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Préologo

Pocas manifestaciones de la vida moderna en nuestras ciudades de América Latina
han tenido tanta repercusion en el diario vivir de su poblacién y han sido objeto de tanta

polémica como la venta de alimentos en las vias publicas.

Un aspecto indiscutible en relacién con la venta callejera de alimentos, es el riesgo
potencial de causar enfermedad en la poblacién por las dificultades que entrafia su
preparacion y venta en condiciones de inocuidad, frente a lo cual la epidemia de célera que
afecto a nuestra Region, acrecentd la crisis de confianza en cuanto a la calidad de estos

alimentos.

Considerando que una oportunidad de investigar la eventual prevalencia de célera
en los alimentos callejeros en ciudades de América Latina, podria facilitar el conocimiento
de Ja situacion de los mismos respecto de su contaminacién por otros patégenos
reconocidos en alimentos, la Organizacién Panamericana de la Salud, en colaboracién con

sus Estados Miembros, decidié la realizacion del presente estudio.

Con sus resultados, esperamos brindar un aporte al conocimiento cientifico no sofo
los aspectos puramente biolégicos relacionados con la calidad sanitaria de alimentos
vendidos en las vias publicas, sino aquellos de orden social y econémico que puedan
contribuir a una mejor formulacion de las acciones de intervencién tendientes a corregir la
problematica de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). Ademds, se espera
que la metodologia analitica, estandarizada para la busqueda e identificacién de los
microorganismos estudiados y el programa de garantia de calidad que se preparo

especialmente para el estudio, sean utiles en la conduccién futura de trabajos similares.

George A. O. Alleyne
Director






CONTAMINACION MICROBIANA DE LOS ALIMENTOS VENDIDOS EN LA ViA PUBLICA
EN CIUDADES DE AMERICA LATINA Y CARACTERISTICAS SOCIO-ECONOMICAS DE
SUS VENDEDORES Y CONSUMIDORES

1. RESUMEN

Se evalud la contaminacion microbiana de los alimentos vendidos en la via publica
de La Paz-Bolivia, Santafé de Bogot4-Colombia, Quito-Ecuador, Lima-Pert, Santo Domingo-
Republica Dominicana, Ciudad de Guatemala-Guatemala, Ciudad de México y Culiacan-
México. Fueron analizadas 2433 muestras para investigar la existencia de Vibrio cholerae,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Clostridium perfringens en nimero préximo del
necesario para producir enfermedad, ademas de la presencia de Sa/monella y Escherichia
coli 0157:H7 en 25 g de muestra. El conteo de organismos coliformes fecales fue también
incluido, como indicador de contaminacion de origen fecal. Se seleccionaron los alimentos
listos para servir de mayor consumo en cada ciudad, agrupandose en alimentos a base de
carnes, frutas y verduras, granos y cereales, dulces, productos lacteos, jugos naturales,
helados y pescados y mariscos. Las determinaciones se realizaron bajo control de calidad,
después de la capacitacion in situ del personal de los laboratorios colaboradores, en las
metodologias seleccionadas para la evaluacién microbiolégica. Ademas, en cada ciudad
se encuesto a 300 vendedores y igual nimero de consumidores, a fin de permitir conocer
aspectos sanitarios de los locales y caracteristicas socio-econémicas de vendedores y
consumidores. Entre los microorganismos estudiados, el S. aureus demostré un riesgo
porcentualmente mayor de contaminar los alimentos, registrdndose su presencia en 8,42%,
con variacién entre las ciudades y entre los grupos de alimentos. El B. cereus estuvo
presente en 7,89% vy el C. perfringens en 5,07%, en tanto que el V. cholerae no se
encontré presente en ninguna de las muestras, en nimero suficiente para producir la
enfermedad. Se demostrd la presencia de Sa/monella en 0,95% de las muestras y se
confirmé la presencia de £. col/i 0157:H7 en una muestra, como primer hallazgo de este
patdgeno emergente en alimentos callejeros. Las condiciones higiénicas deficientes en que
se expenden estos productos y los habitos de vendedores y consumidores sugieren un
riesgo evidente de las ventas de alimentos en las calles para causar enfermedades
transmitidas por alimentos en la regién y demanda intensa accién de las autoridades y la
comunidad para prevenirlas.
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2. INTRODUCCION

Las dificultades econémicas que enfrentan los paises del Tercer Mundo conllevan
un deterioro de las condiciones socioeconémicas en las poblaciones de bajos ingresos y de
las que habitan en las areas rurales, promoviendo un creciente movimiento migratorio hacia
los centros urbanos.

La limitada oferta de trabajo de los centros urbanos junto a la falta de capacitacién
calificada y las necesidades de supervivencia, lleva a estas poblaciones a buscar
alternativas para la obtencién de ingresos econdmicos, una de las cuales encuentran en el
comercio informal, incluida la venta de alimentos.

Esta actividad, al tiempo que satisface la necesidad de obtencién de comidas
rapidas de bajo costo junto al lugar de trabajo, especialmente por la poblacion de mas bajos
ingresos, presenta beneficio adicional de satisfacer tradiciones de consumo de alimentos
tipicos y una alternativa para derivar el sustento a miles de personas (7, 2).

Asi mismo esta actividad es una caracteristica importante del estilo de vida en la
mayoria de los paises de América Latina y constituye un factor socio-econdémico importante
gque moviliza gran cantidad de recursos y emplea cantidades considerables de personas,
ayudando a disminuir los niveles de pobreza y marginalidad.

A pesar de las ventajas conocidas del comercio informal de alimentos, durante la
elaboracién pueden ocurrir riesgos para la salud de la poblacién toda vez que en la mavyoria
de los casos, los alimentos son preparados por personas sin la capacitacidn para su
adecuada manipulacién que lo hacen en condiciones precarias de higiene.

La escasa calidad nutritiva de los alimentos, los bajos valores proteicos de la dieta,
y la insuficiente disponibilidad de alimentos para la poblacién son factores predisponentes
a cuadros diarréicos agudos originados por las Enfermedades Transmitidas por los
Alimentos - ETA (3) que estéan relacionados con altas tasas de mortalidad infantil, baja
productividad en el trabajo y disminucién de la capacidad de aprendizaje.

A pesar de no existir informacion adecuada sobre el papel que desempefian los
alimentos vendidos en la via publica en relacién con la incidencia de las ETA en los paises
de América Latina, se considera que las comunidades que tienen malas condiciones de
higiene y habitan areas climaticas con predominio de altas temperaturas, estan bajo un
mayor riesgo de contraer algunas enfermedades como la salmonelosis (3).

Estudios realizados en Ameérica Latina han revelado que gran porcentaje de los
vendedores ambulantes no cuentan con un sistema de abastecimiento de agua de buena
calidad, ni en cantidad suficiente para las necesidades diarias, siendo comun la reutilizacién
del agua para el lavado de utensilios (4), 1as manos y las superficies de trabajo entre otras,
situacion que la convierte en fuente de contaminacién al facilitar la proliferacién de
microorganismos.
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La no aplicacién de buenas practicas higiénicas por parte de quienes preparan y
manipulan alimentos, que en algunos casos pueden ser portadores asintométicos de
microorganismos patégenos (5) o que pueden llevarlos del medio ambiente al alimento,
aumenta el riesgo de contraer enfermedades.

