EXAMEN BACTERIOLOGICO DE HORTALIZAS EN LIMA, PERU!

Dres. Luis Cotillo Z.,> Renée de Valderrama® y Teresa Miyashino M.,

Vilma Oshino M. y Jorge Rodriguez F.

Mediante el empleo de técnicas bacteriologicas los autores
tratan de confirmar la presencia de E. coli en las hortalizas de
consumo publico en la Gran Lima y recomiendan no mezclar
las aguas de irrigacion con las de desagiie. De no ser esto
posible, las aguas de riego deberian ser previamente tratadas
para eliminar el riesgo de contaminacion.

Introduccion

Las hortalizas, en general, son vegetales que
se cultivan con fines alimentarios y forman, asi,
parte de las verduras que se consumen en la
dieta humana. En su gran variedad, pertenecen
a las plantas de tallo corto, por lo que al
encontrarse mas cerca del suelo son factibles de
contaminacién directa.

Las hortalizas de mayor consumo humano
son la lechuga, la col, el tomate, el berro, los
rabanos, el cilantro, el perejil, el apio, etc. Se
destacan mayormente aquellas que se utilizan
en la preparacion de ensaladas—lechuga,
tomates, rabanos—por consumirse crudas y, en
muchas oportunidades, abundantemente.

Contribuye a aumentar el riesgo de contami-
nacion fecal la irrigacién de las huertas con
aguas que pueden contener microorganismos
intestinales.

La falta de informacién valida sobre las
condiciones sanitarias de estos alimentos fue
otro de los factores que motivaron este trabajo,
cuyo objeto fundamental es determinar el
riesgo que implica el consumo de hortalizas de
tallo corto cultivadas en suelos contaminados.

Se han recolectado muestras de lechuga,
tomate y rabano de distintos mercados y
huertas de la Gran Lima para establecer por
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métodos bacterioldgicos
Escherichia coli.

su contenido de

Material y métodos

Medios de cultivo, reactivos para la marcha
de bacterias coliformes.
Licuadoras.

Examen bacterioldgico de hortalizas para
lechugas

1) Muestra: Recoleccién de hojas prove-
nientes de varias capas de por lo menos cuatro
lechugas.

2) Seleccion de las hojas

Preparacién de la emulsion y de las dilu-
ciones:

a) Ciibrase la superficie de una mesa con
pldstico o papeles esterilizados.

b) Deshdjese cada lechuga con una pinza
esterilizada siguiendo el orden natural de las
hojas, manteniéndolas sobre la mesa en la
misma secuencia.

c) Como se desea obtener un total aproxi-
mado de 28 hojas—el mdximo que se puede
licuar para los fines del examen—tOmese siete
hojas de cada lechuga que provenga de siete
capas distintas formadas artificialmente. Para
esto cuéntese el niimero de hojas de cada pie y
dividase entre siete; el resultado da el niimero
de hojas por capa. De cada capa tdmese aquella
cuya posicion sea la mds aproximada al punto
medio.
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d) Pésese asépticamente las hojas seleccio-
nadas y coléquense en una licuadora previa-
mente esterilizada. Agréguese agua tamponada
(pH = 7.1) estéril, enfriada a 4°C, que sea igual
a 2 veces el volumen de las hojas.

e) Lichese por tres minutos a alta velocidad,
y con la licuadora todavia en movimiento
viértase 50 ml de la emulsién en un vasito
estéril, que se pesara posteriormente.

f) Con la licuadora atn en movimiento,
pipetéese un ml de la emulsion, diluyéndola a
10! con 9 ml de agua tamponada esterilizada.
A partir de esta solucioén inicial, hdgase una
serie de diluciones decimales, también con agua
tamponada estéril (10-2;10-3;104;105; 106,
etc.). La extraccién de las porciones de la
emulsién que se pesard y diluird a 10°! debe
hacerse lo mds ripidamente posible.

3. Examen bacteriologico

a) Determinacién del nimero de bacterias
coliformes: En la investigacién de bacterias
coliformes en hortalizas se usan las mismas
técnicas empleadas para el examen de agua.

b) Determinacién de E. coli.

