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ACRONIMOS
n: Numero de muestras examinadas de un lote.
m: Limite microbiologico que separa la calidad aceptable de la

marginalmente aceptable.

M: Limite microbioldgico que separa la calidad marginalmente

aceptable de la no aceptable.

c: Numero méaximo permitido de unidades de muestra entre m y M.
NMP: Numero mas probable.

UFC: Unidades Formadoras de Colonias.

ETA’s: Enfermedades Transmitidas por Alimentos.
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RESUMEN

La investigacion se realizo en la ciudad de Puno, durante los meses de octubre a
diciembre del 2023, en la necesidad de conocer la calidad microbiana de las ensaladas
frescas en base que se acompafian en comidas que se expenden en los mercados. El
objetivo general fue: evaluar la calidad microbiologica de ensaladas frescas componentes
de menus que se expenden en los puestos de comida de los mercados de Bellavista y
Laykakota, Puno 2023; y los especificos: a) determinar la carga microbiana de
Escherichia coli en las ensaladas frescas, b) determinar la carga microbiana de Sa/monella
sp. en las ensaladas frescas, c) establecer la calidad microbioldgica de ensaladas frescas
de consumo popular. El tipo de investigacion fue descriptiva, analitica y transversal, se
muestreo en 3 repeticiones para cada una de las 5 muestras de cada mercado 5 puestos
del Mercado Bellavista y 5 de Laykakota haciendo un total de 30. Las muestras se
recolectaron en condicion estéril, y para el analisis microbioldgico se aplico métodos del
Numero Mas Probable (NMP) y para la justificacion de Salmonella sp. el método
especifico segiin lo establecido por DIGESA — MINSA. La carga microbiana de
Escherichia coli en ensaladas frescas que se expenden en el mercado Bellavista tuvo un
promedio general de 1x10* UFC/g, mientras que las ensaladas procedentes del mercado
Laykakota tuvieron un promedio de 2x10* UFC/g siendo significativamente mayor en
este ultimo mercado (Z= -4.611, p = 0.000) excediendo los limites maximos permitidos;
también se ha demostrado que la carga bacteriana de Escherichia coli excede lo
permisible y més aun se detectd la presencia de Salmonella sp. lo cual indica que las
ensaladas analizadas tienen mala calidad microbioldgica y con riesgo para la salud del

consumidor y ocasionar Enfermedad de Transmision Alimentaria (ETA).

Palabras clave: Calidad microbiologica, Ensalada fresca, Escherichia coli, Enfermedad

de Transmision Alimentaria, Salmonella sp.
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ABSTRACT

The research was carried out in the city of Puno, during the months of October to
December 2023, in the need to know the microbial quality of the fresh base salads that
are accompanied by meals sold in the markets. The general objective was: to evaluate the
microbiological quality of fresh salads that are components of menus sold in the food
stalls of the Bellavista and Laykakota markets, Puno 2023; and the specific ones: a)
determine the microbial load of Escherichia coli in fresh salads, b) determine the
microbial load of Salmonella sp. in fresh salads, c¢) establish the microbiological quality
of fresh salads for popular consumption. The type of research was descriptive, analytical
and transversal, sampling was carried out in 3 repetitions for each of the 5 samples from
each market, 5 stalls from the Bellavista Market and 5 from Laykakota, making a total of
30. The samples were collected in sterile condition, and for the microbiological analysis,
the Most Probable Number (MPN) methods were applied and for the justification of
Salmonella sp. the specific method as established by DIGESA — MINSA. The microbial
load of Escherichia coli in fresh salads sold in the Bellavista market had a general average
of 1x104 CFU/g, while the salads from the Laykakota market had an average of 2x104
CFU/g, being significantly higher in the latter market. (Z=-4.611, p = 0.000) exceeding
the maximum allowed limits; It has also been shown that the bacterial load of Escherichia
coli exceeds what is permissible and even more so, the presence of Salmonella sp. was
detected. which indicates that the salads analyzed have poor microbiological quality and

pose a risk to the consumer's health and cause Foodborne Disease (ETA).

keywords: Microbiological quality, Fresh salad, Escherichia coli, Foodborne illness,

Salmonella sp.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

Si bien la alimentacion es vital para la existencia de cualquier ser vivo, toda
persona tiene derecho a una alimentacion saludable, que le aporte la energia y los
nutrientes que su organismo requiere; en cantidad, calidad e inocuidad; sin embargo, esa
no es una realidad debido a las desigualdades sociales, econdmicas y politicas de salud
no tan acertadas para los cerca de 8 mil millones de personas (Banco Mundial, 2018), se
requiere sistemas alimentarios sostenibles que promuevan opciones de alimentacion que
garanticen la seguridad y la inocuidad de los alimentos (Louise, 2018). En el mundo
contemporaneo las enfermedades infecciosas y las transmitidas via alimentos son
problemas de salud publica més importantes, con consecuencias bio-psico sociales y

economicas (Castro et al., 2006).

Como problema mundial en salud publica se tiene la obesidad y el estrés, y como
contraparte se tiene el consumo de alimentos crudos y frescos, como son las frutas y
ensaladas frescas, y para algunas sociedades es el pilar de sus habitos alimentarios y
comprenden el consumo de verduras como cebolla, lechuga, tomate, zanahoria, pepino y
otras (OMS, 2020). Sin embargo, no todo es satisfactorio, en el devenir cotidiano el
comportamiento humano desvia esa vida saludable, tal como se da con las enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA) sucesos que lo han relacionado con los vegetales
como las verduras y hortalizas por la manipulacion indebida, el uso de agua servidas o
estancadas, donde pernoctan las causantes del problema: bacterias como Escherichia coli,
Salmonella sp. y organismos patdégenos como las que se aislaron por primera vez en

verduras y agua (Narvéez et al., 2015).
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Los microorganismos indicadores de los alimentos entre ellos Salmonella sp.,
Clostridium y otros, asi como sus productos metabdlicos (toxinas), causan enfermedades
en las personas que lo consumen, de ahi que es importante evaluar el sistema alimentario
considerando las normativas legales (Marchand, 2002). Se tiene conocimiento de la
Escherichia coli como el indicador mas comun de contaminacion fecal (FAO, 2011).
Segun el Banco Mundial, en los paises de renta baja y media se malgastan 110 000
millones de doélares al afio en produccion y gastos en el seguro médico debido a la mala
ingesta de alimentos insalubres. Estos costos se evitarian si se identificaran el problema
y se adoptaran medidas preventivas en bienestar de la salud publica (Banco Mundial,
2018). Segtin la OMS (2010), 600 millones de individuos fueron afectadas por las

enfermedades transmitidas por los alimentos en incluido con 428.000 muertes.

La Organizacion Mundial de la Salud, (2020) sefiala nueve mil personas pierden
la vida cada afio en las Américas a causa de la ETA, cada dia mueren mas de 2.000 nifios
menores de cinco afios de un total de 31 millones de enfermos (OPS, 2022). En el Pera
afio 2018, la Salmonella fue responsable del 37,9% (11/29) de brotes de Salmonelosis
igualmente Escherichia coli 'y Staphilococcus, determinacion de infecciones e
intoxicacion alimentaria (Vargas, 2019). Las causas principales fuentes de infeccion
fueron la ingesta de carne insuficientemente cocida, frutas y hortalizas contaminadas,
mariscos crudos, entre otros (OMS, 2020). El sistema de vigilancia epidemioldgica del

Peru, expreso que en los afios anteriores se presentd una media de 45 brotes de ETA.

La region Puno no escapa a esa realidad, de ahi la importancia del presente estudio
que ha permitido a través de los andlisis microbiologicos determinar la Calidad
Microbioldgica de las ensaladas frescas que se acompaifian en diversas comidas y se
expenden al consumidor en los mercados de la ciudad, en tal razon se ha planteado los

siguientes objetivos.
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1.1.  OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad microbioldgica de ensaladas frescas componentes de ments que se
expenden en los puestos de comida de los mercados de Bellavista y Laykakota, Puno

2023.

1.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la carga microbiana de Escherichia coli en las ensaladas frescas.

- Determinar la carga microbiana de Salmonella sp. en las ensaladas frescas.

- Establecer la calidad microbioldgica de ensaladas frescas de consumo popular

establecidos en la Norma Sanitaria del MINSA.

16
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

En el apartado, cuyo objetivo de mejorar el control lineas de preparacion de
alimentos en cocinas, con atenciéon en ensaladas, utilizando controles basicos y
promoviendo practicas adecuadas de manipulacioén. Se estudiaron in situ las diferentes
fases de la linea de preparacion de ensaladas: empezando del suministro de las materias
primas hasta la zona de mesa fria durante el autoservicio del usuario, hasta lograr la
reduccion del numero de microorganismos presentes en los productos acabados en un
ambiente fresco. Antes del lavado e higienizacion, se detect6 en la ensalada un elevado
numero de enterobacterias y microorganismos aerobios mesofilos; tras el lavado con
hipoclorito sodico, se observd que el nimero de microorganismos se redujo. Con este
estilo de trabajo se obtienen alimentos con elevado margen de seguridad, muy por encima

de las normas establecidas por la normativa de higiene microbioldgica (Vera & Martinez,

2000).

En la investigacion el objetivo del "Estudio Microbiologico de los Alimentos
Servidos en los Comedores Escolares de la Isla de Tenerife" fue evaluar la calidad
microbioana de las prepares que se sirven en los comederos de estudiantes de Tenerife
para determinar si existen discrepancias en los pardmetros entre los suministros
investigables. acopiados en las escuelas en el que se preparan las comidas y se preparan
los alimentos durante las comidas debido a la diferencia en los alimentos y el tratamiento
térmico que se les aplica. En esta tesis epidemioldgico descriptivo transversal se
analizaron 898 ejemplares de suministros recogidas en comederos de 101 colegios de

Tenerife, seleccionadas mediante muestreo probabilistico aleatorio estratificado, 58
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alimentos de produccion propia y 43 muestras de provisiones servidos por Catering
(tratamiento por contrato). Como resultado, en ninguna de los ejemplares analizadas se
aislo el patdégeno Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. El 79% de las comidas
estudiadas presentaban alguno de estos parametros, (91%) las ensaladas y (85%) los
platos principales. Para el total de Enterobacteriaceae, el 15% fueron pruebas positivas.
Escherichia coli se aisl6 en el 24% de las hortalizas, el 4% de los acompanamientos y el
1% de los platillos principales, y Staphylococcus aureus se aisld en tres provisiones. El
mayor numero se obtuvo para el total de microorganismos aerobios mesofilos. Del total
de muestras analizadas un 8,24% de las mismas superaron uno o mas de los limites
establecidos para los parametros estudiados llegando a la conclusion de que se acepta la
calidad microbiolégica de los almuerzos en los comedores escolares, aunque con el
porcentaje de alimentos que superen los limites establecidos para los microorganismos,
que son indicadores de falta de higiene por lo cual los escolares constituyen un grupo de
alto riesgo por ello es necesario revisar el seguimiento de los puntos de control de crisis

(Campos et al., 2003).

En la Tesis publicada en la En la Universidad de San Carlos - Guatemala, donde
el autor pretende detectar la presencia de E. coli, por lo cual la importancia de la tesis es
como las hortalizas promueven el desarrollo de microorganismos patégenos ya sea por
una contaminacion no intencional. del agua, del suelo o de las personas. antihigiénico,
que puede perjudicar la salud. quienes los consumen; Para la tesis se estudiaron 42
ensaladas seleccionadas al azar de diferentes comedores de comida rapida. Para cada
ensalada se analizan detalladamente lo siguiente: lechuga, pepino, zanahoria y tomate,
para un total de 168 andlisis. Se empled una técnica de placa moldeada manejando agar
bilis rojo violeta (VRB) como medio y cepa de E. coli, siendo un control positivo y la

cepa de Proteus vulgaris como control negativo. Posteriormente de la incubacién; la

18

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

muestra de colonia de E. coli presentaba una muestra de E. coli sospechosa, se
comprobaba mediante el kit de Bactident. De las muestras analizadas, se confirm6 que el
2,38% de muestras provenientes del pepino, el 7,14% de zanahoria y el 11,9% de tomate
eran positivas para E. coli. Se descubrid este patogeno en 7 ensaladas (16,66%) de las 42
ensaladas a base de la lechuga examinadas. Ademas, pudo determinar muestras
contaminadas con Klebsiella ssp., Enterobacter ssp. y Pseudomonas ssp. La lechuga, los
pepinos y las zanahorias generalmente tenian recuentos elevados de coliformes. La
contaminacion que se logra observar en los comedores se da cuando las instrucciones de
acuerdo a las reglas sanitarias no son positivas, fracasando en el cuidado como en la dosis
de quimicos para esterilizar todo el trabajo. Ademas, si la carga de materia prima es
demasiado alta, es posible que el sistema de saneamiento no sea suficiente para deshacer
por completo la poblacién microbiana. Es importante manipular correctamente los
alimentos, de manera que el personal esté apto para desempefar sus cargos de acuerdo a
las normas de buenas practicas de manufactura, que contienen higiene personal diaria,
lavado de manos y uiias, cabello corto, buena limpieza, etc. De este estudio se concluye
que la hipdtesis propuesta no es consistente con el resultado, ya que se esperaba que
ninguna muestra de ensalada de lechuga estuviera contaminada por E. coli y se
recomienda a los restaurantes de comida rapida que realicen monitoreos sistematicos

(Rodriguez, 2005).

En el trabajo “Determinacion de contaminantes microbioldgicos en las ensaladas
frescas que se comercializan en establecimientos de comida rapida del Distrito Dos de la
zona Metropolitana de San Salvador” el objetivo fue establecer la contaminacion
microbioldgica en las verduras frescas que se mercantilizan en los puestos de comida al
paso del distrito II de la zona urbana de San Salvador. También se busco el aislamiento

de coliformes totales y fecales, Escherichia coli y Salmonella, ademés de bacterias
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mesofilas aerobias. Para ello, se cultivaron colonias en agar TSA y, a continuacion, se
realizaron ensayos bioquimicos para determinar si las colonias eran Proteus spp. o
Salmonella. Las muestras de ensalada fresca resultaron positivas para coliformes (tanto
totales como fecales) y patdgenos (Escherichia coli y Proteus spp.). Los hallazgos
obtenidos muestran que el 100% de las muestras son inseguras para el consumo humano,
ya que se encuentran por encima de los limites recomendados por la norma aprobada:

NOM-093-SSA-1994 (Avalos & Santacruz, 2009).

En la Tesis realizada en la ciudad de Puno sobre las “Condiciones sanitarias y la
presencia de Escherichia coli en lechugas (Lactuca sativa) de emparedados, expendidas
en los 18 kioscos de la Universidad Nacional del Altiplano- Puno”, se encontré que 14
son seguros para el consumo humano y 4 no lo son por superar los umbrales de seguridad.
Mientras que 5 quioscos han alcanzado un nivel adecuado de saneamiento (definido como
una puntuacion de 75 o superior), otros 13 siguen trabajando para conseguirlo (Farfan,

2010).

Se realizo la tesis en la region de Tacna donde el objetivo consistié en evaluar la
calidad microbiologica de los suministros listos al consumo sin previo tratamiento
térmico en los Comederos que pertenecen al distrito coronel Albarracin de Tacna.
Diecisiete de los comedores se analizaron dos veces al azar, para un total de 34 cultivos.
Se analizaron microbioldégicamente las bacterias aerobias mesoéfilas viables, el recuento
total de coliformes, E. coli, S. aureus y Salmonella sp. Por encima de los limites
microbioldgicos permitidos para estos elementos, se halld Staphylococcus aureus en el
88,23%, mientras que Sal/monella sp. se hall6 en el 2,9%. Se logro aislar Escherichia coli
en el 29,41%, y los niveles de coliformes totales superaron los limites permitidos en el

76,47%, lo que es indicativo de condiciones insalubres. Ninguna muestra presentaba
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niveles de bacterias aerobias mesofilas vivas, un indicador de deterioro, superiores al

umbral legal (Arosquipa, 2014).

