aquellos portadores de enfermedades cronicas (Terragno et al., 2003;
Harrison, 2002).

Estudios desarrollados en ratas sometidas a dietas hipoproteicas, demostraron
gue esta condicion promueve la aparicion de defectos inmunoldgicos multiples que
también contribuyen al aumento de la susceptibilidad a la infeccidén en los grupos
de riesgo (OPS/OMS, 1998).

En Israel, la salmonelosis comenz6 a incrementarse desde 1980 y aumentd a
un ritmo constante. Durante 1985, se produjo un brote de esta enfermedad debido
a la contaminacién del agua de bebida con aguas residuales y conllevd a la
presentacion de 77 casos y 75 hospitalizaciones (Tulchinsky et al., 2000).

En 1989 ocurrié un brote en el oeste de Galilea con 1.268 casos reportados,
por fallas en la cloraciéon del agua comunal y una simultanea contaminacién de la
fuente de agua por el ganado. Asimismo, en 1991 se identific6 a Salmonella en un

brote con 260 casos reportados (Tulchinsky et al., 2000).

En EE.UU. se registraron entre 1993 y 1997, 367 brotes con un total de 32.610
casos y 13 muertes debido al consumo de alimentos contaminados con
Salmonella. EI mayor nimero de brotes (90) y muertes (9) se produjo en 1995,
mientras que en 1996 se reportd el mayor niumero de casos (12. 450) a causa de
este agente (Olsen et al., 2000).

En Espafa, Salmonella es el patébgeno mas habitual en las toxiinfecciones
alimentarias y responsable de casi la mitad de los casos de infecciones de origen
alimentario (Rodriguez, 2003b).

En las Américas, entre 1993 y el 2002 se registraron 1 brote y 1 caso de
salmonelosis debido al consumo de vegetales. En el 2000, en Recife — Brasil
enfermaron 104 personas; mientras que en 1998, en Palo Seco —Trinidad y
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Tobago, 1 individuo fue afectado. En ambas situaciones, ninguno de los enfermos
fallecié (SIRVETA, 2005b).

b) Fiebre entérica:

La fiebre tifoidea casi se ha erradicado de los paises desarrollados, debido a
las buenas practicas en la manipulacion de alimentos, control de residuos y la
mejora de las instalaciones para el tratamiento de aguas de abasto y desecho
(Bennett, 1997; Farreras, 1997; Harrison, 2002; Reynolds, 2002).

Sin embargo, en la mayoria de los paises en desarrollo es una enfermedad
comun debido a las malas condiciones higiénicas (Bennett, 1997; Farreras, 1997;
Harrison, 2002) y esta vinculada a zonas con indices de crecimiento elevado,
urbanizacién progresiva, tratamiento deficiente de residuos, suministro de agua

limitado y sobrecarga de los sistemas sanitarios (Harrison, 2002).

La susceptibilidad a la infeccion es la misma en adultos y nifios de todas las
edades y en ambos sexos, aunque en los paises en desarrollo ocurre mayormente
en ninos en edad escolar y adultos jovenes. Las infecciones con S. typhi o S.
paratyphi confieren cierto grado de inmunidad, sin embargo pueden ocurrir
reinfecciones leves (Bennett, 1997).

2.12.7. LA ENFERMEDAD EN LOS ANIMALES
Las salmonelas tienen una gran variedad de huéspedes animales tanto
domésticos como silvestres (Acha, 2003); aislandose en muchos mamiferos, aves,

reptiles, anfibios, artropodos, peces e insectos (ICMSF, 1996).

La infeccion puede manifestarse clinicamente o no. En la forma subclinica, el

animal puede tener una infeccién latente y albergar el patégeno en sus ganglios, o
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puede ser portador y eliminador del agente por la materia fecal, en forma
transitoria, intermitente o persistente (Acha, 2003).

Salmonella spp. se mantiene en una poblacién animal por medio de las
infecciones asintomaticas y en menor proporcion, de los piensos animales. Ambas
procedencias mantienen infectados a los animales de abasto de un modo ciclico
(Jay, 2000).

En los animales domésticos existen varias entidades clinicas bien
determinadas y debidas a serotipos adaptados a la especie. Otras infecciones con
manifestacion clinica o sin ella se deben a serotipos de huéspedes mudltiples
(Acha, 2003).

Entre los organismos adaptados a hospedadores y causantes de gastroenteritis
se encuentran S. pullorum y S. gallinarum en las aves de corral y S. cholerae-suis
y S. typhi-suis en lechones. Los terneros son especialmente sensibles a la
invasion por salmonelas durante las primeras semanas de vida; sin embargo, en el

ganado vacuno adulto las manifestaciones clinicas son raras (ICMSF, 1996).

2.12.8. CONTAMINACION DE ALIMENTOS

En la salmonelosis, la fuente mas frecuente de infeccion son los alimentos
contaminados en su origen (Terragno et al, 2003) como aquellos que se
contaminan por excretores humanos en la fase de materias primas (ICMSF, 1999;
Terragno et al.,, 2003), con menor frecuencia durante su manipulacion por un
portador y también mediante la transmisidén de persona a persona (Terragno et al.,
2003).

Practicamente, todos los alimentos de origen animal pueden ser vehiculo de
transmision de salmonelas al hombre (ICMSF, 1999). Los principales alimentos

involucrados son: Huevos crudos o parcialmente cocidos y sus productos; las
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carnes y sus derivados (Jay, 2000; Prescott, 1999; Acha, 2003; Olsen et al.,
2000); leche cruda y productos lacteos; agua de bebida contaminada y mariscos
(Prescott, 1999).

También se han informado brotes por el consumo de frutas, jugo de frutas y
hortalizas crudas contaminadas (Terragno et al., 2003; Parra et al., 2002; ICMSF,
1999; OPS/OMS, 1998; Olsen et al., 2000).

En EE.UU., Salmonella causé 357 (55%) de las 655 ETA bacterianas con
etiologia conocida durante 1993-1997, 55% de las cuales fueron atribuidas a S.
enteritidis. A la vez, este serotipo fue la causa reportada mas frecuente de ETA,
explicando el 7% de todos los brotes y el 22% de brotes con etiologia conocida, la
mayoria atribuidos al consumo de huevos (Olsen et al., 2000).

En las Américas entre 1993 y el 2002, se registraron 1 brote y 1 caso de
salmonelosis debido al consumo de hortalizas. En Recife — Brasil (2000) y en Palo
Seco — Trinidad y Tobago (1998) fueron implicados la ensalada servida en un
restaurante y los vegetales consumidos en una vivienda, respectivamente
(SIRVETA, 2005b).

En un estudio realizado en las ciudades de México D. F., Culiacan, Guatemala,
Santo Domingo, Bogota, Quito, Lima y La Paz, se verific6 que Salmonella estaba
presente en el 1.5% de las frutas y verduras expendidas en la via publica. En la
ciudad de Guatemala fue posible confirmar su presencia en 4 muestras, 3 de las
cuales pertenecian al grupo de la frutas y verduras (OPS/OMS, 1998).

Asimismo, en Costa Rica, se incluyé a Salmonella spp. dentro de los patégenos

aislados en alimentos en diez afos de estudio, con un 2% de positividad en
ensalada tipo buffet (Echandi y Antillon, 2000).
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En un estudio realizado a nivel de campos de cultivo, se afadié una cepa
avirulenta de S. typhimurium al agua de irrigacién y al abono, demostrandose su
persistencia por 161 dias en tierras con abono contaminado sobre las cuales
lechuga fue cultivada y por mas de 231 dias en tierras con abono contaminado

sobre las cuales perejil fue cultivado (Islam et al., 2004).

Asimismo, fue detectada por mas de 63 dias sobre lechuga y por 231 dias
sobre perejil cultivados en tales tierras. Al final, se concluyé que la ocurrencia de
Salmonella sobre los vegetales y la supervivencia en tierras sobre las cuales
estuvieron cultivados, fueron similares; siéndole agua y el abono, factores
importantes en la contaminacién de los campos y vegetales por un extendido
periodo de tiempo (Islam et al., 2004).

En nuestro pais, se observé la utilizacion de aguas residuales del rio Huatanay
(Cusco) para el riego de vegetales de tallo corto que posteriormente se
comercializaban en los mercados de la zona. El estudio de la contaminacién por
Salmonella en suelos de cultivo regados con aguas servidas, consistio en el
analisis de muestras de agua y suelo en el momento del riego en diversos puntos,
encontrandose positividad en un 20% en las muestras de agua servida usada en
el riego y 14.5% en las muestras de suelo de cultivo irrigados con dichas aguas,
indicando la posible presencia de la bacteria en este tipo de plantas (Flores y
Huerta, 1997).

2.13. MEDIDAS DE PREVENCION Y CONTROL DE LAS ENFERMEDADES
GASTROINTESTINALES PRODUCIDAS POR E. coli Y Salmonella spp.

El comportamiento y difusién de Salmonella al ser un microorganismo intestinal
se asocia a E. coli, por lo que las medidas preventivas basicas a tomar son
similares para ambos casos (Rodriguez, 2003b). El control se plantea de forma
especial con alimentos crudos como son los vegetales (Rodriguez, 2003a).
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a) A nivel nacional:

En los paises en desarrollo, realizar un manejo apropiado del agua de
abasto publico, la eliminacién sanitaria de excretas y la mejora de las
condiciones higiénicas en general (Blanco et al., 2002; Bennett, 1997).

los manipuladores de alimentos:

Excluir a las personas con diarrea (Benenson, 1997) y portadores de S.
typhi (Reynolds, 2002).

Fomentar la higiene del area y la proteccién de los alimentos de la
contaminacion por roedores, insectos y moscas (Benenson, 1997).
Educarlos respecto al lavado de manos con agua y jabén antes, durante y
después de preparar alimentos, de manipular alimentos crudos o de
cambiar de actividad, especialmente tras la utilizacion del aseo (Benenson,
1997; Rodriguez, 2003b; Bennett, 1997; Acha, 2003).

Realizar el tratamiento efectivo del agua potable a través de la desinfeccion
con cloro (Reynolds, 2002).

Respecto a la manipulacion de verduras crudas, se debe tener en cuenta lo
siguiente (FDA, 1998):

Evitar el contacto entre los vegetales crudos y alimentos preparados o
cocinados listos para el consumo.

Limpiar adecuadamente el material de cocina utlizado para el
procesamiento de vegetales crudos, evitando la contaminacion cruzada.
Cortar y desechar las partes dafadas o magulladas de la verdura.

Lavar las verduras frotandolas bajo chorro de agua potable, sin usar jabén
ni detergente. Las verduras de hoja, como lechugas y espinacas, se deben

lavar hoja por hoja eliminando las externas.
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Para descontaminar los vegetales, el uso del cloro a una concentracion de
0,2 a 5 ppm durante 5 minutos elimina el 90% de los microorganismos
presentes en la superficie (Siller et al., 2002; FDA, 1998; Villalobos, 2004;
Beuchat y Ryu, 1997).

c) A nivel personal:

Los viajeros deben evitar consumir agua de cano. El riesgo de infecciones
gastrointestinales en el pais hace recomendable no consumir o adquirir
alimentos y agua de bebida en restaurantes econémicos o mercados
(MINSA, 2005a).

No ingerir huevos crudos o semicocidos, para evitar el riesgo de infecciones
asociadas causadas por S. enteritidis (Olsen et al., 2000).

No es recomendable que los viajeros a paises en desarrollo empleen
antibidticos profilacticos para prevenir la “diarrea del viajero”, debido a las
altas tasas de resistencia (Harrinson, 2002; Jaklik, 1994).

En la salmonelosis, utilizar antibiéticos con prudencia para reducir al

minimo la aparicién de nuevas cepas resistentes (Harrrison, 2002).

d) Inmunizacién:

En viajeros a paises en desarrollo es recomendable la vacunacion contra S.
typhi. Existen 3 tipos de vacunas: Vacuna con microorganismos completos
termodestruidos, vacuna atenuada y vacuna con polisacarido Vi purificado
(Harrison, 2002). Sin embargo, es necesario tomar precauciones ya que
sélo ofrecen una proteccién parcial (70%) y evitan la infeccién siempre que
el numero de gérmenes no sea muy elevado (Bennett, 1997; Farreras,
1997; Reynolds, 2002).
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2.13.1. MEDIDAS DE PREVENCION Y CONTROL EN EL CAMPO

A raiz del plan emitido por los EE.UU. para garantizar la inocuidad de frutas y
hortalizas nacionales e importadas, en 1998 la FDA y CFSAN expidieron la “Guia
para reducir al minimo el riesgo microbiano en los alimentos, en el caso de frutas y
vegetales frescos”, cuyos lineamientos constituyen las buenas practicas agricolas
y de manufactura adoptados por paises exportadores para atender las exigencias
internacionales y obtener productos de alta calidad e inocuidad (Siller et al., 2002).

Las “Buenas Practicas de Manejo Agricola” constituyen un sistema preventivo
que considera los principios y practicas que permitan reducir los riesgos
potenciales de contaminacion microbiologica en las operaciones de campo; desde
la siembra, el desarrollo del cultivo, la cosecha, el empaque, el transporte y la
venta de los productos hortofruticolas al consumidor final (Siller et al, 2002;
Villalobos, 2004).

El principio de estas practicas es que todo lo que se pone en contacto con las
hortalizas puede ocasionar su contaminacién, y que la mayoria de los
microorganismos patégenos provienen del hombre y de los animales (Siller et al.,
2002).

Es preferible prevenir la contaminacion de las hortalizas que tener que actuar
cuando los problemas estan presentes o encontrar un método efectivo de control
(Siller et al., 2002) o eliminacién de patdgenos en los vegetales frescos que deba
ser alcanzado solamente tratando el sistema entero, del campo al punto de
consumo (Beuchat y Ryu, 1997; Rodriguez, 2003c).