¢ De cada tubo de dilucién inocilese un ml
en caldo lactosado sin tubo e inciibese a 35°C
durante 24 horas (tres tubos por cada dilucién).
Se puede aprovechar la misma serie de tubos
inoculados para determinar el niimero de bacte-
rias coliformes.

® Después de inocular todos los tubos que
revelaron crecimiento bacteriano, hdgase un
repique para tubos de caldo lactosado con dcido
bérico (CLAB) y con un tubo invertido incilibese
2 43°C por 24 horas.

®* Después de esta incubacién léanse los
tubos de CLAB y obsérvense los que produ-
jeron gas. Establézcase cudntas porciones son
positivas en cada volumen inoculado y determi-
nese el NMP/g (nimero mds probable por
gramo) de E. coli en las hortalizas examinadas.

Observacion: En la investigacién de E. coli los
tubos de CLAB se incuban por 24 horas.

Si se volvieran a leer los tubos 24 horas
después de la primera incubacion, a las 48 horas
se podria obtener un mayor niimero de porcio-

nes positivas, pero, por otro lado, también
aumentaria el nimero de falsos positivos. Por
cuanto esta es la técnica para andlisis de rutina,
la incubacién deberd hacerse por 24 horas, a
menos que se haga la investigacion de los
cultivos positivos en CLAB.

¢) El NMP/g de bacterias coliformes y E.
coli se calcula en 1a forma siguiente:

Suponiendo que el examen bacteriolégico
para hortalizas hubiera revelado para E. coli:

Dilucién: 1/1 10°1, 102,103, 104, 1075, 106

Porciones
Positivas

El NMP/g de la emulsién es igual a 430,000.
Como parte del volumen medido—que es igual a
un mililitro—se debe al aire presente en la
emulsion, se necesita una conversién de la
emulsién (peso/volumen) por esto se pesa la
alicuota de 50 ml. De ah{ que si los 50 ml de la
emulsién pesaron 37.5 g, entonces 100 ml
pesarian 75 g.

Debido a que se prepar6 la emulsion con una
parte de la hortaliza y dos partes de agua
tamponada, apenas 1/3 de su peso es formado
por aquella; por lo tanto 100 ml de la emulsion
representa 25 g de hortalizas (75 g/3 - 25 g).

Para calcular el NMP/g de hortalizas se
divide el NMP de E. coli por 100 de la emulsién
por el peso de la hortaliza contenido en 100 ml:

430,000 _
25

Por tanto el NMP/g de E. coli en la hortaliza
examinada es de 17,200.

17,200

Examen bacteriolégico de hortalizas para
tomates y ribanos

1. Tejidos externos del tomate y vibano

a) Cortese con un cuchillo esterilizado y
agudo o una espitula aproximadamente 5 cm3
(2.3 por lado de la cdscara y la pulpa adya-
cente).

b) Coléquese dicha porcién en una licua-
dora esterilizada y agréguese 99 ml de agua
tamponada.
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c¢) Con la licuadora en movimiento, pipe-
téese un ml de la emulsion y efectiense
diferentes diluciones de la misma manera que se
procedio para el andlisis de las lechugas.

2. Tejidos internos:

1. Tomate

a) Humedézcase con 95 % de alcohol la
superficie de un lado de un tomate en buenas

condiciones, préndase y flaméese el mismo
lado.

b) Agujeréese la cubierta flameada con un
tubo estéril de boca amplia o la boca terminal
de un pipeta esterilizada de 10 ml y déjese salir
aproximadamente 5 ml de jugo y pulpa.

c) De estos 5 ml, sepdrese un ml de cada
uno de los tubos de caldo lactosado.

d) Incibese durante cinco dias a tempera-
tura ambiente o dos dias a 30°C y obsérvese si
hay crecimiento. Registrense los resultados.

2. Rdbano

a) Humedézcase con 95% de alcohol la
superficie de un lado de un rdbano en buenas
condiciones, préndase y flaméese completa-
mente el mismo lado.

b) Cortese la cdscara flameada aséptica-
mente con un cuchillo o espatula esterilizados.

¢) Con un segundo cuchillo aséptico cortese
una pequefla porcién de la parte interior del
fruto y coléquese en una licuadora esterilizada.
Agréguese 99 ml de agua tamponada este-
rilizada.

d) Con la licuadora en movimiento, pipe-
téese un ml de la emulsion y hdganse las
diluciones de igual forma que con las lechugas.