En el estudio realizado en la Universidad Central de Venezuela “Determinacion
de la calidad microbiologica de alimentos servidos en comedores de empresas privadas”
donde El objetivo es establecer la calidad microbioldgica de los suministros servidos en
comederos exclusivos. Se analizaron 620 muestras de suministros en las que se
determinaron los recuentos de aerobios mesofilos (AM), mohos y levaduras, Escherichia
coli 'y Staphylococcus aureus y Salmonella sondas; Se realizaron examenes
microbiologicos de agua, equipos, herramientas, ambiente, superficies y trabajadores. Los
resultados del analisis realizado; existe una alta contaminacion por E. coli. Sobre verduras
crudas 76,2%, sobre verduras cocidas 15,2%, sobre carne de vacuno y cerdo 15,9%, sobre
aves de corral 16,7%, sobre pescado 11,8%, sobre postres 27,3%, sobre equipos y
herramientas 57,9%, sobre superficies y medio ambiente 53,6% y sobre trabajadores
21,9%. Los resultados obtenidos permiten concluir que estos alimentos deben estar
sujetos a controles microbioldgicos continuos y se considera que siguen siendo un factor

de riesgo tanto el personal como las superficies y equipos (De Curtis et al., 2016).

En el articulo de la Universidad Nacional del Sur de Argentina el objetivo
principal fue evaluar la calidad bacterioldgica del alimento e investigar la disminucion de
bacterias frente a la limpieza con agua bebible y la asepsia con hipoclorito de sodio y con
una solucion de vinagre el autor trabajé con 30 muestras distintas de ensalada de
zanahoria rallada, cada una de las cuales fue analizada dos veces antes y después de ser
sometida al tratamiento. La mitad de las muestras no cumplian el AAC para Escherichia
coli, y no se produjeron cambios significativos al utilizar el programa. Mostraron
diferencias muy significativas respecto al resto del grupo cuando se les administro

hipoclorito, lo que supuso un aumento del 15% en la aptitud. El 7% de las muestras dieron
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positivo en Salmonella, que fue destruida por el uso de hipoclorito. No hubo pruebas de
E. coli O157. Todas las muestras (el cien por cien) tenian niveles de Staphylococcus
aureus inferiores a 2500 UFC.g-1, lo que indica que no suponian ningtn peligro. Los
resultados mostraron que el hipoclorito no consiguié neutralizar el 35% de las muestras.
Se pueden obtener alimentos microbioldgicos mas seguros y de mayor calidad mediante

el uso de Buenas Practicas Agricolas y de Fabricacion (Gentili et al., 2017).

En otro estudio sobre la determinacion de la cantidad microbiana de lechuga,
cilantro y espinaca, procedentes de Calimaya, Toluca y Tenango del Valle, Estado de
México. Los investigadores analizaron 180 tipos de verduras, 6 muestras de agua de riego
y 6 muestras de suelo de siembra durante la fase de cosecha del ciclo agricola 2015 para
calcular las concentraciones de Mesofilos Aerobios (MA), Coliformes Totales (CT) y
Coliformes Fecales (CF). Se utilizaron los procedimientos establecidos por el gobierno
mexicano y la Organizacion Nacional Francesa de Normalizacion (AFNOR) en su norma
NF V08-60. El experimento se realizdo mediante un disefio totalmente aleatorizado y los
datos se analizaron en un andlisis local de varianza seguido de un experimento estadistico
de Tukey (p<0,05). Las derivaciones revelaron: las cantidades de bacterias MA, CT y CF
en los vegetales estdn muy por debajo de los umbrales de la NOM para niveles aceptables.
Las pruebas bioquimicas y serologicas, asi como la resiembra en medio selectivo,
indicaron la presencia de bacterias del serotipo flagelar Escherichia coli O105 ab en las
hortalizas sometidas a la prueba de la FC. Habia mas de 12 UFC/mL de bacterias en el
agua de riego utilizada para cultivar lechugas en el municipio de Calimaya. Se ha
determinado que es mas probable que los gérmenes patdgenos hagan autostop en las

verduras (Rojas, 2017).

Respecto a la tesis titulada “Calidad microbiana y listeria monocytogenes en

ensaladas expendidas en pollerias del distrito de los Olivos, Lima Pert”, que se realizod
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en muestras de ensalada de 83 diferentes expendios de pollo. Para el examen
microbioldgico se considerd la Norma Técnica N° 071 del Peru (MINSA/DIGESA,
2018). Los recuentos de coliformes totales, asi como la existencia de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella spp. se determinaron
mediante la técnica FDA-BAM, mientras que las bacterias aerobias mesoéfilas se
determinaron mediante el método ICMSF-2000. En cuanto a las bacterias patogenas, el
7,23% de las muestras de ensalada presentaban Listeria spp., el 84,34% con un resultado
de 10° UFC/g de aerobios mesdfilos, el 95,18% de 10> NMP/g de coliformes totales, el
24,10% superando 10 NMP/g de E. coli y el 21,69% sobrepasando el 10 UFC/g de
Staphylococcus aureus. Se encontrd Listeria monocytogenes en el 3,61% y Salmonella
spp. en el 14,46%. Existe un peligro sustancial para la salud publica, ya que una gran
proporcion de las ensaladas frescas suministradas en las pollerias de la zona son "no aptas

para el consumo humano" y contienen bacterias infecciosas (Soberén, 2017).

Otro estudio fue desarrollado con el objetivo principal de establecer la existencia
de Salmonella spp, Escherichia coli O157, Staphylococcus aureus 'y Listeria
monocytogenes en suministros dispuestos como pollo, arroz y ensaladas en los comedores
estudiantiles de los 7 distritos de Colombia. La tesis fue descriptivo y transversal. Se
ejecutaron indagaciones sobre temas relacionados con la higiene y el saneamiento y se
crearon listas de verificacion para evaluar cuestiones de servicios bésicos y el uso de
equipos de proteccion personal en la maniobra de suministros. La eleccion de la muestra
se realizdo mediante un disefio probabilistico de dos etapas con un nivel de confianza del
95%, para la recopilacion de la pesquisa se utilizé el software de captura CSPro y para la
estimacion de agrupaciones se utilizaron 12 paquetes estadisticos Stata. Resultados: 7
departamentos, 72 municipios. Se visitaron 332 comedores y se recogieron 497 muestras.

El 61% correspondieron al arroz, el 23% a ensalada y el 16% a pollo. El patégeno de
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mayor frecuencia fue Listeria monocytogenes 1,6%, Salmonella spp 0,6% 'y
Staphylococcus aureus 0,4%. No hubo presencia de E. coli O157H7. Conclusiones: Se
detecto la presencia de microorganismos patogenos en los restaurantes escolares (Forero

etal., 2017).

En la investigacion sobre la calidad microbiologica de verduras no cocidas (sin
tratamiento térmico) que venden los sitios ambulativos de comida al paso en la ciudad de
Maracaibo, Venezuela; donde se utilizd una muestra doble de 15 empresas unicas,
espaciadas 30 dias, se encontrd que los microorganismos enumerados en el medio de
cultivo figuraban coliformes totales, coliformes fecales, Escherichia coli y aerobios
mesofilos. Se descubrio Salmonella en el 13,3% de la muestra, mientras que los aerobios
mesofilos, los coliformes totales y Escherichia coli presentaban un nimero incontable
(93,3%). Se concluye que las ensaladas examinadas no cumplen las normas sanitarias y

de seguridad, por lo que no son aptas para el consumo humano (Delgado et al., 2018).

Otro estudio realizado en Argentina tuvo como objetivo "evaluar la calidad
microbioldgica mediante el analisis de pardmetros de higiene y calidad, determinando
cepas de Escherichia coli como indicador microbioldgico de ensaladas de hortalizas de
hoja crudas, procesadas y previamente envasadas, vendidas directamente en comercios
del distrito de Nova Cérdoba, Cordoba". Se recogieron cuarenta muestras de ensalada de
achicoria seleccionadas al azar en varias fruterias, mercados y supermercados locales.
Para el analisis de todas las muestras se utilizaron los métodos ISO/TS 16649-3:2005. El
producto demostré que el 65% de las ejemplares se encontraban infectados con
Escherichia coli, con concentraciones que oscilaban entre 0,74 NMP/g y 110 NMP/g,
superando con creces los umbrales determinados por el Codigo Alimentario Argentino
(CAA) para esta categoria de servicios. Ademas de constituir una amenaza para la salud

humana, la presencia de microorganismos marcadores en los alimentos indica que la
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materia prima o el producto no se manipularon correctamente o que las técnicas de

saneamiento utilizadas fueron insuficientes (Rassi & Rollan, 2018).

En el estudio “Conocimiento y aplicacion en practicas higiénicas en la elaboracion
de alimentos y auto-reporte de intoxicaciones alimentarias en hogares chilenos”, las
enfermedades transmitidas por alimentos en el hogar se consideran un problema nacional;
no obstante, hay escasa indagacion sobre las practicas de manejo en casa. El objetivo fue:
Establecer el entendimiento y cuidado de destrezas higiénicas en la preparacion de
suministros y auto informe de infecciones en alimentos de hogares en Chile. Para ello: se
prepar6 una pesquisa de 15 interrogaciones que se realizd en Google Docs, de destrezas
en manejo de suministros en la residencia y autoinformes de intoxicacion alimentaria.
Como efectos: se encontrd que de 2,024 personas. 96% preparar comida en casa; De todos
los encuestados que si lo hacen, el 88% considera importantes las buenas destrezas de
maniobra de suministros en el hogar y el 76% dice conocer la contaminacion cruzada.
Mas del 40% inicia sus compras en el supermercado con alimentos procedentes de la
leche y carne, lo que provoca una ruptura de la cadena de frio; El 56% de de las personas
que fueron encuestadas afirman que descongelan los viveres a temperatura del ambiente.
Soélo el 12,5% de las frutas y verduras utilizan algiin antiséptico. Entre los que preparaban
comida en casa, el 17% inform¢ haber tenido intoxicacion alimentaria y sélo el 64% de
ellos acudid al médico. Conclusion: A pesar de que se considera importante las buenas
practicas de manipulacion de alimentos en el hogar, estas précticas no son ejecutadas

(Torres et al., 2018).

En la investigacion “La calidad microbioldgica de ensaladas elaboradas en
pollerias del C.P. Las Américas — Abancay”, el objetivo fue determinar la presencia de
microbios en las ensaladas sujeto a la Norma Sanitaria que establece los Criterios

Microbiolégicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de
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Consumo Humano (NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01.)”; para lo cual utilizaron un
conjunto de datos de 16 ensaladas individuales, cada una con un peso de 200 gramos.
Estos son los tipos de microorganismos que se contaron: bacterias aerobias mesofilas,
recuentos de coliformes y E. coli como indicadores de higiene, recuentos de
Staphylococcus aureus como patogeno e investigaciones sobre Sal/monella spp. Ninguna
muestra tenia niveles de bacterias aerobias meso6filas por encima del rango aceptable, el
81% tenia coliformes por encima del rango aceptable, el 68% tenia Escherichia coli por
encima del rango aceptable, el 75% tenia niveles de Staphylococcus aureus por encima
del rango aceptable, y no se encontrd Salmonella spp. Se determin6 que el 55,1% de los

gallineros cumplian las normas microbioldgicas predeterminadas (Taipe, 2019).

En la tesis realizada en la ciudad de Puno el autor plante6 como objetivo
determinar la infeccion microbioldgica por Escherichia coli y Salmonella sp. en naranja
y tomate en las metropolis de Puno y Juliaca”, lo cual utilizaron 300 naranjas y 300
tomates, todos ellos seleccionados aleatoriamente de los contenedores de los proveedores
internacionales Union y Dignidad y Tupac Amaru de Puno y Juliaca, respectivamente.
Las muestras se tomaron en un ambiente limpio y se enviaron al Laboratorio de
Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas. Se utilizé InfoStat
para realizar exdmenes estadisticos como la prueba ¢ de Student, el andlisis de varianza y
las pruebas Chi-cuadrado. Los métodos para el examen microbiologico de los alimentos
se estandarizaron segin las normas microbioldgicas de calidad higiénica y seguridad
alimentaria establecidas por el Ministerio de Salud (DIGESA). El nimero medio de
unidades formadoras de colonias (NFU) por gramo de Escherichia coli encontradas en
las muestras de color naranja fue de 1483,59 para Puno y 1484,66 para Juliaca. El 86%
de las muestras de tomate estaban infectadas con Escherichia coli, con una media de

1783,73 NMP/g para la ciudad de Puno y 2359,6 NMP/g para la ciudad de Juliaca.
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Salmonella sp. se encontr6 en el 70% de las naranjas y el 60% de los tomates en Puno y
Juliaca. Los resultados revelaron que los niveles de Escherichia coli en las naranjas y los
tomates vendidos en ambos mercados eran superiores a lo considerado aceptable por la
Norma Sanitaria. Se ha descubierto que las naranjas y los tomates de Puno y Juliaca tienen
niveles de Escherichia coli'y Salmonella sp. peligrosamente altos, que superan las normas

de calidad aceptables y suponen una amenaza para la salud publica (Flores, 2019).

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Calidad de un alimento

Del latin, quality, conjunto de propiedades que permiten valorar una cosa
como igual, mejor o peor que otras segiin Rodriguez, (2013) es decir, un producto
de calidad es aquel que cumple con las buenas perspectivas de los consumidores.
El concepto de calidad comienza con su control mediante inspeccion, con lo que
formalmente inicia el concepto de calidad, ya estan definidos los criterios para
clasificar un producto bueno o malo segun las especificaciones establecidas
(Cubillos & Rozo, 2009). El control de calidad era y es gestion de calidad. Este
control se encarga de la inspeccion del producto, muestreo e inspeccion al 100%

(Herrera, 2011).

La calidad de los alimentos es lo que requiere la aceptacion del cliente; asi,
el aseguramiento de la calidad da confianza a cualquier producto, cumpliendo con
ello los estandares de calidad, ademas de respetar estos estandares, prediciendo
los errores que surgen cuando aparecen (DIF, 2015). La calidad en si es un
conjunto de caracteristicas del producto que satisfacen las necesidades y

expectativas del cliente y la mejora continua, que consiste en nuevos estandares

27

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

de calidad para obtener un mejor producto, ademas de la asociacion estratégica,

producir un buen producto (Arias, 2003).

2.2.2. Hortaliza

Las hortalizas son plantas que normalmente se cultivan en jardines o
campos de regadio y se utilizan como comida, ya sea crudas o cocidas. El vocablo
verdura incluye verduras y legumbres como frijoles y guisantes. Las verduras no
contienen frutas ni cereales. Sin embargo, esta distincion es bastante arbitraria y
no tiene base botanica, por ejemplo, los tomates y los pimientos se consideran
hortalizas y no frutas, aunque la parte comestible sea la fruta (Avalos & Santacruz,

2009).

2.2.2.1. Tipo de hortalizas

Los principales tipos de verduras son: acelgas, ajos, apio, huevo,
capuchina, coliflor, cebolla, col, tubérculo, esparragos, espinacas, lechuga,
nabo, patata, apio, pimiento, puerro, rabano, remolacha, col, rabano

(Avalos & Santacruz, 2009).

2.2.2.2. Clasificacion de las hortalizas

Dependiendo de la porcion comestible del vegetal, se dividen en:

- Frutos: La berenjena, el tomate, entre otros.

- Bulbos: La Cebolla, el ajo seco, etc.

- Hojas y tallos verdes: Se encuentran las acelgas, la lechuga, las

espinacas, el perejil, etc.

- Flor: Solo se encuentra la coliflor.
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- Tallos jovenes: El Esparrago.

- Legumbres frescas o verdes: Dentro de ellos se encuentra los

guisantes.

- Raices: Las zanahorias, el nabo, la remolacha y el rabano.

Por el medio de preservacion, las hortalizas se catalogan en:

- Hortalizas frescas: Se comercializan a granel.

- Hortalizas congeladas: Poseen las idénticas peculiaridades que

contienen las hortalizas frescas.

- Hortalizas deshidratadas o desecadas: Se les ha eliminado el agua

(Avalos & Santacruz 2009).

Respecto a la coloracion las hortalizas se catalogan en:

- Hortalizas con hoja verde: Se trata de verduras que contribuyen
escasas calorias por consiguiente tienen un alto valor nutricional
vitaminicos A, C, B, E y K, minerales como el calcio y el hierro asi
mismo la fibra. El color verde caracteristico se debe a la clorofila.
Ejemplos de verduras son: lechuga, repollo, berzas, acelgas, acelgas
y espinacas.