Asi, la reduccién del riesgo de enfermedad asociada con estos productos
puede ser realizada a través de puntos de control de la potencial contaminacién en
el campo (Beuchat y Ryu, 1997). Entre los puntos mas importantes se incluyen los
siguientes (Siller et al., 2002; FDA, 1998; Villalobos, 2004):
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a) EL AGUA (de uso agricola, procesamiento, lavado y enfriamiento)

Identificar la fuente y distribucidén. Supervisar los canales de riego y drenaje.
Utilizar agua de riego libre de patégenos, estableciendo monitoreos
microbiolégicos continuos y evaluando su incidencia. Si se utilizan aguas
superficiales para riego, analizarlas cada 4 meses para evaluar la presencia
de coliformes fecales, especialmente si el agua pasa cerca de plantas de
tratamiento de aguas residuales o areas con ganado u otros animales. Usar
métodos de lavado apropiados, considerando la temperatura y tratamientos
alternativos en vegetales sensibles al agua.

En el agua de lavado, refrescamiento o transporte, emplear antimicrobianos
como el cloro a concentraciones de 100 - 200 ppm con un periodo de
contacto de 5 minutos.

b) ESTIERCOL ANIMAL Y DESECHOS ORGANICOS

Situar los lugares de almacenamiento y tratamiento del estiércol animal
lejos de las areas de produccidén y manipulacion de vegetales. Considerar el
uso de barreras u otro tipo de contencion fisica en dichos lugares para
prevenir la diseminacién por el viento.

No aplicar el estiércol animal sin tratar durante la temporada de cultivo, sino
antes de plantar, evitando su aplicacion en fresco sobre la superficie del
terreno ya que patégenos como E. coli y Salmonella pueden estar
presentes en el abono liquido y en la tierra hasta por 3 meses 0 mas
dependiendo de la temperatura y condiciones del terreno.

Mantener los animales domésticos alejados de los terrenos durante la
temporada de cultivo y asegurarse de que la materia fecal animal de

terrenos adyacentes no contamine dichas areas.
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c) SALUD E HIGIENE DE LOS TRABAJADORES

Considerar buenas practicas de higiene, como el lavado de manos y el uso
del excusado.
Familiarizarse con los signos y sintomas tipicos de las enfermedades

infecciosas.

d) SANIDAD EN EL CAMPO

Limpiar el lodo y polvo del producto vegetal antes de que salga del campo.
Limpiar los envases o cubetas para transportar vegetales, antes de
utilizarlos y descartar los envases dafiados que no se puedan limpiar.
Proteger de la contaminacién los envases de empaque nuevos o limpios
que estén almacenados.

Limpiar las instalaciones de almacenamiento de la cosecha, antes de

usarlas.

e) LIMPIEZA DE LAS INSTALACIONES DE EMPAQUE

Establecer un sistema de control de plagas (aves, insectos y roedores) que
puedan contaminar el producto en proceso.

Antes de empacar y al final de cada dia, limpiar todos los recipientes y
superficies donde se trabaja. Desinfectar las superficies utilizando
productos quimicos y procedimientos recomendados.

f) TRANSPORTE

Antes de la carga, asegurarse de que los camiones y envases de transporte
estén limpios.

Los trabajadores que participen en la carga y descarga de vegetales, deben
adoptar buenas practicas de higiene y limpieza durante su transporte.

Cargar el producto de forma que el dafno que reciba sea minimo.
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2.13.2. USO DEL CLORO EN LA DESCONTAMINACION DE LOS VEGETALES

La contaminacion bacteriana de las lechugas no se ve reducida
significativamente con el lavado ordinario que aplican los consumidores, debido a
la gran adherencia de los microorganismos a las estructuras del vegetal. Por ello
es posible que los patégenos que se encuentran en alta concentracion en las
hojas, se mantengan en altos in6culos al momento de la ingestion de las mismas
(Arce et al., 2002).

Es por esto que se hace necesario el empleo de antimicrobianos en la
descontaminacién de los vegetales. A pesar de que el tratamiento con agua
clorinada no puede eliminar totalmente los patégenos presentes, si provoca una

marcada reduccién de los mismos (Beuchat y Ryu, 1997).

La efectividad de los agentes antimicrobianos depende de su estado quimico y
fisico, las condiciones de tratamiento (temperatura del agua, nivel de acidez y
periodo de contacto), la resistencia de los patégenos y la naturaleza de la
superficie de las frutas y vegetales (FDA, 1998).

La actividad antimicrobial del cloro depende ademas, de la cantidad de cloro
libre disponible (como acido hipocloroso) en el agua en contacto con las células
microbianas (Beuchat y Ryu, 1997).

Se han realizado numerosos estudios respecto a la eficacia del cloro en la
desinfeccién de los vegetales. Se analizé el efecto de la concentracién del cloro
sobre microorganismos aerobios y coliformes fecales en ensaladas verdes,
observandose recuentos totales marcadamente reducidos con mas de 50 ppm y la
ausencia de efectos substanciales en concentraciones de hasta 200 ppm (Beuchat
y Ryu, 1997).
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Un procedimiento estdndar de lavado de hojas de lechuga en agua de cafo,
fue reportado de eliminar el 92.4% de la microflora e incluyendo 100 ppm de cloro
libre disponible en el agua de lavado se redujo el recuento a 97.8%. El ajuste del
pH a partir de 9 a 4.5-5.0 mediante acidos, dié lugar a un aumento en el efecto
microbicida (Beuchat y Ryu, 1997).

El aumento del tiempo de lavado en la solucién de hipoclorito, de 5 a 30
minutos, no disminuyé mas alla los niveles microbianos, mientras que el lavado
extendido en agua de grifo produjo una reduccidon comparable al hipoclorito. La
adicion de 100 ppm de un surfactante (Tween 80) a una solucién de lavado de
hipoclorito realz6 la mortalidad pero contrariamente afectd las cualidades
sensoriales de la lechuga (Beuchat y Ryu, 1997).

2.14. LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS INTESTINALES Y SU
MORBILIDAD - MORTALIDAD EN EL PERU

Los cuadros diarreicos agudos ocasionados por E. coli y Salmonella estan
relacionados con altas tasas de mortalidad infantil, disminucién de la capacidad de
aprendizaje y baja productividad en personas en edad laboral (OPS/OMS, 1998).

La Enfermedad Diarreica Aguda (EDA) afecta principalmente a la poblacion
infantil de nuestro pais. Se ubica entre las principales causas de morbilidad,
especialmente en la poblacion en situacion de pobreza, donde se estima que los
ninos tienen entre 10 y 12 episodios de diarrea por afio (MINSA, 2005b).

Entre 1996 y el 2003, la EDA se presentd entre el 17 y 24% de los menores de
5 afos; registrandose la mayor y menor incidencia, en el 2003 y 1999,
respectivamente (MINSA, 2005c). En 1995, 171 nifios menores de un afno (1.28%)
y 82 nifos de 1-4 afos de edad, perdieron la vida debido a las enfermedades
infecciosas intestinales (Ell) (MINSA, 2003c).
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En el afo 2000, las Ell fueron reportadas como uno de los principales grupos
de causa de mortalidad infantil en el Perd, ocupando el octavo lugar dentro de los
10 mas importantes (3.2 %) y afectando a 238 niflos menores de un ano (3.20%).
En la categoria de 1-4 afos de edad, 209 nifnos (7.9%) murieron por lo mismo,
constituyendo la cuarta causa de muerte y en la categoria de 5-9 afos de edad,
2.5% fallecieron, alcanzando la décima posicion (MINSA, 2001).

En los afos 2002, 2003 y 2004, las EIll ocuparon el tercer lugar entre los
principales grupos de causa de morbilidad registrada en consulta externa en el
Peru (6.6%), siendo afectados un mayor porcentaje de varones en este ultimo afo
(MINSA, 2005d).

En estos mismos afos, las Ell ocuparon el tercer (2002) y cuarto lugar (2003 y
2004) entre los principales grupos de causa de morbilidad registrada en consulta
externa en la ciudad de Lima (4.0%), siendo afectados un mayor porcentaje de

varones en este ultimo ano (MINSA, 2005e).

Las Ell ocuparon el sétimo (2002) y octavo lugar (2003) dentro de los
principales grupos de causas de morbilidad registrada en hospitalizacion en el
Perl (2.2%) (MINSA, 2005f). A nivel de Lima, durante el 2002 las Ell no se
ubicaron entre los diez principales grupos; sin embargo en el 2003 ocuparon el
primer lugar entre los principales grupos de causas de morbilidad registrada en
hospitalizacion (8.2%) (MINSA, 20059).

En 1995, se reportd un total nacional de 2.702 muertes por infecciones
intestinales inespecificas, ubicandose entonces como la tercera causa mas
frecuente de mortalidad (11.85%) (MINSA, 2003b). Unas 2.828 personas mayores
de 65 anos registradas como fallecidas, tuvieron como causa de muerte a estas
enfermedades (MINSA, 2003c).
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En el 2000, las Ell produjeron la muerte a 1.010 (1.2%) del total de peruanos
fallecidos (incluyendo menores de edad). El 1.4% de personas entre 10 y 19 afos,
0.7% de individuos entre 15y 49 afios de edad y 0.8% (336) de peruanos mayores
de 65 anos reportados como fallecidos, debieron su muerte a estas enfermedades
(MINSA, 2001).

2.15. CALIFICACION SANITARIA DE LOS PRODUCTOS AGRICOLAS

Por los riesgos que implica para la salud publica el consumo de verduras
crudas regadas con aguas residuales, se sugiere realizar el control en aquellas
situaciones en que se conoce que han sido cultivadas bajo sistemas agricolas
deficientes como los sistemas de riego con estas aguas (ICMSF, 1999).

La evaluacion de la calidad microbiolégica de los productos agricolas se realiza
en base a los programas de muestreo disefiados por la Comisién Internacional
para Especificaciones Microbiolégicas para Alimentos (ICMSF), que recomienda
en el caso de verduras frescas, la deteccion especifica de Escherichia coli y
Salmonella como indicadores de contaminacion fecal en la superficie de los
vegetales estableciendo lo siguiente:

Programas de muestreo y limites microbiolégicos recomendados para las

verduras
_ | PROGRAMA Limite
PRODUCTO | ANALISIS | CATEGORIA DE n c por g
CLASE m M
Escherichia
Verduras coli 5 3 5 | 2 |10 | 10°
frescas
(destinadas | Salmonella 11 2 10 | O 0
al consumo
crudo) Coliformes
fecales 5 3 5 | 2 |10 | 10

Fuente: ICMSF (1981)
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En nuestro pais, el Ministerio de Salud a través del documento “Criterios
Microbiolégicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de
Consumo Humano” sefiala (MINSA, 2003a):

Programas de muestreo y limites microbioldgicos recomendados para las

verduras

PROGRAMA Limite por

PRODUCTO | ANALISIS | CATEGORIA DE n|c
CLASE m M

Ensaladas Escherichia
de vegetales | coli 5 3 5 | 2 | 10 | 10°
crudos
Ensaladas
de vegetales
crudos/
Hortalizas Salmonella 10 2 5 0 0
refrigeradas/
Verduras
frescas”®
Verduras Coliformes
frescas* fecales 5 3 5| 2| 10 | 10?

Fuente: MINSA (2002* o anteproyecto, 2003)

Segun el documento antes mencionado, se definen los elementos constitutivos

del programa de muestreo como sigue:

e Categoria
Se refiere al grado de riesgo que representan los microorganismos en relaciéon

a las condiciones previsibles de manipulacién y consumo del alimento.
Categoria 5: Peligro indirecto y escaso para la salud. Sin modificaciones en la

peligrosidad (indicadores de contaminacién). Se consumiran crudas.

Almacenamiento a temperatura ambiente.
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Categoria 10: Peligro moderado pero directo para la salud (diseminacién

potencialmente extensa). Bajo condiciones que reducen el riesgo.

Categoria 11: Peligro moderado pero directo para la salud (diseminacién

potencialmente extensa). Bajo condiciones que no modifican el riesgo.

¢ Programa de clase

Para el andlisis de Salmonella se adoptd un programa de dos clases mientras
que para los organismos indicadores (coliformes fecales y E. coli) se han utilizado
programas de tres clases, que consisten en aceptar un numero tolerable de
valores microbiolégicos mayor al limite “ideal”. Esto admite que la poblacion
microbiolégica se encuentre dentro de “rangos” lo cual elimina el prejuicio contrario

al uso de criterios microbiolégicos rigidos.

e n
Numero de partes procedentes de un lote de muestras que deben analizarse

para satisfacer un determinado programa de muestreo.

e C

Numero maximo aceptable (o permisible) de partes que no pueden exceder a
un criterio microbiolégico. Es una medida del nimero de partes en las que la tasa
microbiana es menor a m o esta comprendida entre m y M. Cuando el numero

sobrepasa el nivel M, el lote se rechaza.
e m
Numero o nivel maximo de bacterias por gramo. Los valores superiores a este

nivel se aceptan provisionalmente o se rechazan.

e M
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Es el valor maximo que se usa para rechazar los alimentos de calidad
aceptable provisionalmente. Solo se aplica en los programas de tres clases.

Tanto la ICMSF como el MINSA consideran a E. coli, Salmonella y
adicionalmente a los coliformes fecales, como microorganismos indicadores de

contaminacién en verduras.

La ICMSF toma en cuenta a las verduras frescas como elemento de analisis
mientras que el MINSA hizo lo mismo en el anteproyecto de la norma sanitaria,
pero finalmente solo consider6 a las hortalizas refrigeradas y a las ensaladas de
vegetales crudos.

