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FRECUENCIA DE ENTEROBACTERIAS EN VERDURAS FRESCAS
DE CONSUMO CRUDO EXPENDIDAS EN CUATRO MERCADOS
DE LIMA, PERU

FREQUENCY OF ENTEROBACTERIA IN FRESH VEGETABLES OF RAaw CONSUMPTION
SoLp IN Four MARKETS IN LimA, PERU

Silvia Mufioz J.t, Miguel Vilca L.2, Daphne Ramos D.}, Juan Lucas L.

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el grado de contaminacién fecal en
tres verduras de mayor consumo crudo que se expenden en cuatro mercados mayoristas
de Lima, Per(: La Parada, Ramén Castilla, Ceres y Caqueta. Se recolectaron 15 muestras
de lechuga (Lactuca sativa), 15 de col (Brassica oleracea) y 15 de espinaca (Spinacea
oleracea) por mercado en un afio (n=180). Las muestras fueron procesadas por el método
del Nimero més Probable para la deteccion y recuento de coliformes fecales y E. coli
Tipo | (Tipico), asi como por la prueba de Ausencia/Presencia para Salmonella. El estu-
dio demostro que el 18.9% del total de verduras y el 22.2% de verduras provenientes del
mercado de La Parada presentaron niveles de coli fecales superiores a lo establecido por
la International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF), sien-
do la espinaca la mas contaminada. Ademas, el 2.2% de verduras del mercado Caqueta
presentd niveles elevados de E. coli Tipo | (Tipico) y el 10% de las verduras presento
contaminacion por Salmonella spp, especialmente la col.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the degree of faecal contamination in
three vegetables of major raw consumption that are sold in four large wholesale markets
in Lima, Peru. Atotal of 180 samples, 15 lettuce (Lactuca sativa), 15 cabbage (Brassica
oleracea) and 15 spinach (Spinacea oleracea) from La Parada, Ramon Castilla, Ceres
and Caqueta markets were collected within a year. Samples were processed using the
Most Probable Number method for faecal coliform and E. coli Type | (Typical) detection
and count, plus the Absence/Presence test for Salmonella. In the study, 18.9% of all
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vegetables and 22.2% of vegetables from La Parada market had faecal coliform levels
higher than those established by the International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF). In addition, 2.2% vegetables from Caqueta market had
high levels of E. coli Type I (Typical), where spinach showed the highest contamination.
Ten percent of vegetables had Salmonella spp, where cabbage had the highest levels.

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

Los agentes patdgenos, que incluyen
bacterias, toxinas de hongos, protozoos, virus
y helmintos, presentes en las verduras fres-
cas 0 minimamente procesadas, representan
una fuente importante de enfermedades para
el ser humano (Steele y Odumeru, 2004;
Tananta et al., 2004; Aruscavage et al.,
2006). En la década pasada, el incremento
del consumo per capita de vegetales crudos
a escala mundial estuvo asociado con el in-
cremento de la frecuencia de infecciones
entéricas (Beuchat, 2002; Sivapalasingam et
al., 2004; Pivarnik et al., 2005; Castro-Ro-
sas et al., 2012). Otros factores a considerar
son el incremento de consumidores
inmunosuprimidos, asi como los cambios en
las practicas agricolas y de procesamiento
de las verduras (Castro, 1990; Beuchat,
2002).

La literatura sefiala como principal fuen-
te de contaminacion de las verduras al es-
tiércol utilizado como fertilizante y el agua de
riego sin tratamiento o contaminado (Islam
et al., 2004; Steele y Odumeru, 2004; Steele
etal., 2005; Aruscavage et al., 2006; Oliveira
et al., 2012). Se ha demostrado la transmi-
sion a través del agua y abono y la persisten-
cia en los productos agricolas, principalmen-
te en la lechuga, de patégenos como Bacillus
cereus, Clostridium perfringens, Listeria
monocytogenes (Bardet, 2007), E. coli O157:
H7 (Solomon et al., 2003; Oliveira et al.,
2012), Salmonella enterica serovar
typhimurium (Islam et al., 2004), patotipos
de E. coli diarreogénicas (Castro-Rosas et
al., 2012), Giardia spp, Isospora spp,
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Cryptosporidium parvum (Tananta et al.,
2004), Aeromonas spp (Ginestrea et al.,
2005), Acinetobacter (Houang et al., 2001),
Hepatitis A (Rosenblum et al., 1990), entre
otros. También se ha sefialado como posible
fuente de contaminacidn el uso de pesticidas
reconstituidos con agua contaminada duran-
te el cultivo (Guan et al., 2001, 2005). Ade-
mas, la contaminacion por deficiencias sani-
tarias en el manejo puede ocurrir durante la
cosecha y el transporte hasta los puntos de
venta, o durante el procesamiento y prepara-
do del producto (Franz et al., 2010).