- Hortalizas amarillas: verduras ricas en caroteno, que beneficia la
formacion de vitamina A.

- Hortalizas de otros colores: Contienen poco caroteno, pero son ricas

en vitamina C y en las vitaminas del complejo B

(Avalos & Santacruz, 2009).

29

repositorio.unap.edu.pe
vide citar adecuadamente esta tesis




sidee

UNIVERSIDAD
lhﬂ NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

2.2.2.3. Conservacion y almacenamiento de las hortalizas

Las verduras frescas, conviene almacenarse convenientemente
hasta que estén listas para comer. Las condiciones y el tiempo de
almacenamiento afectan en gran medida la apariencia y el valor
nutricional. La totalidad de las verduras deben almacenarse a una
temperatura ambiente fresca, por lo que es muy recomendable colocarlas
en el refrigerador. Se debe colocar en una bolsa con agujeros o en papel de
aluminio y evitar hacer un recipiente hermético. Se pueden conservar en
el frigorifico varios dias, dependiendo del tipo de verdura. Por ejemplo, las
espinacas y la lechuga no se deben almacenar por mas de 3 dias, los
rabanos y la remolacha son menos sensibles y se pueden almacenar por
mas tiempo. Algunos, como las cebollas secas y el ajo, no necesitan
guardarse en el refrigerador, pero es mejor guardarlos en un lugar fresco y

seco (Avalos & Santacruz, 2009).

2.2.2.4. Procesamiento de hortalizas (ensaladas)

Basicamente, una ensalada es un plato frio compuesto por una
mezcla de verduras cortadas en pedazos y principalmente sal, aceite
vegetal y vinagre. Consigue servirse como fuente Unica, antes o después
de la fuente principal y también como fuente complementaria. La
relevancia de las hortalizas en la dieta del hombre no habita en el contenido
de proteinas, lipidos y carbohidratos, salvo raras excepciones, sino en sus
sales minerales, vitaminas y celulosa. En las hojas verdes abundan el hierro
y cobre; en su mayoria el calcio, del que la generalidad de los alimentos, a

excepcion de la leche, son deficientes. Se encuentran buenas cantidades de
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calcio en todos los vegetales de hojas verdes crudos. Entre las funciones

de las plantas que afectan el metabolismo intestinal se encuentra la

interrupcion del desarrollo de la flora bacteriana intestinal, ayudando a las

fermentaciones responsables, controlando asi la flora putrefacta que casi

siempre proviene de alimentos de origen animal (Lopez, 2015). La

estructura quimica reconoce a:

Agua (62-96 por 100).

- Proteinas (0,90-23 por 100).

- QGrasas (0,1-1,7 por 100).

- Glacidos (3-27 por 100).

- Sales minerales (0,5-2,8 por 100).

- Vitaminas (A, B1, B2, C, E y K) (Lopez, 2015).

2.2.2.5. Hortalizas que constituyen las ensaladas

Taxonomia de la cebolla

Reino:

Division:

Clase:

Orden:

Familia:

Género:

Especie:

Plantae

Magnoliophyta

Liliopsida

Asparagales

Alliaceae

Allium

Allium cepa (Avalos & Santacruz 2009).
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En el primer afio de siembra se produce la "bulbificacion" o
formacion de bulbos, en el segundo afio se libera el "espacio floral" o fase
reproductiva. La cebolla es un alimento que debemos incluir en nuestra
dieta. Tiene fuertes efectos antirreumadticos, similares al ajo (ambos
pertenecen a la misma familia taxondémica). Disuelve el acido trico (que
provoca la gota, que afecta a los rifiones y las articulaciones), combate las
infecciones gracias a las sales de sodio y potasio que alcalinizan la sangre

(Avalos & Santacruz, 2009).

Taxonomia de la lechuga

Reino: Vegetal

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliosida

Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Género: Lactuca

Especie: Lactuca sativa (Avalos & Santacruz, 2009).

La lechuga es wuna planta anual, originaria de regiones
semitempladas, cultivada como alimento. Debido a las numerosas
variedades disponibles y cultivadas en invernaderos, puede consumirse
durante todo el ano. Suele estar crudo, como ingrediente de verduras y
otros platos. El nombre general de lechuga se deriva del latin lac (leche).

Este origen hace referencia al resultante lechoso (concretamente “leche”)
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siendo el jugo que segregan los tallos cuando se cortan; sativa significa su
naturaleza de especie cultivada. La lechuga tiene bajo valor nutricional ya
que cuenta con mayor contenido en agua (90-95%), es rica en
antioxidantes como vitaminas A, C, E, B1, B2, B3 y minerales K: fosforo,
hierro, calcio, potasio y aminoacidos. Las hojas verdes mas externas son
las que tienen mayor contenido en vitamina C y hierro (Avalos &

Santacruz, 2009).

Taxonomia del tomate

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicum (Avalos & Santacruz 2009).

El tomate es un vegetal perteneciente a la familia de las solanaceas
(Solanaceae) de lejano origen americano, que se planta internacionalmente
por sus frutos comestibles. El fruto es una baya muy agradable que suele
ser de color amarillo y rojo debido al licopeno y caroteno. Tiene un
saborcillo tenuemente 4cido, de 1-2 cm de didmetro en especies rusticos.
Los tomates son un alimento bajo en calorias; De hecho, 100 g de tomates

contribuyen solo 18 kcal. En su mayoria la masa se compone de agua,
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seguida de carbohidratos. Contiene azlcares simples que le aportan una
degustacion ligeramente dulce y algunos acidos orgédnicos que le aportan
su caracteristico saborcillo picante. Los tomates son una fuente
significativa de algunos minerales como el potasio y el magnesio. Contiene
vitaminas B1, B2, B5S y C. Asimismo contiene carotenoides como el
licopeno (el particular color rojo). La vitamina C y el licopeno facilitan las
funciones protectoras de nuestro organismo. Durante los meses de verano,
los tomates son una de las principales fuentes de vitamina C (Avalos &

Santacruz, 2009).

2.2.2.6. Microbiologia de hortalizas

La microflora vegetal vive en superficies en relacion con el suelo,
el aire, el agua y los animales. El pH de estos suministros frecuentemente
es neutro, por lo que las bacterias son mas habituales en su microbiota que
las levaduras. Las formas formadoras de esporas de los géneros Bacillus y
Clostridium se encuentran en raices y tubérculos. Al regar con agua de
estiércol es usual la presencia de Salmonella, E. coli y otras bacterias
entéricas. El riego con agua fecal también puede ser causa de transmision
a través de huevos y quistes de parasitos gastrointestinales, generando

peligro en el caso de verduras consumidas crudas (Lopez, 2015).

Los vegetales sin un debido preparamiento desempefian un papel
menor en los contagios que son transmitidas por los suministros. Cuando
ocurren estos contagios, lo mas probable, son causadas por aguas
residuales, como quistes de protozoos también se hallan huevos de

lombrices, bacterias y enterovirus como la hepatitis A. Las bacterias
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causantes de patdégenos y las amebas pueden subsistir en el suelo durante
algiin tiempo y contaminan las plantas crudas. Lavar y desinfectar estos
alimentos puede reducir algunos de los problemas, pero no eliminarlos. La
prevencion de estos accidentes es necesaria para la moderacion (Carrillo

& Audisio, 2007).

- Impedir la utilizacion de aguas con contaminacion fecal y de

estiércol animal.

- Evadir el riego que utilice agua podrida y/o contaminada.

- Lavar anticipadamente los productos basicos con agua bebible.

- Utilizar un agente antiséptico.

Las diferentes etapas por las que debe pasar un producto desde la
cosecha hasta el consumo, tanto fresco como procesado, crean
innumerables oportunidades para aumentar el nivel de contaminacién que

transporta naturalmente desde el campo (Carrillo & Audisio. 2007).

Se ha demostrado que algunos patdogenos pueden sobrevivir en los
productos agricolas el tiempo suficiente para ser peligrosos para los
humanos, y se han informado muchos casos de enfermedades asociadas

con el consumo de frutas y verduras (Lépez, 2015).

Basicamente, existen tres tipos de organismos vegetales peligrosos
para la salud del ser humano: los virus (p. €j., hepatitis A), las bacterias (p.
ej., Salmonella spp, Escherichia coli) y los parasitos (Giardia lamblia). La

mayoria de los hongos no son peligrosos por si mismos, sino por las
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micotoxinas que producen. Pero para que esto suceda debe pasar el tiempo

necesario para su desarrollo (Lopez, 2015).

2.2.2.7. Factores de contaminacion en hortalizas

a) Animales

Los microorganismos provenientes del origen animal proceden de
la flora de superficie, respiratoria y digestiva. La flora microbiana de la
parte superior de los animales destinados a la carne comunmente no es
importante como las bacterias que contaminan el intestino y el tracto
respiratorio. Por lo cual, el pelo, las pezufias y la piel no s6lo contienen
grandes cantidades de bacterias que provienen del suelo, el estiércol, el
pienso y el agua, asi mismo contienen bacterias que provocan el deterioro
de los alimentos. Las plumas y patas de aves de corral contienen una
contaminacion significativa de fuentes similares. (Frazier & Westhof,

1993).

b)  Aguas residuales

Cuando se utilizan aguas residuales domésticas no tratadas para
fertilizar cultivos, es posible que los alimentos vegetales recién cosechados
se contaminen con microorganismos patdogenos para los humanos,
especialmente aquellos que causan trastornos gastrointestinales. Ademas
del hecho de que los patogenos de las aguas residuales pueden contaminar
los alimentos, otros microorganismos de la misma fuente, como
coliformes, bacterias anaerdbicas, enterococos, otras bacterias intestinales
y virus, también pueden contaminar los alimentos (Frazier & Westhoff,

1993).
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¢) Através del suelo

El suelo contiene diversidad de bacterias en su mayoria de todos
los origenes de contaminacion. Los suelos productivos contienen no sélo
una gran cantidad de especies de bacterias, también aquellas que estan
listas para contaminar la superficie de las plantas que crecen en ellos o de
los animales que crecen en ellos. Se deslizan sobre tierra firme. Las
corrientes de aire levantan el polvo del suelo y las corrientes de agua
transportan particulas del suelo hacia los alimentos. El suelo es una fuente

importante de esporas resistentes al calor (Frazier & Westhoft, 1993).

d) Através del agua

Las aguas nativas contienen no sélo su flora microbiana, asimismo
bacterias del suelo y probablemente bacterias de animales y de desecho.
La cantidad de bacterias presentes en estas aguas puede variar. Las
variedades bacterianas presentes en las aguas oriundas son especialmente
los géneros Chromobacterium, Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus,
Proteus, Enterobacter, Streptococcus (enterococcus) y Escherichia coli. Es
factible que los tres Gltimos microbios sean contaminantes en lugar de ser
parte integral de su flora. Las verduras crudas estan contaminadas y son

potencialmente peligrosas (Lopez, 2015).

2.2.3. Conformacion de los criterios microbiologicos

Los discernimientos microbioldgicos consisten segin DIGESA, (2003) en:

a) Grupo de alimentos en el que se aplica el criterio.
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b) Sustancias microbioldgicas controladas en los diferentes conjuntos

de suministros.

c) Plan de muestreo aplicable a lotes de suministros.

d) Limites microbioldgicos determinados para grupos de provisiones.

2.2.4. Aptitud microbioldgica para el consumo humano

Los alimentos y bebidas se consideran microbioldgicamente aptos para el
consumo humano si cumplen plenamente con los criterios microbioldgicos de la
Norma de Salud (RM N° 591-2008/MINSA) para el grupo y subgrupo de

alimentos al que pertenecen (MINSA, 2008).

2.2.5. Planes de muestreo

Se emplean Unicamente a lotes y/o tandas de suministros y liquidos
basdndose en un peligro de la salud del hombre y de las situaciones de
administracién y el consumo de alimentos. Los planes de muestra se expresan

como planes de 2 o 3 clases, segun el grado de peligro (DIGESA, 2003).

Se utiliza un plan de muestreo de Categoria 2 cuando la presencia o
cantidades especificas del microorganismo no son tolerables en ninguna unidad
de muestreo. Se utiliza un plan de muestreo de categoria 3 cuando se puede resistir
un cierto importe de bacterias en ciertas unidades de muestreo. Al trazar un plan
de muestreo para una comida especifica se deben determinar los valores de n, m,

My c. seguin MINSA, (2008) el programa de muestreo contempla:

e C(Clase: El grado de peligro que personifican las bacterias en relacion con los

contextos de uso y consumo.
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€6 99,

e “n”: El nimero de unidades de muestreo selectas aleatoriamente que se

analizaran para cumplir con los requisitos del plan de muestreo dado.

[TPRIR

e “c”: El nimero maximo de unidades de muestreo rechazadas permitidas en
un plan de muestreo de Clase 2, o el nimero maximo de unidades de muestreo
que pueden incluirse en el rango de unidades de muestreo, niumero de
microorganismos, en un plan de muestreo de 3 clases. Si se detectan mas

unidades de muestreo el lote sera rechazado.

e “m”: el limite microbiologico que aparta la calidad admisible de la calidad
inaceptable. Generalmente, el valor es igual o menor; indica un producto
aprobado y valores superiores; indicar producto aceptado y valores mayores

indican lotes recibidos o rechazados.

e “M”: Los valores de recuento microbianos superiores a “M” pueden ser

rechazados, por lo que el alimento es peligroso para la salud.
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Tabla 1
Planes de muestreo para combinaciones de diferentes grados de riesgo para la

salud y diversas condiciones de manipulacion.

SEVERIDAD, TIPO Condiciones normales de manipulacion y de riesgo
DE RIESGO PARA para consumo del alimento luego del muestreo

LA SALUD Condiciones Condiciones Condiciones
que reducen el que no que pueden
riesgo modifican el aumentar el

riesgo riesgo

Sin riesgo Categoria Categoria Categoria
directo para la salud 1 2 3
(contaminacién 3 clases 3 clases 3 clases
general, vida util y n=5, ¢c=3 n=5, ¢c=2 n=5, c=1
alteracion)

Riesgo para la Categoria Categoria Categoria
salud bajo, indirecto 4 5 6
(indicadores) 3 clases 3 clases 3 clases

n=5, ¢c=3 n=5, c=2 n=5, c=1

Moderado, Categoria Categoria Categoria
directo, diseminacion 7 8 9
limitada 3 clases 3 clases 3 clases

n=5, c=2 n=5, c=1 n=5, c=1

Moderado, Categoria Categoria Categoria
directo, diseminacion 10 11 12
potencialmente 2 clases 2 clases 2 clases
extensa n=5, c=0 n=10, c=0 n=20,

c=0

Grave directo Categoria Categoria Categoria

13 14 15
2 clases 2 clases 2 clases
n=15, ¢c=0 n=30, c=0 n=60,
c=0
Fuente: (DIGESA, 2003; MINSA, 2008) Excepciones en que “n” es diferente de 5
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a) Numero de unidades de muestra para registro sanitario de alimentos

y bebidas

El nimero de unidades de muestra de alimentos y bebidas registradas en
el registro sanitario (n) puede ser uno (n=1) y debe ser el limite mas exigente (m),

que se especifica en este reglamento para este tipo de comida o bebida.

b) Numero de unidades de muestreo para la comprobacion del plan
HACCP
Con el fin de verificar el plan HACCP, el nimero de unidades de muestreo
puede ser (n=1) y debe aceptarse con las metas mas estrictas (m). en esta practica
para este tipo de comida o bebida. Lo cual se aplica si la persona encargada que
maniobra en un proceso de produccion, procesamiento e industrializacion de
suministros y liquidos demuestra con documentos histéricos de al menos seis
meses, que cuenta con instrucciones efectivos establecidos en los principios del
sistema HACCP.
) Nimero de unidades de muestra para la inspeccion sanitaria de

alimentos preparados

Se alcanzara tomar una unidad de muestra (n=1) por cada tipo de
suministro dispuesto en la inspeccion sanitaria de alimentos y bebidas preparados
desde los puntos de distribucion, produccion y venta. Se aplica seglin los limites

mas exigentes (m) dados en este reglamento (DIGESA, 2003).

