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INTRODUCCION

En Los Wtimos anos, La atencidn de Los microbiblogos en alimentos se
ha enfocado hacia Los diferentes vegetales aue se consumen chudos, de
bido a que pueden £Legan a sern fuentes de infeccibn de microorganis-

mos patdgenos para el hombre (2).

Del internion de algunos vegetales se han podido aislar gérmenes via-
bles, pero generalmente es en su Aupeﬂﬁic&e donde se Localizan éstos
y comprenden no s6€o La fLora norwmal, sino también Los procedentes --

del suelo y el agua, e incluso patbgenos de Los vegetales (4).

EL ndmero de bacterias varia dependiendo del vegetal y del medio en -
que se encuentre y gluctda desde unos cientos o miles hasta millones

por centimetho cuadrado de supergicie del vegetal (7).



Entrne Los géneros normalmente phesentes se encuenthan: Achromobacter,

Alcaligenes, BacillLus, Bacterium, Enterobacter, FLavobacterium, Lacto-

bacillus, Leuconostoc, Micrococeuws, Sarcina, Serratia, Staphylococcus

y Stneptococcus. Los géneros EBrwindia, Pseudomonas y Xanthomonas, en-

the othos, contlenen Las bacterias patdgenas de Los vegetales. Ademds

poseen Levaduras y hongos (2,4,7).

En genernal, Los micrhoorgandismos presentes con mayor grecuencia en £os
vegetales pertenecen a La familia Enterobacteriaceae, pero también
hay géneros que pentenecen a Las familias Pseudomonadaceae, Achromo-

bacteriaceae, Micrococaceae, ete.

Los miembros de La familia Entercbacteriaceae son bacilos Gram nega-
tivos, no esporulados, muchos de Los cuales son méviles y otrhos Lnmd-

viles (KLebsiella, Shigefla). Las especies miviles poseen glagelos

peritricos, a difernencia de Los miembros de La familia Pseudomonada-

ceae, que poseen glagelos polares como medio de Locomocibn. Son aero
bios y anaenobios facultativoes, fermentan La glucosa y othos carbohi-
dratos con produccidn de deldo o deldo y gas y usuakmente reducen Los

nithatos a nibutos (3).

Esta familia esta compuesta por divernsos ghupos de organismos que va-
rlan en su estructura antigénica y en sus propiedades bioquimicas, en
base a Las cuales se han establecido Los diferentes géneros y espe-

cles.



Estos onganismos habitan en el intestino del hombre y animales, en
Las plantas y en el suelo., Algunos son pardsitos, pero La mayoria
son saprbgitos (que viven de sustancia orngdnica en descomposicion)

(4).

Algunos de Los géneros que forman parte de esta familia son: Esche-
nichia, Edwardsiefla, Enterobactern, Salmonella, Shigella, KLebsiella,

Alzona, Cithobacten, Hagnia, Serratia, Proteus y Providencia. Se

ha dividido a esta familia en dos grupos en base a su capacidad para
germentan La Lactosa, consdderando a Los no fermentadones como Los -
patégenoA Antestinakes, sin embargo esta separacifn no es adecuada,

pues extsten microorganismos que no degradan este carbohidrato y que

no causan dano Lntestinal,

Las enterobacterias no son exigentes en cuanto a sus requerimientos
nutiicionales y pueden crecer en medios de cultivo sencillos. Los
med{os mds Atiles para su aislamiento son Los que contienen bilis, -
ya que {nhiben La mayor parte de Los bacilos y cocos Gram positivos.
La presencia de un Andicador y de Lactosa en el medio, permite nrecono
cen fdcilmente al ghrupo que hermenta este carbohidrnato, al cual se Le
ha denominado "coliforme". La especie mds representativa de Los orga

nismos coliformes es Eschernichia coll, La cual forma parte de La 4lo-

na normal ded intestino (1,3,5).

La contaminacién de Los vegetales generalmente proviene del suelo y

del agua de niego, sin embargo puede ocwwrnin después de sen recolecta



dos. Cuando Los vegetales comestibles se niegan y fertilizan con -
aguat nesdiduales o neghas sin trhatamiento previo, existe el peligho
de una contaminacién debido a que pueden contener millones de bacte-
nias porn mililitho, entrhe Las que se encuenthan enterobacternias, es-
treptococos, bacilos anaerobios esporulados y otras bacterias que pro
ceden del intestino. Cuando se detectan microorganimos de este origen
en Los vegetales se dice que han sufrido contaminacién fecal que pue-
de causan enfermedades gastrointestinales desde Leves hasta severas

(4,5).