La deficiente calidad higiénica de las materias primas frecuentemente utilizadas en
la preparacién de estos alimentos y su inadecuada conservacién (tiempo/temperatura de
almacenamiento) aumentan ain mas el riesgo de que se produzcan ETA (5).

Al evaluar la calidad microbiolégica de alimentos vendidos en vias publicas, es
necesario tomar en consideracién factores como la calidad higiénica de las materias primas
utilizadas en su preparacién, practicas de manipulacién inadecuada que permiten la
contaminacion cruzada, volumen de comercializacién de los mismos y nimero de personas
que los consumen diariamente. Ademds, los factores requeridos por los microorganismos
responsables de brotes de ETA para su multiplicacion o para la produccién de toxinas tales
corno temperatura, uso de un substrato rico en elementos nutritivos, actividad acuosa (a,,),
pH, potencial redox (Eh), grado de salinidad, etc. (3, 6), se hallan presentes en los
alimentos preparados y comercializados en esas condiciones. Asi, pues, es de suponer que
estos alimentos son potencialmente causas importantes de enfermedades gastrointestinales
y otras de mayor gravedad.

Teniendo en cuenta el distinto rol que los alimentos comercializados en la via
publica juegan en diferentes ciudades de América Latina, fueron elegidas las ciudades de
Santo Domingo-Republica Dominicana, Ciudad de México y Culiacan-México, Ciudad de
Guatemala-Guatemala, Santafé de Bogota-Colombia, Quito-Ecuador, Lima-Pert y La Paz-
Bolivia, como representantes de las ciudades en donde la venta callejera de alimentos es
importante desde el punto de vista socio-econdémico y cultural.

3. REVISION DE LA LITERATURA

Para la evaluacion del riesgo para los consumidores de alimentos comercializados
en la via publica se han considerado los microorganismos de mayor prevalencia en diversas
regiones del mundo y los que han emergido o re-emergido como patégenos importantes en
los dltimos afnos. Por este motivo, se ha investigado la presencia o cuantificado el niimero
de células del Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium
perfringens, Salmonella, organismos coliformes de origen fecal y Escherichia coli 0157:H7.

3.1 Vibrio cholerae

A raiz de las epidemias de célera que aparecieron en varios paises de América
Latina a partir de 1991, este microorganismo comenzé a tener una importancia
inusitada como patégeno potencial en algunos alimentos y los primeros estudios
realizados en algunos de los paises afectados, revelaron la posibilidad de transmitir
la enfermedad a la poblacién por el consumo de comidas, especialmente aquellas
vendidas en via publica.

El V. cholerae se caracteriza como un bastonete recto o curvo, Gram negativo,
oxidasa y catalasa positivas, no esporulado, que fermenta la glucosa sin produccién
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de gas, con crecimiento no dependiente de la presencia de Na*, moévil por flagelo
polar (3), aerébico facultativo y que muestra crecimiento exuberante en condiciones
de alcalinidad (7).

El habitat natural del vibrién colérico es el ambiente acudtico, estuarios y aguas
dulces de clima templado (3).

El V. cholerae serogrupo O1 es el microorganismo responsable de las epidemias de
célera (6). Este serogrupo se divide en tres serotipos: Ogawa, Inaba e Hikojima (8).
Esos serotipos pueden pertenecer al biovar clasico, que produce una enfermedad
muy grave, o al biovar El Tor, responsable de la mayoria de los casos de cdlera en
el mundo y que se caracteriza por producir infecciones de menor severidad (3).

El célera presenta un periodo de incubacién de 6 h a 5 d y se caracteriza por causar
diarrea de severidad variable (segun el biotipo), heces acuosas (aspecto de agua de
arroz), y puede conllevar a perdidas de liquidos en volimenes de mas de 1 litro/h.
En los casos mas graves, la perdida masiva de fluidos y electrélitos puede llevar
al choque hipovolémico, acidosis metabdlica, colapso circulatorio (8) y muerte en
16 a 18 h, si no se hace rehidratacion oportuna (5). Las tasas de mortalidad varian
del 0%, en las regiones mas desarrolladas, al 30% en las naciones menos
desarrolladas, en donde el diagnéstico y tratamiento pueden tardar (3).

La via fecal-oral es la principal para la transmision del V. cholerae (7, 9), en
especial por la ingestién de agua contaminada por heces de portadores humanos
(4, 7, 10) y por alimentos contaminados que juegan un importante rol en la difusién
del colera (3, 8). Personas enfermas y convalecientes de célera eliminan por las
heces un gran numero de V. cholerae, contribuyendo a la diseminacién de la
enfermedad (7).

La ingestion de dosis de 108 UFC de V. cholerae por personas con acidez estomacal
normal y de 10* UFC por personas con acidez gastrica neutralizada, es suficiente
para producir el cuadro colérico (117).

Cepas de V. cholerae pertenecientes a serogrupos diferentes del O1, que no
aglutinan frente al suero anti-O1, se denominan " V. cholerae no 01" o " V. cholerae
no aglutinante” (NAG) (3, 6, 7, 9) y pueden causar enfermedad diarréica no
epidémica semejante al cdlera (10, 12). Los vibriones no O1 solo por casualidad
producen la toxina colérica y la enfermedad correspondiente (73/.

Con base en varios autores, se han elaborado (3} un listado de los factores de
patogenicidad de los serogrupos 01 y "no O1" del V. cholerae, los cuales se
relacionan con la produccién de toxinas: una de esas toxinas, la "Colera Toxina"
(CT), es una potente enterotoxina capaz de causar diarrea con la administracién oral
de una dosis de solamente 5 ug; las demas son toxinas que producen tanto las
cepas de V. cholerae O1 CT-positivas como las CT-negativas (distinta naturaleza
antigénica, receptores y mecanismo de accién diferentes de la CT), y que recibieron
la denominacién genérica de "nuevas toxinas coléricas" (NCT); la hemolisina (NAG-
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3.2

rTDH) que producen las cepas de V. cholerae no O1; la toxina termoestable similar
a la toxina termoestable de la £. coli enterotoxigenica (NAG-ST); una toxina con
funcién inhibidora del canal de sodio, similar a la tetrodotoxina que producen los
vibrios mutantes CT-negativos; y una toxina similar a la Shiga toxina de la Shigella
dysenteriae.

Algunos grupos de alimentos pueden venir contaminados con esa bacteria desde
su origen, si se tiene en cuenta que su presencia ha de considerarse normal en
determinados ambientes acuéticos, lo mismo puede suceder con verduras y otras
legumbres en cuyo cultivo se utilizan heces como fertilizante o aguas residuales
para su regadio (7), o pueden aun contaminarse durante la preparacién y/o
manipulacién por portadores con héabitos higiénicos deficientes.