2.2.6. Criterios microbiologicos

Los suministros y liquidos deben efectuar plenamente con todos los
discernimientos microbiologicos para que su grupo o subgrupo sean considerados

aptos para el consumo humano, RM No. 591-2008/MINSA.
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Tabla 2

Frutas y hortalizas frescas (sin ningun tratamiento)

Agente Categoria Clase n c Limite por g o ml
microbiano m M
Escherichia 5 3 5 2 10? 10°

coli
Salmonella 10 2 5 0  Ausencia /25g ---
sp.

Fuente: (DIGESA, 2003; MINSA, 2008)

Donde:

e n: andlisis realizado en un numero predeterminado de unidades de muestra
seleccionadas al azar de un lote.

e c: nimero maximo autorizado de unidades deplorables en un plan de
muestreo de dos clases.

e m: el nimero de microorganismos por encima o por debajo del cual la calidad
se considera inaceptable.

e  M: Cuando el recuento microbiano supera el umbral "M", se considera que el

alimento no es indudablemente para el consumo.

2.2.7. Criterio Microbiolégico

Segun NTS (Norma Técnica Peruana) N°071-MINSA/DIGESA-V.01.
Criterios de salud estandarizacion criterios microbiologicos requisitos de calidad
y seguridad de salud para suministros y liquidos (RM N°591-2008/MINSA), se
han establecido los consecutivos discernimientos microbioldgicos, segun los
cuales los suministros y liquidos deben corresponder a su estado natural. o
procesado, considerados aptos para el consumo humano: a) grupo de alimentos al

que se emplea el criterio; b) sustancias microbiologicas controladas en diferentes
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grupos de alimentos; c¢) el plan de muestreo aplicable a lotes de provisiones; y (d)
limites microbiologicos para grupos de suministros. El desempefio de estos
discernimientos generalmente determina si un suministros o liquidos es apto para
el consumo humano. Los microorganismos suelen agruparse segun criterios
microbioldgicos de la siguiente manera: microorganismos indicadores de cambio,
microorganismos indicadores de higiene y microorganismos patogenos (MINSA,

2008).

2.2.8. Microorganismos indicadores de alteracion

Las clases 1, 2, 3 definen los microorganismos implicados en la
conservacion y el deterioro del producto, como los microorganismos mesofilos
aerdbicos, las bacterias heterotrofas, los aerobios mesofilos esporulantes, los
mohos, las levaduras, las levaduras osmofilas, las bacterias del acido lactico y los
microorganismos lipoliticos (DIGESA, 2003). La existencia de ciertos microbios
en suministros a lo mejor seria util para establecer la calidad microbioldgica de
los suministros porque pueden usarse como indicadores. Los grupos microbianos
que muestran mas cambios en la dieta son los aerobios mesofilos (Frazier &

Westhoft, 1993).

2.2.8.1. Microorganismos indicadores de higiene, Escherichia coli

Las clases 4, 5 y 6 incluyen los microorganismos no patdgenos
frecuentemente asociados con ellos, como los coliformes (que en esta
norma de salud significa el nimero total de coliformes), Escherichia coli,
anaerobios reductores de sulfitos, enterobacterias (excluyendo férmulas
lacteas o férmulas infantiles, que se consideran un grupo de
microorganismos patogenos) (Taipe, 2019).

43

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Taxonomia de Escherichia coli

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: Escherichia coli

(Jawetz et al., 2010)

a) Definicion

Son bacilos cortos, bacterias gramnegativas. Pertenece a la familia
de las enterobacterias lactosa-positivas, se encuentran en el intestino de
mamiferos de sangre caliente, produce gases a una temperatura de 44-44,5
°C £ 0,2. Los discernimientos microbioldgicos que incluyen E. coli son
utiles en los casos en que es necesario establecer el contagio por heces,
porque el contagio de los alimentos con este microorganismo significa la
inseguridad de encontrar patdgenos entéricos peligrosos para la salud. Sin
embargo, la ausencia de E. coli no garantiza la ausencia de

enteropatogenos (Avalos & Santacruz, 2009).

Esto se discurre en un indicador de contagio fecal del mamifero

reciente en servicios como agua de botella, leche y jugos, suministros para
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bebés y alimentos procesados. Usualmente, la E. coli muere con facilidad
mediante tratamiento térmico. Su presencia en alimentos a altas
temperaturas indica una mala manipulacion o, méas comunmente,
contaminacion posterior al proceso por parte del equipo, los operadores o
contaminacion cruzada. Sin embargo, si el propdsito del analisis es
verificar la contaminacion después del tratamiento térmico, los organismos
de eleccion deben ser coliformes en lugar de E. coli (Avalos & Santacruz,

2009).

La presencia de este microorganismo en los alimentos suele indicar
contagio directa o indirecta con heces. E. coli es un indicador clasico de la
potencial existencia de enteropatdogenos en agua, moluscos, productos
lacteos y otros suministros. La cantidad de E. coli en los alimentos puede
verse afectada por los siguientes factores: proliferacion del
microorganismo, su muerte o inactivacion, o adhesién a particulas de

alimentos (Avalos & Santacruz, 2009).

b) Caracteristicas

E. coli es una bacteria gramnegativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, es un bacilo no esporulado, llega a tener alas
periciticas es anaerobio facultativo. El crecimiento esta a una temperatura
minima de 2,5 °C y la temperatura méaxima es de 45 °C; Puede soportar
temperaturas altas. El pH en el que se observo su crecimiento es de 4,4 -
9,0 y la actividad minima de agua para el crecimiento es 0,95. E. coli es
fundamental en la microbiota del intestino humano, lo habita en las

primeras horas de vida y luego se convierte en un habitante intacto y
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establece una relacion de beneficio mutuo con su huésped. Sin embargo,
algunas cepas han desarrollado la capacidad de causar enfermedades en
humanos, principalmente infecciones del tracto gastrointestinal, del tracto

urinario y del sistema nervioso central (Avalos & Santacruz, 2009).

c) Tipos

Los serotipos de especies patdgenas para los seres humanos a
menudo se denominan Escherichia coli la cual es nociva y con el propdsito
de causar enfermedades esta determinada por ciertos factores de virulencia
lo cual lo permite infectar al huésped y superar los componentes de
defensa, como la elaboracion de adhesinas, enterotoxinas, citotoxinas y
otras proteinas. que admiten al microbio subsistir en condiciones

ambientales desfavorables.

Las cepas nocivas responsables de la catarsis se transmiten
inmediatamente con los suministros y provocan diversos sindromes
clinicos; Las heces de animales fermentadas, el agua contaminada y los
portadores infectados tienden a ser las fuentes mas comunes de
contaminacion de los alimentos. Hay varios grupos que pueden causar

sintomas entéricos de leves a graves, que incluyen:

- E. coli enteropatogénico (EPEC) — causa la diarrea infantil.
- E. coli enterotoxigénico (ETEC) — gastroenteritis
- E. coli enteroinvasivo (EIEC) — disenteria bacilar

- E. coli enterohemorragico (EHEC) — colitis hemorrégica.
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Se localizan en los intestinos de mamiferos y humanos. La fuente
de contaminacién son suministros de origen dudoso. La contaminacién se

produce a través del tracto gastrointestinal (Avalos & Santacruz. 2009).

2.2.8.2. Recuento e identificacion de E. coli

La determinacion del nimero total por el procedimiento del
nimero mas probable (NMP) se basa en la capacidad de ese conjunto de
microbios para fermentar la lactosa, produciendo acido y gas, cuando se
incuban a 35 °C £ 1 °C durante 48 horas. Medio que contiene sales biliares.
La configuracién constituye de dos fases, una fase predeterminada y una
de validacion. Por defecto, se utiliza lauril sulfato de sodio como medio,
lo que admite la salvacion de microbios dafiados de la muestra utilizando
lactosa como fuente de carbohidratos. En la fase de control se utiliza como
medio caldo verde lactosa-bilis, que es selectivo. La determinacion del
recuento mas probable se realiza a partir de tubos de ensayo supuestamente
positivos y se basa en la capacidad de las bacterias para fermentar la
lactosa y producir gases cuando se incuban a 44,5 £ 0,1 °C. durante 24 a

48 horas (Avalos & Santacruz, 2009).

Los tubos de caldo EC positivos se analizan para detectar E. coli
mediante inoculaciéon en medios selectivos y diferenciales (agar
MacConkey, agar eosina azul de metileno) mediante transferencia, y luego
se realizan pruebas bioquimicas basicas (IMViC) para colonias tipicas

(Avalos & Santacruz, 2009).
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2.2.8.3 Microorganismos patogenos, Salmonella

Se pueden encontrar del 7 al 15 de la clase. Las clases 7, 8 y 9

corresponden a microbios nocivos como Staphylococcus aureus, Bacillus

cereus, Clostridium perfringens, cuya cantidad en los suministros

determina el riesgo de desarrollar estas enfermedades alimentarias. A partir

de la clase 10, corresponde a microorganismos patdogenos como

Salmonella sp, Listeria monocytogenes (si el alimento puede promover el

desarrollo de L. monocytogenes), Escherichia coli O157:H7 y Vibrio

cholerae entre otros patdgenos, cuya sola presencia en el alimento define

un peligro para la salud (Taipe, 2019).

Taxonomia de Salmonella

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gamma/proteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Salmonella

Especie: Salmonella sp (Durango et al., 2004)
a) Definicion

Los miembros de la familia Salmonella causan infecciones

intestinales en hombres y los animales. Entre las causas de malestares

transmitidas por suministros, la familia Salmonella es uno de los casos mas

importantes que provocan la muerte por complicaciones de la enfermedad.
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La tasa de mortandad es aproximadamente del 4,1% los huevos, la carne
son los alimentos que con mayor frecuencia trasfieren la salmonelosis a
los humanos. El principal hébitat de los microorganismos de esta familia
son los intestinos de personas, animales domésticos, aves, reptiles e
insectos. Al ser una bacteria originada en el intestino, se excreta en las
heces, lo que contamina el ambiente y el agua. Cuando el agua o alimentos
contaminados ingresan a una persona o animal, el microorganismo regresa
al sistema digestivo, donde se multiplica y es eliminado nuevamente

(DIGESA, 2003).

Actualmente, la salmonelosis es la primordial causa de muerte en
los paises “tercer mundistas”. A nivel mundial, la Salmonella esta asociada
con la enfermedad diarreica aguda (EDA), que sigue siendo una de las
causas mas importantes de morbilidad y mortalidad, particularmente entre

los bebés, los nifios y los ancianos (Durango et al., 2004).

b) Caracteristicas del género

A sido ampliamente estudiado, sobre todo en suministros de los que
suele aislarse, y su representacion pertenece a un bacilo gramnegativo
tipico de la familia Enterobacteriaceae Serovares moviles y algunos
inmoviles que tienen flagelos peritricos que envuelven al microorganismo
y no desarrollan cépsula ni esporas. Producen sulfuro de hidrégeno (H2S).
Fermentan glucosa, pero no lactosa y no producen ureasa, que tiene una
rica composicion antigénica y se utiliza para identificar a sus miembros

como serotipos (Orozco et al., 2014).
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La Salmonella es un bacilo patdogeno primario (como Shigella,
Yersinia y ciertas cepas de Escherichia coli), anaerdbico facultativo,
parcialmente movil y no fermentador de lactosa. Salmonella typhi es el
unico serotipo que no produce gases al fermentar el azticar. Clasicamente,
solo se han distinguido tres especies patdgenas primarias: Sal/monella

typhy, Salmonella cholerae-suis y Salmonella enteritidis. (Jawetz et al.,

2010).

Seglin Jawetz et al. (2011), la especie Salmonella entérica tiene seis

subespecies:

- lentérica

- I salamae

- Illa arizonae

- IIIb diarizonae

- 1V houtenae

-V Salmonella bongori, ya incluida en una especie distinta

- Vlindica

) Ambiente de crecimiento y fuentes de aislamiento

La contaminacion fecal no siempre es el Unico e inmediato
precursor de casos o brotes de salmonelosis humana, porque, por ejemplo,
los huevos de aves, que también se ponen en situaciones higiénicas que
descartan la presencia de heces, pueden ser portadores del patdogeno. De
forma natural, asi como en el agua y el suelo, las verduras y frutas pueden
estar contaminadas con Salmonella, ya sea directa o indirectamente a partir
de excrementos animales o humanos. También se han identificado como
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fuentes de infeccion las verduras frescas consumidas crudas en ensaladas.
Estos alimentos cumplen con las caracteristicas de suministros de alto
riesgo porque no son procesados previamente o es minima la revision, se
consumen crudos, se preparan en contacto directo con las manos, el pH
permite la formacion de cancerigenos o favorece su conservacion. para los
patégenos, no se utiliza un agente bactericida para garantizar la
eliminacion del patégeno, etc. También es muy importante saber que
Salmonella no necesita componentes especificos de los alimentos para

desarrollarse (Orozco et al., 2014).

2.2.8.4. Enfermedades Emergentes

La salmonelosis humana es una enfermedad infecciosa que incluye
varias condiciones clinicas, uno de cuyos sintomas principales es la
gastroenteritis aguda, una de las enfermedades transmitidas por alimentos
mas frecuentes ya sea por el agua y suministros contaminados. Salmonella
no s6lo causa una condicion, sino que depende del tipo de serovar que

causa la infeccion los cuales son:

a) Enteritis

Las sintomatologias principales son algunos dias de fiebre leve,
nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarrea, pero en algunos casos puede
durar una semana o mas; son frecuentes la mialgia y la cefalea. El periodo
de incubacién puede ser de 12 a 48 horas después del consumo, y
normalmente la enfermedad es asintomética y dura de 1 a 4 dias. El
cuidado circunscribe compensar los refrescos y la sal; no se recomiendan
los antibioticos porque alargan la eliminacion de microbios. Este es el tipo
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mas comun de salmonelosis, con una tasa de mortalidad del 0,1 al 0,2 por
ciento, y los grupos de edad mas afectados son los nifios y los ancianos

(Orozco et al., 2014).

b) Enfermedad sistémica

Causada por Salmonella typhi y Salmonella paratyphi, que son mas
invasivas. Esta enfermedad se conoce como tifus y su periodo de

incubacion es de 3-56 dias, aunque es de 10-20 dias (Orozco et al., 2014).

¢) Colonizacion asintomatica

La salmonella persiste en el portador humano; entre el 1% y el 5%
de los pacientes perciben colonizacion crénica durante mas de un afio.
Estos portadores pueden propagar la enfermedad y provocar brotes

(Orozco et al., 2014)..

2.2.8.5. Aislamiento y seleccion de Salmonella

Para aislar e identificar Salmonella se utilizan en primer lugar
medios de enriquecimiento que favorecen su desarrollo, ejemplos de los
cuales son: caldo tetrationato, Rappaport o caldo selenito. En estos medios
impiden el crecimiento de algunas bacterias y permiten el crecimiento de
Salmonella porque son resistentes a algunas sustancias, como el
tetrationato, componente de uno de los caldos antes mencionados. Después
del enriquecimiento para el crecimiento bacteriano, se utiliza un medio
selectivo; como Salmonella-Shigella, Selenito de Bismuto y Agar
Rambach, luego del aislamiento del microorganismo sospechoso, se
realiza la identificaciéon mediante pruebas bioquimicas y los resultados

obtenidos se comparan con la tabla correspondiente para resumir los
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resultados, finalmente con pruebas de aglutinacion con un suero especifico

(Orozco et al., 2014).

Las primordiales fuentes de contagio son las provisiones poco
cocidas y la contaminacion cruzada, que se causa cuando los productos
cocidos entran en relacién con suministros crudos. Por lo tanto, una buena
atencion médica al cocinar y manipular alimentos puede ser de gran ayuda

para prevenir infecciones emergentes (Romero, 2018).
2.2.9. Adhesion microbiana

Permite a los microbios formar una base donde puedan invadir los
tejidos. Las adhesinas y los receptores del huésped a los que se acoplan
estas moléculas son adherencias. Los aceptadores del huésped contienen
restos de azucar de la superficie y proteinas de la superficie (p. ej.,
fibronectina) que promueven la ligacion de ciertos microbios
grampositivos. Otros factores que determinan la adhesion son las finas
estructuras presentes en las paredes de algunos microbios, como las
Enterobacteriaceae (por ejemplo, Escherichia coli), tienen organulos de
adhesion caracteristicos llamados franjas o pili. Las membranas permiten
que el microorganismo se adhiera a casi todas las células del cuerpo
humano, incluidos los neutrdfilos y las células epiteliales del tracto

gastrointestinal, la boca y los intestinos (Abalos, 2005).

