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Resumen

Este trabajo tiene por objetivo analizar la carga de contaminacién microbiana que contienen zanahorias,
tomates y remolachas, obtenidas de diversos puntos de venta en San Miguel de Tucuman. Se sospecha que los
cultivos pueden estar expuestos a contaminacion fecal por uso de aguas residuales para el riego. Por otra parte,
las técnicas de manipulaciéon contribuyen a la contaminacion de las mismas y las altas temperaturas que se
alcanzan en la ciudad pueden favorecer la multiplicacién bacteriana. El método utilizado en el andlisis es el del
Numero Mas Probable, para la determinacion de coliformes totales y fecales. Se realiza la prueba del chi cua-
drado para encontrar unarelacién en la proporcién de contaminacién de las tres verduras. Materiales: tubos de
ensayo, campanas Durham, estufa, bafo termostatico, autoclave y campana. Medios: Mac Conkey, Agua
Peptonada y EC Medio. De las muestras analizadas, el 98,15% presenta coliformes. El 50% de los tomates, el
66,7% de las zanahorias y el 55,6% de las remolachas dan positivo en la determinacion de coliformes fecales. La
proporcién de contaminacién se demuestra igual en las tres verduras. Se considera necesaria la implemen-
tacion de regulaciones de calidad mas estrictas que protejan al consumidor. Se recomienda ampliar la investi-
gacion realizando las pruebas bioquimicas para determinacion de Escherichia Coliy su tipificacién.

Palabras clave: coliformes totales, coliformes fecales, tomate, zanahoria, remolacha, nimero mas probable.

Microbiological quality of vegetables in San Miguel de Tucuman

Abstract

The aim of this scientific work is to assess the bacterial contamination load in carrots, tomatoes and beetroots
sold in San Miguel de Tucuman. This analysis arises under the assumption that vegetable crops may be exposed
to wastewater used for irrigation. Apart from that, human manipulation may contribute to increase vegetable
contamination, and high temperatures in the area can favor the proliferation of bacteria. The Most Probable
Number (MPN) technique is used to find total and fecal coliforms. Chi squared test is performed to find a
relationship in the amount of contamination of the three vegetables. Laboratory Equipment: test tubes,
Durham tubes, heater, thermostatic bath, autoclave and a laboratory hood. Broths: Mac Conkey, Peptone
Water and EC Broth. From all the analyzed samples, the 98, 15% of them reveals the presence of coliforms. 50%
of tomatoes, 66.7% of carrots and 55.6% of beetroots, have shown the existance of fecal coliforms. The
amount of contamination is proven to be the same in all three vegetables.The implementation of more
stringent regulations is considered to be necessary in order to protect consumers. Further research is
recommended for identification and characterization of Escherichia coli.

Key words: total coliforms, fecal coliforms, tomato, carrot, beetroot, most probable number.
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Introduccion

El consumo de verduras crudas contaminadas ha pro-
ducido en el pasado diversos brotes de enfermedades.
Algunos han sido atribuidos al tomate contaminado
con Salmonella y a la cebolla contaminada con
Shigella. Por otra parte, se encontraron cepas paté-
genas de Escherichia Coli, como la E. Coli entero-
hemorragica 0:157 H:7, en espinacas y cebollas.
Rivera Jacinto et al. (2009). Es por esto que toma
importancia el control de la calidad microbiolégica de
las verduras de consumo crudo, ya que al no cocinarse
a altas temperaturas, los microorganismos patégenos
prevalecen.

Se utilizan como indicadores de la calidad de los ali-
mentos al grupo bacterioldgico "coliformes", bacilos
gram negativo que fermentan la lactosa a 37°C, pro-
duciendo &cido y gas. Dentro de este grupo de micro-
organismos, se distinguen los "coliformes fecales", que
fermentan la lactosa a 44°C. Dichas bacterias forman
parte de la floraintestinal de los animales de sangre ca-
liente y de los seres humanos, por lo tanto, se encuen-
tran en sus heces. Es por esto que se consideran que re-
flejan mejor la presencia de contaminacion fecal.
Campos Pinilla (2003).