Esta técnica es una adaptacién de la em-
pleada para tomates, ya que no fue posible
obtener un método estindar para el examen
bacterioldgico de esta hortaliza.

Recoleccion de las muestras

Las muestras recolectadas han sido adqui-
ridas de los diferentes mercados y huertas de la
provincia de Lima.

A. Recoleccion de lechugas:

1) En mercados. Se tomaron cuatro lechu-
gas de diferentes puestos de los mercados que
constituyen una muestra motivo de analisis.

2) En huertas. Se tomaron cuatro lechugas
de diferentes zonas de cultivo.

B. Recoleccién de tomates:

1) En mercados: Se tomaron cuatro toma-
tes de diferentes puestos, de los cuales dos se
destinaron al andlisis de tejidos externos y los
otros dos al de tejidos internos.

2) En huertas. Se tomaron cuatro tomates
de diferentes zonas de cultivo, destinindose dos
de ellos al andlisis de tejidos externos y los
otros dos restantes al de tejidos internos.

C. Recoleccion de rébanos:

1) En mercados. Se compraron cuatro
atados de rdbanos de diferentes puestos, se
tomo un rdbano de cada atado, destinando dos
al andlisis de tejidos externos y los dos restantes
al de tejidos internos.

2) En huertas. Se recogieron cuatro mano-
jos de diferentes zonas de cultivo y se tomd un
réibano de cada manojo, dos de los cuales
sirvieron para el andlisis de tejidos externos y
dos para el de tejidos internos.

Resultados

La encuesta de hortalizas se realizd para
determinar la carga de bacterias indicadoras de
contaminacién fecal, siguiendo las indicaciones
de Christovao.

Esta técnica sirve principalmente para deter-
minar la E. coli como bacteria indicadora de
contaminacion fecal y el NMP/g de hortaliza de
este microorganismo.

Las muestras de hortalizas examinadas en
esta investigacion fueron 80 lechugas, 40 proce-
dentes de mercados y 40 de huertas, como lo
muestra ¢l cuadro 1. En él se puede apreciar
que de estas 10 muestras—cuatro lechugas por
cada muestra—cuatro presentaron resultados
positivos, proviniendo estas de los mercados de
Matute, Santa Clara, Mariscal Castilla y Jesis
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CUADRO 1-Examen bacterioldgico de lechugas procedentes de mercados y huertas de la ciudad de Lima, 1969.

Resultados Resultados
Mues- Mues-
tra Mercados Aislamiento NMP/g tra Huertas Aislamiento NMP/g
1 Jesils Maria Negativo 0 11 San Agustin  E. inferm. 12.12
2 Paruro Negativo 0 12 Barranco E. coli 35.68
3 Matute E. coli 1548 13 Chacra Cerro  E. coli 14.88
4 Sta. Clara E. coli 15.28 14 Chacra Cerro  E. coli 9.24
5 Mariscal Castilla Negativo 0 15 Comas Negativo 0
6 Mariscal Castilla E. coli 15.54 16 Barranco E. coli 24.00
7 Paruro Negativo 0 17 Comas E. coli 15.65
8 Sta. Clara Negativo 0 18 San Agustin  E. coli 62.35
9 Matute Negativo 0 19 Surco Negativo 0
10 Jesiis Maria E. interm. 35.57 20 Surco Negativo 0

Marfa, con 15.48;15.28;15.54 y 35.57 NMP/g,
respectivamente.

En las huertas encuestadas, las lechugas
obtenidas de San Agustin dieron resultado
positivo para E. interm y E. coli, en tanto que
las muestras adquiridas de Chacra Cerro, Ba-
rranco, Comas y San Agustin dieron resultados
positivos solo para E. coli. Una huerta de
Comas y dos de Surco dieron resultados nega-
tivos. Esto significa que de las 40 lechugas de
huertas que componen las 10 muestras exami-
nadas, siete fueron positivas. Todo esto indica
que las hojas de las lechugas cargan bacterias
intestinales.

En lo referente a tomates, para lo cual se
utilizé el método consignado por Frazer se
examinaron los tejidos externos e internos. De
las muestras procedentes de mercados los teji-
dos externos sdlo dieron resultados positivos;

en tanto que para los tejidos internos todas las
muestras procedentes de mercados fueron nega-
tivas (cuadro 2).