La Biopelicula, es una capa viscosa formandose en torno a algunos
microbios, y eso les da firmeza a la fagocitosis y a los antibioticos. La
totalidad de las células pueden adaptarse porque se fijan a superficies con
sustratos. Se considera biopelicula a una matriz bioldégicamente activa
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desarrollada por células y sustancias extracelulares de una o mas
variedades junto con una zona soélida, incluidas superficies minerales,
tejidos vivos y/o muertos de animales o ya sea de plantas, polimeros

sintéticos, ceramicas y aleaciones metalicas.

Las biopeliculas naturales residen en conjuntos de microbios
primarios vivos y no vivos resguardados por sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) polianiénicas de superficie. El EPS puede contener
polisacaridos, proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos, entre otras
sustancias poliméricas hidratadas con un contenido de agua del 85-95%.
El EPS protege a los microorganismos que pertenecen a la biopelicula de
sustancias antimicrobianas, previene la entrada de biocidas, seguidores de
metales, toxinas, previene el secado, fortalece la resistencia de la
biopelicula a las influencias ambientales y permite a los microbios capturar

nutrientes.

Las verduras frescas han sido reconocidas como medio de envio de
microorganismos patogenos de gran importancia para la salud publica,
como Salmonella, Shigella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli. Las
bacterias que no son dafiosas pueden formar grupos de biopeliculas en
verduras como la lechuga y el tomate, en estas biopeliculas se pueden
mantener y proteger microorganismos potencialmente patdgenos. A
diferencia de las células planctonicas, las biopeliculas bacterianas en la
parte superior de las plantas son mas resistentes a los desinfectantes debido
a la elaboracion de enzimas que descomponen las sustancias
antimicrobianas. El &cido lactico al 0,2% seguido de cloro y cloruro de

lauril dimetil bencil amonio a 0,1 mg/ml demostré ser el desinfectante mas
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eficaz. Reduciendo las poblaciones de E. coli e en verduras, dependiendo
de la masa del in6culo, el tipo de verdura y el tiempo entre el saneamiento
y el consumo. La FDA (Food and Drug Administration) propuso que el
tratamiento de vegetales frescos con desinfectantes por lo cual debe
reducir el numero de patdégenos al menos 5 log ufc sin afectar las
caracteristicas sensoriales del producto procesado (Ortega & Hernandez,

2018).

Factores intervinientes

a) Condiciones de la superficie

Una superficie solida puede tener diversas propiedades
significativas para el proceso de adhesion. La colonizacion microscopica
aumenta a medida que incrementa la rugosidad de la superficie y sube el
area de la superficie. Las propiedades fisicoquimicas de la superficie
pueden influir significativamente en la adhesion microbiana; Muchos
investigadores han descubierto que la adhesion microbiana es mas rapida
en superficies hidréfobas como el teflon y otros plasticos que en materiales

hidrofilos como el vidrio o el metal (Zambrano & Suarez, 2016).

b) Especies bacterianas

La capacidad de las células microbianas para adherirse esta
influenciada por la superficie hidrofobica de la célula, la existencia de
fimbrias y flagelos asi como la elaboracion de exopolisacéaridos (EPS). La
hidrofobicidad de la superficie celular es significativa para la adhesion, ya
que las interacciones hidrofobicas tienden a aumentar a medida que
aumenta la despolaridad natural entre una o ambas superficies
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comprometidas. Ademds de participar en la transferencia de acidos
nucleicos virales o bacterianos, las fimbrias y los flagelos también afiaden
hidrofobicidad a la superficie celular, ya que muchos de ellos tienen

aminoacidos hidrofobicos.

Al parecer, el flagelo juega un papel significativo en la fase inicial
de la adhesion bacteriana al superar las fuerzas repulsivas asociadas al
sustrato. La fijacién de microorganismos a las superficies es un proceso
muy complejo, cuyo éxito depende de muchas variables (Zambrano &

Suarez, 2016).

) Factores ambientales

Otros rasgos del medio acuatico, como el pH, el contenido de
nutrientes, las cargas ionicas, la temperatura y la fluidez, pueden ser
importantes para la adhesion bacteriana al medio ambiente. Varios estudios
muestran la influencia del ambiente acuatico en la adhesion bacteriana y

la formacion de biopeliculas.

Un aumento en la concentracion de nutrientes en el medio se asocia
con un aumento en el numero de células bacterianas adheridas, y la
velocidad cambiante de turbulencia del medio también puede afectar la

formacion de biopeliculas (Zambrano & Suérez, 2016).

2.2.10. Tipos de muestras

Consta de uno o mas conjuntos de unidades de produccion extraidas, las

unidades de muestra se seleccionan aleatoriamente sin considerar su calidad. El
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nimero de unidades de producto en la muestra es el tamafio de la muestra

(DIGESA, 2003).

a) Muestra no representativa

Se realiza mediante la técnica de muestreo aleatorio y en pequefias
cantidades para fines de investigacion de laboratorio. También se implementa para
ayudar a los trabajadores a que puedan perfeccionar la calidad de los suministros

manteniendo al mismo tiempo la salud publica.

Estas muestras no reflejan las peculiaridades que tiene un lote. Seria un
error seleccionar s6lo muestras dafiadas del lote, pero el inspector también debe

seleccionar muestras buenas (DIGESA, 2003).

b) Muestra representativa

Se toma una muestra representativa solo en determinados casos en los que
surgen dudas tras la inspeccion preliminar, como por ejemplo sobre la calidad del

lote.

La toma de una muestra representativa se puede realizar por razones
sanitarias e higiénicas. Estas muestras representan las caracteristicas del conjunto

(DIGESA, 2003).

2.2.11. Técnicas de muestreo

El muestreo se realiza segun los productos preferidos por los
consumidores, teniendo en cuenta los productos con mayor riesgo
epidemiologico. Por ejemplo, ceviche de pescado, almejas, ensaladas de verduras,

salsa, chile con queso, carne, leche, refrescos, etc. Son alimentos peligrosos para
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la salud del consumidor. La cantidad de muestra recolectada debe ser de 100 a 200

gramos.

El muestreo debera realizarse en las mismas condiciones en las que se
distribuye en tienda. Deben recogerse en frascos, bolsas esterilizadas y
debidamente identificados y colocados en hieleras con bolsas de hielo. Las
muestras deben entregarse al laboratorio en el menor tiempo posible.
Dependiendo del tipo de investigacion a realizar, se deben llenar los formatos con
el nombre del lugar donde se realiza el muestreo y de los que van a manipular. En
la informacion nutricional se deben considerar los siguientes puntos (DIGESA,

2003; Taipe, 2019).

- Hora de la preparacion.

- Tiempo de exhibicion del suministro.

- Temperatura en la que se mantiene.

- Fechay hora en que se toma la muestra.

- Lugar de recoleccion donde se tomo la muestra.

2.2.12. Enfermedades asociadas al consumo de verduras y hortalizas

En la ultima década, varios estudios cientificos han dado a conocer que
una dieta fortalecida en frutas y verduras brinda proteccion contra muchos
canceres y reduce las enfermedades coronarias. Esto, dado que la gente dedica
mucho tiempo a cocinar durante la semana, ha provocado un aumento en el
dispendio de verduras en los restaurants de comida al paso. No obstante, se han
reportado varios casos en los que el nuevo fruto es vector de propagacion de
enfermedades causadas por diversos microorganismos. La contaminacion
microbiologica de estos alimentos es més grave si tenemos en cuenta que la
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persistencia de los microbios patdogenos puede durar semanas o meses,
especialmente si la bacteria se encuentra en las partes mas humedas de la planta y
estan protegidos de los rayos del sol. Varios estudios de campo y de laboratorio
han demostrado que los patdégenos inoculados pueden sobrevivir en agua seca o
en riego de vegetales hasta dos meses, tiempo suficiente para su consumo (Taipe,

2019).

2.2.13. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

Segun la OMS, (2010) las enfermedades transmitidas por alimentos son
"sintomas causados por el consumo de agua y/o alimentos que contienen agentes
bioldgicos (bacterias o parasitos) o no biologicos (pesticidas o metales pesados).
Las cantidades en los que afecten de forma aguda o crdnica la salud del
consumidor a nivel individual o grupal". Existen varios tipos de ETA con
diferentes sintomas segun el tipo de contagio y la cantidad de alimentos
contaminados consumidos. Los sintomas mas habituales son vomitos y diarrea,
asimismo pueden aparecer dolor en el abdomen, cefalea, temperatura elevada,
sintomas neurolégicos, etc. Ademads, determinados ETA pueden provocar
enfermedades cronicas a largo plazo y en casos extremos la muerte (Fernandez et

al., 2021).

Las ETA son uno de los mayores problemas en el mundo actual y por su
incidencia y reemergencia asi como nuevos escenarios y formas epidemioldgicas,
son una causa importante de pérdida de productividad para paises, empresas,
familias e individuos; asi como la infeccion, aumento de la resistencia a los
antimicrobianos e impactos sociales y econdémicos se dividen en dos grupos

(Fernandez et al., 2021).
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a) Enfermedades transmitidas por alimentos

Se origina por el consumo de suministros y/o aguas descompuestas con
ciertos agentes patdgenos como bacterias, virus, hongos y pardsitos que se
reproducen o se pudren en el intestino y producen toxinas o se adhieren a la pared

intestinal. quizas usando otros sistemas.

b) Intoxicaciones alimentarias

Se producen cuando se forman toxinas en el organismo, en los tejidos de
las plantas, animales o ya sean procedentes por microbios o sustancias quimicas
como también radiaciones que entran en ellos de forma ocasional. Se reconocen

los siguientes tipos de intoxicaciones.

La sintomatologia de las ETA consigue persistir varios dias lo cual incluye
los vomitos, dolor abdominal, diarrea y fiebre. Sintomatologias neuroldgicas
como hinchazén de los ojos, problemas renales y vision doble. La duracion y
gravedad de los sintomas depende de la cantidad de bacterias y toxinas en los
alimentos, la cantidad ingerida, la salud del individuo y otros factores (Fernandez

etal., 2021).

Prevencion de las ETA’s

Se refiere a todos los cuidados y precauciones que se deben tener en cuenta
para evitar que los alimentos procesados afecten la salud del consumidor (MINSA,
2021). Los alimentos no deben ser manipulados con manos desnudas; los platos
que contengan comida no deberan apilarse cuando se exhiban, almacenen o sirvan;
Quien manipule alimentos, no debe manipular dinero. Si esta manipulacion fuera

necesaria, el operador deberd lavarse las manos antes de volver a tocar el alimento.
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Todos los alimentos cocinados y bebidas preparadas que no puedan almacenarse
adecuadamente deben desecharse de forma higiénica al final del dia (MINSA,

2021).

2.2.14. Contaminacion cruzada de alimentos

La contaminacién cruzada por contacto con los alimentos es una fuente
muy frecuente de transmision infecciosa entre productos y es muy comun: cuando
los alimentos crudos se transportan incorrectamente con otros alimentos
procesados o semiprocesados a lo cual se almacenan con alimentos sin cultivar,
con una aplicacion inadecuada de pesticidas. y los productos se manipulan a mano
o con utensilios de poca higiene. Este tipo de contaminacion significa cualquier
tipo de contaminacion (bacteriana, quimica, fisica), desde alimentos
contaminados u orgénicos hasta alimentos contaminados, incluyendo la limpieza
de superficies de contacto (mesas y/o utensilios). En concreto, las formas mas
comunes de interaccion se producen cuando el consumidor permite que los
alimentos crudos y los alimentos cocidos listos para comer entren en contacto, por
ejemplo, cuando se corta carne cruda o sin cocer con un cuchillo, y luego con el
mismo cuchillo sin lavar que corta carne cruda que es comida lista para comer

(Jiménez, 2014).

2.2.15. Buenas practicas de higiene para ensaladas

La correcta maniobra de los suministros, desde su produccion hasta su
consumo, esta directamente ligada a la salud de las personas. Un experto de la
alimentacion es responsable de mantener y salvaguardar la salud de los
consumidores mediante un manejo cuidadoso. Algunas practicas bésicas de
higiene son:
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a) Lavado de las manos
Cada vez que el manipulador cambie de accion, y vuelva a manipular el

alimento (MINSA, 2021).

- Usar el tipo de ropa que sea exclusivamente para el trabajo y que no haya
estado en relacion con otros proximos.

- Separar la ropa de trabajo con el que se usa en la calle.

- No utilizar joyas ni relojes al manipular alimentos.

- Utilizacién de guantes para reducir la propagacion de bacterias, revisar que
no estén gastados.

- Proteger posibles lesiones en las manos del manipulador con fundas
impermeables para evitar el contacto con los alimentos.

- No comer, toser y prohibido el uso de goma de mascar durante la
manipulacion del alimento.

- No hablar sobre la comida.

- No manipular platos sucios, no recoger utensilios que se hayan caido al suelo
sin lavarse después las manos y seguir preparando y sirviendo los suministros.

- No manipular la cabeza u otras areas ya que puede haber bacterias.

- No usar cuchillos que tengan el mango de madera.

- Si el suministro cae accidentalmente al suelo, no reutilizarla para su
procesamiento.

- No volver a congelar los alimentos.

- Almacenar los alimentos cocidos para su consumo inmediato aplicando calor,
asegurando una temperatura superior a 70°C en el centro de la masa hasta que

estén listos para servir.
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b) Salud del personal

La direccion del restaurante es responsable de los examenes médicos
periddicos de los trabajadores de suministros que laboran en dichas empresas. No
se debe permitir que las personas con malestares infecciosas, diarrea, heridas

infectadas, lceras en la piel sigan manipulando alimentos hasta que se encuentren

bien (MINSA, 2021).

c) Higiene y habitos
Los operadores de suministros deberan observar una estricta higiene

personal, principalmente al lavarse las manos, de la siguiente manera (MINSA,

2021).

Antes del inicio de la preparacion del alimento.

- Después de ir a los SSHH.

- Después de estornudar.

- Después de tocarse alguna parte del cuerpo.

- Después de manejar recipientes u otros apartados corrompidos.

- Después de la manipulacion de alimentos crudos.

- Después de barrer, recoger y/o manipular recipientes, tocar dinero.

d) Vestimenta

Las personas que manipulan alimentos (en la cocina) deben usar ropa
protectora blanca que cubra su cuerpo. Mantenga su cabello completamente
cubierto y use calzado adecuado. Toda la ropa debe ser lavable, mantenerse limpia

y en buenas condiciones. El resto del personal debera utilizar ropa defensora en
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buen estado e higiénica. Los trabajadores en operaciones de limpieza y

desinfeccion deberan utilizar delantal y calzado impermeable (MINSA, 2021).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. ZONA DE ESTUDIO

La Investigacion se realizo en la ciudad de Puno, ubicada en el altiplano a una
altura de 3 848 m sobre el nivel del mar, a orillas del lago Titicaca, tiene una superficie:
15,57 km?; las coordenadas ubicadas son 15° 50" 22.67" latitud sur y 70° 1" 17.5" de

longitud Oeste del Meridiano de Greenwich.

Como puntos de muestreo se considero el Mercado de Bellavista se encuentra en
la interseccion de la Av. El sol con el Jr. Lampa de la ciudad de Puno, las coordenadas
ubicadas son 15° 83732,43" latitud sur y 70° 0°23,5 de longitud Oeste del Meridiano de
Greenwich. El Mercado Laykakota estd localizado en la avenida El Sol s/n piso 1
kilometro 0, A una cuadra del parque Dante Nava en la ciudad de Puno sus coordenadas
son 15° 84765,60" latitud sur y 70° 020,73 de longitud Oeste del Meridiano de

Greenwich.

La recoleccion de muestras se realizo en los meses de septiembre - noviembre del
afio 2023, cada 7 dias, realizando el andlisis microbiologico en el laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de la Escuela Profesional de Biologia de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano- Puno.
3.2. TIPO DE ESTUDIO

Este estudio trata de la calidad microbiologica de las ensaladas de verduras
frescas, por lo que pertenece al nivel descriptivo de la investigacion; y dado que no se

realizan alteraciones en las variables se clasifica como estudio observacional.