Respecto al andlisis de E. coli, ambas instituciones ubican a este agente dentro
de la categoria 5, en un programa de 3 clases, con 5 partes a analizarse y de las

cuales 2 no pueden exceder a un criterio microbioldgico.

En ambos casos, el numero maximo de E. coli / g es 10, y los valores
superiores a éste se rechazan o se aceptan provisionalmente. Sin embargo
existen diferencias sobre el valor maximo para rechazar alimentos aceptables
provisionalmente ya que la ICMSF establece 10° E. coli / g en verduras frescas,
mientras que el MINSA acepta sélo hasta 10? E. coli/ g en ensaladas de vegetales

crudos.

La norma peruana tolera un nimero menor de microorganismos, debido al
tratamiento culinario al cual son sometidas las verduras tales como lavado y
desinfeccién, que eliminan gran parte de la carga bacteriana presente en las
verduras frescas. Sin embargo, debido a que las ensaladas de vegetales crudos
se consideran como platos preparados y listos para consumo, no deberia
permitirse la presencia de E. coli en este tipo de alimentos.
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En el analisis de Salmonella, existen diferencias en la categorizacion debido a
la naturaleza del alimento, ya que la ICMSF considera la presencia de este
patdgeno en verduras frescas dentro de la categoria 11 y el MINSA lo incluye en la
categoria 10, para ensaladas de vegetales crudos y hortalizas refrigeradas.

La categoria 11 refiere que las condiciones normales de manipulacién de las
verduras frescas, no modifican la peligrosidad del microorganismo; mientras que la
categoria 10 indica que las ensaladas y las hortalizas refrigeradas, estan

sometidas a condiciones que reducen el riesgo que representa el agente.

Ambas instituciones consideran el analisis en un programa de 2 clases
(aceptable o rechazable), de otro lado, la ICMSF considera analizar 10 partes de
verduras frescas, mientras que el MINSA establece un nimero de 5 partes de
ensaladas de vegetales crudos u hortalizas refrigeradas, para satisfacer el
programa de muestreo. En ambos casos, no se permite la presencia de

Salmonella en ninguno de los alimentos mencionados.

Dado el elevado riesgo que representa Salmonella en un alimento, la ICMSF
impone un criterio mas estricto y establece un mayor nimero de partes a analizar.
La sola presencia de la bacteria en 1 de 10 partes, determina el rechazo total del

lote de muestras.

En el caso de los coliformes fecales (CF), tanto la ICMSF como el MINSA en su
anteproyecto, establecen criterios de analisis para verduras frescas. En estos
alimentos, ambas instituciones ubican a los microorganismos mencionados dentro
de la categoria 5, en un programa de 3 clases, con 5 partes a analizarse y de las

cuales 2 no pueden exceder a un criterio microbioldgico.

Sin embargo existen diferencias sobre el nimero maximo permitido ya que la
ICMSF establece 10? CF/ g, mientras que el MINSA acepta sélo hasta 10 CF/ g.

Asimismo existe diferencia respecto al valor maximo para rechazar alimentos
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aceptables provisionalmente, debido a que la ICMSF establece el valor de 10* CF/
g, mientras que el MINSA acepta sélo hasta 10°CF/ g.

Aunque ambos presentan la misma proporcion en los rangos establecidos, el
anteproyecto del MINSA, establecia un criterio mas exigente, tolerando un menor

numero de microorganismos CF sobre las verduras frescas.

Asi, considerando los rangos marcados por los limites minimo y maximo
recomendados para su calificacion, se han establecido tres niveles de calidad:
i) Aceptabilidad total, cuando las 5 unidades de muestra analizadas presentan
menos de 10 E. coliy ausencia total de Salmonella.
i) Aceptabilidad provisional, cuando de las 5 unidades de muestra analizadas, 3
de ellas cumplen con el requisito anterior y 2 presentan valores entre 10 y 1000
(ICMSF, 1981) 6 10 y 100 (MINSA, 2003a) E. coliy ausencia de Salmonella, y
iii) Rechazable, cuando existen mas de 1000 (ICMSF, 1981) 6 100 (MINSA,
2003a) E. coli por gramo de muestra, o se verifica la presencia de Salmonella.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El presente estudio se realizé en un periodo que abarcd desde octubre del
2003 a diciembre del 2004. Se investigaron tres tipos de verduras de consumo
crudo de alta demanda en nuestro medio: Lechuga (Lactuca sativa), col (Brassica
oleracea) y espinaca (Spinacea oleracea). Los muestreos se llevaron a cabo en
los cuatro principales mercados de caracter mayorista de Lima Metropolitana,
denominados al azar como mercados 1, 2, 3y 4:

e |a Parada,
e Ramoédn Castilla,
e Ceresy

e Caqueta.
El estudio bacteriolégico se realizé en el Laboratorio de Salud Publica y Salud

Ambiental de la Facultad de Medicina Veterinaria de La Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, en San Borja, Lima.
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3.2. UNIVERSO Y TAMANO MUESTRAL

El tamano de la muestra se determiné utilizando la férmula para estimar una

proporcién (Daniel, 1996):

2
_Z7.pg.
L 2

E
Donde:
n: Tamano muestral.
z: 1.96 (valor al 95% de confianza).
p: Proporcién hallada en estudios previos. Salmonella spp: 13.8%,

coliformes fecales (> 10%): 52% y E. coli Tipo | (Tipico) (>10): 54% (CEPIS,

1990).
q: 1-p. Salmonella spp: 0.862, coliformes fecales: 0.48 y E. coli: 0.46.
E: 0.15 (precision).

De esta forma, tenemos lo siguiente:

(1.96)2(0.138)(0.862) _
0= n 15)2 =21 para Salmonella spp.

_(1.96)°(0.52)(0.48) _ .

(0.15)2 para la determinacion de colif. fecales.

_(1.96)°(0.54)(046) _ ,,

(0_15)2 para la determinacién de E. coli.

Para una mejor estimacion, en cada mercado se analizaron 45 muestras de
vegetales; de las cuales 15 fueron lechuga, 15 col y 15 espinaca. En total se

analizaron 180 hortalizas.
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3.3. MUESTREO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS

El muestreo se realiz6 en horas de la mafana, por ser la hora mas frecuentada
por los consumidores. La unidad de muestra fue una verdura representativa de
cada puesto de venta, tomandose en cada puesto tres muestras, una de cada
verdura en estudio.

Las muestras fueron colocadas en bolsas plasticas de primer uso, tal como son
entregadas por el vendedor al consumidor, y transportadas en una caja térmica
enfriada con hielo, hacia el laboratorio de Salud Publica y Salud Ambiental de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la UNMSM.

3.4. ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

En el presente estudio se llevaron a cabo las siguientes determinaciones
microbiolégicas (ICSMF, 1999):

e Cuantificacion de coliformes fecales.
e Deteccidn y recuento de Escherichia coli Tipo | (Tipico): Técnica del
Numero Mas Probable (NMP).
e Aislamiento e identificacibn de Salmonella spp: Prueba de Ausencia/

Presencia.

3.4.1. TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP) PARA RECUENTO
DE COLIFORMES

El material de laboratorio, medios de cultivo y reactivos empleados en el
desarrollo del presente ensayo son los especificados en el Método 3,
recomendado por la ICMSF (1999). El procedimiento se describe en el Apéndice
1.
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3.4.1.1. INTERPRETACION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Coliformes fecales: Fueron considerados como positivos aquellos cultivos que,
incubados a 44 + 0.1° C resultaron positivos de gas en CLVBB a las 24 — 48 horas

y a la vez produjeron indol en agua de peptona (ICMSF, 1999).

Escherichia coli: Todos los cultivos que fermentaron lactosa con produccidon de
gas dentro de 48 horas a 44 + 0.1° C, que aparecieron como bacilos no
formadores de esporas Gram negativos y dieron patrones IMVIiC + + - -, fueron
considerados como Escherichia coli Tipo 1 (Tipico) (ICMSF, 1999).

En ambos casos los resultados se expresaron en NMP/g (Apéndice 3).

3.4.2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE SALMONELAS

El material de laboratorio, medios de cultivo y reactivos empleados en el
desarrollo del presente ensayo estdn especificados en el método recomendado
por la ICMSF (1999). El procedimiento se describe en el Apéndice 2.

3.4.2.1. INTERPRETACION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Los cultivos en agar triple azucar hierro (TSl) y agar lisina hierro (LIA)
inclinados, fueron identificados segun la tabla de reacciones bioquimicas para
enterobacterias (Apéndice 4). Para ello, se tuvo en cuenta la siguiente
simbolizacién (Grados, 1982):

a) TRIPLE AZUCAR HIERRO (TSI)

Este medio de color original rojo (ph 7.4), esta compuesto de tres azlcares:
Glucosa, lactosa y sacarosa. El hierro es el indicador que evidencia la produccién
de hidrogeno sulfurado (H.S), visible por el color negro en el medio y cuya
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intensidad se simboliza de 1+ a 4+, al igual que la presencia de gas, manifestada
por el resquebrajamiento del medio.

La acidez se pone de manifiesto por su cambio al color amarillo y se simboliza
con la letra A, mientras que la alcalinidad se manifiesta por el cambio al color
grosella y se simboliza como K. Los cultivos sospechosos de ser salmonelas se
manifiestan por la alcalinidad en la parte inclinada y acidez en el fondo,
simbolizandose K/A, debido a que fermentan la glucosa (columna amarilla) pero
no la lactosa ni la sacarosa (parte inclinada roja).

b) AGAR LISINA HIERRO (LIA)

La lisina del medio, de color original ligeramente azulado (ph 6.7), puede ser
utilizada por las enterobacterias a través de los mecanismos de decarboxilacion,
desaminaciéon o ser negativos frente a este aminoacido. Para diferenciar estas
reacciones, este medio contiene ademdas glucosa y el indicador azul de
bromocresol.

La decarboxilacién de la lisina produce alcalinidad en todo el medio,
intensificando el color azulado y simbolizandose K/K. Los cultivos sospechosos de
ser salmonelas presentan esta reaccion denominada lisina positiva.

La desaminacién empieza en la parte inclinada, variando esta porcién al color
rojo y el fondo del medio al color amarillo, simbolizandose R/A. Algunas veces, el
medio se observa azulado en la parte inclinada y amarillo en el fondo por
fermentacién de la glucosa (K/A); y en otros casos puede presentarse amarillo en
su totalidad (A/A), interpretdndose, en todos los casos, como lisina negativa.

Los resultados se expresaron como presencia/ausencia de Salmonella en 25 g.
3.5. PROCESAMIENTO DE DATOS

Los datos obtenidos como resultado de las determinaciones microbiol6gicas
fueron procesados usando medidas de tendencia central y el calculo de

porcentajes (Daniel, 1996).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

1. CUANTIFICACION DE COLIFORMES FECALES

1.1. Presencia de coliformes fecales (NMP = 3), segun total y tipo de verdura

En el mercado 1, se encontrd la presencia de coliformes fecales (=3) en mas
del 50% del total de verduras analizadas y en mas del 50% de cada tipo de
verdura (Cuadros 1, 2 y 9). Fue la espinaca la que presentd la mayor
contaminacion y todas las muestras de ella presentaron algun grado de

contaminacion fecal. Le sigui6 la lechuga y luego la col (Cuadros 2 y 9).

En el mercado 2, se encontrd la presencia de coliformes fecales (=3) en mas
del 50% del total verduras analizadas y en mas del 30% de cada tipo de verdura
(Cuadros 1, 2 y 9). Fue la espinaca la que presentd la mayor contaminacion. Le

siguio la lechuga y luego la col (Cuadros 2 y 9).
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En el mercado 3, se encontrd la presencia de coliformes fecales (=3) en mas
del 50% del total de verduras analizadas y en mas del 50% de cada tipo de
verdura (Cuadros 1, 2y 9). Fueron la espinaca y la lechuga las que presentaron la
mayor contaminacion y todas las muestras de ellas presentaron algun grado de

contaminacion fecal. Les siguié la col (Cuadros 2y 9).

En el mercado 4, se encontrd la presencia de coliformes fecales (=3) en mas
del 50% del total verduras analizadas y en mas del 50% de cada tipo de verdura
(Cuadros 1, 2 y 9). Fue la espinaca la que presenté la mayor contaminacion y
todas las muestras de ella presentaron algun grado de contaminacién fecal. Le
siguio la lechuga y luego la col (Cuadros 2 y 9).

En conclusién, en cada uno de los mercados se encontré la presencia de
coliformes fecales (=3) en mas del 50% del total de verduras analizadas y en mas
del 30% de cada tipo de verdura. Fue la espinaca la que presenté la mayor
contaminacion, seguida de la lechuga y luego la col.

1.2. Presencia de coliformes fecales en verduras, segun rango de NMP

Segun los rangos de NMP de coliformes fecales, en el mercado 1 el 44.5% de
las verduras analizadas se encontraron por debajo de 10, 33.3% entre 10 y 100,
20% entre 100 y 1100 y 2.2% en niveles mayores de 1100 (Cuadro 1).

En el mercado 2, el 42.2% de las verduras analizadas se encontraron por
debajo de 10, 42.2% entre 10 y 100, 13.3% entre 100 y 1100 y 2.2% en niveles
mayores de 1100 (Cuadro 1).

En el mercado 3, el 35.6% de las verduras analizadas se encontraron por

debajo de 10, 46.7% entre 10 y 100, 13.3% entre 100 y 1100 y 4.4% en niveles
mayores de 1100 (Cuadro 1).
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En el mercado 4, el 51.1% de las verduras analizadas se encontraron por
debajo de 10, 28.9% entre 10 y 100, 17.8% entre 100 y 1100 y 2.2% en niveles
mayores de 1100 (Cuadro 1).