En relacién con los tomates provenientes de
huertas, de las muestras examinadas, s6lo una
fue positiva para los tejidos externos; el resto
resulté negativa para los tejidos internos. Esto
permite suponer que la carga de bacterias
intestinales es muy pequefia en este tipo de
hortalizas (cuadro 3).

Para el examen bacteriolégico de rdbanos se
debi6 utilizar una modificacién de la técnica
empleada para tomates, toda vez que la con-
sulta bibliogrifica no ofrecié ninguna técnica
especifica para esta hortaliza; es por ello que los
datos aqui consignados no son comparables a
los de cualquier otra investigacion realizada, ya
que las técnicas pueden diferir grandemente.

CUADRO 2—Examen bacterioldgico de tomates, procedentes de mercados de la ciudad de Lima, 1969.

Tejidos externos

Tejidos internos

M:_:S' Mercados Resultados Resultados
Alislamiento NMP/g Aislamiento NMP/g
1 Paruro Negativo 0] Negativo 0
2 Paruro Negativo 0 Negativo 0
3 Matute E. coli 21.50 Negativo 0
4 Matute Negativo 0 Negativo 0
5 Jesus Maria Negativo 0 Negativo 0
6 Jestis Maria Negativo 0 Negativo 0
7 Mariscal Castilia Negativo 0 Negativo 0
8 Mariscal Castilla Negativo 0 Negativo o]
9 Sta. Clara Negativo 0 Negativo 0
10 Sta. Clara Negativo 0 Negativo 0
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CUADRO 3—Examen bacterioldgico de tomates, procedentes de huertas de la ciudad de Lima, 1969,

Tejidos externos

Tejidos internos

Mt::s— Huertas Resultados Resultados
Aislamiento NMP/g Aislamiento NMP/g
1 Huacho Negativo 0 Negativo 0
2 Huacho Negativo 0 Negativo 0
3 Sta. Clara Negativo 0 Negativo 0
4 Sta. Clara Negativo 0 Negativo 0
5 Taboada Negativo 0 Negativo 0
6 Taboada Negativo 0 Negativo 0
7 Surco E. interm. 115 Negativo 1]
8 Surco Negativo 0 Negativo 0
9 Chacra Cerro Negativo 0 Negativo 0
10 Chacra Cerro Negativo a Negativo 0

El cuadro 4 indica que al examinar los

tejidos externos de las 10 muestras obtenidas en
los mercados, seis resultaron positivas para E.
coli; sin embargo, al analizar sus tejidos internos
ninguno evidencio la presencia de £. coll.

En el cuadro 5 se puede observar que de las
10 muestras de rdbanos procedentes de huertas,
ocho presentaron E. coli en sus tejidos externos
y ninguno en sus tejidos internos.

Los resultados hasta aqui consignados reve-
lan la presencia de un indicador de contami-
nacién fecal que puede ser bueno o malo en
relacion con la potencialidad de esta hortaliza
como portadora de microorganismos patogenos.

Esta tesis no trata de analizar las ventajas o
desventajas de E. coli como indicador de la

contaminacidn fecal, sino de demostrar que estd
presente y que de acuerdo con las normas
establecidas por la mayoria de los paises, es
indice de su contacto con materias provenientes
de evacuaciones intestinales.

Discusion

Este trabajo se ha realizado para determinar
si las hortalizas que se consumen en la Gran
Lima se encuentran contaminadas con materia
fecal. Es sabido que las aguas de irrigacién
utilizadas en las zonas de cultivo estdn contami-
nadas con aguas provenientes de desagiies, lo
que harfa casi cierta la presencia de gérmenes
intestinales, principalmente en las hortalizas de
tallo corto.

CUADRO 4—Examen bacteriologico de ribanos procedentes de mercados de la ciudad de Lima, 1969.