Casi todos los alimentos, incluidos los platos répidos para consumo, pueden ser
contaminados o recontaminados por contacto con el agua, por contaminaciéon
cruzada en el ambiente de su manipulacién a través del flujo de productos crudos
simultdneamente con productos cocidos, aderezos de platos rapidos, una
manipulacién inadecuada, superficies de trabajo y utensilios, entre otros.

Las observaciones sobre la capacidad de multiplicacién rapida del V. cholerae a
temperatura ambiente en productos tales como las ensaladas de legumbres cocidas,
con o sin mayonesa y condimentos similares, arroz con carne, pescado cocido y/o
marinado con jugo de limén (cebiche) y masas alimenticias preparadas (4), indican
gue los alimentos inapropiadamente manipulados y conservados pueden presentar
un grave riesgo para la salud de los consumidores.

Considerando el corto tiempo de generacion del V. cholerae y la caracterizacion del
alimento como de alto riesgo (factores intrinsecos que favorecen la multiplicacién
de este microorganismo, tales como el pH neutro a alcalino, presencia de proteinas
y otros elementos nutritivos, agua quimicamente disponible, etc. (3, 6/, el
mantenimiento de temperaturas favorables por un periodo de tiempo prolongado vy
compatible con la multiplicacién, resulta en que el alimento pueda transmitir el
colera, pues el niamero final de células puede ser suficiente para infectar y
desencadenar los sintomas de la enfermedad en el consumidor (5). Por eso, se
recomendd la budsqueda del V. cholerae en todos los tipos de alimentos
comercializados en la via publica de las ciudades seleccionadas, con excepcion para
los alimentos acidos sin proteinas.

Staphylococcus aureus

Otro microorganismo que ha sido considerado de gran importancia para el estudio
es el S. aureus, debido a su potencial para ocasionar intoxinacion en el consumidor
mediante ingestién de alimentos que presenten la enterotoxina estafilocécica
preformada (74).

El hombre es el principal reservorio del S. aureus, el cual se puede encontrar en las

fosas nasales de donde se propaga directa o indirectamente a la piel y heridas (75),
pudiendo ser encontrado en la garganta y piel de personas sanas (76/. Se
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encuentra comunmente en la garganta, la piel y conducto intestinal, contaminando
facilmente el ambiente (6).

El S. aureus se caracteriza por ser un coco Gram positivo que puede ser encontrado
en el suelo, agua y aire, teniendo como mejores reservorios al hombre y animales
(16),y crece en forma de racimos, es anaerébico facultativo, no esporulado, capaz
de sobrevivir por largos periodos en objetos inanimados secos (fémites),
relativamente resistente al calor y altas concentraciones salinas y lipidicas (75).
Algunos serotipos pueden producir enterotoxinas (77).

Las enterotoxinas producidas por S. aureus son proteinas de peso molecular entre
28.000 e 35.000 daltons, imunologicamente distintas, con caracteristicas de
resistencia al calor y de hidrosolubilidad. Las toxinas se denominan A, B, C1, C2,
C3, D, E y TST (Toxic Shock Toxin}. De ellas, solamente la TST no estd
relacionada a intoxicaciones alimentarias, mientras las toxinas A y D son las que,
con mas frecuencia se asocian (3).

Las temperaturas de crecimiento se sitian entre los 7°C y los 47,8°C, con la
temperatura 6ptima de 37°C, y la formacion de enterotoxinas ocurre a temperaturas
entre 10°C y 46°C , con una temperatura 6ptima para su produccién en la franja
de los 40 a 45°C (3). La multiplicacién y produccién de toxinas en este rango de
temperaturas depende de la calidad del substrato, la temperatura del alimento, su
actividad acuosa, la concentracién salina, el pH del alimento, etc.(6).

La mayoria de las cepas de Staphylococcus crece en la franja de pH 4,5 a 9,3, vy
el valor de pH més adecuado para la produccién de toxina se sitia en la franja de
neutralidad (76).

El S. aureus es el patégeno relacionado a ETA que posee la capacidad de crecer
en el mas amplio rango de a,, (0,83 a 0,99) en condiciones aerobicas y cuando las
demas condiciones se aproximan al éptimo. La produccién de enterotoxina es
posible a partir de una a,, de 0,86, siendo la 6ptima 0,99 (78).

El calentamiento es el método mas efectivo para eliminar S. aureus de los alimentos
(16) por lo cual los alimentos cocidos, cuando se recontaminan con éste patégeno
mediante una manipulacién inadecuada, facilitan su multiplicacién, especialmente
debido a la escasa competencia microbiana que resulta de la coccién (717). Sin
embargo, el calentamiento no elimina las toxinas pre-formadas en las materias
primas (3, 6].

La manipulacién inadecuada de los alimentos por parte de los portadores, o por
personas con heridas en los brazos y las manos, constituye la principal fuente de
contaminacién de los alimentos con el S. aureus (17).

Cuando se hallan presentes en los alimentos nimeros mayores de 10% células de

S. aureus por gramo, se pueden producir cantidades suficientes de enterotoxina
(200 ng) de forma que desencadenen intoxinacién en los consumidores (6).

6
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La toxina puede ser identificada cuando numeros iguales o mayores que 10° estan
o estuvieron presentes en el alimento; y que durante brotes de intoxinacion
estafilocécica se ha verificado que cantidades inferiores a 1 ug de toxina A (la mas
comun en brotes de intoxinacién estafilocécica) han sido ingeridas por las personas
que enfermaron (74).

Los alimentos producidos o manipulados de forma inapropiada, y almacenados en
temperaturas superiores a 28°C, por 2 a 4 h pueden presentar cantidades de
enterotoxina suficiente para producir brotes de intoxinacién por estafilococos (79).

D. S. Gelli (Instituto Adolfo Lutz, comunicacién personal, 9 de febrero de 1996)
observdé que en mas del 95% de los brotes de esta etiologia ocurridos en una
ciudad de la Regién, la contaminacién del alimento ocurrié después de la coccidn,
dado que la bacteria se encontré en nimeros mayores y raras veces iguales a la
dosis infectante. Esa experiencia se refiere a los alimentos elaborados en cocinas
industriales y a los alimentos servidos en reuniones en grupo tales como fiestas vy
clubes. Los alimentos contaminados fueron principalmente productos de confiteria,
dulces y bocadillos.

La intoxinacién estafilocdcica se caracteriza por la aparicion de nauseas, vomito
y diarrea (menos frecuente} {3) muchas veces acompanadas de dolor abdominal,
dolor de cabeza y contracciones musculares luego de 1 a 6 h después de la
ingestion de alimentos contaminados por S. aureus (16).

En las regiones en las que el cdlera es endémico, la aparicién de la sintomatologia
de la intoxinacién por estafilococos (diarrea y vdmitos, sin fiebre) puede confundirse
con un cuadro colérico.

Los métodos diagndsticos que se utilizan con mas frecuencia estan basados en la
verificacion de la capacidad del S. aureus para producir varias enzimas, como la
catalasa, la coagulasa, la lipasa, la lecitinasa {a DNAsa y la termonucleasa (79).