En un estudio realizado en hortalizas de consumo crudo en Costa Rica, casi el
80% de las muestras, exceptuando la lechuga, presentaron un nivel de coliformes
fecales menor o igual a 1000/g (Monge et al., 1996).

Sin embargo, una investigacion realizada en los mercados de Lima, demostro
que un 17.5% de las verduras que crecen a flor de tierra, presentaron niveles de
coliformes fecales menores o iguales a 1000 y un 82.5% de ellas tuvieron niveles
mayores a 1000 (Sanchez, 1988).

En el presente estudio, los bajos porcentajes de coliformes fecales en niveles
mayores a 1100, podrian deberse a la utilizacion de agua de riego parcialmente
tratada o libre de patégenos e incapaz de transportar una elevada carga
bacteriana sobre la superficie de los vegetales, al uso de abono tratado o la

mejora en las condiciones de manipulacién y mercadeo.

En conclusién, en los mercados 1, 2 y 4, los mayores porcentajes de
contaminacion con coliformes fecales estuvieron por debajo de 10; mientras que
en los mercados 2 y 3, los mayores porcentajes se ubicaron en el rango entre 10y
100.

1.3. Presencia de coliformes fecales en verduras, segun limites maximos

recomendados

En el mercado 1, el 22.2% de las muestras analizadas excedié los limites
maximos recomendados para coliformes fecales (100), segun la ICMSF (Cuadro
1). Fue la espinaca la que presentd la mayor contaminacion (46.7%) superior al
limite. Le sigui6 la lechuga (13.3%) y luego la col (6.7%) (Cuadros 2 y 9). El 55.5%
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de las muestras analizadas excedio los limites maximos recomendados para
coliformes fecales (10), segun el MINSA (Cuadro 1). Fue la espinaca la que
presentd la mayor contaminacion (93.4%) superior al limite. Le siguié la col
(46.7%) y luego la lechuga (26.6%) (Cuadros 2y 9).

En el mercado 2, el 15.5% de las muestras analizadas excedié los limites
maximos recomendados para coliformes fecales (100), segun la ICMSF (Cuadro
1). Fue la espinaca la que present6 la mayor contaminacion (40%) superior al
limite. Le siguié la lechuga (6.7%) y luego la col (0%) (Cuadros 2 y 9). El 57.7% de
las muestras analizadas excedidé los limites maximos recomendados para
coliformes fecales (10), segun el MINSA (Cuadro 1). Fue la espinaca la que
presentd la mayor contaminacién (86.7%) superior al limite. Le sigui6 la lechuga
(60%) y luego la col (26.7%) (Cuadros 2 y 9).

En el mercado 3, el 17.7% de las muestras analizadas excedié los limites
maximos recomendados para coliformes fecales (100), segun la ICMSF (Cuadro
1). Fue la espinaca la que presentd la mayor contaminacion (33.3%) superior al
limite. Le siguid la lechuga (13.4%) y luego la col (6.7%) (Cuadros 2y 9). El 64.4%
de las muestras analizadas excedi6 los limites maximos recomendados para
coliformes fecales (10), segun el MINSA (Cuadro 1). Fueron la espinaca y la
lechuga las que presentaron la mayor contaminacién (80%) superior al limite. Le
siguio la col (33.4%) (Cuadros 2y 9).

En el mercado 4, el 20% de las muestras analizadas excedié los limites
maximos recomendados para coliformes fecales (100), segun la ICMSF (Cuadro
1). Fue la espinaca la que presentd la mayor contaminacion (33.4%) superior al
limite. Le siguieron la lechuga y la col (13.3% cada una) (Cuadros 2y 9). El 48.9%
de las muestras analizadas excedié los limites maximos recomendados para
coliformes fecales (10), segun el MINSA (Cuadro 1). Fue la espinaca la que
presentd la mayor contaminacién (73.4%) superior al limite. Le sigui6 la lechuga
(46.6%) y luego la col (26.6%) (Cuadros 2y 9).
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El mayor porcentaje de verduras contaminadas con coliformes fecales, en
niveles que excedieron los limites maximos recomendados por la ICMSF, se
obtuvo en el mercado 1 debido, probablemente, a la falta de higiene en los
puestos, deficiente estado sanitario de los embalajes y malas condiciones de
exhibicion, que generan la recontaminacidon de los productos agricolas
procedentes de los campos.

El mayor porcentaje de verduras contaminadas con coliformes fecales, en
niveles que excedieron los limites maximos recomendados por el MINSA, se
obtuvo en el mercado 3 debido, probablemente, a su suelo irregular y de tierra (lo
cual hace que haya mas circulacion de polvo y mayor contaminacioén), a la falta de
higiene en general, y a la proximidad y cercania de los puestos de verduras con
los puestos de venta de aves, carnes, abarrotes y productos diversos que

acarrean una contaminacién adicional.

En conclusién, el mercado 1 present6 el mayor porcentaje (22.2%) de verduras
contaminadas con coliformes fecales, en niveles que excedieron los limites
maximos recomendados segun la ICMSF (100). Asimismo, el mercado 3 present6
el mayor porcentaje (64.4%) de verduras contaminadas con coliformes fecales, en
niveles que excedieron los limites maximos recomendados segun el MINSA (10).
En todos los mercados, fue la espinaca la que presenté la mayor contaminacion
superior al limite, seguida en casi todos los casos de la lechuga y luego la col.
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Cuadro N2 1. Coliformes fecales en verduras expendidas en mercados (lechuga, col y espinaca). Rangos

segun NMP.
Valores Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4
NMP / g
Coliformes N (%) N (%) N (%) N (%)
fecales
<3 13 28.9 15 33.3 7 15.6 10 22.2
3-10 7 15.6 4 8.9 9 20.0 13 28.9
10°-100 15* 33.3 19~ 42.2 21~ 46.7 13 * 28.9
100° — 1100 9~ 20.0 6 13.3 6 13.3 8~ 17.8
> 1100 1" 2.2 1* 2.2 27 4.4 1 2.2
TOTAL 45 100.0 45 100.0 45 100.0 45 100.0

NMP: Namero mas Probable
(*) Verduras potencialmente peligrosas por exceder los limites maximos sugeridos para coliformes fecales (MINSA® —

Per(, 2002) y los limites maximos recomendados en verduras frescas (ICSMF®, 1981).
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Cuadro 2. Presencia de coliformes fecales en lechuga, col y espinaca expendidas en cuatro mercados. NMP.

Valores

Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4
NMP/g
Coliformes | Lechuga Col Espinaca | Lechuga Col Espinaca | Lechuga Col Espinaca | Lechuga Col Espinaca
fecales
n| % |n| % | n| % | n| % [N| % |n| % | n|% | n| % |n| % | n| % |n| % |n| %
<3 6 40 7 1467 0 0 4 |126.7|10|66.7 | 1 6.7 0 0 7 1467 | 0 0 3 20 7 1467 0 0
3-10 51333 1 6.7 1 6.7 | 2 | 133 | 1 6.7 1 6.7 3 20 3 20 3 20 51333 4 [26.7| 4 | 26.7
10°-100 | 2* | 133 |6* | 40 | 7* | 46.7 | 8 | 533 | 4* |26.7| 7* | 46.7 | 10* | 66.7 | 4* | 26.7 | 7* | 46.7 | 5* | 33.3 | 2* | 13.3 | 6* 40
100°-1100| 2* [ 133 | 1* | 6.7 | 6* 40 11 6.7 | 0 0 5 1333| 1* | 67 | 0 0 513833 |2°|133| 2" |13.3| 4" | 26.7
> 1100 0 0 0 0 1*| 67 | O 0 0 0 1* | 6.7 1* | 6.7 |1 6.7 | O 0 0 0 0 0 1* | 6.7
TOTAL |15| 100 | 15| 100 | 15| 100 | 15| 100 | 15| 100 | 15| 100 | 15 | 100 | 15| 100 | 15| 100 | 15| 100 | 15| 100 | 15 | 100

NMP: NiUmero mas Probable

(*) Verduras potencialmente peligrosas por exceder los limites maximos sugeridos para coliformes fecales (MINSA® —

Per(, 2002) y los limites maximos recomendados en verduras frescas (ICSMF®°, 1981).
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1.4. Presencia de coliformes fecales, segun el tipo de verdura

La espinaca fue la verdura que mas sobrepaso el limite maximo establecido por
la ICMSF (100), representando el 38.3% del total de espinacas analizadas y a la
vez, el 12.8% del total de verduras muestreadas. Le siguié la lechuga (11.7% del
total de lechugas analizadas y 3.9% del total de verduras muestreadas) y
finalmente la col (6.7% del total de coles analizadas y 2.2 % del total de verduras

muestreadas) (Cuadros 3y 4).

En el 18.9% del total de verduras muestreadas en el presente estudio, se
detect6 la presencia de coliformes fecales en niveles que excedieron los limites
maximos recomendados segun la ICMSF (100) (Cuadro 4).

De igual forma, la espinaca fue la verdura que mas sobrepaso el limite maximo
establecido por el MINSA (10), representando el 83.3% del total de espinacas
analizadas y a la vez, el 27.8% del total de verduras muestreadas. Le siguid la
lechuga (53.3% del total de lechugas analizadas y 17.8% del total de verduras
muestreadas) vy finalmente la col (33.3% del total de coles analizadas y 11.1 % del

total de verduras muestreadas) (Cuadros 3 y 4).

En el 56.7% del total de verduras muestreadas en el presente estudio, se
detectd la presencia de coliformes fecales en niveles que excedieron los limites
maximos recomendados segun el MINSA (10) (Cuadro 4).

En el estudio realizado en Costa Rica, los resultados coincidieron en sefialar a
la col como una de las verduras con menor contaminacion fecal (Monge et al.,
1996).

La espinaca y la lechuga, fueron las verduras que mas sobrepasaron los limites
maximos para coliformes fecales establecidos por la ICMSF y el MINSA, debido a
su alto porcentaje de humedad y a su agrupamiento en manojos (espinaca). Otros
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factores como la disposicién de las hojas hacia los rayos solares, que permiten
desarrollar una adecuada temperatura para la multiplicacién bacteriana y la
superficie lisa de las hojas, que hace inevitable el contacto directo con otras
verduras, condujeron a la obtencién de mayores recuentos bacterianos que los

existentes en la col.

De otro lado, la investigacion realizada por el CEPIS concluyé que un 58% de
los productos agricolas expendidos en los mercados presentaron niveles de
coliformes fecales mayores a 100 (Castro de Esparza, 1990). En el presente
estudio dichos niveles alcanzaron el 18.9%; probablemente, debido a la utilizacién
de agua de riego parcialmente tratada o libre de patdégenos, al uso de abono

tratado o la mejora en las condiciones de manipulacién y mercadeo.

En conclusién, la espinaca fue la verdura que mas sobrepasd los limites
maximos para coliformes fecales establecidos por la ICMSF y el MINSA, seguida
de la lechuga y finalmente la col. Asimismo, en el 18.9% y 56.7% del total de
verduras muestreadas en el presente estudio, se detectd la presencia de
coliformes fecales en niveles que excedieron los limites maximos recomendados
segun la ICMSF (100) y el MINSA (10), respectivamente.
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Cuadro 3. Presencia de coliformes fecales (CF) en verduras frescas, segun el tipo de verdura

N2 de muestras positivas / Presencia

Tipo de verdura Unidades de segun tipo de verdura (%)
muestra ICMSF® MINSA®
Lechuga 60 (100%) 7 (11.7%) 32 (563.3%)
Col 60 (100%) 4 (6.7%) 20 (33.3%)
Espinaca 60 (100%) 23 (38.3%) 50 (83.3%)

4 Se consideran muestras positivas aquellas cuyo NMP es mayor a 10
®: Se consideran muestras positivas aquellas cuyo NMP es mayor a 10.

Cuadro 4. Presencia de coliformes fecales (CF) en verduras frescas, segun el total de verduras
analizadas

N2 de muestras positivas / Presencia

Tipo de verdura Unidades de segun total de verduras analizadas (%)
muestra ICMSF? MINSA®
Lechuga 60 7 (3.9%) 32 (17.8%)
Col 60 4 (2.2%) 20 (11.1%)
Espinaca 60 23 (12.8%) 50 (27.8%)
Total 180 (100%) 34 (18.9%) 102 (56.7%)

" Se consideran muestras positivas aquellas cuyo NMP es mayor a 102.
P+ Se consideran muestras positivas aquellas cuyo NMP es mayor a 10.
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2. CUANTIFICACION DE E. coli Tipo | (Tipico)
2.1. Presencia de E. coli Tipo | (Tipico) (NMP = 3), segun tipo de verdura

En el mercado 1, la presencia de E. coli (NMP = 3) se detect6 en mas del 5%
de las muestras de espinaca y en mas del 10% de las muestras de col, pero en
lechuga no se detectd (Cuadros 6 y 9). En los mercados 2 y 3, la presencia de E.
coli (NMP = 3) no se detectd (Cuadros 5, 6 y 9). En el mercado 4, la presencia de
E. coli (NMP = 3) se detectd6 en mas del 5% de las muestras de espinaca y
lechuga, respectivamente; pero en col no se detecté (Cuadros 6 y 9).

En conclusion, en el mercado 1, la presencia de E. coli (NMP = 3) se detect6 en
mas del 5% y 10% de las muestras de espinaca y col, respectivamente; mientras
que en el mercado 4, en mas del 5% de las muestras de espinaca y lechuga,

respectivamente.
2.2. Presencia de E. coli Tipo | (Tipico) en verduras, segun rango de NMP

Segun los rangos de NMP de E. coli, en el mercado 1 el 93.3% de las verduras
analizadas se encontraron por debajo de 3, y 6.7% entre 3 y 10 (Cuadro 5). En los
mercados 2 y 3, el 100% de las verduras analizadas se encontraron por debajo de
3 (Cuadros 5, 6 y 9). En el mercado 4, el 95.6% de las verduras analizadas se
encontraron por debajo de 3, 2.2% entre 3y 10, y 2.2% entre 10 y 100 (Cuadro 5).