Tejidos externos

Tejidos internos

Mues-
tra Mercados Resultados Resultados
Aislamiento NMP/g Aislamiento NMP/g

1 Jesis Mar{a E. coli 42.00 Negativo 0]
2 Jesus Maria E. coli 42.00 Negativo 0
3 Mariscal Castilla E. coli 8.6 Negativo 0
4 Mariscal Castilla E. coli 8.6 Negativo 0
5 Matute Negativo 0 Negativo 0
6 Matute Negativo 0 Negativo 0
7 Paruro E. coli 4.6 Negativo 0
8 Paruro E. coli 4.6 Negativo 0
9 Sta. Clara Negativo 0 Negativo 0

10 Sta. Clara Negativo 0 Negativo 0

u”
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CUADRO 5—Examen bacterioldgico de ridbanos procedentes de huertas de la ciudad de Lima, 1969.
Teijidos externos Tejidos internos
Mues-
tra Huertas Resultados Resultados
Aislamiento NMP/g Aislamiento NMP/g
1 Agustino E. coli 18.6 Negativo 0
2 Agustino E. coli 18.6 Negativo 0
3 Sta. Clara E. coli 4.6 Negativo 0
4 Sta. Clara E. coli 4.6 Negativo 0
5 Surco E. coli 8.6 Negativo 0
6 Surco E. coli 8.6 Negativo 0
7 Santoyo Negativo 0 Negativo 0
8 Santoyo Negativo 0 Negativo 0
9 Palermo E. coli 4.6 Negativo 0
10 Palermo E, coli 4.6 Negativo 0

Asimismo, se deben tomar en cuenta los
manipuladores que someten las hortalizas a
diversos procesos hasta llegar al mercado, o sea
los miultiples intermediarios que intervienen en
este negocio y que podrian ser fuente de
contaminacion.

Por otra parte, estos exdmenes se han hecho
a base de trabajos extranjeros ya que los
Cddigos Sanitarios y de Alimentos disponibles
en el pafs no establecen nada sobre este
particular.

Las muestras se obtuvieron de los diferentes
mercados y huertas de los alrededores de la
ciudad de Lima destinando para los andlisis
cuatro unidades de hortalizas que constituyeron
una muestra analizada. De esta manera para
realizar las 10 muestras fue necesario adquirir
40 lechugas; de igual forma se procedié con el
examen de tomates y rabanos.

Las 40 lechugas procedentes de mercados
formaron 10 lotes de cuatro lechugas cada uno,
y al ser sometidas al examen microbiologico
cuatro lotes se encontraron positivos. Cuando
se habla de resultados positivos hay que refe-
rirse a la presencia de E. coli en la muestra
investigada. Cabe mencionar que la concentra-
cién de E. coli por gramo es muy pequefia en
todos los casos.

De los 10 lotes de lechugas provenientes de
huertas, siete presentaron resultados positivos.
Si se consideran los porcentajes de muestras
positivas se estima que 40 corresponde a mer-

cados y 60 a huertas. Estos resultados difieren
de los obtenidos por el laboratorio de la
Municipalidad de Lima que en un informe
revela que en el 50% de las muestras estudiadas
se encontraron gérmenes fecales. Esta carga de
bacterias fecales también ha sido demostrada
por Fernindez Escartin quien asevera que en
México hay un gran porcentaje de conta-
minacion fecal; Christovao sefiala, asimismo,
que en el Brasil hay un alto porcentaje de
microorganismos intestinales en las hortalizas.

Al observar los resultados obtenidos de
tomates se ve que su contenido de gérmenes
intestinales es nulo, o se trata de productos
procedentes de mercados y huertas.

Lo anterior también discrepa con la informa-
cién obtenida en el laboratorio de la Municipa-
lidad de Lima que indica que el 50% de las
muestras poseen gérmenes fecales.

Con respecto a los rdbanos el panorama
cambia en cuanto a los tejidos externos; de las
10 muestras examinadas procedentes de mer-
cados, 60% presenta gérmenes del grupo coli,
en tanto que sus tejidos internos no contienen
contaminacién fecal.

Los resultados de los andlisis practicados en
los tejidos externos de rabanos procedentes de
huertas indican que el 80 % presenta en sus
cubiertas gérmenes del grupo coli, persistiendo
los resultados negativos en sus tejidos internos.
Estos resultados estdn también en desacuerdo
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con los del laboratorio de la Municipalidad de
Lima.