El criterio més difundido, ampliamente utilizado y aceptado para el diagndstico de
S. aureus en laboratorios clinicos, se basa en su habilidad para coagular el plasma.
Algunas cepas de S. lugdunensis y especies asociadas al drea de la salud animal
como el S. intermedius, S. hyicus, S. delphini e S. schleiferi (20, 21, 22) también
son responsables de reacciones de coagulasa y/o factor de coagulacién positivos
y por este motivo se recomiendan pruebas diferenciales adicionales (76, 79).
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Caracteristicas bioquimicas de algunas especies de Staphylococcus

Microorganismo Coagulasa Factor de Termonucleasa Manitol Maltosa Hemélisis
coagulacién

S. aureus Pos Pos Pos Pos Pos Pos
S. epidermidis Neg Neg Neg Neg Pos +/-t
S. intermedius Pos +/- Pos +/-t d+ t +/-
S. hyicus +/- Neg Pos Neg Neg Neg
S. delphini Pos Neg Neg Pos t Pos Pos
S. schleiferi Neg Pos Pos Neg Neg Pos t
S. lugdunensis Neg Pos t Neg Neg Pos Pos t

Pos = 90% o mas son positivas

Neg = 90% o més son negativas

+/- = 11 a 89% son positivas

d+ = 90% o mas son débilmente positivas

i

reaccién tardia

Fuente: Bergdoll, 1989 (76} y Kloos y Labbe, 1991 (23)

3.3

Para involucrar o no a un alimento en un brote de intoxinaciéon es necesario la
verificacién de la presencia de enterotoxinas, lo que puede ser hecho directamente
en el alimento a través de los métodos de Casman y Bennett (24), el de Reiser,
Conaway and Bergdoll (24), o a través de la verificacién de la capacidad de
produccién de toxinas por cultivos de S. aureus, aislados de alimentos implicados,
por métodos de “Microslide Gel Double Diffusion”, “Reverse Passive Latex
Agglutination Assay”(RPLA) o por “Enzyme Linked InmunoSorbent Assay”(ELISA)
(14).

Teniendo en cuenta que la condicién usual de comercializacién en la via publica de
los alimentos carnicos, mezclados o no con granos y cereales, dulces y productos
de confiteria, productos lacteos, helados, pescados y mariscos, propician el
desarrollo del S. aureus, como también la produccién de toxina, se recomendd
proceder a su busqueda y conteo en los mismos.

Bacillus cereus
E| B. cereus se ha encontrado responsable por 1% a 23% de los brotes de ETA

reportados, en los cuales la enfermedad puede presentarse clinicamente en las
formas de sindrome diarréico o emético (25).
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El B. cereus es un microorganismo que se halla ampliamente distribuido en el medio
ambiente, pudiendo ser encontrado en suelo, polvo, vegetacién, cereales y
derivados de cereales, alimentos, aguas naturales, leche, productos lacteos vy
condimentos. Se presenta en forma de bastonetes grandes, Gram positivo, mévil,
capaz de formar esporas bastante resistentes al calor y ha sido asociado con brotes
de intoxinacion alimentaria (3, 25).

Las temperaturas minimas de multiplicacién de las células vegetativas de B. cereus
se sitlan alrededor de los 10°C (variantes psicrotroficas inician su crecimiento
alrededor de 4 - 5°C), con limites maximos de 50°C, estando la temperatura
optima alrededor de 28°C a 35°C /24/. Su crecimiento es posible en la gama de
pH comprendida entre 4,9 a 9,3 (6).

Las temperaturas minima, 6ptima y maxima para el inicio de la germinacién de
esporas de B. cereus en condiciones de laboratorio fueron estudiadas (26)
encontrandose los siguientes valores: -1°C, 30°C e 59°C, respectivamente.

En estudios hechos con arroz cocido (27), esporas de B. cereus presentaron un
tiempo de generacién de 26 a 57 min cuando fue mantenido en temperatura
proxima a 30°C. Los mismos autores demostraron aun que el desarrollo fue mas
intenso en arroz cocido que en caldo de soya tripticasa, cuando se realizaba la
incubacién en temperatura inferior a 15°C. El crecimiento de B. cereus en arroz
cocido puede verse favorecido por la adiciéon de proteinas al plato (28).

La alta resistencia térmica de las esporas de B. cereus han sido motivo de
preocupacion por parte de la industria de alimentos, y muchos investigadores se
han ocupado en estudiarla. Algunos autores (29) aislaron de sopa enlatada con
deficiencias en su proceso térmico, dos cepas de B. cereus cuyas esporas
mostraron valores Dg.°- de 256,7 y 5122,3 min.

También se demostraron (30) la accién de proteccién ejercida por materiales
lipidicos contra el efecto del calor sobre esporas de B. cereus sometiéndolas a 95°C
y 121°C suspendidos en fosfato tampdn, aceite de oliva y aceite de soya,
observando valores Dg;°c de 13 min (para fosfato tampén), D,,,°. de 17 a 30 min
en aceite de oliva y soja. Este estudio concluyé que los 4cidos grasos libres pueden
tener un efecto estabilizador sobre las esporas de B. cereus.

Los alimentos que sufrieron cocimiento y que son enfriados lentamente o que son
mantenidos a temperaturas entre 30°C y 50°C, en caso de contener esporas de
B. cereus, permitirén la germinacion de estas y la multiplicacién del microorganismo
con la subsecuente produccién de toxinas, situacién que comunmente puede ser
observada con platos de arroz cocido que son dejados enfriar a temperatura
ambiente (37). Por eso, siempre se recomienda que el arroz cocido se enfrie con
rapidez (hasta menos de 15°C) y que no se los deje en temperatura ambiente por
mas de 2 h después de la coccién (25).

Los factores de virulencia del B. cereus estan relacionados con la produccién de
varias toxinas extra celulares (37/, entre ellas una toxina diarréica termolabil que es
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inactivada en 5 min a 56°C y una toxina termoestable de accion emética que se
mantiene inalterada después de 1 h a 120°C (32). La toxina diarréica es producida
por la forma vegetativa en la fase de multiplicacién exponencial y la toxina emética
es producida en la fase de esporulacion (3).

El sindrome diarréico presenta un periodo de incubacién de 8 a 16 h, con duracién
de 20 a 36 h (37) y generalmente estad asociado al consumo de alimentos de
composicién protéica, vegetales, salsas y pudines {25) contaminados con aproxi-
madamente 10° UFC/g (33).

El sindrome ocasionado por la toxina emética reviste mayor gravedad que el de la
toxina diarréica, presentando un perfodo de incubacion variable entre 1y 6 hy
generalmente se asocia con el consumo de arroz frito, cocido o de otros alimentos
con alto contenido de almidén; el nimero de células que se necesita para
desencadenar la sintomatologia se cifra alrededor de los 10° UFC/g de alimento (6).

