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Resumen

Para analizar la calidad microbiologica en vegetales tipo hoja y la incidencia de bacterias ente-
ropatogenas se analizaron 150 muestras (50 lechugas, 50 cilantros y 50 perejiles) recolectadas en
dos supermercados de Maracaibo. Se determin6 Coliformes Totales (CT) y Escherichia coli (EC)
segun la norma COVENIN N©3276:1997; para la determinacion de bacterias enteropatogenas
(Salmonella, Aeromonas y Vibrio) se utilizaron medios de enriquecimiento y selectivos. La identi-
ficacion de especies se realizo empleando pruebas bioquimicas. En 81,33% (122/150) de las mues-
tras se obtuvieron contajes de CT entre 103-105 UFC/g. La recuperaciéon de EC fue de 10,00%. La
frecuencia de enteropatégenos fue de 28%, siendo Aeromonas el género mas aislado con un
95,91%. La mayor recuperacion de enteropatégenos se obtuvo en las muestras de cilantro
(40,00%), seguida de perejil (34,00%) y lechuga (20,00%); A. caviae fue la especie mas recupera-
da (59,18%) seguida de A. hydrophila (30,62%). Salmonella spp se recuper6 en 2 (4,08%) mues-
tras. La presencia de indicadores entéricos (CT y EC) y de bacterias enteropatdgenas sugiere que
los vegetales tipo hoja presentan una inadecuada calidad sanitaria y pueden ser fuente de gas-
troenteritis.

Palabras clave: vegetales tipo hoja, coliformes totales, calidad microbiologica, E. coli, bac-
terias enteropatogenas, Aeromonas.
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Abstract

To analyze the microbiological quality of leaf vegetables and the incidence of enteropatho-
genic bacteria, 150 samples (50 lettuce, 50 coriander and 50 parsley) collected in two supermar-
kets in Maracaibo, were studied. Total coliforms (TC) and Escherichia coli (EC) according to
COVENIN guideline N° 3276: 1997, were determined; for the identification of enteropathogenic
bacteria (Salmonella, Aeromonas, Vibrio), enrichment and selective media were used. Species
identification was made using biochemical tests. In 81.33% (122/150) of the samples obtained, TC
counts were between 103-105 CFU/g. EC recovery was 10.00%. The frequency of enteropathogens
was 28%, with Aeromonas the most isolated genus (95.91%). Greater recovery of enteropathogens
was obtained from coriander (40.00%), followed by the parsley (34.00%) and lettuce samples
(20.00%); A. caviae was the most recovered specie (59.18%) followed by A. hydrophila (30,62%).
Salmonella spp were recovered in 2 samples (4.08%). The presence of enteric indicators (TC and
EC) and enteropathogenic bacteria suggests that the sanitary condition of the leafy vegetables is
inadequate and can be a source of gastroenteritis.

Key words: Leaf vegetable, total coliforms, microbiological quality, E. coli, enteropathoge-

nic bacteria, Aeromonas.

Introduccion

El consumo de hortalizas es vital para la
salud humana puesto que poseen innumera-
bles propiedades alimenticias, son fuente
inagotable de vitaminas, minerales, fibra y
energia (1); y pueden contribuir de alguna
forma con la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y gastrointestinales (2-4).
Sin embargo, por sus caracteristicas fisicas y
de cultivo, estos productos estan expuestos a
contaminacién de tipo biologica y quimica,
constituyendo un riesgo para la adquisicion
de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA).

Las ETA son consideradas como un pro-
blema de salud puablica a escala mundial,
siendo el agua y los alimentos las principales
fuentes de enfermedades entéricas agudas.
El Centro de Control y Prevencion de Enfer-
medades (CDC), ha estimado 76 millones de
casos al ano en Estados Unidos, con 5.000
muertos. En paises en desarrollo, se estima
en 2 millones de ninos la mortalidad por en-
fermedades diarreicas causadas por alimen-
tos y agua contaminada (5). En el continente

americano figuran entre las primeras causas
de morbilidad en menores de 5 anos, con una
incidencia promedio de cuatro episodios dia-
rreicos anuales por nifo (6). Estas enferme-
dades tipicamente son causadas por microor-
ganismos y/o sus toxinas y la mayoria se ma-
nifiestan como cuadros gastrointestinales,
que varian en gravedad y duracion.