65

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Se considera analitico porque su finalidad es justificar una presunta relacion

causal entre un factor (causa-efecto).

En cuanto a temporalidad es transversal porque se recolectan las muestras en

tiempo definido

3.3. POBLACION Y MUESTRA

3.3.1. Poblacion

La poblacion estd constituida por 10 establecimientos que expenden
comida, cuya caracteristica es que acompanan a la preparacion culinaria ensaladas
frescas: lechuga, tomate y cebolla. Se consider6 cinco (5) puestos ubicados en el

Mercado Bellavista y cinco (5) en el Mercado Laykakota.

3.3.2. Muestra

Se analizaron 30 muestras de ensaladas frescas (crudas) compuestas por 3
hortalizas: lechuga, tomate y cebolla; 5 muestras con cultivos triplicados (3
repeticiones) procedentes del mercado Bellavista (total 15) y 5 muestras con

cultivos triplicados (3 repeticiones) procedentes del mercado Laykakota (total 15).
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Tabla 3

Numero de muestras recolectadas por puesto de venta y el total de repeticiones

Zona de muestreo N° de Total
Mercado Puesto de repeticion
venta

Mercado P1 3 15
Bellavista P2 3
P3 3
P4 3
P5 3

Mercado P1 3 15
Laykakota P2 3
P3 3
P4 3
P5 3

Total 10 30

Fuente: Elaboracion propia

34. METODOLOGIA
Las técnicas estan establecidas por el CODEX alimentario de la OMS/OPS la
metodologia de Laura, (2017) y se aplic6 la norma sanitaria (RM N°598-2008 MINSA)

para establecer los criterios microbiologicos.
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3.4.1. Metodologia para determinar la bacteria Escherichia coli en

hortalizas

Homogenizacion y dilucion del alimento

Se peso 10 gr de muestra en una balanza digital, la cual se trituro en un
mortero estéril, la muestra previamente triturada se vertid en un recipiente estéril
al que se le anadio 90 ml de agua peptonada que procedié a homogeneizar (Laura,

2017).

Serie de diluciones por el método del Numero Mas Probable (NMP)

Por el método mas probable segiin DIGESA, (2008) se realizaron una serie
de diluciones en la muestra de ensalada cruda, en un medio fluido apropiado para
el desarrollo de dicho patégeno. Luego, se incubaron las muestras de esos tubos
y, pasado un tiempo, se examinaron los tubos. La mayoria de tubos que recibieron
una o mas células microbianas procedentes de la muestra, se pusieron turbios,
mientras que los tubos que no recibieron ninguna célula permanecian

transparentes (Laura, 2017).

Lectura de los tubos enriquecidos

Se utilizo 9 tubos de ensayo con el contenido de Caldo Lactosado 9m c/u

con un tubo Durham invertido.

a) Test presuntivo

Se interpreto, la presencia de Coliformes, en los tubos de ensayo en los

que fermento lactosa y se note la produccion y presencia de gas después de 24
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horas, la fermentacion lenta se incuba nuevamente otras 24 horas volviendo a leer

y marcar como positivo los tubos que produjeron gas y acido (Laura, 2017).

b) Test de confirmacion

Los tubos con caldo lactosado positivo se trasfieren a un caldo (Verde
brillante bilis lactosa que produjeron gas y fermentaron lactosa, con tubo Durham
invertida y luego se incubaron durante 48 horas a 37°C. transcurrido el tiempo se
realizo la lectura; la presencia de gas confirma la presencia de bacterias coliformes
totales, se registr6 el nimero de tubos con reaccion positiva; los resultados

obtenidos se comparan en la tabla del Numeros Mas Probable (Laura, 2017).

¢) Test de Aislamiento

Con ese fin se realiz6 el aislamiento de Escherichia coli del cultivo previo
en Caldo Verde Brillante bilis Lactosa, se adquirio la muestra con el asa de kolle
y se sembro en el agar selectivo Eosin Azul de Metileno (EMB), rapidamente se
incubd a una temperatura de 37°C durante 24 a 48 horas. El tiempo transcurrido
se realizo la lectura reconociendo las colonias que presentan coloracion verde con
brillo metalico lo cual nos indica la presencia de E. coli, para confirmar se realizod

las pruebas bioquimicas correspondientes (Laura, 2017).

Identificacion bioquimica en medios diferenciales

- Agar Triple Azucarado (TSI): Con un asa de platino en vértice se carga la
colonia y se realizd una puncion en la base del medio y estrias sobre la
superficie del agar, se incub6 durante 24 a 48 horas a una temperatura de
37°C. para lo cual se aclar6 de la siguiente manera: El medio estd agregado

por tres azucares, glucosa, lactosa y sacarosa, para acentuar la produccion de
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hidrogeno sulfato. El color original es rojo ladrillo ph 7,4. La produccion de
acido por efecto de la degradacion de la lactosa, glucosa y sacarosa (Laura,

2017).

- Citrato de Simmons: Se inoculé en un tubo que contenia el medio citrato
solo realizando una estria superficial y se incubo durante 48 horas a 37°C,
Prontamente se inspecciond para comprobar el crecimiento de la bacteria y el
cambio de color del medio de verde a azul, lo que indica el uso de citrato

como fuente de carbono.

- Descarboxilacion de la Lisina (LIA): Las colonias se inocularon realizando
2 punturas en el fondo y estrias, se incubaron durante 24 horas a 37°C. Si se
vuelve violeta después de la proliferacion, la reaccion es positiva y muestra
LIA (+) esto por la descarboxilacion del aminoacido lisina, la lectura es K/K

(Laura, 2017).

- Reaccién en Indol: La colonia se inocul6 en caldo de peptona, prontamente
se incub6 durante 48 horas a 37°C, acontecido el tiempo se agregaron 1-2
gotas del reactivo de Kovac y se prestd atencion a la reaccion cuando se
produjo la creacién de indol en la superficie del medio. Se forma un anillo
rojizo y se califica como reaccion positiva. Las muestras positivas con la
identificacion de E. coli, se comparan en las tablas de Hoskin para determinar

la carga bacteriana (Laura, 2017).

Variables analizadas

- Variable Independiente

Ensaladas de lechuga, cebolla y tomate
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- Variable Dependiente

Carga bacteriana de Escherichia coli en NMP/g

3.4.2. Metodologia para determinar la bacteria Salmonella sp. en hortalizas

Fundamento

Asi, el método se basa en admitir un reducido nimero de Salmonellas
normales o afectadas para que puedan desarrollarse por primera vez en un medio
no liquido selectivo a 37 °C (pre - enriquecimiento). Por lo cual también se
desarrolla en este medio y a esta temperatura otras bacterias, asi que se sigue
subcultivando el medio pre - enriquecido a un medio selectivo liquido
(enriquecido) que se incuba a una temperatura de 42 a 43 °C, por ultimo, se
inocula en un medio s6lido, selectivo y diferencial, es decir, fueron examinadas
después de la incubacion a 37°C para observar colonias que, como resultado de

sus propiedades, puede considerarse como Salmonella (Laura, 2017).

Procedimiento

Homogeneizacion del alimento, se pes6 25 gr de muestra en una balanza

digital, posteriormente se trituro en un mortero estéril.

a) Fase de Pre-enriquecimiento

El alimento triturado se cultivo en caldo lactosado 90ml. contenido en un
recipiente de vidrio estéril, luego se homogeneizo y se incubo a una temperatura

de 37° durante 24 horas.
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b) Fase de enriquecimiento:

Se verti6 del anterior cultivo, tubos de caldo Tetrationato y caldo Selenito
contenido 10ml, luego se homogeneizo y se llevo a cultivar a temperatura de 42

°Cy se incubo durante 48 horas.

c) Version en placas

Transcurrido el tiempo se cultivd con el asa de platino y se realizé siembra
por agotamiento del agar Salmonella Shigella (SS) y en agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD). Se incub6 durante 24 horas a 37°C. Trascurrido el tiempo,
se reconocieron las placas Petri sembradas, para identificar si contiene colonias

tipicas de Salmonella (incoloras, transparentes con un punto negro en el medio).

Identificacion bioquimica en medios diferenciales

Se optaron cinco colonias propias de Salmonella sp., y se sembro en estria
sobre la placa o tubos de agar nutriente, se incuban a 37 °C por 24 horas. Las
colonias apartadas en agar nutriente se inoculan en los siguientes medios

diferenciales:

- Agar triple hierro azicar (TSI): Con el asa en vértice se carg6 una colonia
y se realiz6 una punciéon en la base realizando estrias sobre la superficie

inclinada del agar, luego se incubaron durante 24 a 48 horas a 37 °C.

- Agar lisina hierro (LIA): De igual manera se inoculd una colonia, realizando
2 punzadas al fondo y estrias en la superficie del medio inclinado, después se

incubo a 37 °C. durante 24 horas.

72

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

- Citrato de Simmons: Se inocul6 en un tubo que contenia el medio citrato
solo realizando una estria superficial y se incubo durante 48 horas a 37°C.
Prontamente se examind para demostrar el crecimiento de la bacteria y el
cambio de color del medio de verde a azul, lo que indica el uso de citrato

como fuente de carbono.

- Medio de Indol: Se inocul6 la colonia en el medio para indol y se incubo a
37 °C. durante 24 horas, se afiadié 1ml del reactivo de kovac. La presencia de

un anillo rojo da la indicacién de una reaccion positiva.

Variables analizadas

- Variable Independiente
Ensalada de cebolla, lechuga y tomate.
- Variable Dependiente

Presencia de Salmonella sp.

3.4.3. Prueba bioestadistica de datos, para determinar la carga microbiana

de Escherichia coli 'y Salmonella sp.

Se evalud la carga bacteriana de Escherichia coli y la presencia de

Salmonella sp., en hortalizas, considerando el siguiente analisis estadistico:

Prueba Estadistica

Mann Whitney

La prueba de Mann-Whitney es una prueba no paramétrica que se maneja
para contrastar dos grupos independientes cuando los datos no cumplen con los

supuestos de normalidad.
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T =
12

U = valores estadisticos de U Mann-Whitney

n; = tamafo de la muestra del grupo 1

ny = tamafio de la muestra del grupo 2

> = sumatoria de los rangos

3.4.4. Calidad microbiologica de ensaladas frescas de consumo popular que

se expenden en los mercados de Bellavista y Laykakota.

Diseiio de muestreo

Se consolido los resultados de cada uno de los analisis microbiologicos
realizados de las ensaladas frescas (lechuga, tomate y cebolla) en los puestos de

comida de los mercados de Bellavista y Laykakota de la ciudad de Puno.

Variables analizadas

- Variable Independiente

Carga microbiana de Escherichia coli'y Salmonella sp.

- Variable Dependiente

Calidad microbioldgica (buena o mala calidad/apta para el consumo o

inadecuado para el consumo).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de la carga microbiana de Escherichia coli en ensaladas
frescas de comida que se expenden en los mercados de Bellavista y

Laykakota de la ciudad de Puno.

Tabla 4
Frecuencia de carga microbiana (NMP/g) de Escherichia coli determinadas en

ensaladas frescas que se expenden en el Mercado de Bellavista de la ciudad de Puno —

2023.

MERCADO BELLAVISTA
Puestos de venta E. coli NMP/g

P1 1x10°

P2 3x10°

P3 9x10°

P4 3x10*

P5 6x10?

x 1x10*

Nota: P (Puesto de comida) # (Promedio) NMP (Numero Mas Probable)
Fuente: Elaboracion propia

Los resultados del analisis de la carga bacteriana de Escherichia coli en ensaladas
frescas en NMP/g, comercializados en el mercado Bellavista muestran los promedios de
3 repeticiones por puesto de venta, para el P1: 1x10° UFC/g; P2: 3x10° UFC/g; P3: 9x10°
UFC/g; P4: 3x10* UFC/g y P5: 6x10° UFC/g en promedio general la carga bacteriana para
los 5 puestos de comida de ensaladas es de 1x10* UFC/g, obteniendo un valor elevado en

el P4: 3x10* UFC/g. y el menor valor en el P5: 6x10° UFC/g.
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Figura 1

Promedios de recuentos de la carga microbiana de E. coli — mercado Bellavista
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Nota: P (Puesto de comida) x (Promedio)
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 4 y Figura 1, muestran los resultados del analisis microbioldgico realizados
en ensaladas frescas constituido por cebolla, tomate y lechuga que acompafian las
comidas diversas; que se expenden en puestos de comida del mercado Bellavista se

analizaron 5 muestras con 3 repeticiones por puesto de venta, que hacen un total de 15

muestras (ANEXO 2).

Considerando la normatividad de MINSA, (2008) relacionada a la minima
presencia de Escherichia coli (limite /g de 10%) y méaxima (limite /g de 10%) de carga
microbioldgica y por ende a la calidad higiénica de hortalizas frescas, se encontrd que los
puestos 3 y 4 presentaron una carga microbiana que excede el limite maximo permisible,
mientras que el P1 y P5 presenta una carga dentro del rango de aceptaciéon como se

observa en la Figura 1 y Tabla 4.
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Resultados obtenidos en el trabajo son similares a los obtenidos por Avalos y
Santacruz, (2009) quienes al analizar una muestra de ensaladas frescas que se
comercializan en los establecimientos de comida rapida hallaron Escherichia coli y
Proteus spp, microorganismos patégenos que danan la fisiologia de quienes consuman
estos alimentos; por otra parte Delgado et al., (2018) refuerza lo hallado en la presente
investigacion, ya que, al identificar la calidad microbioldgica de ensaladas crudas
expendidas en puestos de comidas al paso, encontraron coliformes totales, fecales y
Escherichia coli en numero incontable; por otro lado, también presentaron las muestras
un 13 % de Salmonella. La presencia de estos dos especimenes microbidticas son un

riesgo para la salud del ser humano.

Con los resultados encontrados en los puestos de venta mencionados del mercado
de Bellavista, que tiene un promedio de 1x10*se observa un riesgo para la salud publica,
por cuanto la presencia en mas de ellos es considerada como contaminacion, y precursores

de la presencia de las ETAs.

La existencia de E. coli en un suministro no establece un indicador de la presencia
directa de un patégeno, segin Campos et al. (2003), simplemente indica algun riesgo de
que pueda existir. Dado que es un huésped permanente en los intestinos de mamiferos de
sangre caliente, se considera como un indicador de que la comida haya estado en contacto
con heces. Su desventaja es que vive insuficiente tiempo fuera del intestino, por lo que su
existencia en los suministros indica contaminacion reciente de heces. Una gran cantidad
de esta bacteria en los alimentos indica una impureza y un almacenamiento insuficiente.
Asi como lo menciona Zamora & Barbosa, (2019) la adecuada manipulacion de los
alimentos, desde que se producen hasta que se consumen, incide directamente sobre la
salud de la poblacion. Esta confirmada la relacion entre una improcedente manipulacion

de los suministros y los padecimientos trasmitidos a través de estos. A diferencia de lo
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que muchos creen, segun Torres et al. (2018), Tener buena salud no necesariamente es la
carencia de enfermedades, sino que debe una persona debe mantenerse en buena salud
fisica, tener un estado mental activo y poder socializar con su entorno. Proporcionarles
suministros saludables es fundamental para evitar que enfermen al comerlos, pero

también para alimentarse adecuadamente.

El medio mas eficaz para prevenir tales padecimientos son las medidas higiénicas,
porque en la totalidad de los casos el cuidador intercede como intermediario en el

contagio de los suministros debido a acciones inadecuadas.

Tabla 5
Frecuencia de carga microbiana de Escherichia coli determinadas en ensaladas frescas

que se expenden en el Mercado de Laykakota de la ciudad de Puno — 2023.

MERCADO LAYKAKOTA
Puestos de venta E. coli NMP/g

P1 6x10?
P2 7x10%
P3 3x10*
P4 2x10°
P5 1x10°

x 2x10*

Nota: P (Puesto de comida), ¥ (Promedio)

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados del analisis de la carga bacteriana de Escherichia coli para las
ensaladas frescas procedentes del mercado Laykakota muestran los promedios de 3
repeticiones por puestos de venta, para el P1: 6x10> UFC/g, P2: 7x10* UFC/g, P3: 3x10*

UFC/g, P4: 2x10° UFC/g y por ultimo el P5: 1x10° UFC/g en promedio la carga
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bacteriana para E. coli es de 2x10* UFC/g, obteniendo un valor elevado en el P2: 7x10*

UFC/g y el menor valor en el P1: 6x10? UFC/g.