En un estudio realizado en verduras que crecen a flor de tierra y muestreadas

en mercados, se ha reportado que un 55% presenté niveles de E. coli menores o
iguales a 1000 y un 45% niveles mayores a 1000 (Sanchez, 1988).
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De otro lado, la investigacion desarrollada en Costa Rica concluyd que en casi
el 80% de las hortalizas, exceptuando la lechuga, el nivel de E. coli fue inferior o
igual a 1000/g (Monge et al., 1996).

En el presente estudio, los mayores porcentajes de contaminacién con E. coli
estuvieron por debajo de 3, debido, probablemente, a la utilizaciébn de agua de
riego parcialmente tratada o libre de patdégenos, al uso de abono tratado o la

mejora en las condiciones de manipulacién y mercadeo.

En conclusién, en los cuatro mercados, los mayores porcentajes de

contaminacion con E. coli estuvieron por debajo de 3.

2.3. Presencia de E. coli Tipo | (Tipico) en verduras, segun limites maximos

recomendados

En los mercados 1, 2 y 3 el 100% de las muestras analizadas se encontraron
por debajo del limite maximo recomendado para E. coli, segun la ICMSF y el
MINSA (10) (Cuadros 5,6y 9).

En el mercado 4, el 2.2% de las muestras analizadas excedi6 el limite maximo
recomendado para E. coli, segun la ICMSF y el MINSA (10) (Cuadro 5y 7). Fue la
espinaca la que presentd la contaminacién superior al limite (6.7%) (Cuadro 6 y 9).

En el mercado 4, la presencia de E. coli en niveles que excedieron el limite
maximo recomendado, podria deberse a las malas condiciones higiénicas del
puesto de venta, a la presencia de vectores como cucarachas, moscas o roedores,
y a la omisién de adecuadas técnicas de higiene personal y manipulaciéon por

parte del vendedor.
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En conclusion, en el mercado 4, el 2.2% de las muestras analizadas excedi6 el
limite maximo recomendado para E. coli, segun la ICMSF y el MINSA; y fue la

espinaca la que present6 la contaminacién superior al limite.
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Cuadro N2 5. E. coli Tipo I (Tipico) en verduras expendidas en mercados (lechuga, col y espinaca). Rangos

segun NMP.
Valores Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4
NMP / g
Escherichia N (%) N (%) N (%) N (%)
coli
<3 42 93.3 45 100.0 45 100.0 43 95.6
3-10 3 6.7 0 0.0 0 0.0 1 2.2
10*°- 100 0 0.0 0 0.0 0 0.0 1+ 2.2
100 — 1100 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
> 1100 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0
TOTAL 45 100.0 45 100.0 45 100.0 45 100.0

NMP: Numero mas Probable
(*) Verduras potencialmente peligrosas por exceder los limites maximos sugeridos para Escherichia coli (MINSA® —
Per(, 2003) y los limites maximos recomendados en verduras frescas (ICSMF®, 1981).
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Cuadro 6. Presencia de E. coliTipo | (Tipico) en lechuga, col y espinaca expendidas en cuatro mercados.

NMP.
Valores Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4
NMP/g
Escherichia | Lechuga Col Espinaca | Lechuga Col Espinaca | Lechuga Col Espinaca |Lechuga Col Espinaca
coli
N | % | N | % | N | % | n| % | N |%|n|%| n|%]|n Y% n Yo 1N | % | n | % | n| %
<3 15 |100 | 13 |86.7| 14 |93.3| 15 | 100 | 15 |100| 15 | 100 | 15 (100 | 15 | 100 | 15 | 100 | 14 {93.3| 15 | 100 | 14 |93.3
3-10 0 0 2 [13.3] 1 67| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1167] 0 0 0 0
10*° - 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1* | 6.7
100 - 1100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
> 1100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 15 {100 | 15 100 | 15 |100| 15 | 100 | 15 |100| 15 |100| 15 100 | 15 | 100 | 15 | 100 | 15 | 100 | 15 | 100 | 15 | 100

NMP: Niumero mas Probable

(*) Verduras potencialmente peligrosas por exceder los limites maximos sugeridos para Escherichia coli (MINSA? -
Per(, 2003) y los limites maximos recomendados en verduras frescas (ICSMF°, 1981).
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2.4. Presenciade E. coli Tipo | (Tipico), segun el tipo de verdura

En el presente estudio, una muestra de espinaca sobrepasé el limite
establecido por la ICMSF y el MINSA (10), representando el 1.7% del total de
espinacas analizadas y a la vez, el 0.6% del total de verduras muestreadas
(Cuadros 7 y 8). Adicionalmente, una muestra de lechuga, una de espinaca y dos
de col, presentaron niveles de contaminacion con E. coli, pero dentro del rango

permitido (Cuadros 6 y 9).

Un estudio realizado en Buenos Aires, reporté que el porcentaje de muestras
rechazables por contaminacién con E. coli alcanzé aproximadamente un 18% de
promedio anual, y que la lechuga y la espinaca se ubicaron como el segundo y
cuarto tipo de verdura con mayores niveles de contaminacién (Limongelli et al.,
1991).

De otro lado, la investigacion realizada por el CEPIS, concluyé que los
productos agricolas expendidos en los mercados presentaron porcentajes
positivos de E. coli enterotoxigénica del 27.3% (Castro de Esparza, 1990).

La escasa presencia de E. coli en niveles que excedieron el limite maximo
recomendado, fue debido, probablemente, a la utilizacion de agua de riego
parcialmente tratada o libre de patégenos, al uso de abono tratado o la mejora en

las condiciones de manipulaciéon y mercadeo.
En conclusion, una muestra de espinaca sobrepasd el limite maximo

recomendado para E. coli, segun la ICMSF y el MINSA; representando el 0.6% del
total de verduras muestreadas.
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Cuadro 7. Presencia de E. coli Tipo I (Tipico) (NMP > 10) en verduras frescas, segun el mercado de

procedencia.

Mercado de Unidades de muestra N2 de muestras
procedencia N positivas Presencia (%)
Mercado 1 45 0 0.0
Mercado 2 45 0 0.0
Mercado 3 45 0 0.0
Mercado 4 45 1 2.2
Total 180 1 0.6

total de verduras analizadas.

Tipo de verdura Unidades de N? de muestras Presencia (%)
muestra positivas
Lechuga 60 0 0.0
Col 60 0 0.0
Espinaca 60 1 1.7
Total 180 1 0.6

Cuadro 8. Presencia de E. coli Tipo I (Tipico) (NMP > 10) en verduras frescas, segun el tipo de verdura y el
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Cuadro 9. Distribucion porcentual de verduras segun rangos de Numero Mas Probable (NMP) de coliformes

fecales y E. coli tipo | (Tipico)

Mercado Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4

Valores

NMP / g L C E L C E L C E L C E

Coliformes
fecales
<3 40% 46.7% 0 26.7% 66.7% 6.7% 0 46.7% 0 20% 46.7% 0
(6) (7) (4) (10) (1) (7) 3) (7)
3-10 33.3% 6.7% 6.7% 13.3% 6.7% 6.7% 20% 20% 20% 33.3% 26.7% 26.7%
©) (1) (1) (2) (1) (1) 3) 3) 3) ©) (4) (4)
10-100 13.3% 40% 46.7% 53.3% 26.7% 46.7% 66.7% 26.7% 46.7% 33.3% 13.3% 40%
(2) (6) (7) (8) (4) (7) (10) (4) (7) (5) (2) (6)
100 — 499 6.7% 0 40% 6.7% 0 26.7% 6.7% 0 26.7% 13.3% 13.3% 13.3%
(1) (6) (1) (4) (1) (4) (2) (2) (2)
500-1100 | 6.7% 6.7% 0 0 0 6.7% 0 0 6.7% 0 0 13.3%
(1) (1) (1) (1) (2)
> 1100 0 0 6.7% 0 0 6.7% 6.7% 6.7% 0 0 0 6.7%
(1) (1) (1) (1) (1)
Escherichia
coli
<3 100% 86.7% 93.3% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 93.3% 100% 93.3%
(15) (13) (14) (15) (15) (15) (15) (15) (15) (14) (15) (14)
3-10 0 13.3% 6.7% 0 0 0 0 0 0 6.7% 0 0
(2) (1) (1)

10-100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6.7% (1)
100 — 499 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
500 - 1100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

> 1100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

L: lechuga, C: col, E: espinaca; n verduras / mercado: 15 de cada una
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3. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Salmonella spp

3.1. Presencia de Salmonella spp. en verduras, segun mercado de
procedencia

En el mercado 1, en el 17.8% del total de verduras analizadas y en mas del
10% de cada tipo de verdura, se encontr6 la presencia de Salmonella spp.
(Cuadros 10 y 11). Fue la col la que presenté la mayor contaminacién (26.7%),
seguida de la lechuga y la espinaca (13.3% cada una) (Cuadro 10).

En el mercado 2, en el 20% del total de verduras analizadas y en mas del 5%
de cada tipo de verdura, se encontré la presencia de Salmonella spp (Cuadros 10
y 11). Fue la espinaca la que present6 la mayor contaminacion (33.3%). Le siguid
la col (20%) y luego la lechuga (6.7%) (Cuadro 10).

En el mercado 3, en el 2.2% del total de verduras analizadas y en mas del 5%
de coles (6.7%), se encontrd la presencia de Salmonella spp. (Cuadros 10y 11)
En lechuga y espinaca no se detecté (Cuadro 10).

En el mercado 4 no se encontré la presencia de Salmonella spp. (Cuadros 10 y
11).

En una investigacién realizada en los mercados de Lima, Salmonella spp. fue
aislada de una muestra de culantro, representando el 4% de las muestras
tomadas en el mercado de La Parada (Nuiez, 1970).

Existen varias razones que podrian explicar la mayor presencia de Salmonella

spp en el mercado 2. Entre ellas se mencionan, el ambiente cerrado que permite

la temperatura adecuada para la multiplicacién de las bacterias, la humedad del
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recinto, la presencia de vectores como las cucarachas, moscas y roedores y las

condiciones de almacenamiento.

En conclusién, la mayor presencia de Salmonella spp. se encontr6 en el

mercado 2 (20%) y fue la col la que presentd la mayor contaminacion.
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Cuadro 10. Determinacion de Salmonella spp. en lechuga, col y espinaca expendidas en mercados

Mercado de Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4
procedencia Total
Tipo de muestra L C E L C E L C E L C E
n de muestras
b'°q“'m,"?ame“te 06 06 04 02 05 06 01 03 01 0 02 0 36
positivas
n de muestras
Ser°|°9i_cameme 02 04 02 01 03 05 0 01 0 - 0 - 18
positivas
n de muestras
positivas a 2 4 2 1 3 5 0 1 0 0 0 0 18
Salmonella spp |(13.3%)((26.7%) [(13.3%) | (6.7%) | (20%) | (33.3%) (6.7%) (10%)
(%)
Total de 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 180
muestras (100%) | (100%) | (100%) | (100%)| (100%) | (100%) (100%) |(100%) | (100%) |(100%) |(100%) | (100%)| (100%)
analizadas

L: Lechuga, C: Col, E: Espinaca
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Cuadro 11. Aislamiento de Salmonella spp. en verduras frescas, segin mercado de procedencia.

N2 muestras

% muestras

Mercado de Unidades de muestra | positivasa | positivas a
procedencia N Salmonella | Salmonella
SPP- spp.
Mercado 1 45 08 17.8
Mercado 2 45 09 20
Mercado 3 45 01 2.2
Mercado 4 45 0 0
Total 180 18 10
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3.2. Presencia de Salmonella spp. segun el tipo de verdura

En la presente investigacion, la col fue la verdura mas contaminada con
Salmonella spp., alcanzando el 13.3% del total de coles analizadas y a la vez, el
4.4% del total de verduras muestreadas. Le siguio la espinaca (11.7% del total de
espinacas analizadas y 3.9% del total de verduras muestreadas) y finalmente la
lechuga (5% del total de lechugas analizadas y 1.7% del total de verduras

muestreadas) (Cuadros 12 y 13).

De manera general, la presencia de Salmonella spp. fue detectada en el 10%
del total de verduras muestreadas en el presente estudio (Cuadro 13).

Salmonella es una bacteria poco resistente a ciertas condiciones ambientales,
como la intensa luz solar, la desecacion y las altas temperaturas (Rodriguez,
2003b). Sin embargo, la col, al poseer areas mas humedas y protegidas de la
desecacién y de los rayos directos del sol, permite que la bacteria encuentre las

condiciones necesarias para sobrevivir mucho tiempo sobre su superficie.

De otro lado, en un estudio desarrollado en los mercados de Lima, Salmonella
fue aislada en el 0.8% del total de muestras (Nufiez, 1970); mientras que en el
Mercado Central de Buenos Aires, la presencia de esta bacteria alcanzé
aproximadamente un 0.4% de promedio anual (Limongelli et al., 1991).

La investigacién realizada por el CEPIS concluy6é que los productos agricolas
expendidos en los mercados presentaron porcentajes positivos de Salmonella del
13.8%, y se atribuy6 este valor a la recontaminacién durante el manipuleo de los
productos entre el campo y los mercados (Castro de Esparza, 1990). La similitud
del porcentaje de aislamiento encontrado en el presente estudio, permite deducir
que las practicas de manejo después de la cosecha no han sufrido mayores
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alteraciones, y que continuan siendo deficientes respecto a la calidad sanitaria de

los productos agricolas.