En Venezuela, segiin un informe epide-
miologico emitido por el Ministerio del Poder
Popular para la Salud (7), durante el afio
2008, se detectaron, investigaron y reporta-
ron 42 brotes de ETA (datos provisionales),
involucrando un total de 1058 casos. Sélo
35,7% de los brotes fueron confirmados por
laboratorio.

Una variedad de bacterias han sido im-
plicadas en brotes ETA asociadas con el con-
sumo de hortalizas frescas, tomate, perejil,
lechuga, espinacas, celery y tomate (8-11).

Los principales microorganismos pato-
genos involucrados en brotes de ETA son Es-
cherichia coli 0157:H7, Salmonella y Listeria
monocytogenes. Shigella spp también se han
asociado a brotes de enfermedades por con-
sumo de diversas variedades de lechuga (8).
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Ademas, se ha documentado la presencia de
Aeromonas en una variedad de vegetales
frescos incluyendo alfalfa, brocoli, coliflor,
lechuga, cilantro, perejil y espinacas (12, 13).

Tomando en cuenta que los vegetales
frescos forman parte esencial de la dieta hu-
mana y ademas pueden estar asociados con la
transmision de microorganismos patogenos,
el objetivo de esta investigacion fue evaluar la
calidad microbiologica y la presencia de bacte-
rias enteropatogenas (Salmonella Aeromo-
nas y Vibrio) en vegetales tipo hoja que se ex-
penden en dos supermercados de la localidad.

Materiales y Métodos

Se analiz6 un total de 150 muestras (50
lechugas, 50 cilantros y 50 perejiles), adqui-
ridas en dos supermercados de Maracaibo
(75 del supermercado Ay 75 del supermerca-
do B). Las muestras fueron recolectadas al
azar, colocadas asépticamente en bolsas plas-
ticas estériles y transportadas en condiciones
de refrigeracion al laboratorio de la Catedra
de Bacteriologia de la Escuela de Bioanalisis
de la Universidad del Zulia, para su procesa-
miento bacteriologico.

Las muestras se prepararon siguiendo
las recomendaciones establecidas por la Co-
mision Venezolana de Normas Industriales
(COVENIN) en la normativa N°1126-89 (14)
la cual se describe brevemente a continua-
cion.

Se homogenizaron 25 gramos de cada
muestra, con la ayuda un Stomacher 80®, en
225 mL de agua peptonada al 0,1%. Poste-
riormente, se prepararon las respectivas di-
luciones y se procedi6 a la determinacién de
Coliformes Totales (CT) y Escherichia coli
(EC), mediante la técnica de Petrifilm. Nor-
ma COVENIN N°3276-1997 (15). El recuento
de CT y E. coli se expres6 como UFC/g de
muestra.
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Para la investigacion de Aeromonas y
Vibrio, se procedi6é a pesar 25 gramos de
muestra, homogeneizada con la ayuda de un
Stomacher 80®, en 225 mL de agua peptona-
da alcalina pH 8,6 (medio de enriquecimien-
to). Se incub6 por 24 horas a 35°C; luego se
inocularon los siguientes medios selectivos:
agar ampicilina almidén y agar D’Nasa azul
de toluidina-ampicilina (Aeromonas) y tio-
sulfato citrato bilis sucrosa (Vibrio) (16). La
identificacion bioquimica de los aislamientos
se realiz6 segin la metodologia descrita por
Abbott y col. (17).

El aislamiento e identificacion de Sal-
monella se realiz6 segin las recomendacio-
nes de la Comision Venezolana de Normas
Industrial (COVENIN). Deteccion de Salmo-
nella 1291-1988 (18).

El analisis estadistico de los datos fue
realizado utilizando el paquete estadistico
SPSS (Stadistical Products of services Solu-
tions), version 10.5 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, Estados Unidos). El analisis de
asociacion entre tipo de expendio y tipo de
vegetal se realizé6 mediante tablas de contin-
gencia y célculo del estadistico chi cuadrado
(nivel de significancia 0,05). A fin de compa-
rar las proporciones de muestras positivas
para Aeromonas en cada vegetal se aplico la
prueba de Kruskal-Wallis, con un nivel de
significancia de 0,05.