Considerando que la temperatura ambiente permite la multiplicacion del
microorganismo, los alimentos mal cocinados a base de cereales, o recontaminados
y mantenidos a temperaturas inadecuadas, constituyen un riesgo potencial para la
salud de los consumidores (3). En el presente estudio se recomendd el muestreo
de dulces, productos lacteos, granos, cereales y los alimentos que tuvieron uno o
mas de ellos en su composicién.

Clostridium perfringens

El C. perfringens es un microorganismo anaerébico, inmdvil, que forma esporas de
variada resistencia al calor, tiene como hdbitat normal el suelo y puede producir
cuatro tipos de exotoxinas termoldbiles (alfa, beta, épsilon e iota) 34). En funcién
de eso, el C. perfringens se clasifica como del tipo A, B, C, DoE (3. Las
enterotoxinas se liberan en el intestino durante la esporulacién (25).

Los alimentos carnicos crudos o cocidos son los mas comunmente involucrados en
brotes por esta etiologia (34), especialmente aquellos sometidos a coccidn,
posterior enfriamiento y luego recalentados a temperaturas insuficientes para
eliminar el C. perfringens (31).

Todos los casos de intoxicacién alimentaria por C. perfringens estudiados hasta el
momento han sido producidos por la toxina del tipo A {6), excepto los raros casos
de enteritis necrotica causados por el consumo repetido de gran cantidad de carne
de cerdo contaminada con C. perfringens tipo C que produce una beta-toxina
tripsina-sensible. Esta Gltima sindrome se caracteriza por altas tasas de ataque y
de mortalidad (40%), la cual normalmente ocurre por perforacion intestinal, dolores
abdominales intensos, diarrea sanguinolenta, vomito y choque (31).

Por lo general, las manifestaciones clinicas de la intoxicacién por C. perfringens tipo
A ocurren entre 8 y 24 h pudiendo llegar hasta 72 h (37) después de la ingestién
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del alimento contaminado y se caracterizan por un dolor abdominal intenso (agudo)
acompainado de diarrea intensa (34, 35).

El ndmero de células necesarias para desencadenar la sintomatologia de la
intoxicacién se halla comprendido entre niveles préximos al 10° o més por gramo
de alimento (6).

Por lo general, la toxina no se forma previamente en el alimento, siendo liberada /n
vivo al nivel de intestino (36), y son necesarias 8 a 10 mg de toxina para
desencadenar la enfermedad (37).

Basado en diversos autores, se relata (34) que la toxina se forma en pH entre 6,0
y 8,0, a, entre 0,98 y 0,99, y temperaturas entre 35 y 40°C. Como la toxina del
C. perfringens se forma durante la fase de esporulacién, y esta se da después de
la ingestién del alimento contaminado, a nivel de intestino delgado, las temperaturas
de esporulacién se aproximan a la temperatura corporal del hombre.

Las células vegetativas de C. perfringens pierden rapidamente su viabilidad en
temperaturas de congelacién (38), pero las esporas no demuestran la misma
sensibilidad que la forma vegetativa en bajas temperaturas (34).

Las temperaturas maxima y minima que permiten la multiplicacion de este
microorganismo son, respectivamente, de 20°C y 50°C, siendo la faja que se situa
entre los 43 y 45°C la mas apropiada. El tiempo de generacién a 45°C, en
condiciones dptimas, es de 7 min (6/. La temperatura minima que permite el
crecimiento de C. perfringens es de 12°C, el valor minimo de a, es de 0,93 y los
valores mas adecuados de pH se sitian entre 6 y 7 (38/. El microorganismo no
crece en pH inferior a 6 ni superior a 8,3 (34). La a,, minima para el crecimiento
de C. perfringens a partir de su forma esporulada es de 0,95 (38).

Se ha observado, en ensayos hechos con carne molida y una mezcla de cepas de
C. perfringens, el tiempo de generacién a 41°C fue de 13 min, en cuanto que a
45°C, fue de 31 min (34).

El potencial redox del medio que permite el crecimiento de C. perfringens se
encuentra entre los limites +216 a -230 (38).

La forma esporulada de las distintas cepas de C. perfringens presenta una gran
variacién en cuanto a su termoresistencia, resistiendo a la temperatura de 100°C
desde 0,3 min y 20 min (38/ hasta algunas horas (3). En laboratorio, la forma
vegetativa se inactiva a 60°C, pero en los alimentos la temperatura de inactivacion
presenta grandes variaciones, debido a su composiciéon (34).

La coccién inadecuada, la aparicidon frecuente de cepas resistentes al calor vy el
tiempo prolongado normalmente ocurrido para la refrigeracion completa de los
trozos mayores de carne, junto con descuidos en cuanto a la temperatura de
almacenamiento, permiten la germinacién de endosporas y la multiplicacién
bacteriana a niveles peligrosos para la salud publica {35). Los alimentos a base de
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carne, preparados con antelacién, ocasionan con frecuencia brotes producidos por
C. perfringens, razén por la cual se han incluido en este estudio.

Salmonella

A partir del cambio en su taxonomia (39/, el genero Sa/monella pasa a constituirse
de solamente dos especies. Una de esas especies es la Salmonella enterica, con
las subespecies S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae y S. enterica subsp. indica. lLa otra
especie es la Salmonella bongori. Ademas, la denominacion de los serovares de
Salmonella también han cambiado (40), con la caracterizacion de 28 nuevos
serovares (41) reconocidos en 1991 por el Centro Colaborador de la OMS para
Referencia e Investigacion en Salmonella.

En funcién de la convencion establecida en la nueva nomenclatura , en todas la
citaciones sobre el microorganismo, debe de escribirse el nombre del serovar en
letras comunes con la primera letra mayuscula. Asi, por ejemplo, el microorganismo
conocido hasta entonces como Salmonella typhimurium, pasa a denominarse
Salmonella serovar Thyphimurium, o solamente Salmonella Thyphimurium, sin
necesidad de indicarse que se trata de la subespecie enterica. De otra parte, los
serovares de las demas subespecies y la Salmonella bongori, pasan a designarse
por su férmula antigénica (40).

Los miembros del género Salmonella son agentes causantes de infeccion intestinal
en seres humanos y animales que invaden la mucosa intestinal y se multiplican en
la lamina propia y ganglios linfaticos mesentéricos (42} e inducen la secrecién de
liquidos por mecanismos aun no bien conocidos (43).

El habitat principal de los microorganismos de este género es el conducto intestinal
del ser humano, de los animales domésticos, de los péjaros, de los reptiles (3} vy,
ocasionalmente, de los insectos (6). Debido a que es una bacteria de origen
intestinal, es excretada por las heces que contaminan el ambiente y las aguas.
Cuando las aguas contaminadas o los alimentos contaminados son ingeridos por el
ser humano o por los animales, el microorganismo vuelve al sistema digestivo
donde se multiplica y serd nuevamente eliminado a través de las heces,
continuando el ciclo (6). Los insectos y roedores también participan en la
diseminacién ambiental de estos microorganismos.