Figura 2

Promedio del recuento de la carga microbiana de E. coli — mercado Laykakota
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- d ok

-20000
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Puestos de venta

Nota: P (Puesto de comida) x (Promedio)
Fuente: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos y presentados en la Tabla 5 y Figura 2, muestran que los
puestos de expendio de ensalada fresca del mercado de Laykakota presentaron productos
alimenticios de consumo humano con carga microbioldgica diversa, informacion que se
compard con la normativa de la DIGESA para diagnosticar la calidad higiénica de

hortalizas frescas.

Observando que las ensaladas del P2 presentaban el valor de 7x10* UFC/g. de
Escherichia coli y del P3 se encontrd 3x10* NMP/g; ambos presentan valores altos; los
P1 y P5 dieron como resultado valores que se encuentran en el rango de aceptacion como

se observa en la Tabla 5 y Figura 2; sin embargo, segun los criterios microbioldgicos que

79

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

establece la Norma Sanitaria (NTS N°071-MINSA- DIGESA-V.1) el P2, P3 y P4 exceden
el maximo permisible (limite /g de 10%) y méaxima (limite /g de 10°).

Los resultados, del presente trabajo son similares a los realizados por Rassi y
Rollan, (2018) al evaluar la calidad microbiologica estudiando los parametros
profilacticos y de calidad a través de la determinacion de cepas de Escherichia coli como
marcador microbiologico de verduras de hoja cruda, los resultados expresaron que el
65.0 % de las muestras estaban contaminadas con la bacteria Escherichia coli, con UFC/g

muy por encima de los estandares minimos del Cédigo Alimentario Argentino.

Arosquipa, (2014) realizd wuna investigacion para evaluar la calidad
microbiologica de los alimentos preparados sin tratamiento térmico en comedores,
encontro que el 29.41% de la muestra tenian Escherichia coli y el 76% superaba la
presencia de coliformes totales; en el estudio de Soberon, (2017) sobre de la calidad
microbiana de ensaladas expendidas en pollerias, en la cual también corroboro que la
presencia de Escherichia coli en las hortalizas le daban la caracteristica de patogenicidad,

no apta para el consumo humano.

Los antecedentes y los efectos encontrados en la actual investigacion, expresan
tacitamente que las muestras de hortalizas son inseguras para el consumo del hombre,
siendo de riesgo para la salud publica, méas aun considerando que son ‘productos de

cotidiano consumo.

La Escherichia coli, es un patdégeno, que su presencia en el organismo altera la
fisiologia del sistema digestivo, llevando a una morbilidad a la poblaciéon en general y

hasta a una mortalidad en el caso de los niflos.

En el andlisis conjugado de la Tabla 4 y Tabla 5, se observa que los valores del

P3: 9x10° UFC/g y el P4: 3x10* UFC/g correspondiente al mercado de Bellavista y el P2:
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7x10* UFC/g y el P3: 3x10* UFC/g pertenecientes al mercado Laykakota, se concluye
que el mayor riesgo de salud publica son los valores altos, que se encuentran por encima
de los estandares de aceptacion segin la Norma Sanitaria (NTS N°071-MINSA-

DIGESA-V.1).

Ademas, si se considera los promedios de esos resultados por mercado, es notorio
que el de Laykakota tiene los valores mas criticos de contaminacioén y salubridad de
productos alimenticios de consumo cotidiano por el poblador, en este caso de consumo

de hortalizas: tomate, lechuga y cebolla.

Si bien se ha observado que la maniobra de los suministros tiene un papel
importante y significativo en la calidad finalizada de un producto, también puede verse
afectada por otros factores, como la mala disposicion de los residuos, la mala limpieza de
las herramientas utilizadas para picar las ensaladas, la acumulacion. el desperdicio de
alimentos, que crea un ambiente favorable para la llegada de vectores como moscas y
roedores; Los resultados también muestran un manejo inadecuado de las hortalizas
durante su procesamiento por parte de los trabajadores que las preparan, Delgado et al.
(2018), es uno de los principales focos de contaminacion y por ello es importante seguir
evaluando estos establecimientos para determinar con mayor precision el alcance del
problema, ya que esta venta ambulante ha aumentado en nuestra region. sin ningin
control sanitario que pueda poner en peligro la salud de los residentes. Segin Zamora &
Barbosa, (2019) los minoristas se capacitan en el adecuado manejo de suministros
saludables a través de revision bibliografica que son validos para llegar a la necesidad de
suscitar su uso, respetando la higiene de los alimentos. procesar y elevar el nivel de
seguridad y asi prevenir enfermedades transmitidas por alimentos; promover el uso de
terapias alternativas para algunas de las enfermedades cronicas que afectan a la

humanidad.
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Tabla 6
Frecuencia de Escherichia coli segun limites permisibles en ensaladas frescas que se

expenden en el mercado Bellavista en la ciudad de Puno 2023.

Puestos de Minimo permisible Maximo permisible
Mercado venta (n) M)
N° % N° %
1 0 0.0 3 20.0
2 0 0.0 3 20.0
Bellavista 3 0 0.0 3 200
4 0 0.0 3 20.0
5 0 0.0 3 20.0
Total 0 0.0 15 100.0

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 6, demuestra los resultados, segiin la Norma Sanitaria (NTS N°071-
MINSA- DIGESA-V.1) en cuanto a los limites m o M de la bacteria Escherichia coli de
las muestras de ensalada fresca de los diferentes puestos de venta del mercado Bellavista;
encontramos que ningin puesto expende ensaladas que tengan un limite permisible de
esta bacteria, sin embargo, considerando las repeticiones de analisis encontramos que el
total de las preparaciones estan cerca al limite maximo permisible. El resultado es de gran
preocupacion, por cuanto la presencia elevada del microorganismo es reflejo de
contaminacion, mala manipulacién, lavado con agua contaminada, almacenamiento
deplorable y demaés causales, pero los efectos en la salud humana del consumidor son

criticos.

Al respecto Flores, (2019) realiz6 una investigacion para establecer la
contaminacion microbioldgica por Escherichia coli en naranjas y tomates en la ciudad de

Puno y Juliaca, encontrando que los niveles de Escherichia coli en estos productos fueron
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superiores a lo considerado aceptable por la norma sanitaria, siendo el 100% de las

muestras contaminadas. Resultados concomitantes al presente estudio.

El riesgo en salud publica de la presencia de este microorganismo por encima de
los niveles de permisividad es critico, muy en especial para el grupo vulnerable infantil,
por cuanto se aloja en el sistema digestivo generando dafios en el tejido interno y

ocasionando diarrea, deshidratacion, colico, pudiendo llegar a la mortandad.

Tabla 7
Frecuencia de Escherichia coli segun limites permisibles en ensaladas frescas que se

expenden en el mercado Laykakota en la ciudad de Puno 2023.

Puestos de Minimo permisible Maximo permisible
Mercado venta (n) M)
N° % N° %

1 0 0.0 3 20.0

2 0 0.0 3 20.0

Laykakota 3 0 0.0 3 20.0
4 0 0.0 3 20.0

5 0 0.0 3 20.0

Total 0 0.0 15 100.0

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 7, encontramos que de acuerdo a la Norma Sanitaria (NTS N°071-
MINSA- DIGESA-V.1), y realizado el analisis de las ensaladas para encontrar valores
limites minimos de permisibilidad, ninguno de los puestos de venta del mercado de
Laykakota, tuvieron esos valores, muy al contrario los resultados tienden hacia el limite
maximo permisible de carga microbiana, en otras palabras la tendencia a que sean
productos no aptos para el consumo humano y si se diera el caso de ser consumidos se

presentaria disfunciones en el organismo.
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Resultados preocupantes determinados en las ensaladas que es parte de las
preparaciones culinarias que se expende todos los dias, y de los consumidores que
frecuentan los mercados es la importancia que la importancia de las buenas practicas de
higiene (BPH), teniendo en cuenta todas las practicas que se relacionan con las
condiciones y procedimientos para garantizar la inocuidad de los suministros en cada una

de las etapas en la cadena alimentaria.

Tabla 8
Calidad microbiologica de ensaladas frescas componentes de meniis que se expenden

en puestos de comida de los mercados de Bellavista y Laykakota, Puno 2023.

MERCADOS

Puestos de venta BELLAVISTA LAYKAKOTA

E. coli NMP/g

P1 1x103 6x10?
P2 3x103 7x10%
P3 9x103 3x10*
P4 3x10* 2x10°
P5 6x10? 1x103

X 1x104 2x10*

Nota: P (Puesto de venta), x (Promedio) NMP (Numero Mas Probable)

Fuente: Elaboracion propia

La prueba de Shapiro-Wilk para la variable carga microbiana arroj6 un estadistico
de 0.662 con un valor de significancia (p) de 0.000, esta derivacion sugiere que los datos

no siguen una distribucién normal.

Por lo que se optd por la prueba de Mann-Whitney para realizar la comparacion
con los limites maximos permisibles si son mayores o menores a 1x10° segtin la Norma
Sanitaria (NTS N°071-MINSA- DIGESA-V.1) el maximo permisible (limite /g de 10%) y

maéxima (limite /g de 10°).
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La hipdtesis planteada indica que la calidad microbiologica de las ensaladas
frescas trasferidas en los mercados de Bellavista y Laykakota en el distrito de Puno supera
los limites permisibles de presencia de Escherichia coli y Salmonella sp. confirmado por
el valor de p<0.05 (p=0.000), lo que indica una diferencia estadisticamente significativa
en la carga microbiana entre los dos grupos definidos por los limites maximos
permisibles. El estadistico Z de -4.611 refuerza esta conclusion al sefialar que la mediana
de la carga microbiana en el grupo asociado con los limites maximos permisibles es

significativamente mas baja que en el otro grupo.

En términos practicos, esto sugiere que las ensaladas frescas en relacion a los
mercados asociados con valores mayores a 1x10° tienen una carga microbiana que excede
los limites permitidos. Los limites establecidos para Escherichia coli y Salmonella sp
estan siendo superados, lo que plantea preocupaciones sobre la seguridad microbioldgica

de estas ensaladas y su impacto en la salud publica.

Estos resultados subrayan la necesidad de abordar y mejorar los estdndares de
seguridad alimentaria en los puestos de los mercados de Bellavista y Laykakota para
garantizar la calidad microbioldgica de las ensaladas ofrecidas y proteger la salud de los

consumidores.

Sobre esto, Rodriguez, (2005) estudio la calidad microbiolégica de ensaladas,
encontrando microrganismos como Echerichia coli, Salmonella; considerando que la
presencia de este ultimo es reflejo de la falta de higiene; al igual que el estudio de Taipe,
(2019) donde el 68% tenia Escherichia coli por encima del rango aceptable. Por el
contrario en el trabajo de Farfan, (2010) se encontré que 14 son seguros para el consumo
humano y 4 no lo son por superar los umbrales de seguridad. Mientras que 5 quioscos

han alcanzado un nivel adecuado de saneamiento.
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Asimismo, Flores, (2019) realizd una investigacion para determinar la
contaminacion microbiologica por Escherichia coli y Salmonella sp. en naranjas y
tomates en la ciudad de Puno y Juliaca, se encontré que los niveles de Escherichia coli'y
Salmonella sp. en las ciudades de Puno y Juliaca sobrepasan los limites permisibles de la
calidad de un alimento con presencia de contaminacion de origen fecal, formando un
peligro para la salud del consumidor; estos productos fueron superiores a lo considerado

aceptable por la norma sanitaria.

Segun la OPS, (2022) Los contaminantes ocurren durante el procesamiento de
alimentos y se definen como agentes bioldgicos o quimicos, sustancias extrafias u otras
sustancias no agregadas intencionalmente que pueden afectar su seguridad o idoneidad.
La contaminacion se refiere a la entrada de un contaminante en los suministros o en el
entorno alimentario. Pero Zamora & Barbosa, (2019) en su articulo da a entender que el
suministro descompuesto es aquel que contiene bacterias, parasitos, hongos, virus; o
toxinas procedentes de microorganismos. Los alimentos asimismo pueden estar
contaminados por sustancias desconocidas (tierra, pelos, etc) o aditivos quimicos. Por ello
es preferible tener el alimento refrigerado ya que una mala refrigeracion asi como lo
establece Fernandez et al. (2021), Los suministros que pretenden un procesamiento
importante durante su elaboracion y luego se almacenan a altas temperaturas, como en
los paises tropicales, pueden causar intoxicacion. Corroborando sobre la manipulacion
Flores, (2019) indica que Su manipulacion convierte a este tipo de suministros en un
potencial portador de microbios patdgenos que pueden perturbar la salud de la poblacion.
Ademas, en el mercado circulan constantemente animales domésticos abandonados
(perros), porque transmiten patdégenos y multiplican microorganismos que alteran la

calidad del producto comercializado.
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4.2. Determinacion de la carga microbiana de Salmonella sp. en ensaladas
frescas de comida que se expenden en los mercados de Bellavista y

Laykakota de la ciudad de Puno.

Tabla 9
Frecuencia de la presencia de Salmonella sp. en ensaladas crudas procedentes del

mercado de Bellavista de la ciudad de Puno - 2023.

Puestos de venta N° de Muestras Mercado
Bellavista
N° %
1 3 0 0.0
2 3 0 0.0
3 3 1 50.0
4 3 1 50.0
5 3 0 0.0
Total 15 2 100.0

Fuente: Elaboracion propia

La Tabla 9, nos indica que las cinco muestras obtenidas y sometidas a 3
repeticiones de exdmenes, solo 2 denotaron la presencia de Salmonela sp, los 13 que
completan la muestra se caracterizaron por no presentar la bacteria. Indudablemente es
una tranquilidad estos resultados frente a los anteriores, en las que si se encontraron
valores muy por encima de los estandares de la Norma Sanitaria (NTS N°071-MINSA-
DIGESA-V.1).

Concerniente a esto, Delgado et al. (2018), estudio la calidad microbioldgica de
ensaladas crudas, encontrando microrganismos entre ellos Salmonella lo cual se detectd
en 4 (13.3%) muestras; considerando que la presencia de este es reflejo de la falta de
higiene por lo tanto no son aptas para el consumo humano. Sin embargo en el trabajo de
Flores, (2019) quien realizd una investigacion para determinar la contaminacion
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microbioldgica por patogenos de lo cual la presencia de Sa/monella sp. fue en un 70% en
naranjas y tomates en la ciudad de Puno y Juliaca, se encontré que los niveles de estos
microorganismos que superan los limites permisibles de calidad de alimentos y
presentando contaminacion de origen fecal, esto constituye un peligro para la salud del

consumidor.

Tabla 10
Frecuencia de la presencia de Salmonella sp. en ensaladas crudas procedentes del

mercado de Laykakota de la ciudad de Puno - 2023

Puestos de venta N° de Muestras Mercado
Laykakota
N° %
1 3 0 0.0
2 3 1 50.0
3 3 1 50.0
4 3 0 0.0
5 3 0 0.0
Total 15 2 100.0

Fuente: Elaboracion propia

De los resultados de la investigacion, encontramos valores que se encuentran por
encima de la normativa, y se consideran un riesgo para la salud publica, en la presenta

tabla se observa que dos puestos se caracterizan por presentar a Salmonella sp.

Gentili et al. (2017), en su investigacion también encontr6 que el 7% de la muestra
de estudio presentaron Samonella sp. corroborando con los estudios de Delgado et al.
(2018), encontraron que el 13.3% de la muestra presentaban Salmonella sp., mientras que

otras especies como la Echerichia coli presentaron un nimero incontable, concluyendo
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que la preparacion culinaria con estas ensaladas es de riesgo por la carga microbiana

presente y la patogenicidad.

Peligrosamente altos son los resultados del recuento microbiano de los mercados
Bellavista y Laykakota que superan las normas de calidad aceptable y son una amenaza
para la salud publica. En el estudio de Vargas, (2019), se estiman que 250 son los agentes
patogenos causantes de las ETA de los cuales serian; bacterias, virus, parasitos o algunas
sustancias quimicas, siendo los principales: Salmonella spp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Bacillus cereus'y Vibrio cholerae, considerados
como aquellos agentes cléasicos, y bacterias emergentes los cuales serian Listeria

monocytogenes, Campylobacter spp.,y Yersinia sp.