Después de necolectados Los vegetales pueden contaminarse por diver-
sas quentes como recdpientes mal Lavados, agua de Lavado empleada an-
ternionmente, othos vegetales alterados, personas encargadas de su ma-

nejo y piablico consumidon (4).

EL Lavado a fondo de Los vegetales Los Libera de La mayoria de Los -
contaminantes de La superficie pero defa una gran parte de La glorg,

normal. En ocasdiones se emplea agua clorada, scolucdin de bérax, de-

tengentes u othos germicddas que neducen La carga bacterdlana, La ne-
frigenacibn previa y su trhansporte grigondfico, penmite que se conser
ven durante mds tiempo. Cuando se Le afade hielo a Lo aeu*}omn/te/s -
de Los vegetales, Este Les da un aspecto de frescuna temporak, peno -
existe el niesgo de que pueda contener bacterias psicrdgilas que aus

mentan el nidmero de microorganismos (4).

EL deterndiono sufrido pon Los vegetales puede deberse a causas gisicas



como thaumatismos, a La accddn de sus propias enzimas, a La accdldn mi
vwbiana, o a La combinacibn de estos factores; también pueden ser al
terados por aves, roedores, insectos y othos pm&doa. EL daiio cau-
sado por patégencs vegetales puede ocasionarn que La parte comestible
de La planta sea inutilizable o pueda abrin el camino al crecimiento

de saprdgitos que causan su alteracibn.

EL Lipo de alteracién microbiana depende no s6L0 de £a clase de vege-
tal de que se trate, s4no también de La variedad y se LLeva a cabo
por dos mecanismos: La degradacién de Los compuestos principales del

vegetal y La sintesds de sustancias como pigmentos y mucilagos.

EL deterniono de ornigen micrhobiano puede sen debido a: a) La accién

de Los microorganismos patgenos sobre cualquier parte del vegetal que
sea comestible, b) microorganismos saprdgitos que pueden producirn una
Lnvasion secundania a ka de Los patdgenos, penetrar en una vegetal sa

no o multiplicanse en La supergicie, como es el caso de £as bacterias

coliformes, c) La aceidn consecutiva de varios saprbgitos.,

Una de Las alteraciones mds comunes es La "putregfaccidn blanda bacte-

riana” producida pon Enwinia carotovora y especies nelaclonadas que

degradan La pectina. Este microorganismo produce un aspecto mojfado,
una consdistencia blanda y grecuentemente un ofor desagradable. Algu
nas especies sapndfitas producen mucosidad y acidez en vegetales alma

cenados en Lugares himedos y calientes (4,5).



Para deternminan el grado de aceptacién de Los vegetales para el con-
sumo humano, es necesarnio analizarlos cuantitativa y cualitativamen-
te desde el punto de vista bacterioldgico. Se debe realizar una Cuen-
ta Total de bacterias aerobias, con el objeto de calewlar el nimero
de michoorganismos presentes por gramo de muestra. Por otha parte,
para establecer el grado de contaminacidn fecal se £Leva a cabo el Re

cuento e Identigicacibn de coldformes.

Estudios nealizados por diversos Lnvestigadores han demostrado que
Los vegetales adquiridos en el mercado y que se consumen crudos, Con-
tienen cifras altamente signigicativas de microonganismos, entre Lo

que se encuentran bacilos Gram negativos y coliformes (7).

AL analizan muestras de ensaladas que se consumian en hospitales,

Wnigth y col, (8) encontraron que Enterobacter agglomerans gue el mi-

croonganismo aislado con mayorn grecuencia, siguiéndole E. cloacae,

Klebsiella, E. aerogenes, y Zrnes especies de Serratdia. Las bacterias

que se aislaron en menor proporceidn gfueron Escherichia cold, Citrhobac-

Lern y Proteus.

En base a La alta grecuencia de aislamiento de Los miembros del grupo

Klebsiella-Enterobacten-Seratia, Los autornes concluyeron que estos mi

croorganismos forman parte de La glora normal de £Los vegetales y que

no son necesariamente contaminantes de origen humano.




Debido a que Los vegetales son parte esencial de La dieta en nuestho
pals y que pueden ser fuente de infeccibn 44 se consumen crudos, el ob
jetivo de este trabajo es healizar un andlisis bacteriolbgico de zana
horia, calabaza y coliflor, con el gin de evaluar su grado de acepta-

elbn para el consumo humanoc.