Se sabe que, ademéas de la caracteristica de invasividad, la patogenia de la
Salmonella esta relacionada con la produccion de enterotoxinas y una citotoxina.
Las enterotoxinas producidas por Salmonella actuan aumentando la permeabilidad
vascular (3). Una de ellas es termoestable y de accién rapida y la otra termolabil
de accién mas lenta (44).

La Sa/monella produce por lo menos una citotoxina que actua como inhibidora en
la sintesis proteica y es parcialmente responsable por la lesién de las células
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epiteliales en la mucosa intestinal, lo que se verificd a través de la infeccién
experimental de conejos sanos con el microorganismo (45).

Con base en diversas investigaciones, se puede afirmar que el 54% a 98% de las
salmonelas son enteropatogenicas y que las salmonelas generalmente producen
enterotoxina y citotoxina (42). Como resultado de la accién de esta ultima, se
expone la fibronectina (glicoproteina) subepitelial enla cual la Sa/monella se adhiere,
constituyendose en nuevo mecanismo de adherencia de la Salmonella al tejido
intestinal (46).

Entre los agentes de ETA, el género Sa/monella es uno de los principales causantes
de casos mortales por razén de las complicaciones surgidas entre los pacientes
afectados. La tasa de mortalidad se sitlia alrededor del 4,1% (6) y los huevos (3,
47), carnes y productos carnicos derivados son los alimentos que mas comidnmente
transmiten la Salmonella al hombre (6).

La dosis infectante es variable, segun el serovar, alimento envuelto y especie de
Salmonella (especies adaptadas al hombre poseen dosis infectantes menores que
las no adaptadas) (3/; en general, el nimero de células necesarias para
desencadenar la sintomatologia {nausea, vémitos, dolores abdominales, cefaleas,
escalofrios y diarreas) oscila entre 10° y 10° UFC/g de alimento para algunas
especies (3), y entre 10° y 10'! para otras (6). Sin embargo, otros autores (42)
relatan haber constatado, a través de estudios epidemiolégicos, que la Salmonella
Thyphimurium fagotipo 10 puede presentar dosis infectante de solamente una
célula.

Cerca de 5% de las personas que sufren la enfermedad siguen siendo portadoras
por tiempo considerable (3, 6) y pasan a ejercer un importante papel en la
diseminacién del agente, especialmente si participan en la cadena de produccién y
comercializacion de alimentos (5).

Tanto los portadores asintomaticos de Sa/monella, que pueden eliminar cerca de
10" a 10® salmonelas/g de heces hasta 6 meses (48), como los manipuladores de
utensilios utilizados durante la preparacién y comercializacién de alimentos pueden
ser el vehiculo para el acceso de Sa/monella a los alimentos (49).

La Sa/monella puede crecer en el rango de pH entre 4,5 a 9,0, estando el optimo
entre 6,5 a 7,5. El pH 4,00 tiene accién bactericida para el microorganismo,
situandose en 4,05 el valor minimo de pH en el cual se observé algun crecimiento
(6). Los efectos de pH extremos son afectados por otros factores como naturaleza
del acidulante, temperatura, aerobicidad, contenido nutritivo y serovar en cuestion
{6, 42). Su crecimiento es inhibido a 3% - 4% de sal.

Su multiplicacién puede ocurrir entre 7°C y 47°C, actividad acuosa mayor a 0,94
vy pH entre 4 y 8, siendo 37°C su temperatura optima de crecimiento (50). En el
laboratorio, generalmente las temperaturas minimas de crecimiento son mayores en
caldo que en medios sélidos y la habilidad de crecer en bajas temperaturas esta
relacionada con el tipo de alimento y el serovar (38). Las temperaturas mas bajas

13



Contaminacion Microbiana de los Alimentos Vendidos en la Via Publica en Ciudades de América Latina

de multiplicacién corresponden a los serovares Salmonella Bredeney, Salmonella
Typhimurium, Saimonella Agona (40), Salmonella Senftenberg y Sa/monella Hadar
(51).

No obstante que las tasas de crecimiento de Sa/monella sean bajas en temperaturas
por debajo de 10°C, el problema se torna significativo donde las condiciones de
refrigeracién son inadecuadas debido a su capacidad de multiplicaciéon en bajas
temperaturas (3).

Estudios desarrollados en ratas que fueron sometidas a dieta hipoproteica (562)
demostraron que esto puede promover la apariciéon de defectos inmunolégicos
multiples, los cuales pueden contribuir al aumento en la susceptibilidad a la
infeccién por Salmonella. Asi, personas que viven en locales con malas condiciones
higiénicas, en climas calientes, donde existe el habito de comer alimentos de origen
animal crudos, personas con dietas hipoproteicas, con edades extremas (muy
jévenes o ancianos) y portadores de enfermedades crénicas, son mas predispuestas
a la salmonelosis.

La refrigeracién adecuada es el medio mas seguro de prevencién del crecimiento de
Salmonella en alimentos y también los alimentos mantenidos por encima de 60°C
ofrecen buen margen de seguridad para la inhibicion efectiva de su crecimiento
(42}

Se puede evitar la multiplicacion de Salmonella en carne de pavo cocinada si se la
mantiene a temperaturas superiores a 55° C. Los alimentos con actividad acuosa
elevada cuando son calentados a 74°C también se convierten en libres de
Salmonella (50). Hay interaccion entre la resistencia térmica y el pH del alimento
para diferentes serovares (3).

Algunos autores (53/ verificaron que ocurre aumento de resistencia al calor con la
diminucién de la actividad acuosa y conforme a la concentracion lipidica del
alimento. Estos autores (50) encontraron aun que en chocolate el valor D, para
cepas de Salmonella Senftenberg fue de 6a8hyde12a 18 h para cepas de
Salmonelfla Typhimurium.

Considerando ia gravedad de la infeccion por Salmonella y \a caracteristica de ser
un agente etiolégico ampliamente diseminado, que puede ocasionar epidemias como
el V. cholerae, y que también tiene la caracteristica de muitiplicarse a la
temperatura ambiente (50), es preocupante el hecho de que las condiciones de
preparacién y comercializacién de alimentos en la via ptblica pueden permitir el
acceso y multiplicacién de Salmonella en los alimentos.

El analisis de alimentos en busca de Sa/monella se caracteriza por procedimientos
de enriquecimiento diferentes de aquellos utilizados en los laboratorios clinicos
debido al bajo nimero de este microorganismo y a las condiciones fisiolégicas de
la célula bacteriana derivadas del proceso tecnolégico o de preparacion sufrido por
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el alimento (54, seguidos de enriquecimiento selectivo con diferentes niveles de
selectividad (55), de procedimientos de aislamiento y confirmacién bioquimica (43,
54, 56) y serologica (57). Teniendo en consideracién que la literatura cientifica
registra brotes de ETA por Sa/lmonella involucrando a la mayoria de los alimentos,
se recomendé buscar la presencia de este microorganismo en todas las muestras
analizadas.