Resultados

De las 150 muestras de vegetales frescos
tipo hoja analizadas, 122 (81,33%) presenta-
ron contajes de coliformes totales (CT) entre
103-105 UFC/g; mientras que en 28 especi-
menes (18,67%) se obtuvo recuentos meno-
res de 102 UFC/g (datos no mostrados). Aun-
que muchas normas internacionales no con-
sideran los coliformes totales dentro de los
grupos microbianos utilizados como criterios
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para evaluar la calidad microbiologica de ve-
getales frescos, algunos autores han referido
que contajes elevados de estos microorganis-
mos, como los encontrados en los vegetales
analizados, se relacionan con falta de higiene
en los alimentos (19).

La Tabla 1 representa los niveles de CT
obtenidos en las muestras de vegetales tipo
hoja. En relaciéon con el rango de CT entre
103-105 UFC/g obtenido en las muestras de
lechuga, se puede apreciar que el mayor por-
centaje de recuperacion se obtuvo en el su-
permercado B (68%), encontrandose una di-
ferencia estadisticamente significativa (p<
0,05) con respecto al supermercado A; no asi,
para los especimenes de cilantro y perejil; en
los cuales no hubo diferencia significativa
(p> 0.05). Ademas, se puede observar que las
muestras de cilantro y perejil con rango de
CT entre 103-105 UFC/g, fueron significativa-
mente superiores a las obtenidas en las le-
chugas (p<0,05).

El porcentaje de aislamiento de E. coli
(EC) en las muestras de vegetales analizadas
fue de 10,00% (15/150). De las 50 muestras
de lechuga solo una, proveniente del super-
mercado B, presento niveles de EC de 1x103
UFC/g. Mientras que en cilantro se recupera-
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ron 8 muestras (5 del supermercado Ay 3 del
supermercado B) con rango entre 103-104
UFC/g. En los especimenes de perejil se ob-
tuvieron 6 muestras (3 en cada supermerca-
do) con contajes de EC entre 103-104UFC/g
(datos no mostrados).

De las 150 muestras de vegetales tipo
hojas analizadas 42 (28,00%) resultaron po-
sitivas para bacterias enteropatogenas; en 35
de estas se aislé solo un microorganismo,
mientras que en 7 especimenes se recupera-
ron 2 enteropatogenos (Grafico 1). La distri-
buciéon de muestras positivas de acuerdo al
expendio fue de 23 para el supermercado Ay
19 para el supermercado B. De acuerdo al
tipo de vegetal la ocurrencia de muestras po-
sitivas para enteropatogenos fue la siguiente:
lechuga (9), cilantro (20) y perejil (13).

La frecuencia de aislamiento de bacterias
enteropatogenas en vegetales tipo hojas se ob-
serva en el Grafico 2. Las especies de Aeromo-
nas constituyeron los microorganismos mas
frecuentemente aislados. So6lo se obtuvo dos
aislamientos de Salmonella. Ademaés se recu-
perd una cepa de V. furnisii, no obstante la
asociacion de este microorganismo con gas-
troenteritis no ha sido ampliamente docu-
mentada, sin embargo ha sido aislado de pa-

Tabla 1. Rango de coliformes totales en muestras de vegetales tipo hoja.

Tipo de Vegetal Supermercado
A B
UFC/G N (%) UFC/G N (%)
<1x102 14(56) <1x102 8(32)
Lechuga
1x103-3X105 112(44) 1x103-8x105 17°(68)
. <1x102 2(8) <1x102 1(4)
Cilantro
11X103-37%X105 23%(92) 6x103-23x105 24%(96)
. <1x102 1(4) <1x102 2(8)
Perejil
8x103-16x105 242(96) 4%103-26X105 233(92)

Numero de muestras=150.