MATERTALES Y METODOS

Para nealizarn este trhabajo se recolectaron 60 muestrhas de vegetales
4rnescos (zanahorndia, calabaza y coliflorn) de diferentes supermercados
de Los municipios de Monterrey y Garza Gareia, N.L., en el trhanscurso
de Los meses de Enero a Abndil de 1984. Los vegetales se analizaron
en el Laboratornio de Microbiologia de La Divisién de Clencias Natura-

Les y Exactas de La Univernsddad de Monterrey.

A cada una de Las muestras se Les realizd La Cuenta Total de bacternias

y La Cuenta e Identificacibn de coliformes.

T.- RECOLECCION. Las muestras se adquieren en Los Lugares de expen-
dio y se thansporntan directamente al Laboratornio en sus empaques ori-

ginales



IT.- TRATAMIENTO DE LA MUESTRA. Se corta La superficie de £a mues-

tha con un bistund esténil y se pesan 10 ghamos. Se trhansfieren a un
matraz conteniendo 90 ml de sofucién Ringern esténil (R1). Se agita y
se deja neposan porn espacio de media hona, después de La cual se pre-

paran diluciones 1:100 y 1:1000.

I1T.- CUENTA TOTAL DE BACTERIAS. Se foma una alicuota de 1 ml de Las
dilucdones 1:100 y 1:1000, se thansgiere . al centro de cajas de Petrnd

esténikes, se aiade asépticamente Agan para Métodos Esténdares a 55 °C
y se mezeka porn rotacibn, se incuban a 37 °C durante 48 honas. Se cuen
tan el nimerno de colonias de Las cajas de Petrni que contengan entre 30
y 300 colonias y se mubtiplica por La dilucibn, para obZener el nimehro

de bacterias por ghamo de muesira.

1V.- CUENTA DE COLIFORMES. Se toma una alicuota de 0.1 ml de Las di-
Luciones 1:100 y 1:1000, se thansgiene a cajas de Petrndi conteniendo
agar Eosina Eosdina Azul de Metileno (EMB) y se distribuye por medioc de
una varnilla de vidriio esténil. Se incuban a 37 °C durante 48 hornas.
Se cuentan Las colonias de Las cajas que contengan 100 colonias, se
multiplica porn 10 y por La dilucibn para obtenern el ndmero de bacte-

nias collformes por gramo de muestra.

V.- TDENTIFICACION DE COLIFORMES. De Las cajas de Petrhi que se wti-
Lizan en La cuenta de coliformes, se toma con Asa bacteriolbgica rec-
ta el centro de cada colonia diferente, se Lnocula en caldo MR-VP y

se Ancuba a 37 °C pon 24 honas.



Después de incubar el caldo MR-VP, se Lnocula un sistema biloquimico
para cada cultivo puro, éste consta de Los siguientes medios: SIM (a-
gar  Azugre Indof Motilidad), Rojo de Metilo, agar Simmons Citrhato,
TSI (agan Trniple Azdcar Hierno), LIA (agan de Hierro y Lisina), MIO
(agan Motilidad Indof Onnitina), Caldo de Malonato y Caldo Urea. Se

Aincuban Los medios a 37 °C porn 24 honras.

Se observan Los cambios ccwinidos en Los medios y se realizan Las A4-

gudlentes pruebas:

Prueba de Indol: Se aghegan unas gotfas def Reactivo de Kovacs (RZ) a

Los medios SIM y MIO.

Prueba del Rojo de Metilo: Se agregan unas gotas del Reactivo Rofo
de Metifo (R3) al medio MR-VP.

Prueba de Voges-Proskauer: Se Le aiiaden 0.6 ml de Alga Nagtol al 5%
(R4) y 0.2 m€ de so0fucibn KOH-creatina (R5) al medio MR-VP. Se agita

y se defja reposar posr 20 minutos.
Se 4intenpretan Los resultados y se identifican Las bacterias aisfadas

en base a Las tablas realizadas por Bailey -& Scott, Rodriguez y o0tros
(3,6].