Aproximadamente el 90% del grupo de los coliformes
presentes en heces fecales, estan formados por Esche-
richia coli. Si bien la mayoria de sus cepas no son noci-
vas, algunas son enteropatdgenas y presentan distin-
tos niveles de virulencia. Puede producir infeccion de
vias urinarias, sepsis, meningitis y enfermedades dia-
rreicas. Romero Cabello (2007).

Estd demostrado que los coliformes son bacterias que
participan activamente en la alteracion de los alimen-
tos frescos, al mismo tiempo que son los mas impor-
tantes patdgenos de origen entérico transmitidos por
los alimentos. Ademas, al estar demostrado que los co-
liformes fecales provienen del tracto intestinal de
hombres y mamiferos, son los microorganismos indi-
cadores de contaminacion fecal mas valiosos para la
evaluacion higiénica de alimentos crudos o de produc-
tos que no han sido sometidos a tratamientos de ino-
cuidad, como lavado o coccion. Por ende, su presencia
indica que puede haber existido contaminacién fecal y
que el consumidor podria estar expuesto a patégenos
entéricos cuando ingiere el alimento. Mossel et al.
(2003).

Este trabajo tiene por finalidad la evaluacién de la
carga contaminante microbiolégica que contienen las

verduras en el momento en que son adquiridas por el
consumidor. Para ello, se realiza un andlisis bacterio-
l6gico de tres verduras de consumo crudo y uso coti-
diano en San Miguel de Tucuman: zanahorias, tomates
y remolachas. La determinacién experimental revela la
presencia de coliformes totales y fecales. Un resultado
positivo indica malas condiciones sanitarias. Esto
puede ser consecuencia de contaminacion fecal en el
origen, probablemente seguida de cierta multipli-
cacion debido al almacenamiento del alimento a tem-
peraturas que permiten el crecimiento de enterobac-
terias, contaminacion cruzada, o transporte y manipu-
lacién inadecuados.

Las altas temperaturas que se alcanzan en la ciudad de
San Miguel de Tucuman, sobre todo en las estaciones
mas calidas, pueden potenciar el desarrollo de los
microorganismos en los alimentos.

Las temperaturas maximas absolutas alcanzadas en la
provincia de Tucuman durante el periodo de toma de
muestras del presente trabajo se ven reflejadas en la
figura 1.
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Fig. 1 Registro de temperaturas maximas absolutas en el
periodo de muestreo Octubre 2013 a Junio 2014.

Se observa que las maximas que se alcanzan en Tucu-
man, sobre todo en los meses comprendidos entre Oc-
tubre y Enero, son superiores a 37°C, superando a
veces los 42°C. Estas son temperaturas 6ptimas para el
crecimiento de los coliformes, incluso para el desa-
rrollo de los coliformes fecales termotolerantes, que
crecen a44°C.

En cuanto a la contaminacién fecal en verduras, se
sospecha que el principal causante es el riego de los
cultivos con aguas servidas. Debido a que las sustan-
cias fertilizantes que contienen las aguas residuales
tienen un impacto muy positivo en el crecimiento de
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los cultivos, es frecuente que sean utilizadas para rie-
go. Srivastava (2003).

Estudios en Estados Unidos probaron que los agricul-
tores que utilizan aguas servidas para riego agregan
pocos o ningun fertilizante quimico a sus cultivos, ya
que el agua residual contiene alto contenido de nitro-
geno. Ayers and Westcot (1985).

Si bien esta situacion favorece al agricultor, que susti-
tuye fertilizantes quimicos costosos, por fertilizantes
naturales gratuitos provenientes de las aguas servidas;
puede significar un riesgo para el consumidor.