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (p<0,05).
Letras iguales en una misma fila indican que no existen diferencias significativas (p>0,05).
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Grafico 1. Porcentaje de positividad para
enteropatdgenos en muestras de
vegetales tipo hoja.
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B A. caviae
A. veronii biovar veronii
W A. veronii biovar sobria

O A. hydrophila
B Salmonella spp

Grafico 2. Frecuencia de aislamiento de
bacterias enteropatogenas en
vegetales tipo hoja.

cientes con gastroenteritis aguda al menos en
dos brotes de intoxicacion alimentaria y de las
heces de un lactante de un mes de vida (20).
La Tabla 2 muestra la distribuciéon de
Aeromonas spp segun el expendio y el tipo de
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vegetal. En las 23 muestras positivas prove-
nientes del supermercado A se obtuvieron las
siguientes especies de Aeromonas: 17 A. ca-
viaey 8 A. hydrophila. En el supermercado B
se recuperaron 12 A. caviae, 7 A. hydrophila,
2 A. veronii biovar veronii y 1 A. veronii bio-
var sobria. El aislamiento de Aeromonas se-
gan el expendio no resulté estadisticamente
significativa (p>0,05). En este estudio, la dis-
tribucion de especies de Aeromonas segin el
tipo de vegetales fue la siguiente: en las
muestras de cilantro se obtuvieron 15 A. ca-
viaey 5 A. hydrophila. En los perejiles se re-
cuperaron 9 A. caviae y 8 A. hydrophila;
mientras que en las lechugas la distribucién
fue de 5 A. caviae, 2 A. hydrophila, 2 A. vero-
nii biovar veronii y 1 A. veronii biovar so-
bria, diferencias que resultaron estadistica-
mente significativas (p<0,05) entre las
muestras de cilantro y perejil con respecto a
las muestras de lechuga.

Discusion

Un elevado porcentaje de las muestras
de vegetales estudiadas (81,33%) presenta-
ron recuentos de CT totales entre 103-105
UFC/g; esta elevada carga microbiana indica
que estos alimentos pueden representar una
fuente potencial de microorganismos patoge-
nos. En otros paises latinoamericanos, diver-

Tabla 2. Muestras positivas para Aeromonas spp segin expendio y tipo de vegetal.

Expendio Positivas Negativas Total
N % N % N %

Supermercado 1 23 30,7 52 69,3 75 100,0
Supermercado 2 19 25,3 56 74,7 75 100,0
Vegetal

Cilantro 20 40,0 30 60,0 50 100,0
Lechuga 10 20,0 40 80,0 50 100,0
Perejil 17 34,0 33 66,0 50 100,0

Numero de muestras=150.
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sos investigadores (4, 21-24) han realizado
contajes de CT en estudios dirigidos a evaluar
la calidad microbiologica de vegetales de
consumo frescos y reportan contajes que os-
cilan entre 103-109 NMP/g. Por otra parte,
Mukherjeey col. (25), en un estudio realizado
en Minnesota, report6 un recuento promedio
de CT de 102 NMP/g en frutas y verduras

La contaminacion de hortalizas puede
ser consecuencia de irrigacion con agua conta-
minada con heces de humanos o de animales,
uso de abonos organicos como estiércol, omi-
sion o desconocimiento de las condiciones sa-
nitarias basicas de manipulaciéon, asi como
deficiente calidad sanitaria del agua utilizada
para lavar los vegetales cosechados (1, 26).

Investigadores nacionales e internacio-
nales han recuperado EC de una gran varie-
dad de alimentos de consumo fresco, con un
amplio rango de recuperacion. Gonzalez, A.y
col. (22) recuperaron EC en 10,00% de 150
muestras analizadas, estos resultados pue-
den compararse con los obtenidos en esta in-
vestigacion. No obstante, Sagoo y col. (27)
comunicaron una baja frecuencia de EC
(1,50%) en vegetales frescos listos para el
consumo con niveles de 102 UFC/g. Otros au-
tores reportan niveles de EC superiores a los
encontrados en este estudio. Curtis y col.
(28): Ginestre (23) Monge y col. (4) y
Mukherjee y col. (25) encontraron porcenta-
jes de 76,22%, 52,00%, 42,00% y 22,40%
respectivamente. De igual manera Lopez y
col. (24) y Rivera-Jacinto y col. (21) han re-
portado EC en més de un 30% de muestras de
vegetales.

En Venezuela no existen normas que re-
gulen estos alimentos desde el punto de vista
microbioldgico. A nivel internacional la guia
microbiologica PHLS (Advisory Committee
for Food and Dairy Products) toma como re-
ferencia criterios establecidos para EC para
clasificar los vegetales en 3 categorias de
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acuerdo con los niveles de contaminacion:
satisfactorio (<20 UFC/g), aceptable de
(20-<102 UFC/g) e insatisfactorio de (=102
UFC/g) (29). En atencion a estos criterios,
los resultados de este estudio reflejan que
90,00% (135/150) de los vegetales fueron sa-
tisfactorios y 10,00% (15/150) insatisfacto-
rios.