Organismos coliformes fecales

El grupo coliformes fecales es formado por los coliformes capaces de crecer y
fermentar la lactosa en temperaturas elevadas (44,5°C - 45,5°C), lo que incluye
por lo menos, miembros de los géneros Escherichia, Enterobacter y Klebsiella (568).

El habitat primaric de los organismos coliformes fecales y de la E. coli es el
conducto intestinal de los animales de sangre caliente, entre ellos el ser humano,
y por este motivo se utilizan como indicadores de higiene y de la incidencia de
contacto directo o indirecto de los alimentos con materia fecal (6] .

El grupo de coliformes es formado por bastonetes Gram-negativos, no esporulados,
anaerobios facultativos, capaces de fermentar la lactosa con produccién de gas a
35°C en hasta 48 h (65).

Un bajo porcentaje de cepas de E.coli, por mutacién, puede tener perdida la
capacidad de fermentar la lactosa, o lo hace tan lentamente al punto de no ser
detectada dentro de los periodos normales de incubacion utilizados (3). Por esto
la prueba de produccién de indol a partir de triptofano en alta temperatura es una
prueba utilizada paralelamente ala fermentacién de la lactosa que ofrece resultados
mas confiables, pues cerca de 99% de las E. coli son indol positivas (59/.

La presencia de coliformes de origen fecal en alimentos indica que existe el riesgo
de gue también hayan llegado al alimento otros patégenos entéricos (60) como la
Salmonella, Shigella y otros. Los coliformes de origen fecal, asi como los
patégenos entéricos, son de transmision fecal-oral y, por eso, se utilizan como
microorganismos indicadores.

Miembros del genero Enterobacter y Klebsiella pneumoniae habitan el tracto
gastrointestinal del hombre y animales, microorganismos del genero Enterobacter
se pueden encontrar también en el suelo, alcantarillas, agua, plantas, vegetales y
alimentos de origen animal. Raramente Enterobacter spp es reportado como
patégeno entérico, y Klebsiella puede ser también aislada en ambientes no
asociados con la contaminacion fecal (67).

Algunos investigadores sugieren que la £. coli sea utilizada como microorganismo

indicador de la contaminacién fecal, ya que microorganismos del genero K/ebsiella
estdn mas ampliamente distribuidos de lo que se imaginaba (58).
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El agua, alimentos de origen animal y vegetales son vehiculos frecuentes de E. col/,
y es importante el papel que desempeiian los manipuladores de alimentos en las
patologias por esta etiologia, especialmente en zonas endémicas de diarrea (3/.

Considerando las exigencias para el crecimiento de los coliformes fecales y
especialmente de E£. coli, tales como temperatura entre 7°C y 48°C (6ptimo de
37°C), pH entre 4,4y 9,0, a,,>0,95 y en concentraciones de hasta 6% de cloruro
de sodio y las condiciones de manipulacién y mantenimiento de los alimentos
durante la preparacién y comercializacién en la via pablica, los tipos de alimentos
comercializados por vendedores ambulantes pueden hallarse contaminados por
coliformes fecales, se recomendd que todas las muestras recolectadas para el
estudio se analizaran para verificacién del NMP de coliformes fecales .

Escherichia coli 0157:H7

La E coli O157:H7 es un microorganismo emergente, es decir que viene
produciendo enfermedad en humanos a un ritmo creciente en los ultimos 20 afos
y amenaza aumentar en el futuro préximo (62).

Se trata de una variedad rara de E. coli, también llamada de E. coli
enterohemorragica (EHEC), que es capaz de producir en el hombre enfermedad
aguda no febril, inicialmente caracterizada por dolores abdominales severos,
acompafiadas de nausea y vomito y seguidas de diarrea acuosa, que pasa a
francamente sanguinolenta en corto tiempo (3, 63, 64).

La enfermedad es causada por la produccién de grandes cantidades de una o mas
toxinas producidas in vivo (64, 65) y que hasta el momento ha sido investigada vy
aislada con mayor frecuencia en los paises desarrollados, siendo el serovar
0157:H7 el mas comunmente aislado en los Estados Unidos, Canada e Inglaterra

(64} y el serogrupo 026 particularmente aislado en los demas paises desarrollados
(43).

La transmisién zoondtica del microorganismo puede ocurrir (66) ya que los bovinos
sirven de reservoério principal para la £. coli 0157:H7. Otras especies de animales
como porcinos, ovinos y algunas aves y pajaros también pueden servir de reservorio
(3).

Estudiando la distribucién de la E. coli 0157:H7 en los érganos intestinales de
gallinas, algunos autores (67) observaron que ocurre colonizacién
predominantemente en el ciego y colon, siendo la E. coli 0157:H7 excretada en las
heces por mas de 90 d.

Una de las caracteristicas de patogenicidad presentada por este serovar de E. coli
es la produccién de grandes cantidades de una o dos citotoxinas (SLT 1 e SLT I}
(39). Estas citotoxinas fueron denominadas Verotoxinas (VT) o "Shiga-like" toxinas
(SLT), por su semejanza con la Shiga toxina producida por la Shigella dysenteriae
(64, 68, 69), en estructura, funcién, sitios de ligacién y funciones enzimaticas
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utilizadas. La SLT | y la Shiga-toxina son neutralizadas por el antisuero anti-Shiga
(6).

Otra caracteristica de patogenicidad es la presencia de un gene altamente homélogo
al gene de adherencia de la E. col/i enteropatogenica (EPEC), con funcién similar al
EHEC (43). Este gene estéa relacionado a las lesiones producidas en las células
epiteliales de la mucosa debidas a intima adherencia de algunas cepas
verotoxigenicas de E. coli (70).

La enfermedad producida, colitis hemorragica, puede colocar en riesgo la vida del
paciente (43). En algunos brotes ocurridos la tasa de mortalidad observada fue de
36%, en tanto que en otros no ocurrieron muertes (3).

En algunos grupos de edad, especialmente entre los muy jovenes, la £ coli
0157:H7 conduce al desarrollo del sindrome hemolitico-urémico (HUS), que se
caracteriza por anemia hemolitica microangiopatica y falla renal (3, 64, 717)
pudiendo llevar a la perdida permanente de la funcién de este 6rgano (64).

Las personas de edad avanzada pueden presentar purpura trombocitopénica
trombdética {TTP), menos comun, que cursa con fiebre, sintomas neurolégicos y
lesion renal crénica, lo que es una extensién del HUS (3) y en este caso la
mortalidad puede alcanzar tasas de hasta 560% (64, 65).

La evolucion de la enfermedad hasta causar el HUS o la purpura trombocitopénica
trombdtica {TTP), parece estar relacionada con la absorcién sistémica de "Shiga-
like" toxina, posiblemente asociada a una endotoxina (43).

Un numero limitado de serovares de £. co/i forman el grupo de las E.coli
enterohemorragicas (43). Estos serovares, O157:H7, 026:H11 (3/, 04:NM,
045:H2, 0111:NMyel 0145:NM (64) no son invasivos para las células intestinales
y no producen las clasicas enterotoxinas termolabiles y termoestables de las E. coli
(72), si bien producen lesién en la mucosa del colon por accidn de una o de las dos
toxinas (43). Los serogrupos 05, 06, 08, 022, 0113 y 0128 estarian incluidos
como serogrupos asociados con diarreas o el HUS (68, 73). Algunos autores (74,
75), estudiando alimentos de origen animal detectaron la presencia de diferentes
serogrupos de E. coli verotoxigenicos .