Muestreo

El estudio se bas6é en 54 muestras de verduras, 18
muestras de cada verdura. Todas ellas provienen de los
siguientes puntos de expendio de San Miguel de
Tucuman:

*Verduleria Rojas Paz 100

*Verduleria San Martin 4000

*Verduleria Mendoza 3100

*Supermercado VEA Avenida Mate de Luna 2850
*Verduleria Marcos Paz 300

*Verduleria Av. Gobernador del Campo 100
*Verduleria Av. Independencia 2200

*Verduleria Av. Colén 2300

*Verduleria Criséstomo Alvarez 500

*Verduleria Ayacucho 100

La toma de las muestras se mantuvo fiel al procedi-
miento de compra que realiza un consumidor. El ven-
dedor coloca con la mano la verdura en una bolsa y se
la entrega al cliente.

Las altas temperaturas que se alcanzan en la
ciudad de San Miguel de Tucuman, sobre todo en
las estaciones mas célidas, pueden potenciar el de-
sarrollo de los microorganismos en los alimentos.

Materiales y método

Los medios de cultivo utilizados son los siguientes:
* Agua Peptonada

* Caldo Mac Conkey

* EC Medio

Los demas elementos necesarios para llevar a cabo el
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procedimiento experimental son:

* Agua destilada

* Hipoclorito de sodio

*Tubos de ensayo de 20mly 30ml
* Campanas de Durham

* Erlenmeyers

* Probetas de 100 mly 250 ml
* Pipetasde 10 mly de 1 ml

* Ansa

* Bomba manual para pipetear
* Mezclador

*Tapones

*Grilla

* Balanza digital

* Mechero

* Estufa

* Bafno Termostatico

* Autoclave

* Campana

La técnica usada en esta investigacién se basa en
diluciones seriadas que miden la concentracién de un
microorganismo objetivo en una muestra a través de
un valor estimado llamado el Namero Mas Probable
(NMP). Para poder implementar el método del Nume-
ro Mas Probable, se debe asumir que las bacterias
estan distribuidas al azar en la muestra, sin formar
aglomeraciones y sin repelerse entre si. Ademas, debe
suponerse que cada tubo inoculado que contenga al
menos un microorganismo viable producird un creci-
miento detectable. Los tubos individuales de la mues-
tra se consideran independientes entre si.

En esencia, el método del NMP diluye las muestras a
un grado tal, que la siembra en los tubos puede o no
contener organismos viables. El resultado, llamese al
namero de tubos y al nUmero de tubos repicados en
cada diluciéon, permitird estimar la concentracion de
bacterias presentes en la muestra original sin diluir a
partir de una tabla estadistica. Blodgett (2010).

El procedimiento experimental comienza con la prepa-
racién de los medios de cultivo siguiendo las instruc-
ciones de los mismos, y el fraccionamiento en los tu-
bos y erlenmeyers correspondientes. Para trabajar una
muestra es necesario fraccionar las siguientes cantida-
des:

*60 ml de Agua Peptonada en un erlenmeyer.

* 6 tubos de 20 ml de capacidad con 10 ml de Mac
Conkey de simple concentracion, cada uno con cam-
panitas Durham.
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* 3 tubos de 30 ml de capacidad con 10 ml de Mac
Conkey de doble concentraciéon, cada uno con campa-
nitas Durham.

* 9 tubos de 20 ml de capacidad con 10 ml de EC
Medio cada uno con campanitas Durham.

Luego, todo el material fraccionado es esterilizado en
autoclave durante 20 minutos. Una vez que los medios
estan frios, se puede proceder a la siembra.

Esta se inicia con la colocacion de 10 g de muestra en
el agua peptonada, luego se lo deja en la estufa a 37°C
durante 30 minutos. La peptona proporciona nutrien-
tes necesarios para el desarrollo microbiano.

De entre las practicas propuestas por la técnica del
NMP, la utilizada en este trabajo consiste en sembrar 9
porciones del agua peptonada con la muestra de la
siguiente manera:

* 3 porciones de 10 ml en tubos con caldo Mac Conkey
de doble concentracién con campanitas Durham.

* 3 porciones de 1 ml en tubos con caldo Mac Conkey
de simple concentracién con campanitas Durham.

* 3 porciones de 0,1 ml en tubos con caldo Mac
Conkey de simple concentracion con campanitas
Durham.