Se concluye, pues, que de todas las horta-
lizas examinadas, las lechugas y rdbanos son los
que presentan gérmenes intestinales, lo que
indica que podrian ser potencialmente peligro-
sos para la salud piblica, porque al ser porta-
dores de estos indicadores de contaminacién
fecal nada impide que puedan ser portadores de
microorganismos patdgenos intestinales.

Esto permite recomendar que las aguas de
irrigacién de las huertas que se dedican al
cultivo de estas hortalizas sean aguas que no
tengan contacto con las de desagiie o, de no ser
esto posible, que las aguas de los desagiies que
se utilicen en la irrigacion de huertas sean
previamente tratadas a fin de destruir los
posibles microorganismos patogenos intestinales
que se encuentran en ellas.

Resumen

Las especies de hortalizas examinadas en
este trabajo presentan contaminacién fecal, no

especificandose si se trata de heces humanas o
animales.

El tipo de hortalizas mds frecuentemente
contaminado son las lechugas y los rdbanos, por
cuanto el primero presenta una mayor super-
ficie de contacto, mientras que los otros se
favorecen por su crecimiento en el subsuelo.

Las muestras que presentaron mayor can-
tidad de bacilos intestinales fueron aquellas
recolectadas de las huertas, cuyos resultados se
apreciaron con sus caracteristicas tipicas.

Todos los resultados obedecen a una razén
fundamental: que las aguas provenientes de los
desagiies y destinadas al regadio de las huertas
no reciben un tratamiento previo lo cual puede
realizarse por medio de una cloracién que evite
la contaminacidn de las hortalizas.

Las normas establecidas en el Ministerio de
Salud Publica no son suficientes para abarcar
este problema sanitario.(J
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Bacteriological examination of vegetables in the city of Lima (Summary)

The speciinens of vegetables examined in
this research project showed fecal contamina-
tion, but it could not be specified whether the
matter was human or animal.

The type of vegetable most frequently
found to be contaminated is the radish and the
lettuce; the latter presents a larger contact
surface while the former is encouraged by its
sub-soil growth.

The samples showing the largest number of

intestinal bacilli were those collected from
truck gardens, which always present the same
typical characteristics.

All the results have one fundamental basis:
the truck gardens are not given prior treatment,
such as can be given through chlorination thus
preventing contamination of the vegetables.

The standards established by the Ministry of
Public Health are not sufficient to cope with
this problem.

Exame bacteriologico de hortalicas na cidade de Lima (Resumo)

As espécies de hortalica examinadas neste
trabalho apresentam contaminagio fecal, nao
especificando-se trata-se de fezes humanas ou
animais.

Os tipos de hortalica mais freqiientemente
contaminados sdo a alface e os rabanetes, uma
vez que a primeira apresenta uma maior super-
ficie de contato, e o segundo pelo seu cresci-
mento no sub-solo.

As amostras que apresentaram maior quanti-
dade de bacilos intestinais foram aquelas

recolhidas das hortas, cujos resultados se
apreciaram com suas caracteristicas tipicas.

Todos os resultados obedecem a uma razao
fundamental: as hortas nio recebem um trata-
mento prévio, o qual pode ser realizado por
meio de uma cloracao que evite a contaminagao
das hortalicas.

As normas estabelecidas no Ministério de

Satide Pablica n2o sao suficientes para abarcar
éste problema sanitario.

Examen bactériologique des plantes potagéres dans la ville de Lima
{Résumé)

Les espéces de légumes examinées dans la
présente étude révélent de la contamination
fécale, sans spécifier s’il s’agit de féces humaines
ou animales.

Les sortes de légumes les plus fréquemment
contaminées sont les laitues et les radis, du fait
que les premiéres présentent une plus grande
surface de contact alors que la contamination
des autres est favorisée par leur croissance sous
terre.

Les échantillons qui ont révélé la plus grande
quantité de bacilles intestinaux ont été ceux qui

ont été recueillis dans les potagers et dont les
résultants des analyses ont été évalués avec leurs
caractéristiques typiques.

Toutes les analyses ont abouti 4 la méme
conclusion: les potagers ne font pas ’objet d’un
traitement préalable qui pourrait &tre réalisé au
moyen d’une chloration qui empéche la con-
tamination des légumes.

Les normes établies par le Ministére de la
Santé publique ne sont pas suffisantes pour
s’attaquer & ce probléme sanitaire.