En conclusion, la col fue la verdura mas contaminada con Salmonella spp.,
seguida de la espinaca y finalmente la lechuga. Asimismo, su presencia fue
detectada en el 10% de las verduras muestreadas en el presente estudio.
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Cuadro 12. Presencia de Salmonella spp. en verduras frescas, segun el tipo de verdura

Tipo de verdura

Unidades de muestra

N2 de muestras positivas /
Presencia segun tipo de
verdura (%)

Lechuga 60 (100%) 3 (5%)
Col 60 (100%) 8 (13.3%)
Espinaca 60 (100%) 7 (11.7%)

Cuadro 13. Presencia de Salmonella spp. en verduras frescas, segun el total de verduras analizadas

Tipo de verdura

Unidades de muestra

N2 de muestras positivas /
Presencia segun total de
verduras analizadas (%)

Lechuga 60 3 (1.7%)
Col 60 8 (4.4%)
Espinaca 60 (3 9%)
Total 180 (100%) 8 (10%)
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4. CALIFICACION SANITARIA DE LECHUGA, COL Y ESPINACA EXPENDIDAS
EN CUATRO MERCADOS DE LIMA METROPOLITANA

En el mercado 1, la col y la espinaca fueron las verduras que obtuvieron el
mayor porcentaje de aceptabilidad total; mientras que la lechuga obtuvo el mayor
porcentaje de calificacion rechazable.

En el mercado 2, la lechuga fue la verdura que obtuvo el mayor porcentaje de
aceptabilidad total; mientras que la espinaca y la col obtuvieron el mayor
porcentaje de calificacion rechazable.

En el mercado 3, la lechuga y la espinaca fueron las verduras que obtuvieron el
mayor porcentaje de aceptabilidad total; mientras que la col obtuvo el mayor
porcentaje de calificacion rechazable.

En el mercado 4, la lechuga y la col fueron las verduras que obtuvieron el
mayor porcentaje de aceptabilidad total; mientras que la espinaca obtuvo la
calificacion de aceptable provisionalmente. Ninguna de ellas se encontr6 como
rechazable.

A nivel de mercados, se puede concluir que los mercados 3 y 4 fueron los que
presentaron las verduras con el mayor porcentaje de aceptabilidad total; mientras
que el mercado 2 obtuvo el mayor porcentaje de verduras con la calificacion de
rechazable. El mercado 4 fue el Unico que presentd un porcentaje de verduras con

la calificacién de aceptabilidad provisional.
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Figura 1. CALIFICACION SANITARIA DE TRES VERDURAS EXPENDIDAS EN
EL MERCADO 1
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Figura 2. CALIFICACION SANITARIA DE TRES VERDURAS EXPENDIDAS EN
EL MERCADO 2
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Figura 3. CALIFICACION SANITARIA DE TRES VERDURAS EXPENDIDAS EN

EL MERCADO 3
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Figura 4. CALIFICACION SANITARIA DE TRES VERDURAS EXPENDIDAS EN

EL MERCADO 4
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Figura 5. CALIFICACION SANITARIA DE TRES VERDURAS EXPENDIDAS EN
4 MERCADOS DE LIMA METROPOLITANA
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V. CONCLUSIONES

Luego de realizar el presente estudio cuya finalidad fue analizar el grado de
contaminacion fecal mediante la determinacién de coliformes fecales y E. coli Tipo
| (Tipico), asi como evaluar la presencia de Salmonella, en tres de las verduras de
mayor consumo crudo en nuestro medio, es decir la lechuga (Lactuca sativa), la
col (Brassica oleracea) y la espinaca (Spinacea oleracea), al momento de ser
expendidas en los mercados mayoristas mas importantes (4) de Lima
Metropolitana y adquiridas por el consumidor, se llegdb a las siguientes

conclusiones:

1) Los mercados 1 y 3 presentaron los mayores porcentajes (22.2% y 64.4%) de
verduras contaminadas con coliformes fecales, en niveles que excedieron los
limites maximos recomendados segun la ICMSF (100) y el MINSA (10),

respectivamente.
2) La espinaca fue la verdura que mas excedi6 los limites maximos recomendados

para coliformes fecales establecidos por la ICMSF y el MINSA, seguida de la
lechuga y finalmente la col.
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3) Enel 18.9% y 56.7% del total de verduras muestreadas en el presente estudio,
se detectd la presencia de coliformes fecales en niveles que excedieron los
limites maximos recomendados segun la ICMSF (100) y el MINSA (10),

respectivamente.

4) El mercado 4 presenté un 2.2% de verduras contaminadas con E. coli Tipo |
(Tipico) en niveles que excedieron el limite maximo recomendado segun la
ICMSF y el MINSA (10). Dicho porcentaje correspondié a una muestra de
espinaca.

5) En el 0.6% del total de verduras muestreadas en el presente estudio, se detectd
la presencia de E. coli Tipo | (Tipico) en niveles que excedieron el limite
maximo recomendado segun la ICMSF y el MINSA (10).

6) El mercado 2 presenté el mayor porcentaje de verduras contaminadas con
Salmonella spp (20%).

7) La verdura mas contaminada con Salmonella spp. fue la col, seguida de la
espinaca y finalmente la lechuga.

8) El 10% del total de verduras muestreadas en el presente estudio estuvieron
contaminadas con Salmonella spp.

9) Los mercados 3 y 4 fueron los que presentaron las verduras con el mayor
porcentaje de aceptabilidad total; mientras que el mercado 2 obtuvo el mayor
porcentaje de verduras con la calificacion de rechazable. El mercado 4 fue el
unico que presentd un porcentaje de verduras con la calificacién de

aceptabilidad provisional.
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V. RECOMENDACIONES

1) Realizar un efectivo lavado y desinfeccidon de las verduras frescas para

consumo crudo, evitando la transmision de microorganismos patdgenos.

2) Supervisar el desarrollo de adecuadas practicas de manipulaciéon y expendio

de verduras, especialmente de consumo crudo, en los centros de abasto.
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VIIl. APENDICES

APENDICE 1. PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE
COLIFORMES (METODO 3, ICSMF, 1999)

) PREPARACION DE DILUCIONES

Se pesaron 10 g representativos de la muestra de vegetal y se homogeneiz6
con 90 ml de agua peptonada al 0.1% (A. P. 0.1%), obteniéndose la dilucién 10™
De ésta, se extrajo 1 ml y se transfiri6 a un tubo que contenia 9 ml de A. P. 0.1%,
obteniéndose la dilucién 10 De la misma manera, se obtuvo la dilucién 10

II) RECUENTO DE COLIFORMES

Se inoculé 1 ml de cada dilucién en tubos de caldo lactosa bilis (2%) verde
brillante (CLVBB), utilizandose 3 tubos por cada dilucion, y se les incub6 a 35 -37°
C. Pasadas 24 horas, se anotaron los tubos que mostraron producciéon de gas y
quedaron seleccionados para la determinacion de coliformes fecales (CF).
Aquellos tubos gas positivo luego de 48 horas de incubacion también fueron
considerados. Se calcul6é el NMP con el numero de tubos positivos por dilucién y la
tabla respectiva (Apéndice 3).
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Los tubos CLVBB seleccionados fueron confirmados mediante la siembra en
agar bilis lactosa rojo neutro cristal violeta (VRBA), incubado a 35 — 37° C durante
24 horas. La presencia de coliformes se manifesté por colonias de color rojo
oscuro y con diametro mayor a 5 mm. Se anot6 el numero de tubos confirmados
en cada dilucién como positivos de coliformes y se calculé el NMP de coliformes
(Apéndice 3).

lIl) DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES

Se inoculé un asa de cada tubo CLVBB seleccionado, en un tubo de CLVBB y
en otro de agua de peptona y se les incub6é a 44 + 0.1° C. Después de 24 horas,
se realizd la prueba del indol en el agua de peptona y se observo si los tubos de
CLVBB presentaron gas, repitiéndose esta observacidén a las 48 horas de
incubacion.

Los cultivos que resultaron simultaneamente, gas e indol positivos, se
consideraron como coliformes fecales. Se anotaron los tubos positivos por dilucion
y se determin6 el NMP de coliformes fecales (Apéndice 3).

IV) PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE COLIFORMES (IMVIC)
A) Técnica para el aislamiento vy purificacion de cultivos

Se sembrd un asa de cada tubo de CLVBB gas positivo a coliformes fecales
en placas de agar eosina azul de metileno, para ser incubadas a 35 — 37° C.
Pasadas las 24 horas, se tom6 una colonia representativa (nucleada, con o sin
brillo metalico) de cada placa y se resembr6 en una placa de agar nutritivo, para
ser incubada a 35 - 37° C.

Pasadas las 24 horas, se seleccionaron colonias individuales y se sembraron
cada una en agar nutritivo inclinado y en caldo lactosado, para ser incubados a 35
— 37° C durante 24 horas. A partir de los cultivos gas positivos en caldo lactosado,
se tind una extension por el método de Gram para confirmar la presencia de
bacilos Gram negativos no esporulados, y partir de cultivos de 24 horas en agar

nutritivo inclinado se inocularon los medios IMViC.
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B) Prueba del Indol
Se inocularon tubos de caldo triptona o de agua de peptona y se incubaron a

35 — 372 C. Luego de 24 horas de incubacién, se anadi6é a cada tubo 0.2 — 0.3 ml
del reactivo de Kovacs y se agit6. Al cabo de 10 minutos, la apariciéon de un color
rojo oscuro en la superficie de la capa de alcohol amilico indicé un resultado

positivo.

C) Prueba del Rojo de Metilo

Se inocularon tubos de caldo glucosa tamponado y se incubaron a 35 — 37° C

durante 5 dias. Pasado ese tiempo, se afadié a cada tubo 5 gotas de la solucién
de rojo de metilo y se agit6. Se anoté como positivo cuando aparecié un color rojo
bien definido y como negativo si el color fue amarillo.

D) Prueba de Voges-Proskauer

Se inocularon tubos de caldo glucosa tamponado y se incubaron a 35 —37° C.
Luego de 48 horas de incubacion, se afadié a cada tubo 0.6 ml de la solucién de
naftol y 0.2 ml de la soluciéon de hidréxido potasico. Se agitaron los tubos y se
dejaron en reposo durante 2 a 4 horas. La aparicion de un color rosa a carmesi se

anoté como prueba positiva.

E) Prueba del Citrato Sédico
Se sembraron tubos de agar citrato de Simmons, por picadura en la columna

de agar y por estria en la superficie inclinada. Luego de ser incubados a 35 —37°
C durante 48 horas, se anoté como reaccién positiva si hubo crecimiento, el cual
fue visible por el cambio del color verde claro del medio al azul, y como negativo

cuando no lo fue.
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APENDICE 2. PROCEDIMIENTO PARA EL AISLAMIENTO E IDENTIFICACION
DE SALMONELAS (ICSMF, 1999)

[) ENRIQUECIMIENTO NO SELECTIVO O PRE-ENRIQUECIMIENTO

Se pesaron 25 g representativos de la muestra de vegetal y se homogeneizé
con 225 ml de agua peptonada tamponada al 1% (APT 1%). Se incubd durante
18-24 horas a 35-37 ¢ C.

) ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
Se inoculé 1 ml del cultivo anterior en un tubo con caldo selenito cistina 'y 1 ml
en otro conteniendo caldo tetrationato verde brillante. Ambos tubos fueron

incubados en bafno de agua a 43 + 0.05 ° C durante 24 horas.

[Il) SIEMBRA EN PLACA EN MEDIOS DE AGAR SELECTIVO

Se sembrd un asa de cada tubo en placas de agar verde brillante, Salmonella —
Shigella y sulfito de bismuto y se incubaron a 35 — 37° C durante 24 y 48 horas,
éste ultimo. Las colonias tipicas de Salmonella en el agar verde brillante fueron
incoloras, rosa o fucsia o traslucidas a opacas, con el medio que las rodea de
color rosa a rojo; mientras que en el agar Salmonella — Shigella se presentaron
incoloras o transparentes y con el centro negro. En el agar sulfito de bismuto
aparecieron marrones o grises a negro, a veces con un brillo metélico y con el
medio que las rodea generalmente marrdn al principio, cambiando a negro segun

el tiempo de incubacion.

IV) EXPLORACION BIOQUIMICA

Se tomo una colonia sospechosa de cada uno de los medios y se resembr6 en
tubos de agar triple azucar hierro (TSI) y lisina hierro (LIA), inclinados, mediante
siembra en estria en la superficie inclinada y picadura en la columna de agar. Los
tubos fueron incubados a 35 — 37° C durante 24 horas.
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Los cultivos sospechosos de Salmonella mostraron en el agar TSI, las partes
inclinadas alcalinas (color rojo) y las columnas de medio &cidas (color amarillo),
con o sin produccién de SH, que da lugar al ennegrecimiento del agar; mientras
que en el agar lisina hierro presentaron una reaccién alcalina (color parpura) en

todo el medio, con o sin produccion de SH; (ennegrecimiento).

V) TECNICA PARA LA REACCION CON EL ANTISUERO POLIVALENTE O
(SOMATICO)

Se marcaron dos secciones de aprox. 1 x 2 cm. sobre la cara interna de una
placa de Petri de vidrio o sobre un portaobjetos, depositandose en la parte
superior de cada seccién marcada un asa de cultivo sospechoso en agar TSI de
24 — 48 horas de incubacion, y en la parte inferior de cada zona, una gota de una
solucion de NaCl al 0.85%. A continuacion, se emulsioné el cultivo con la solucion
salina en ambas secciones.