Previo al sembrado, las pipetas son esterilizadas en la
estufaa 200°C durante dos horas.

Dichos tubos se colocan en estufa a 37°C durante 24

horas. Son positivos aquellos que presenten reaccion
de fermentacion de la lactosa y al mismo tiempo
produccién de gas. Visualmente, esto se traduce a un
viro en el color del Mac Conkey, de violetaa amarillo, y
la produccién de gas se manifiesta como burbujas
dentro de la campana de Durham. Se comparan los
resultados obtenidos con la tabla del NUmero Mas
Probable y se determina el NMP de coliformes totales
en la muestra.

A continuacién, con la ayuda de un ansa, se siembra
en EC Medio aquellos tubos que dieron resultados
positivos. Los tubos repicados son incubados en bafho
termostatico a 44°C durante 24 horas. Transcurrido
dicho periodo de tiempo, se evalla si los tubos son
positivos en funcion de la presencia de turbidez
(crecimiento bacteriano) y producciéon de gas simul-
tdneamente.

La figura 2 representa esquematicamente el proceso
desiembra.

En base al nimero de tubos positivos, se deduce el
NMP de coliformes fecales, mediante la consulta a la
tabla de NMP.

Los intervalos que define la tabla tienen un 95% de
confianza. Esto quiere decir, que, antes de que los
tubos sean inoculados, existe al menos un 95% de
probabilidades de que el intervalo de confianza
asociado con el eventual resultado encierre el
verdadero valor de la concentracién. Blodgett (2010).
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Fig. 2 Esquema de la siembra con la técnica de NMP.
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Resultados

El estudio demuestra que el 98,1% de las muestras a-
nalizadas presenta altos valores de NMP de coliformes.
Casi la totalidad de las muestras, exceptuando una
sola muestra de tomate estan contaminadas, es decir

que tienen un NMP2 3. Estos resultados estan repre-
sentados en la figura 3.

Presencia Coliformes Totales
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Fig. 3 Presencia de coliformes totales en verduras que
se expenden en San Miguel de Tucuman.

La figura 4 muestra los NMP de coliformes totales
obtenidos del andlisis, agrupados en intervalos. Evi-
dencia que una gran cantidad de muestras tienen un
NMP muy elevado.

NMP Coliformes Totales
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Fig. 4 NMP de coliformes totales agrupados en

intervalos, en verduras que se expenden en San
Miguel de Tucuman.
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Es alarmante que un porcentaje tan elevado de las
muestras estudiadas contenga valores de NMP tan al-
tos. Esto revela condiciones de inocuidad deficientes
delasverduras en cuestion.

Se encontraron también en las muestras coliformes fe-
cales, aunque en menores porcentajes que los totales.
El 57,4% de las muestras estudiadas dio positivo a la
determinacién de coliformes fecales. La figura 5 de-

talla cuantas muestras revelan un NMP2 3 de colifor-

mes fecales, lo que implica la existencia de tales bac-
terias en las muestras.
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Fig. 5 Presencia de coliformes fecales en verduras que
se expenden en San Miguel de Tucuman.

La figura 6, muestra los diferentes NMP de coliformes
fecales obtenidos agrupados en intervalos.

NMP Coliformes Fecales
N* Muestras
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Fig. 6 NMP de coliformes fecales agrupados en
intervalos, en verduras que se expenden en San
Miguel de Tucuman.
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Se evidencia que si bien hay un alto nimero de mues-
tras que estan contaminadas por coliformes fecales,
no es tan alto el nUmero de muestras que contienen
valores elevados de NMP, como sucede con los colifor-
mes totales.

Se observa que la zanahoria presenta la mayor carga
de coliformes fecales, seguida por la remolacha, y, en
ultimo lugar, el tomate.

Presentan indicadores de contaminacion fecal el 50%
de los tomates, el 66,7% de las zanahorias y el 55,6%
delas remolachas.

Se puede apreciar que, en general, las muestras de za-
nahoria presentan mayor carga microbiolégica, segui-
das por las de remolacha. Las muestras de tomate ana-
lizadas son las que revelan menores NMP de colifor-
mes.