<« Y =



Fig.1 Intenpretacién de Los nesultados de Las

pruebas bioquimicas realizadas

Medio Resultados
- Prueba Utibizado
Positivo Negativo
Produccibn ‘ ‘ ‘ '
de. Tndot SIM, MIO Anillo nrojo Anillo amarillo
Produccidn .
de Acetifmetil- . .
natdl Fmee MR-VP colorn nofo colon amarillo
Rojo de Metilo MR- VP colon hofo colon amarillo
Utilizacion
ol oitnats Simmons citrato colon azul colon verde
Fermentacidn ST () noja anaranjado
de La glucosa (4) amarnillo
Fermentacién (8) y (4)
de Lactosa TSI ; anaranfado
y/o sacarnosa amariflos
Descarboxilacién
do. P Onaiting MI0 morado amailLo
Descarnboxilacibn
di B Liskng LIA Lila amaru Lo
Desaminacidn (8) vino
de £a Lisina LIA (§) amaritlo amaiele




Resultados
Medio
Prueba -
Utitizado PosLtivo Negativo
Utilizacibn Caldo de
dot. mekowabe Makonato colon azul colon vende
Produccesidn
-, Caldo urea color hofo colon rosa
Produccibn colon orniginal
di HZS SIM, TSI, LIA colon negho del modis
Crec. en fodo Crecimiento 50
Motilidad W10, SIM el medic ¢ Tur | Lo en La Linea
b@dez del medio | de L{noculacidn
(5) superficie
(4] gondo
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REACTIVOS

(R1)  Solucién Ringer

7 A A §.50 g
(o A 0.20 g
NagClz v v v v v v v v v v 0.01 g
Agua destilada . . . . . . 1000,00 me

Se disuelven Las sales en el agua destilada y se esteriliza a

121 °C pon 15 minutos.

(RZ) Reactivo de Kovacs
Alcohol amilico . . . . . . 150.00 mt
p-dimetilaminobenzaldehido . 10.00 g
HCL concentrado . . . . . . 50.00 mE
Se disuelve el aldehido en el alcohol y se aiiade Lentamente el

deddo.

(R3] Rojfo de Metilo
Rojo de Metilo . ., ... 0,10g
Alcohol EXilico absofuto . . 300,00 ml
Agua destilada ., . . . . . . 200.00 m
Se disuelve el Rojo de Metilo en el aleohol y se afora a
500 m¢ con agua destilada.

(R4) ALfa Nagtol al 5%
Alfa Naftol . . . . . .. « « 5,00 g
Alcohol EXilico absofuto . . 100,00 ml
Se disuelve el aldehido en el aleohol.

- J3 -




(R5)  Solucibén de KOH-creatina

Crealtintl o« s « « » » «» o s 0,309

Agua destilada . . . . . . 100,00 md
Se disuelve el KOH en el agua destilada y se Le ailade La crea-
tina,

- 14 -




RESULTADOS
EL valon de La Cuenta Total de bacternias aenobias y el de coliformes
se presenta en Las Tablas 1 y 2 nespectivamente, EL vegetal con ma-

yor recuento fue £a calabaza en ambos casos,

En La Tabla 3 se muestran Los génenos adislados en onden de frecuen-

cla y su distrnibucion por vegetal.

Se ddentifdicaron 10 géneros bacterdanos, siendo Enterobacter, Pseudo-

monas y Acinetobacten Los mds grecuentes,

= 15 =



TABLA 1

Cuenta Total de Bacterias Aerobias de

vegetales frescos

No. de muestras

Bacterias/g
Calabaza Coliflon Zanahornia

101 - 102 0 0 !
102 - 103 0 5 0
103 - 104 0 5 3
104 - 105 2 § 9
105 - 106 15 1 3
106 3 1 4
Total 20 20 20

- 16 -




TABLA 2

Cuenta Total de Bacterias Coliformes

No. de muestrhas
Bacternias/g
Calabaza Coliglon Zanahoria

101 - 102 0 0 0
102 - 103 0 0 0
103 - 104 0 1 0
104 - 105 4 16 3
102 - 106 10 1 3
106 6 1 3
No Determinado 0 1 | 11
Total 20 | 20 20

= J7T =




Génenos aislados del total de muestras

TABLA 3

y su distrnibucién por vegetal

No. de

Frec. *

Género Alsla- Porcen anahg. Cati~ e

mcentos | ~tuat — | M2 flon baza
Enterobacten 25 41.66% 9 13 3
Pseudomonas 17 28.33% 10 1 6
Acinetobacten 12 20.00% 1 0 11
Citnobacten 9 15.00% 0 2 7
Providencia § 13.335% 0 4 4
KLebsiella 5 §.33% 0 1 4
Servwatsia 5 5.00% 0 2 I
Alcaligenes i 3.33% 0 Z 0
Arnizona 2 3.33% 0 1 1
Proteus 1 1.66% 0 0 1