En esta investigacion, 28,00% (42/150)
de las muestras fueron positividad para bac-
terias enteropatogenas, siendo las especies
de Aeromonas las mas aisladas (95,91%), lo
cual coincide con los estudios de Guevara y
col. (30), quienes reportaron 100% de aisla-
miento en productos de vegetales crudos y
ensaladas de vegetales con minimo procesa-
miento.

Otras investigaciones reflejan un am-
plio rango de recuperacion de Aeromonas
spp en diversos vegetales frescos. Asi, Rodri-
guez y col. (31) encontraron 55,34% en vege-
tales empacados en bolsas de polipropileno.
Ariasy col. (32) y Callister y col. (33) reporta-
ron 42,70% y 31,30% de positividad para este
microorganismo. Otros autores informan
porcentajes de aislamientos mas bajos que
oscilan entre 19%-28% (34-37). De igual for-
ma, Beuchat (12) obtuvo porcentajes de posi-
tividad para Aeromonas de 6,10% en ensala-
das de vegetales y 5,20% en espinacas.

A. caviae fue la especie méas frecuente-
mente aislada, con un porcentaje de recupe-
racion de 59,18% (29/49). A. hydrophila se
aislé en 30,62% (15/49). Este predominio de
A. caviae sobre A. hydrophila coincide con
los estudios publicados por otros investiga-
dores (30-31,35), en los cuales se refleja un
notable predominio de A. caviae sobre A.
hydrophila. Sin embargo, contrastan con lo
publicado por Brion y col. (34), quienes re-
portan un mayor porcentaje de aislamiento
de A. hydophila (82,60%) sobre A. caviae
(8,70%).
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A. caviae fue aislada con mayor frecuen-
cia en muestras de cilantro (75,00%) y perejil
(52,94%), en comparaciéon con los especime-
nes de lechuga, en los cuales la recuperaciéon
fue notablemente inferior (21,27%). Esta di-
ferencia de aislamiento entre los vegetales
analizados puede estar relacionada con di-
versos factores, tales como; la adherencia del
microorganismo a la estructura del vegetal, el
contacto directo de las hojas con el aire, el
suelo y el agua, la irrigacion de los vegetales
con aguas no tratadas, la sustitucion de ferti-
lizantes quimicos por estiércol, las heces de
los animales, la manipulacion por los traba-
jadores, las técnicas de cosecha, las condicio-
nes de transporte y la temperatura de alma-
cenamiento inapropiada.

Salmonella constituye un gran proble-
ma de salud publica, tanto por la morbimor-
talidad debida a gastroenteritis y fiebres en-
téricas, como por las repercusiones econémi-
cas que conlleva, principalmente en la indus-
tria avicola. En esta investigacion se aislaron
solo dos cepas de Salmonella (4.08%), resul-
tados similares a los obtenidos por Vasquez y
col. (38) y Arias & Antillon (32) quienes re-
portaron 3,10% y 2,00% de aislamientos de
Salmonella spp en hortalizas y ensaladas tipo
buffet, respectivamente. A diferencia de Mu-
fioz (39) quien aisl6 este microorganismo en
un 20, 00% en verduras. Esta notable dife-
rencia de aislamiento de Salmonella en vege-
tales parece estar relacionada con varios fac-
tores: la flora competitiva que retarda su cre-
cimiento, pH &cido, baja disponibilidad de
azucares, baja concentracion del microorga-
nismo, dafio celular como consecuencia del
procesamiento del alimento (40). Ademas, la
presencia de flagelos parece necesaria para
que Salmonella pueda adherirse a las hojas
de los vegetales.
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Los resultados de este estudio reflejan
una elevada contaminacion de los vegetales
tipo hoja analizados por coliformes y especies
de Aeromonas; de alli la necesidad de consi-
derar estos alimentos como un factor de ries-
go parala adquisicion de ETA. Porlo tanto, se
deben establecer criterios microbiolégicos
que indiquen los valores maximos admisibles
de estos microorganismos en vegetales fres-
cos, a fin de garantizar su inocuidad para los
consumidores.
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