Andlisis estadistico de los datos

Serealiz6 un analisis estadistico de los datos obtenidos
con el objetivo de determinar si la proporcion de con-
taminacién es la misma en todas las verduras. Se
utilizé la prueba del Chi Cuadrado, con un nivel de sig-
nificacién de 0,05. Se introdujeron los datos obtenidos
del estudio en el programa estadistico STATA11.

El test de hipotesis es el siguiente:

Ho: La proporcién de contaminacién es igual en todas
las verduras.

H1: La proporcién de contaminacién no es la misma en
todas las verduras.

Si el parametro obtenido "p" es mayor a 0,05, se consi-
dera vélida la hipotesis cero (Ho). Caso contrario, se la
rechazayvale la hipétesis uno (H1).

Las tablas 1 y 2 muestran los resultados obtenidos del
STATA11.

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y TECNOLOGIA

Tabla 1: Prueba del Chi Cuadrado aplicada a los resultados
obtenidos en la determinacion de Coliformes Totales en
verduras que se expenden en San Miguel de Tucuman.

Coliformes Totales

Verdura Positivo Negativo Total
Tomate 17 1 18
94,44% 5,56% 100%
Zanahoria 18 0 18
100% 0% 100%
Remolacha 18 0 18
100% 0% 100%
Total 53 1 54
98,15% 1,85% 100%

X* 2,0377 p 0,361

Tabla 2: Prueba del Chi Cuadrado aplicada a los resultados
obtenidos en la determinacion de Coliformes Fecales en
verduras que se expenden en San Miguel de Tucuman.

Coliformes Fecales

Verdura Positivo Negativo Total
Tomate 9 9 18
50% 50% 100%
Zanahoria 12 6 18
66,67% 33,33% 100%
Remolacha 10 8 18
55,56% 44,44% 100%
Total 31 23 54
57,41% 42,59% 100%

x? 1,0603 P 0,589

Los resultados revelan que no existen diferencias en la
proporcién de contaminacién, tanto de coliformes
totales como de fecales, en las tres verduras
estudiadas.

Conclusiones

Los resultados obtenidos revelan que la calidad sani-
taria de las muestras analizadas es deficiente. La pre-
sencia de coliformes en las verduras indica que existen
potentes focos de contaminacion, posiblemente en el
origen (cultivos), y/o en el transporte, manipulaciény
almacenamiento de las mismas. Como la proporcién
de contaminacion no varia de una verdura a otra, esto
nos da una idea de la fuerte incidencia que tiene la
manipulacion de las verduras en la carga bacterio-
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I6gica contaminante de las mismas.

Los altos valores de NMP obtenidos, sobre todo de co-
liformes fecales, supone una alerta, ya que un alimen-
to expuesto a contaminacion fecal, puede ser portador
de patdgenos entéricos que representen una amenaza
para la salud del consumidor.

Por lo tanto, se recomienda al consumidor aplicar me-
didas de precaucion a la hora de consumir las verduras.
Se sugiere que sean lavadas con cuidado una vez ad-
quiridas, y que se evite el contacto entre las verduras
lavadas con aquellas que no estan. Por ejemplo, no
guardar en el mismo cajon verduras limpias con a-
quellas que no lo estan, para evitar la contaminacién
cruzada. Ademas, no es recomendable usar los mis-
mos utensilios de cocina antes y después de lavarlas,
sin antes higienizarlos.

Por otra parte, se debe tener especial cuidado en las es-
taciones calidas, ya que las altas temperaturas alcan-
zadas pueden favorecer la multiplicacion de organis-
mos patdgenos, como la Escherichia Coli.

Si bien estas medidas son necesarias dadas las condi-
ciones de higiene que presentan las verduras en el mo-
mento de la venta, no son suficientes para solucionar
el problemaraiz.

Si bien el Coédigo Alimentario Argentino establece los
limites permisibles de bacterias patégenas en las ver-
duras, no hay un control estricto sobre los puntos de
venta. Los resultados obtenidos presumen la posibi-
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