Los factores intrinsecos y extrinsecos
que determinan la capacidad de los patdgenos
entéricos para unirse y proliferar en la
filosfera de las plantas incluyen la motilidad
del patdégeno, la lixiviacion de nutrientes por
la planta y la interaccion con los organismos
epifitos (Aruscavage et al., 2006). Los fac-
tores ambientales también influyen en la su-
pervivencia de estos patogenos (Oliveira et
al., 2012). Los patdgenos sobrevivientes po-
drian internalizarse en el tejido o incorporar-
se en biopeliculas (Aruscavage et al., 2006).
Algunos patdgenos se eliminan con los pro-
cedimientos habituales de lavado, pero una
porcidn significativa de estos persisteny pro-
liferan (Ginestrea et al., 2005; Aruscavage
et al., 2006). Ademas, los desinfectantes
muestran deficiencias para eliminar
microorganismos, especialmente por su falta
de acceso a ciertas partes de las estructuras
vegetales (Beuchat, 2002; Lopez et al., 2003).

En este contexto, el monitoreo periodi-
co se hace indispensable, por lo que el pre-
sente trabajo tuvo como objetivo la determi-
nacion de coliformes fecales, E. coli Tipo |y
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Salmonella spp en la superficie de tres ver-
duras de consumo crudo y de mayor deman-
da en Lima Metropolitana.

Disefio Experimental y Tamafio de
Muestra

El muestreo se realiz6 entre octubre de
2003 a diciembre de 2004 en cuatro merca-
dos de caracter mayorista de Lima Metro-
politana: La Parada, Ramdn Castilla, Ceres
y Caqueta. Se muestrearon tres tipos de ver-
duras de consumo crudo de alta demanda en
el medio: col (Brassica oleracea), lechuga
(Lactuca sativa) y espinaca (Spinacea
oleracea); estas dos Ultimas cominmente
implicadas en brotes de E. coli y Salmonella
spp (Sivapalasingam et al., 2004).

El tamafio de muestra (n) se determin6
utilizando la férmula para poblaciones infini-
tas (Daniel, 1996), con un nivel de confianza
del 95% (Z=1.96) y un error maximo permi-
sible (E) de 0.13. Las proporciones usadas
como referencia (p) fueron las sefialadas por
Castro (1990), que indica las siguientes fre-
cuencias en verduras frescas en expendio en
Lima: 13.8% para Salmonella spp, 58% de
coliformes fecales (>100/g de producto agri-
cola) y 54% de E. coli Tipo | (>10/g de ver-
dura). El tamafio de muestra minimo result6
de 27 para la identificacion de Salmonella
spp, 56 para cuantificacion de coliformes
fecales y 57 para E. coli.

La unidad de muestra fue una verdura
representativa de un puesto de venta en el
mercado, tomandose tres muestras en cada
puesto (una de cada verdura) y 45 verduras
por mercado. Las muestras se colocaron por
separado en bolsas plasticas y fueron llevadas,
en condiciones de refrigeracion, al laboratorio
de Salud Publica y Salud Ambiental de la
Facultad de Medicina Veterinaria, Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.
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Los protocolos de preparacion y dilu-
cion de las muestras, los materiales utiliza-
dos, los protocolos de los procedimientos se-
guidos en el analisis bacteriolégico, asi como
los criterios en la determinacion de negati-
V0s, sospechosos o positivos al cultivo micro-
bioldgico y pruebas bioquimicas y serolégicas
fueron los descritos por la International
Commission on Microbiological Specifications
for Foods (ICMSF, 1999).