Se anadié una gota de antisuero Salmonella polivalente O a una de las
secciones de cultivo emulsionado y se mezcld. Se balanceé durante un minuto las
mezclas de ambas secciones y se observaron a continuacion sobre fondo oscuro,
clasificandose la reaccion como positiva cuando hubo aglutinaciéon en la mezcla

cultivo — solucién salina — suero y no en la mezcla cultivo — solucion salina.
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APENDICE 3. NUMERO MAS PROBABLE (NMP) DE COLIFORMES Y/O
Escherichia coli POR GRAMO DE MUESTRA

Numero de Numero de Numero de
tubos tubos tubos
positivos por NMP positivos por | NMP | positivos por | NMP
dilucion dilucion dilucion
10" | 102 | 103 10" | 10? | 10° 10" | 10% | 10
0 0 0 <3 1 1 1 11 2 2 3 42
0 0 1 3 1 1 2 15 2 3 0 29
0 0 2 6 1 1 3 19 2 3 1 36
0 0 3 9 1 2 0 11 2 3 2 44
0 1 0 3 1 2 1 16 2 3 3 53
0 1 1 6.1 1 2 2 20 3 0 0 23
0 1 2 9. 1 2 3 24 3 0 1 39
0 1 3 12 1 3 0 16 3 0 2 64
0 2 0 6.2 1 3 1 20 3 0 3 95
0 2 1 9.3 1 3 2 24 3 1 0 43
0 2 2 12 1 3 3 29 3 1 1 75
0 2 3 16 2 0 0 9 3 1 2 120
0 3 0 9.4 2 0 1 14 3 1 3 160
0 3 1 13 2 0 2 20 3 2 0 93
0 3 2 16 2 0 3 26 3 2 1 150
0 3 3 19 2 1 0 15 3 2 2 210
1 0 0 3.6 2 1 1 20 3 2 3 290
1 0 1 7.2 2 1 2 27 3 3 0 240
1 0 2 11 2 1 3 34 3 3 1 460
1 0 3 15 2 2 0 21 3 3 2 1100
1 1 0 7.3 2 2 1 28 3 3 3 [>1100

FUENTE: Norma ITINTEC 202.089. Método de ensayo microbioldgico para la
deteccion y numeracién de E. coli en quesos. Agosto, 1982.
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APENDICE 4. REACCIONES BIOQUIMICAS DE ENTEROBACTERIACEAE EN TSI - LIA (Grados, 1982)

GRUPO | HIDROGENO SULFURADO (H,S) POSITIVOS

GRUPO Il HHDROGENO SULFURADO (H,S) NEGATIVOS

ANAEROGENICOS (GAS NEGATIVO)

ANAEROGENICOS (GAS NEGATIVO)

TSI GAS H,S|LIA INDOL | ENTEROBACTERIA | TSI GAS H,S | LIA INDOL | ENTEROBACTERIA
K/A -- +6+ |K/K -- Salmonella typhi K/A -- - [K/A -- 0 + |Shigella
AEROGENICOS (GAS POSITIVO) A/AGK/A - - |KIKKOK/A + Escherichia
TSI GAS H.S|LIA INDOL | ENTEROBACTERIA |A/AGK/A - - |K/A -- 6 + |Enterobacter
K/A 2+ -mee-- 4+ |K/K - Salmonella A/A - - |K/K -- Serratia
K/IAG6AA2+ ------ 4+ [K/K - Arizona K/A -- - |R/A + Proteus
K/IAGAA2+ - 4+ [K/A - Citrobacter K/A -- - |R/A + Providencia
K/IA 6 A/A 2+ 4+ |R/A -0+ Proteus A/A -- - |A/AGK/A -- 6+ |Yersinia
K/A 2+ 4+ |K/K + Edwardsiella AEROGENICOS (GAS POSITIVO)
TSI GAS H,S | LIA INDOL | ENTEROBACTERIA
K = Alcalino A/AGK/A 2+ - |KIK6K/A  + |Escherichia
A = Acido A/A 4 + - KK — 0 + |Klebsiella
R = Rojo A/AGK/A 3+ - |KIK6K/A  -- |Entrobacter
N = Neutro KIAGA/A 2+ - |K/K -- | Serratia
K/A (+) - |[KIA6R/A  + |Proteus
K/A + - |KIA6A/A - |paratyphl A
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IX. ANEXOS

ANEXO 1. Numeracion de coliformes fecales (NMP) en lechuga, col y espinaca expendidas en cuatro mercados.

Numero Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4
de NMP /g NMP /g NMP /g NMP /g

muestra | Lechuga | Col | Espinaca | Lechuga | Col | Espinaca | Lechuga| Col | Espinaca | Lechuga | Col | Espinaca
01 4 23 15 3 23 | >1.100 9 3 28 4 <3 93
02 <3 <3 43 93 <3 460 16 93 210 <3 <3 15
03 7 9 240 93 <3 23 53 29 460 23 150 240
04 <3 <3 240 460 23 1.100 >1.100 <3 1.100 23 4 1.100
05 1.100 <3 21 4 <3 16 4 >1.100 240 23 <3 240
06 4 16 160 <3 <3 14 43 <3 120 120 43 29
07 <3 <3 28 <3 <3 150 24 <3 9 7 <3 4
08 9 <3 15 <3 3 9 20 29 43 16 <3 4
09 15 23 4 11 <3 <3 24 9 21 <3 9 36
10 <3 15 93 23 <3 460 21 21 14 7 43 44
11 <3 15 15 93 11 20 460 <3 4 4 7 9
12 <3 <3 460 43 15 28 43 4 36 16 3 1.100
13 9 39 240 39 <3 150 11 <3 16 6 <3 29
14 462 1.100 | >1.100 <3 <3 23 9 <3 9 <3 <3 7
15 23 <3 240 15 <3 27 29 <3 28 240 150 | >1.100

NMP: Numero mas Probable
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ANEXO 2. Numeracion de E. coli Tipo | (Tipico) (NMP) en lechuga, col y espinaca expendidas en cuatro mercados.

Numero Mercado 1 Mercado 2 Mercado 3 Mercado 4
de NMP / g NMP /g NMP /g NMP /g

muestra | Lechuga | Col | Espinaca | Lechuga | Col | Espinaca | Lechuga | Col | Espinaca | Lechuga | Col | Espinaca
01 <3 4 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
02 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
03 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
04 <3 <3 3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
05 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
06 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
07 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
08 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
09 <3 4 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
10 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
11 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
12 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
13 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 3 <3 16
14 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3
15 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3 <3

NMP: NUmero mas Probable
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ANEXO 3. Resumen de las pruebas bioquimicas aplicadas a los cultivos sospechosos de Escherichia coli (*) en
lechuga, col y espinaca expendidas en cuatro mercados.

Mercado de
procedencia

Mercado 1

Mercado 2

Mercado 3

Mercado 4

Verdura/ n de
muestras con
tubos sospecho
sos de E. coli

C/08

E/1

5

L/1

1 | C/05

E/14

L/15

C/08

E/1

5

L/12

C/08

E/15

Diluciones

N2 tubos
sospechosos
/ dilucién

19

38

29

25|13

34

24

15

28

28

14115(14

3424

20

10

16

30 |32

N¢ tubos
sospechosos

30

75

41

73

70

32

70

38

26

79

/ verdura y
Resultados

()

(+) | ()

(+)

)

(+)

) () | (+)

)

(+)

() [(+) ] ()

(+)

)

(+)

()

(+)

()

(+)

)

Indol

19

10

10 | 20

47

28

20

21 12 | 34

39

41

29 |14 | 18

41

29

06

32

02

24

13

66

Rojo
de
Metilo

04

25

04 | 26

06

69

41 13

73

70 | 01| 31

02

68

08

30

01

25

20

59

wowooCc =T

Voges-
Proskauel

16

13

09 | 21

40

35

14

27 102 |11 | 21

52

37

33 |19 ] 13

34

36

28

10

23

03

53

26

wowo—3—coo—0T

Citrato

24

05

23 | 07

62

13

39

71

02 |13

02

53

17 | 28 | 04

59

11

30

08

19

07

52

27

L: lechuga, C: col. E: espinaca; a: 107, b: 10%, ¢: 10°
n verduras / mercado: 15 de cada una

(*) Se consideraron como positivos a E. coli Tipo | (Tipico) aquellos cultivos que resultaron, simultaneamente, positivos a Indol y

Rojo de Metilo y negativos a Voges-Proskauer y Citrato.
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ANEXO 4. Resultados de las pruebas bioquimicas aplicadas a los cultivos sospechosos de Escherichia colien

Mercado 1:

lechuga, col y espinaca expendidas en cuatro mercados.

LECHUGA (Lactuca sativa)

N? de muestra 1 5 6 8 9 13 14 15
N2 tubos / muestra 11 112|134 7]8]1[1]2]1]2 1 1 4 1123
Pruebas Indol - |+ + |- |+ -4+ -+ -]+ + + - + |+ | +
bioquimicas| Rojode | - | - + -+ - R N - - - - -
Metilo
Voges- | + | - -l -+ - ++ |+ |+ | +]-]- + |+ |+ - - - -
Proskauer
Citrato + | + + |+ |+ - + |+ |+ |+ |+ ]| +]|+ + + + + |+ | +
Diluciones 10 X | X X | X|X XX | X[|X]|X X | X|X X| X | X
10° X X
10° X | X
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COL (Brassica oleracea)

N¢ de muestra 1 3 6 9 10 11 13 14
N¢ tubos / muestra 1|2 1121 314|112 (3[|1]2 11213 213 1123 8
Pruebas Indol -+ + |+ | - S+ + |+ -] -] - - - + |+ - - - -
bioquimicas| Rojode | + | + - - - S N B N N - - - - - - - -
Metilo
Voges- | - | - -l -] - ++ |+ | - |+]-]- -l - - + | + - - - -
Proskauer
Citrato + | - + |+ | + + |+ | - -+ |+ - + |+ | - + | + + |+ |+ +
Diluciones 10" X | E. X[ X| X X |E [ X|X]|X X| X X | X X[ X|X
coli coli
102 X X X
103 X X
ESPINACA (Spinacea oleracea)
N2 de muestra 1 2 3 4 6
N¢ tubos / muestra 1]2 1123 112|3|4|5|6|1|2 4| 5 1]2 4112|134 6
Pruebas Indol - - -+ - + | - -l -+ + |+ +| + + | + -+ 4|+ -
bioquimicas| Rojode | - | + - - - S RN N N N A -+ + | - S RN N -
Metilo
Voges- + - + |+ | + + | + - + - - + | + + - + - + |+ |+ |+ |+ +
Proskauer
Citrato + | - + |+ |+ +l+ |+ |+ |+ |+ +]+ +| - + | + + |+ |+ |+ |+ -
Diluciones 107 X | X X[ X|X X[ XX X | X X | X X[ X|X
102 X|X|X X| E. X X
coli
103 X | X
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N¢ de muestra 7 8 10 11 12 13
N¢ tubos / muestra 1123 5/1]2 11234 112 21314 21345
Pruebas Indol + | - |+ -+ - -+ |+ |+ + | + - - - + |+ |+ |+
bioquimicas| Rojode | - - - - - + |+ |- - - - - - - - |- -
Metilo
Voges- |+ |+ | - + |+ | - +-1-1- - - - -] - + 4+ |+ |+
Proskauer
Citrato + + + |+ | + + |+ |+ |+ + | + + |+ | - + |+ |+ |+
Diluciones 10" X | X X | X X[ X|X X | X X | X X | X
102 X X X X | X
103 X
N¢ de muestra 14 15
N¢ tubos / muestra 1123 5(6]|7 11234 6
Pruebas Indol + |+ - + |+ |+ + -+ |+ -
bioquimicas | Rojode | - | - | - - -l - -] - -
Metilo
Voges- - -] - -+ |+ - - - -
Proskauer
Citrato + |+ |+ + |+ |+ + |+ |- |+ -
Diluciones 10 X | XX X | XX
1072 X | X X X
1073 X
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Mercado 2:

LECHUGA (Lactuca sativa)

N2 de muestra 1 2 3 4 5 10 11
N¢ tubos / muestra 1111234512 |3|4|5|1(2|3]4 111 112|3(1]2]| 3 5
Pruebas Indol R I T N IS T T oy iy Vi R e + | + -l -] -] - -
bioquimicas | Rojode |- |- |- |- |-|-|-|-|[-|-|-|-|-/|-]- - |- Sl - - - -] - -
Metilo
Voges- |- |+ |+ |- |+|-|-|-|-|-|-|+|+]|+]|+ + |+ S N -
Proskauer
Citrato +l+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+ ]|+ |+]|+]|+]|+]+ - |+ + |+ |+ |+ +]| + +
Diluciones 10" X[ X|X X[ XX X[ X|X X | X XIX[X|X|X| X
102 X | X X | X X | X X
103 X
N2 de muestra 12 13 15
N¢ tubos / muestra 11234123 [4|1]2]3
Pruebas Indol R
bioquimicas | Rojode |- |-|-|-|-|-|-|-|-|-|-
Metilo
Voges- e N B B B R N B I B
Proskauer
Citrato ++ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]+]+
Diluciones 10 X | X | X X|X]|X X | X
1072 X X
103 X
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COL (Brassica oleracea)