La infeccion por Salmonella (salmonelosis) es un padecimiento bacteriano comin
que perturba los intestinos. La bacteria Salmonella se interna en los intestinos de animales
y humanos por ello se trasfiere a través de las heces. La forma més habitual de infeccion

en humanos es a través de agua y/o alimentos contaminados.

Se evidencid que los alimentos con ensaladas es el alimento fuente de mayor
contaminacion por Salmonella sp. lo cual coincide con una revision sistematica realizada
de brotes en el ano 2012 y con otros estudios como los del laboratorio Nacional de
Referencia de Salmonella y Shigella de Espafia y el trabajo de Forero et al. (2017), en
donde se encontré6 una fuerte asociacion entre consumo de pollo con ensalada e
infecciones alimentarias especialmente por Salmonella spp, aunque la prevalencia
bacteria es muy baja comparada con estos estudios, la sola presencia de este
microorganismo en los alimentos de comedores, es un importante hallazgo y pone en
riesgo la salud personas quienes son los comensales, ademas que se relaciona con el

incumplimiento de buenas practicas de manufactura.
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4.3. Calidad microbiologica de ensaladas frescas de consumo popular

establecidos en la Norma Sanitaria del MINSA.

Tabla 11
Calidad microbiologica de las ensaladas frescas de comida que se expenden en los

mercados de la ciudad de Puno en base a lo permisible y rechazable.

Escherichia coli Salmonella sp. Total
Muestras/

Mercados  Repeticiones

Miximo % Rechazable % %

permisible
Bellavista 15 13 44.12 2 5.88 15  50.0
Laykakota 15 13 44.12 2 588 15  50.0
Total 26 88.24 4 11.76 30 100.0

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 11 se tiene datos que denotan la presencia de microorganismos en las
muestras estudiadas, en el mercado de Bellavista y Laykakota se encontré6 un maximo
permisible de presencia de Escherichia coli en un nimero de 13 repeticiones para cada
uno de los mercados siendo (88.24%) y 4 muestras rechazables (11.76%) por la presencia
de Salmonella sp. en ambos mercados, lo que significa que las ensaladas en base a
hortalizas: cebolla, lechuga y tomate no son apto al consumo humano (DIGESA, 2003).

En el estudio de Soberon, (2017), demostr6 que el 96,39% (80) de las muestras de
ensaladas eran “no aptas” para el consumo humano corroborando con los resultados del
estudio realizado; demostrando un elevado porcentaje de ensaladas frescas que se
expenden en puestos de comida es “no apto” para el consumo humano, y un porcentaje
significativo esta contaminado con microbios patdgenos, lo que constituye un riesgo para

la salud de los comensales.
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Figura 3
Calidad microbiologica en maximo permisible y rechazable de Escherichia coli y

Salmonella sp en los mercados de Bellavista y Laykakota 2023.
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Fuente: Elaboracion propia

En relacion a la presencia de Salmonella sp., en la investigacion, nos informa
cuantificaciones en nimero de 2 repeticiones de analisis de muestras para cada mercado,
siendo un total de 4 repeticiones rechazables, expresados en no apto para el consumo
humano (DIGESA, 2003).

Indudablemente, lo expresado anteriormente en la Figura 3, se centra en los limites
de permisibilidad de Escherichia coli y Salmonela sp., siendo el intervalo de aceptacion
entre el limite minimo permisible por gramo de muestra de 10 con el limite maximo
permisible por gramo de muestra de 10°; el porcentaje de 88.24% siendo el total del
maximo permisible de Escherichia coli en ambos mercados y siendo rechazable el
11.76% de microrganismos de Sal/monella sp en el mercado Bellavista asi como en el
mercado Laykakota lo cual en el rango de valores que se expresa como los parametros de

calidad serian rechazables para el consumo humano.

Se piensa que la calidad microbioldgica de los suministros proporcionados en los

mercados de Bellavista y Laykakota es inaceptable y debe mejorarse; sin embargo, La
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dificultad es que uno de los factores mas significativos que afectan la calidad, los
trabajadores informales, cambia constantemente, lo que dificulta la capacitacion

constante de nuevas personas involucradas en cocinar y servir alimentos.

Los limites microbianos que se mantienen para los suministros en este tipo de
instituciones podrian ser un comienzo para mantener una calidad microbiologica
adecuada, sin poner en riesgo al usuario desde el lado de la salud publica. Segun De Curtis
et al. (2016), estos casos dependen de la persona que esta a cargo de la supervision ya que
administra los métodos en la cadena de produccion y servicio. Por ello, pensamos urgente
en establecer limites que proporcionen a los usuarios la salubridad de servir alimentos de
calidad, para evitar enfermedades alimentarias tolerables, que recientemente se han
convertido en una dificultad de la salud publica a nivel nacional y regional. También es
necesario que se observen los controles microbiolégicos de la calidad de los alimentos en
las empresas y la vigilancia epidemioldgica de ETA; por esta razén, Vera & Martinez,
(2000) sugirieron que, luego del lavado con hipoclorito de sodio, se observaba una
reduccion en el nimero de microorganismos. Con este estilo de trabajo se obtienen
alimentos con un alto margen de seguridad, incluso por encima de los estandares

establecidos por las normas de higiene microbiologica.

Dado que en estas empresas no se sigui6 la implementacion del sistema HACCP, es
necesario gestionar este conocimiento en el servicio de alimentos y elaborar diagramas
de flujo del proceso productivo, definiendo puntos criticos de control si es necesario. es
mas facil actuar inmediatamente para mejorar las situaciones; Se necesitan inspectores
bien capacitados. Esto puede complementarse con formacion, educacion y sensibilizacion

del trabajador participante y poder realizar evaluaciones periodicas.
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V. CONCLUSIONES

- La carga microbiana de Escherichia coli en ensaladas frescas para el mercado
Bellavista tuvo un promedio general de 1x10* UFC/g, mientras que las ensaladas
procedentes del mercado Laykakota tuvieron un promedio de 2x10* UFC/g siendo
significativamente mayor en este ultimo mercado (Z=-4.611, p = 0.000) excediendo

los limites méaximos permitidos.

- Se determind la carga microbiana de Salmonella sp. en las ensaladas frescas, donde
su presencia en los 2 puestos de venta por cada mercado sugiere que no sea apto para

el consumo humano.

- Considerando la normatividad de DIGESA de permisibilidad de Escherichia coli y
Salmonella sp., siendo el intervalo de aceptacion entre el limite minimo permisible
por gramo de muestra es de 10°, se encontrd que el 88.24% cae dentro del limite
maximo permisible de Escherichia coli y un 11.76% para Salmonella sp indica que

la calidad sanitaria de las ensaladas fresca es critica en su mayoria.
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VI. RECOMENDACIONES

- Alertar a la DIRESA para un mejor control sanitario de los puestos de comida que se

comercializan en los mercados de la ciudad de Puno.

- Realizar muestreos de diversos alimentos que se expenden en forma ambulatoria, en

puestos de venta de comida.

- Continuar con el estudio de microbioldgico de diversos alimentos crudos y/o cocidos

que se expenden a los consumidores.

- Ampliar el estudio determinado de microorganismos patégenos.
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ANEXOS

ANEXO 1: Valores de Numero Mas Probable
Tabla 12

Primera repeticion del ensayo para la determinacion de Escherichia coli.

NMP para Escherichia coli

Mercado Numero de Puestos Placas Lectura del
01:10 100 1000 cuadro
P1 1 1 1 11
P2 3 0 0 23
BELLAVISTA P3 3 2 2 210
P4 3 3 1 460
P5 1 0 0 4
Promedio 141.6
P1 1 1 0 3
P2 3 3 1 460
LAYKAKOTA P3 3 2 1 150
P4 3 0 0 23
P5 2 0 1 14
Promedio 130

Nota: Primera repeticion que se realiz6 de acuerdo a la tabla del Numero Mas Probable en placas.

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 13

Segunda repeticion del ensayo para la determinacion de Escherichia coli.

NMP para Escherichia coli

Mercado Numero de Puestos Placas Lectura del
01:10 100 1000 GIEL L
Pl 2 0 1 14
P2 3 0 1 30
BELLAVISTA P3 3 3 0 240
P4 3 2 2 210
PS5 2 0 0 9
Promedio 100.6
Pl 2 0 0 9
P2 3 3 2 1100
LAYKAKOTA P3 3 2 2 210
P4 3 2 1 28
P5 2 2 0 11
Promedio 271.6

Nota: Segunda repeticion que se realiz6 de acuerdo a la tabla del Numero Mas Probable en placas.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 14

Tercera repeticion del ensayo para la determinacion de Escherichia coli.

NMP para Escherichia coli

Mercado Nuamero de Placas Lectura
Puestos 01:10 100 1000 del
cuadro
P1 2 1 0 15
P2 3 2 1 28
BELLAVISTA P3 3 2 1 150
P4 3 3 0 240
P5 1 0 0 4
Promedio 87.4
P1 1 1 0 7
P2 3 3 0 240
LAYKAKOTA P3 3 3 1 460
P4 2 1 1 20
P5 1 1 1 11
Promedio 147.6

Nota: Tercera repeticion que se realizé de acuerdo a la tabla del Numero Mas Probable en placas.

Fuente: Elaboracion propia

ANEXO 2: Numero de repeticiones y el promedio en NMP.
Tabla 15

Numero Mas Probable del recuento de E. coli en el mercado Bellavista.

MERCADO BELLAVISTA
N° de Puesto N° de Repeticion x NMP

1° 110

1 20 140 133.33 1333.33
3° 150
1° 230

2 20 300 270 2700
3° 280
1° 2100

3 20 2400 2000 8633.33
3° 1500
1° 4600

4 20 2100 3033.33 30333.33
3° 2400
1° 40

5 20 90 56.67 566.67
3° 40

Nota: NMP (Numero Mas Probable), x (Promedio)

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 16

Numero Mas Probable del recuento de E. coli en el mercado Laykakota.

MERCADO LAYKAKOTA
N° de Puesto N° de Repeticion x NMP

1° 30

1 63.33 63.33
2° 90
3° 70
1° 4600

2 6733 67333
2° 11000
3° 4600
1° 1500

3 2733.33 27333.33
2° 2100
3° 4600
1° 230

4 236.67 2366.77
2° 280
3° 200
1° 140

5 120.00 1200.00
2° 110
3° 110

Nota: NMP (Numero Mas Probable), x (Promedio)

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 3: Pruebas estadisticas

Tabla 17
Prueba estadistica Mann Whitney y andlisis de normalidad

Estadisticos de prueba

Carga
Microbiana
U de Mann-Whitney 0,000
W de Wilcoxon 171,000
Z -4,611
Sig. asintotica(bilateral) 0,000
Significacion exacta [2*(sig. unilateral)] 0,000°
Nota:
a. Variable de agrupacion: Limites Maximos Permisibles
b. No corregido para empates
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Carga 0,295 30 0,000 0,662 30 0,000
Microbiana

Nota: Correccidn de significacion de Lilliefors
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ANEXO 4: NUMERO MAS PROBABLE DE Escherichia coli (NMP)

Figura 4

Diagrama para la determinacion de Escherichia coli

1. ALIMENTO

90 mL de solucion

HOMOGENIZADO r}"’ 1 reguladora de Peptona
/ } 10 g de alimento, agitese
1:10 170 1500 - 2000 rpm
1 mL 1mL
2. SERIE DE ( 1
SOLUCIONES 1 ::)T:;::ﬁ
peptona
L N
1:100 1:10000
tmi 1L 1L mL AmL mL im
Caldo
3.ENSAYO DE lactosado
PRESUNCION [d
Incubese a 37° C "?:m:a
durante 24 - 48 horas. lauril
VAT AR )Y Yy Y sulfato
+ + +
4. ENSAYO DE CALDO EC
CONFIRMACION
48 horas a 45.5° C.
AP ERVAVERILY, Gas positivo
5. CULTIVO DE l l l
ARSCTscit S0k OO0 () (r—+acARLEVINE / EMB

6. REACCION CON INDOL: indol+/-, RM+, VP-, C-

Fuente: Laura, (2017).
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ANEXO 5: Investigacion de Salmonella

Figura S

Homogeneizacion y dilucion del alimento

]

/ x_’
1. PREENRIQUECIDO /259 \ Alimento
incubacion a 37°C

durante 24 horas. 225mL—l——>Caldo peptona 1%

10mL 10mL

\ / \
2. ENRIQUECIDO / \ / \.\
Incubacion de 42 - 43°C  / \ / \
durante 48 h. / 100mL \\ / 100mL \\\
' / \
TETRATIONATO CISTINAY SELENITO
3.VERSION EN
im ~+ImL ~tImL _A4—tImL
IPLASAS e AT AN /T N AGAR ROJO
ncubar a 1 ) n ) ( ( ~+—DE FENOL VERDE
durante 24 -48 h. \J_/ \1.7 "\L.7 BRILLANTE
imL 4—JImL imL +—JImL
‘/ (/ \ ‘/ \ / \ AGAR SULFITO
\ / \__/ \d/ -\ 7_’ DE BISMUTO
4 EXAMEN
Sobre agar TSI,

+——= Medio inclinado

+— Extremo amarillo, manchas negras, burbujas

4.CONFIRMACION
A. BIOQUIMICA B.SEROLOGIA

Fuente: Laura, (2017).
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ANEXO 6: Numero Mas Probable para series de diluciones.

Figura 6

Indice del Niimero Mas Probable (NMP) y limites de confianza cuando se realizan 3

tubos
Numero de tubos positivos NMP por gramo omL Indice de confianza 95%

0 1:100 1:1000 1:10 Inferior Superior
0 0 <3 <0.5 9
0 0 1 3 <0.5 13
1 1 0 3 <0.5 20
1 0 0 K 1 21
1 0 1 7 1 23
1 1 0 7 3 36
1 1 1 11 3 36
2 2 0 11 1 36
2 0 0 9 3 37
2 0 1 14 3 44
2 1 0 15 7 51
2 1 1 20 4 60
2 2 0 21 10 100
3 2 1 28 4 120
3 0 0 23 130
3 0 1 30 15 380
3 0 2 64 7 210
3 1 0 43 14 230
3 1 1 55 30 380
3 1 2 100 15 380
3 2 0 95 30 440
3 2 1 150 25 470
3 2 2 210 36 1300
3 3 0 240 71 2400
3 3 1 460 150 4800
3 3 2 1100
3 3 3 >2400

Fuente: Laura, (2017).
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ANEXO 7: Panel fotografico de la Investigacion.

Figura 7
Muestras de ensaladas crudas procedentes de los puestos de comida del

mercado Bellavista.

Fuente: Elaboracién propia

Figura 8
Muestras de ensaladas crudas procedentes de los puestos de comida del

mercado Laykakota.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 9

Serie de diluciones en caldo Tetrationato.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 10
Crecimiento de colonias para recuento de Escherichia coli en Agar Eosina Azul

de Metileno (EMB) y Salmonella sp. en Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 11

Pruebas bioquimicas para la confirmacion de Salmonella sp.

Fuente: Elaboracién propia

Figura 12

Recuento de Escherichia coli.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 13

Escherichia coli en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)

Fuente: Elaboracién propia

Figura 14

Salmonella sp. en Agar Salmonella Shigella (SS).

R

Fuente: Elaboracion propia
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CONSTANCIA

LA JEFE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO (UNA) PUNO

HACE CONSTAR:

Que la Srta. BACHILLER WENDY ALEXANDRA HANCO HUANCA, egresada de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas, Especialidad Microbiologla y Laboratorio Clinico ha realizado su
trabajo de investigacion motivo de tesis, _tit;nado: CAUDAD MICROBIOLOGICA DE
ENSALADAS FRESCAS COMPONENTES DE MENUS QUE SE EXPENDEN EN PUESTOS DE
COMIDA DE LOS MERCADOS DE BELLAVISTA Y LAYKAKOTA, PUNO 2023; ejecutando el
trabajo experimental en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos durante los meses
Octubre, Noviembre y Diciembre del afio 2023; desempefidndose con responsabilidad,
dedicacion y puntualidad.

Se expide el presente a solicitud de la interesada y para los fines convenientes.

Puno, 04 de Enero de 2024.
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