Serealiz6 la cuantificacion de coliformes
fecales mediante la técnica del NUmero mas
Probable (NMP), utilizando el caldo lactosa
bilis verde brillante 2%. En este ensayo, los
tubos gas positivos, que ademas producen
indol en agua de peptona, son positivos a
coliformes fecales. En la diferenciacion del
grupo coliforme se emplearon las pruebas de
indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer y citrato
sodico, a fin de identificar Escherichia coli
Tipo | (Tipico).

En el aislamiento e identificacion de
Salmonella spp se realizé la prueba de Au-
sencia/Presencia para Salmonella, donde la
muestra fue sometida a preenriquecimiento
en agua peptonada 0.1%, seguido de un enri-
quecimiento en caldo tetrationato y caldo
selenito cistina. Luego se sembraron en agar
verde brillante, agar Salmonella-Shigella y
agar sulfito de bismuto. Las colonias positi-
vas tipicas que crecieron en por lo menos uno
de los medios de agar sefialados, se conside-
raron como sospechosas y fueron sembra-
das en tubos de agar triple azlcar hierro y
lisina hierro para su identificacion bioquimica.
Aquellas cepas que presentaron un perfil
bioquimico compatible con Salmonella spp
fueron confirmadas mediante la prueba de
aglutinacion en placa con Antisuero
Polivalente Somatico O (Difco™).

Los resultados se presentan como fre-
cuencias, donde la prevalencia es igual al
namero de muestras positivas entre el total
de muestras analizadas multiplicado por cien
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Cuadro 1. Presencia de coliformes fecales, expresado en Nimero mas Probable (NMP), en
verduras frescas (lechuga, col y espinaca), segin el mercado donde fueron
expendidas (Lima Metropolitana, 2003-2004)

NMP/g La Parada Ramén Castilla Ceres Caqueta
n % N % n % n %

<3 13 28.9 14 33.3 7 15.6 10 22.2
3-10 7 15.6 4 8.9 9 20.0 13 28.9
11- 100? 15 33.3 19 422 31 46.7 13 289
101 - 1100 9 20.0 6 133 6 13.3 8 17.8
>1100 1 2.2 1 2.2 2 44 1 2.2
Total 45 100.0 45 100.0 45 100.0 45 100.0

8|CSMF (1981), limites maximos de aceptabilidad total sugeridos para coliformes fecales

Cuadro 2. Presencia de coliformes fecales, expresado en NUmero més Probable (NMP), en
lechuga, col y espinaca expendidas en cuatro mercados de Lima Metropolitana

(2003-2004)
Lechuga Col Espinaca
NMP/g Total
N % N % n %
<3 13 217 31 51.7 1 1.6 45
3-10 15 25.0 9 15.0 9 15.0 33
11-100° 25 41.7 16 26.7 27 45.0 68
101 -1100 6 10.0 3 5.0 20 33.3 29
>1100 1 1.6 1 1.6 3 5.0 5
Total 60 100 60 100 60 100 180

& ICSMF (1981), limites maximos de aceptabilidad total sugeridos para coliformes fecales

(Thursfield, 1990). Asimismo, se estableci6
si lo hallado es apto para consumo humano,
tiene aceptabilidad provisional o no es apto.
Para ello se utilizaron los estandares de la
norma sanitaria vigente del Ministerio de Sa-
lud del Perl (MINSA, 2007) y las recomen-
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daciones de la International Commission on
Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF). El limite de aceptabilidad provisio-
nal se utiliza para declarar apto un lote cuan-
do en un muestreo de cinco productos no
existen mas de dos que superen este limite.
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Cuadro 3. Presencia de Salmonella spp
en verduras frescas, segun el tipo de
verdura (n = 60)