N¢ de muestra 1 4 8 11 12
N¢ tubos / muestra 1121311231 (1]|2|3[1|2]|3
Pruebas Indol - - + | - R
bioquimicas | Rojode |- |- |-|-|-|-|-|[-|-|-]|-]-
Metilo
Voges- e N N B A B B B B
Proskauer
Citrato + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]+]|+
Diluciones 10 X|X|X[X]X]|X X X | X
10 X X
1073 X X
ESPINACA (Spinacea oleracea)
N¢ de muestra 1 2 3
N2 tubos / muestra 1/2|3|4|5|6(7/8|9|1|2(3|4|5|6 112 13[/1]|2|3 4
Pruebas | Indol + - -]-]-1+]- -] - - + + |-+ ]+ |+ +
bioquimicas Rojode | - |- |-|-|-|-|-|-[-|-[-[-]-]-]- o N B i -
Metilo
Voges- | - |- |- |-|-|-|-|-|-|-|-|-1-/|-]|- o B N T i -
Proskauer
Citrato + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ||+ |+ |+ +]+]+ + o+ |+ ]+ +
Diluciones 10" X | X]| X XXX X| X | X X| XX
1072 X | X[ X X | X | X
1073 X | X[ X X
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N¢ de muestra 6 7 8 10 11 12
Ne¢ tubos / muestra 213|123 |4|5|6|1(2]1]2|3|4 1123 1123 5
Pruebas Indol R I I e T N S I S T B R I + |+ |+ - - - -
bioquimicas | Rojo de S B N A S B N N B A - - -l - - -
Metilo
Voges- e N B BT B e I I o N S + |+ |+ -l - - +
Proskauer
Citrato + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ +|+]|+]+ + |+ |+ + |+ | + +
Diluciones 107" XX X | X|X X|IX|X|X]|X X X | X
102 X | X X X | X X
103 X X X
N¢ de muestra 13 14 15
N¢ tubos / muestra 112|134 112(3|1]2[3|4]|5
Pruebas Indol -l - -] - ++ |+ - --|+]|+
bioquimicas | Rojode |- |- |- | - S R N N A R B
Metilo
Voges- | - |- |- |- + |+ |+ - --|-]-
Proskauer
Citrato + |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+
Diluciones 10 X | X]|X XX XXX
102 X X
103 X | X
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Mercado 3:

LECHUGA (Lactuca sativa)

N2 de muestra 3 4 5
N2 tubos / muestra 1]12]1 1/2|3|4|5]6 3/4][ 5 |6[7]8[9]1[1]2 4
Pruebas Indol + |+ |+ + |+ |+ |+ -] - +l+| + |+ |+ |+ -] - -
bioquimicas | Rojode |- |- | - S R R T B S I R R A N R A B -
Metilo
Voges- -+ - +l+ |+ |+ +] - e I S e I R R I A +
Proskauer
Citrato -+ |+ + |-+ |+ |+ |+ + |+ + |+ |+ +|+]|+|+ |+ +
Diluciones 10 X | XX X | X X X[ XX
102 X | X]|X X| X |X
103 X X| X | X
N2 de muestra 8 10 11
N2 tubos / muestra 11213 1123451 6(1/2|3|4|1|12|3|4]|5 7
Pruebas Indol + |+ |+ + |-+ |-+ |+ + - -1 -|+]|-|-1-1-/1- +
bioquimicas | Rojode |- |- | - 3 B B B S B e N R A A A -
Metilo
Voges- + |+ |+ + -+ |- +]- S o e IR I T I B -
Proskauer
Citrato + | + | - -l -+ |+ |+ RN NN T +
Diluciones 10 X X X X | X XXX
10 X | X X | X]|X X | X X | X
103 X X X
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N2 de muestra 12 13 14 15
N? tubos / muestra 1123 112 11211123415
Pruebas Indol -l - - - - + |+ + ]+ -]-
bioquimicas | Rojode |- |- | - - | - -l -l -]
Metilo
Voges- |+ |+ |+ - - +l+ |- --|-]-
Proskauer
Citrato + |- |+ + | - + |+ + |+ + ]+
Diluciones 10™ X[ X][X X X[ XXX
10 X X | X]X
10°
COL (Brassica oleracea)
N2 de muestra 1 2 3 5 8 9
N¢ tubos / muestra 111 314 1112|3451 |2]3 516 1 3 112
Pruebas Indol + | + + | + - + + | - - - |+ - - -+
bioquimicas | Rojode |- | - - - N I . - - -]
Metilo
Voges - |- -+ +l+ |-+ + |+ ]+ ]+ + | + - - - -
Proskauer
Citrato + | + + | + RN, + | + + + + | -
Diluciones 10 X X XX XXX X X | X
10 X X XXX X | X X
107

127




N2 de muestra 10 12
N¢ tubos / muestra 112341
Pruebas Indol + 1+ -|-] -
bioquimicas | Rojode |- |-|-|-| -
Metilo
Voges + 4+ |+ |+ |+
Proskauer
Citrato + |+ |+ |+ +
Diluciones 10" XX X
1072 X | X
103
ESPINACA (Spinacea oleracea)
N¢ de muestra 1 2
Ne¢ tubos / muestra 1123451234 |5|6|7|1]|2]3 1123 8
Pruebas Indol |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ |+ |+]|+|+|+|+]|+]|+]- + |+ | + +
bioquimicas | Rojode |- |- | - - - - - - - - - -
Metilo
Voges |- |- |-|-|-|-|-|-|-|-"|-|-/|-/|[+]|+ -
Proskauer
Citrato | - |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|-|+|-]|+]|+]|+ + |+ | + +
Diluciones 10’ X | X X | X | X X | X | X X | X]X
1072 X | X X | X
1073 X X | X X
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N¢ de muestra 10 11
N¢ tubos / muestra 1]12]3 112|134 6| 1|2]|1]2 1 12 1
Pruebas Indol + | + | + - -] -] - I I R N + + | - -
bioquimicas Rojo de - - - - - - - - - - - - - - -
Metilo
Voges + |+ |+ + |+ |+ |+ + 4+ |+ -] - - + | - +
Proskauer
Citrato + | + | + + |+ |+ |+ + |+ |+ |+ |+ + + | + +
Diluciones 107" X[ X|X X[ X|X X[ X| XX X XX X
10 X
10° X
N¢ de muestra 12 13 14 15
N¢ tubos / muestra 11234 1 314(1]|2 21314|5
Pruebas Indol + -+ - -l -+ ]+ -l - -]+
bioquimicas | Rojode |- | - | - - -+ - -l - -+
Metilo
Voges + |+ |+ |+ - + |+ |+ - - -
Proskauer
Citrato + |+ |+ |+ + + |+ |+ |+ + |+ - |+
Diluciones 10 X | X X X | X X
1072 X | X X | X X | X
10° X X
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Mercado 4:

LECHUGA (Lactuca sativa)
N2 de muestra 1 3 4 5 6 10 11
N2 tubos / muestra 1 213111213123 |1]2|3|4 1 1 112 1
Pruebas Indol - e T N T ) I I O - - - - - -] -
bioquimicas Rojo de - S I I R I IR N R I S B - - -l -
Metilo
Voges + + + + + + + - + + - - + + + + + -
Proskauer
Citrato + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]+]|+ + + + | + -
Diluciones 10" X XIX[ X X|IX|X[X|IX|[X]|X|X X X X X
102 X X
10°
N¢ de muestra 12 13 15
N¢ tubos / muestra 1 3 5 1 112|3]4|5|6
Pruebas Indol - - -+ -l - -0 -] - -
bioquimicas | Rojode | - - -+ + - -+ ]+ -
Metilo
Voges - - - - 4+ |+ |+ |+ |+
Proskauer
Citrato - - - - + |+ |+ |+ |+ |+
Diluciones 10" X[ X|X
1072 X X | XX
1073 X X| E
coli
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COL (Brassica oleracea)

N2 de muestra 4 6 9 10 11 12 15
N¢ tubos / muestra 1]2 5/6|1|1]2|3|4|1|2|1]2|3]|4 211111234 |5]| 6
Pruebas Indol - - e e e TR T S S I R R T S S I IR IR
bioquimicas Rojo de - - e T e L T T I I S S N S T T S S S R
Metilo
Voges + | + e i T R O I O A I B B O O - -+ |+ + |+ O+
Proskauer
Citrato + | + + |+ |+ |+ |+ |+ |+ +]|+]|+]|+]|+ - -+ |-+ - +
Diluciones 10" X | X X[ X[ X|X X[ X[ X|X]|X X| XX
1072 X X X X | X X | X
1073 X X
ESPINACA (Spinacea oleracea)
N¢ de muestra 1 2 3 4 5
N2 tubos / muestra 1123 112(3|4|5(1]|2|3|4|5|6|1[2]3 5 718|123 5
Pruebas Indol o I + - |+ - - - - - + - -]- -
bioquimicas | Rojode |- |- | - S B T R S B I I (S (i A B N - SO R T A +
Metilo
Voges + | + - + - + | + - + - + | + | + - + | + | + + + |+ |+ | + - +
Proskauer
Citrato -+ |+ + |+ |+ |+ + 4+ -+ |+ |+ +]+ + + |+ |+ |+ |+ +
Diluciones 10" X[ XX X | X X[ X|X X | XX X[ X|X
102 X X | X]|X X X | X
103 X | X X | X
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N2 de muestra 6 7 | 8 9 10 11
N¢ tubos / muestra 11213 1 1 112|3] 4 |5 1]2 7 2
Pruebas Indol - - - -+ - - -] -] - |- - -
bioquimicas Rojo de + |+ | - - - - - - - - - - -
Metilo
Voges + | - |+ + |+ |+ |+ |+ ]+ |+ + |+ + -
Proskauer
Citrato + | + | + + |+ |+ |+ |+ |+ [+ + |+ + + + -
Diluciones 10~ X | X X[ X[ X][|X X[ X
10~ X X | X [X X
107 X X X | X
N2 de muestra 12 13 14 15
N¢ tubos / muestra 1]2 5 8| 1 2 |3]| 4 5 6 7 11212 5 8
Pruebas Indol - - - - - + |- | + + + + |+ |-]-1- - -
bioquimicas | Rojode | - - - - o S R R - -
Metilo
Voges - - -+ - -] - - - - -+ - + +
Proskauer
Citrato - - -+ - -l - - - - -+ 4+ + +
Diluciones 10~ XX X X X | X
107 X E. |X| E X X
coli coli
1073 X E. | E | E X
coli | coli |coli
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ANEXO 5. Relacion de cepas compatibles/no compatibles con Salmonella spp. en lechuga, col y espinaca
expendidas en cuatro mercados.

Mercado 1:
Bioquimica
Tipo de Numero de Caldo de Agar de Agar Triple Agar Lisina Serologia
muestra muestra enriquecimiento* | aislamiento*™ | Azucar Hierro Hierro
01 CTVB AVB K/A 2+4+ K/K Negativo
02 CTVB BS KA + - K/A Negativo
07 CSC BS K/A 2+4+ K/IK Negativo
Lechuga CTVB BS K/A 2+4+ K/IK Negativo
09 CTVB BS K/A 2+4+ K/IK Negativo
10 CTVB SS K/A 2+4+ K/K Positivo
13 CSsC AVB K/A 2+4+ K/K Positivo
CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
07 CTVB SS K/A 2+4+ K/K Negativo
CTVB AVB K/A 2+4+ K/IK Negativo
CTVB BS K/A 2+4+ K/K Negativo
08 CTVB AVB K/A 2+4+ K/K Negativo
12 CSC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
Col CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
13 CSC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
CTVB SS K/A 2+4+ K/K Positivo
14 CSsC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
15 CSC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
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07 CTVB SS K/A 2+4+ K/K Negativo
08 CSC AVB K/A 2+4+ K/IK Negativo
Espinaca 11 CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
14 CSC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
*CTVB: Caldo tetrationato verde brillante, CSC: Caldo selenito cistina
**AVB: Agar verde brillante, BS: Agar bismuto sulfito, SS: Agar Salmonella - Shigella
Mercado 2:
Bioquimica
Tipo de Numero de Caldo de Agar de Agar Triple Agar Lisina Serologia
muestra muestra enriquecimiento* | aislamiento*™ | Azucar Hierro Hierro
Lechuga 03 CscC SS K/A 2+4+ K/K Positivo
10 CSsC SS K/A 2+4+ K/K Negativo
01 CsC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
02 CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
Col 04 CTVB AVB K/A 2+4+ K/K Negativo
08 CTVB AVB K/A 2+4+ K/K Positivo
10 CSC BS K/A 2+4+ K/K Negativo
01 CSC AVB K/A 2+4+ K/K Positivo
CsC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
CTVB AVB K/A 2+4+ K/K Positivo
02 CsC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
08 CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
CSsC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
09 CTVB BS K/A 2+4+ K/K Positivo
10 CSsC BS K/A 2+4+ K/K Negativo

*CTVB: Caldo tetrationato verde brillante, CSC: Caldo selenito cistina
**AVB: Agar verde brillante, BS: Agar bismuto sulfito, SS: Agar Salmonella - Shigella
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Mercado 3:

Bioquimica
Tipo de Numero de Caldo de Agar de Agar Triple Agar Lisina Serologia
muestra muestra enriquecimiento* | aislamiento** | Azucar Hierro Hierro
Lechuga 04 CSC SS KIA + - K/A Negativo
01 CTVB SS K/A 2+4+ K/K Negativo
Col 02 CSC BS K/A 2+4+ K/K Positivo
CTVB SS K/A 2+4+ K/IK Positivo
06 CSC SS KIA + - K/A Negativo
Espinaca 04 CSC AVB KIA + - K/A Negativo
*CTVB: Caldo tetrationato verde brillante, CSC: Caldo selenito cistina
**AVB: Agar verde brillante, BS: Agar bismuto sulfito, SS: Agar Salmonella - Shigella
Mercado 4:
Tipo de Numero de Caldo de Agar de Bioquimica
muestra muestra enriquecimiento* | aislamiento** Agar Triple Agar Lisina Serologia
Azucar Hierro Hierro
01 CTVB AVB KIA + - K/A Negativo
Col 02 CSC BS KIA + - K/A Negativo
CTVB BS KA + - K/A Negativo

*CTVB: Caldo tetrationato verde brillante, CSC: Caldo selenito cistina
**AVB: Agar verde brillante, BS: Agar bismuto sulfito.
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