¥ Total de muestras: 60

~ I8 -




DISCUSTON Y CONCLUSTONES

Los vegetales fueron transportados y analizados en el Laboratorio -
asépticamente evitando de esta fomnma cualquier fuente de contaminacibn
exterma, Lo que permite establecen que Los microorganismos alslados

e Ldentigdcados provienen ded suelo, del agua de riego y/o del inade

cuado manefo en ef mercado,

Los nesultados obtenidos demuestran que Los vegetales adquiridos en
el mercado y que se consumen crudos contienen clfras signigicativas

de génmenes y una gran variedad de bacilos Gram negativos.

De Los vegetales estudiados, La calabaza presentd el mayor recuento,
debido probablLemente a que La parte comestible de este vegetal estd
en contacto con el suelo, a partin del cual se puede contaminar,

e 19 =



EL valon de La cuenta de bacterias aerobias y el de coliformes fue
mayor af determinado nor Erncoland (2] y Wernern y col. (7), quizd -
porque estos autores analizaron otro tipo de vegetales y desconoce-
mos Las condiciones de cultivo, obtencifn, trhansporte y manipula-

cibn; factores que ingluyen en el grado de contaminacin,

Respecto a Los bacilos Gram negativos Ldentigicados, La mayoria de
ellos petenecen a La gamilia Enterobacteriaceae, Los cuales consti-
tuyen ghan parte de La fLora normal aerobia del intestino del hombre.

Sin embargo, no se aislé Escherichia cold, cuya presencia en Los ald

mentos se ha acepfado como indicador de contaminacibn fecal.

Por esta nazén podemos concluir que estos microorganismos provienen
de otras fuentes o corresponden  a La microflora natural de Los ve-

getales.

No obstante, debemos Zenen presente, que La alta ineldencia de fLas -
enterobacterias puede involucrar un riesgo para La salud del hombre,
pues cada dia se asocian con mayor grecuencia a enfermedades enténi-
cas y son Las responsables de La mayoria de Las Lnfecelones adquiri-
das en Los hospitales, particularmente Las de vias wiinarnias, bilia-

res, de pulmén, de meninges y septicemias,

- 20 -



En nelacidn al géneno Pseudomonas, La mayorfa de Las especies habitan
el suelo y agua jugando un papel Lmportante en La descomposicidn de
La materia ongdnica. Varnias especies son patbgenas de vegetales y and
males, mientras que La mayorn parnte de ellas no Lnfectan al hombhre.
Sin embargo, en pacientes Lnmunocomprometidos pueden actuar como paté
genas oportunisias y causan enfermedades severas, Gnreen y cof, han de

mostrado que La princeipal fuente de ingeccidn son Los vegetales (8).

Con neferencia al recuento de coliformes, se debe mencionan que en al
gunos casos no se Lognd determinan el nidmero de bacterias, posiblemen
te porque La supenficie de La placa no se encontraba Libre de humedad,
Lo que ocasiond La congluencia del desarrollo bacteriano. Se utilizé
el método de extensién en superficie ya que el medio diferencial EMB
no es thansparente, Lo que digiculiaria el recuento al utilizar otro
método y por otrno Lado, para propdsitos de Ldentificacibn se rnequieren

colonias aisladas en La superficie

Gonzdlez (4'), nealizé un estudio similarn en vegetales congelados y -
enconthd que el recuento de bacternias aerobias y coliformes gue menon
al que ahona se presenta, esto es debddo a que durante el proceso del
congelado se destruye un ghan ndmero de géimenes. Los géneros Ldentd

gicados concuerndan con Los reportados por el autonr.

BIBLIOTECA ©"7RCIDAD DT S2ONTERREY

- 21 -



Debido a Lo anterior, se recomienda que antes de ingerin Los vegetales
sean sometidos a un minucioso Lavado con agua cornrlente, para evitan -

engermedades gastrointestinales y asegurar La salud pablica.

- 27 -



RESUMEN

Se analizaron un total de 60 muestras de vegetales grescos mediante
Los métodos de La Cuenta Total de bacterias aerobias y el Recuento e
Identigicacibn de coliformes.

Se encontré que La calabaza fue el vegetal con mayor carga bacteria-

na. Los génernos aislados mds gfrecuentemente fueron Enterobacter, -

Pseudomonas y Acinetobacter en un 41.6%, 28.3% y 20% respectivamen-

Ze.

= 9%
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