Muestras positivas

Tipo de verdura

%
Lechuga 3 5.0
Col 8 133
Espinaca 7 11.7
Total 18 10.0

El MINSA establece los parametros
para E. coli de aceptabilidad de hasta 100
NMP, mientras que ICSMF recomienda 10
NMP. Ambos establecen una aceptabilidad
provisional de hasta 1000 NMP, rechazando
el lote de existir una muestra que sobrepase
este limite o de verificar la presencia de
Salmonella spp. También se compar6 los
hallazgos con lo recomendado por el ICSMF
para colifecales, donde se indica como apto
aquel lote que presente hasta 100 NMP de
colifecales, con un limite de aptitud provisio-
nal de hasta 10000 NMP, rechazando todo el
lote de existir una muestra que supere este
limite.

REsuLTADOS

El estudio demostr6 que el 18.9% del
total de verduras presentaron niveles de coli
fecales superiores a lo establecido como apto
por la International Commission on
Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF, 1981). Ademas, el mercado de La
Parada (Cuadro 1) y la espinaca (Cuadro 2)
presentaron los mayores porcentajes de con-
taminacion bajo este mismo criterio.

Salmonella spp se detect6 en el 10%
de las verduras muestreadas, especialmente
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en col y espinacas (Cuadro 3). Ademas, en
el mercado de Caqueta se encontr6 una mues-
tra de espinaca con alto contenido de E. coli.

Discusion

El mercado de La Parada presentd el
mayor porcentaje de verduras contaminadas
con coliformes fecales (Cuadro 1). Por lo
observado durante el muestreo, la falta de
higiene en los lugares de expendio, las defi-
cientes condiciones de exhibicion de los pro-
ductos agricolas, el piso de tierra en los mer-
cados, y la inadecuada distribucién de los
puestos de venta (cercania a lugares de ex-
pendio de aves y carnes), propiciarian la ma-
yor contaminacion. Por otro lado, el uso de
agua de riego sin tratamiento, considerado
como la principal fuente de contaminacion
para las verduras de consumo crudo por di-
versos investigadores, no fue tema del pre-
sente estudio ni pudo ser comprobado con la
metodologia de trabajo empleada; sin embar-
go, estudios previos en Lima correlacionan la
presencia de patdgenos tanto en agua de rie-
go como en las verduras (Castro, 1990).

La espinaca contaminada con E. coli
en el mercado de Caqueta es digna de men-
cion. Entre los factores que favorecen la con-
taminacion de esta verdura se puede men-
cionar su alto porcentaje de humedad, su agru-
pamiento en manojos Yy la superficie lisa de
sus hojas entre otros. Sdnchez (1988) repor-
t6 niveles de contaminacion <1000 con E. coli
en el 55% de verduras que crecen a flor de
tierra, y Castro (1990) encontr6 niveles ma-
yores a 10 NMP/g en el 27.3% de estos ve-
getales.

El 10% de verduras con Salmonella spp
(Cuadro 3) esta relacionado con los hallaz-
gos de Castro (1990), lo cual es un indicio de
que las practicas agricolas continGan siendo
deficientes. En ese estudio se encontraron
recuentos de Salmonella spp de 20/100 ml
en el agua residual utilizada para irrigacion.
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La col ofrece condiciones necesarias
(&reas humedas y protegidas de la deseca-
cion y de los rayos directos del sol), que per-
mitirian a las salmonellas sobrevivir por mas
tiempo. Esto explicaria la mayor frecuencia
de Salmonella en esta verdura en el presente
estudio; sin embargo, la col present6 la me-
nor contaminacion con coliformes fecales,
hallazgo que fue similar al trabajo de Monge
et al. (1996).

CONCLUSIONES

e El mercado de La Parada presento la
mayor frecuencia de verduras contami-
nadas con coliformes fecales.

e Elmercado de Caqueta present6 el 2.2%
de verduras contaminadas con E. coli
Tipo | (Tipico) en niveles que excedie-
ron el limite recomendado.

e Lacoly laespinaca fueron las verduras
que mas excedieron los limites maximos
recomendados para coliformes fecales
y E. coli, y para Salmonella spp, res-
pectivamente.

e Se detectd presencia de Salmonella spp
en el 10% de las verduras.
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