Los factores intrinsecos y extrinsecos que actian sobre el crecimiento de £. coli
son comunes ala £. coli O157:H7. Las células de E. co/i O157:H7 son resistentes
a temperaturas de refrigeracién y congelacién, y se destruyen solamente cuando
sometidas a temperaturas superiores a 71°C (76). El microorganismo tiene como
caracteristicas bioquimicas diferenciales las siguientes: no es capaz de fermentar
el sorbitol o lo hace lentamente, no crece en las temperaturas utilizadas para
diferenciar E. coli de los demds coliformes (44,5°C - 45,5°C) y no produce beta-
glucuronidasa (3).

La mayoria de los brotes provocados por £. co/i O157:H7 han sido atribuidos al
consumo de productos de carne bovina mal cocidos 77/, aunque también se han
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incriminado algunas veces otros tipos de alimentos tales como emparedados
mantenidos sin refrigeracién, legumbres y carne de pavo, probablemente
contaminados por carne de res. Otros alimentos, como frutas, ensaladas de
vegetales, yogur, alimentos acidos (pH < 4,6) y agua también pueden vehiculizar la
infeccién (78).

La capacidad de supervivencia de la E. coli 0157:H7 en pH &cido ha sido estudiada
por algunos investigadores. Ensayos realizados con mayonesas industrializadas,
con pH entre 3,6 y 3,9, mantenidas a temperaturas de 5°C y 20°C (79),
concluyeron que la E. coli 0157:H7 tiene la capacidad de sobrevivir mas tiempo a
5°C (34 a 55 d) que a 20°C (8 a 21 d). También se observaron (80) que el
microorganismo se mantiene bien en mayonesa y en salsas a base de mayonesa a
7°C y a 25°C y por lo tanto esos, Y probablemente otros alimentos acidos pueden
participar en la transmision del microorganismo. Los mismos autores (80)
verificaron que la £. coli 0157:H7 se mantiene viable en alimentos acidos por 35
d, si son conservados en refrigeracion.

La investigacion de un brote consecutivo a la ingestién de jugo fermentado de
manzanas (87), demostré que la E. coli 0167:H7 puede sobrevivir en medios de
cultivo con pH 2,0. La sospecha de que las manzanas se habian contaminado
externamente con heces bovinas y la resistencia del microorganismo a bajos valores
de pH, justificaron la incriminacién del jugo fermentado de manzana como alimento
responsable por el brote.

Otros autores (82) reportan que también legumbres pueden constituirse en vehiculo
en la transmisién de la £. coli 0157:H7. Los mismos autores (82} informan que una
partida de papas, que probablemente se contaminaron con heces bovinas, ha
vehiculizado el microorganismo y causado un brote que involucro a por lo menos
24 personas adultas, causando la muerte de una de ellas.

Si bien la via fecal-oral es la mas importante, la transmision persona-persona
también puede ocurrir, cuando se utiliza practicas higiénicas inadecuadas (78].

La experiencia obtenida en el estudio de brotes ocurridos en Canada y Estados
Unidos (64/, sugiere que la dosis infectante sea bastante baja.

E. coli 0157:H7 es un emergente de grande impacto sanitario, social, politico y
econdmico (83, 84) porque produce en el hombre un cuadro diarreico sanguinolento
grave pudiendo llevar ala muerte (3, 43, 72) porque la comunidad cientifica aun no
tiene las respuestas definitivas respecto de su naturaleza, comportamiento vy
causas de su emergencia como patégeno humano (76) y porque su presencia en la
carne no se evidencia por alteraciones organolépticas aparentes, imposibilitando la
inmediata toma de medidas sanitarias adecuadas (84, 85/.

Considerando que el diagnéstico clinico de la enfermedad puede ser dificultado por

la falta de familiaridad de los médicos con la enfermedad emergente (77) y
considerando que la E.coli O157:H7 no puede ser detectada por los métodos
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3.8

tradicionalmente usados para aislamiento de patégenos entéricos (47), se hace
necesario evaluar su prevalencia en los alimentos vendidos en la via publica.

Teniendo en cuenta la posibilidad de contaminacién cruzada durante la preparacion
de los alimentos en la via publica, y el bajo nimero de células gue se necesitan para
producir la enfermedad, 10 células o menos (86), todos los alimentos revisten
interés para la investigacion.

Se reconoce que los microorganismos arriba citados no son los Unicos indicados
para la evaluacion higiénica de los alimentos ni tampoco los Gnicos que ocasionan
las ETA. Por razones relacionadas con la capacidad analitica de los laboratorios
participantes, tampoco se inciuyeron otros patégenos emergentes, a pesar de la
importancia de éstos en la actualidad.

Aspectos inmunolégicos y epidemiolégicos

El desarrollo de una enfermedad y el aparecimiento de sus sintomas clinicos en el
hombre no son dependientes tGnicamente de la presencia de los patégenos en el
organismo ni de sus mecanismos patogénicos. Es necesario que ocurra la
interaccién sinérgica de varios factores para que se manifieste el sindrome de la
enfermedad. Estos factores pueden estar asociados a los agentes patdgenos o a
las personas, aisladamente o relacionarse a una comunidad que comparte una o
mas caracteristicas predisponientes a la enfermedad como sean los grupos etareos,
anormalidades fisiolégicas como, por ejemplo, supresién o comprometimiento
temporario de los mecanismos de inmunidad (3, 87, 88, 89/.

El hombre sano cuenta con varios mecanismos de proteccién contra agresiones del
medio ambiente. Dos de eses mecanismos juegan un rol fundamental en la
proteccion de la salud: las barreras no especificas, como la acidez estomacal, las
secreciones quimicas de la membrana mucosa del intestino y de otros 6rganos del
cuerpo humano, juegan un papel fundamental para impedir o dificultar que el agente
invasor {microorganismo) llegue, aun viable, al sitio en lo cual desempenard sus
funciones patogénicas; por otro lado, el organismo también cuenta con barreras
especificas, como las que actuan selectivamente sobre agentes patdgenos y sus
toxinas, tratando de neutralizar su accién nociva. Las barreras especificas entran
en funcionamiento cuando los agentes invasores logran sobrepasar las barreras no
especificas y alcanzan sitios internos del organismo. Esas barreras se constituyen
en la respuesta del sistema inmunoldgico, con la produccién de anticuerpos y/o
inmunoglobulinas, como respuesta al estimulo de un antigeno especifico (87).

La dinamica de interaccién de los agentes invasores con el organismo de los
individuos, permite consideraciones de orden epidemiologica (87, 88, 89). La
epidemiologia valora factores como la naturaleza, el comportamiento, la
diseminacién y otros aspectos de una enfermedad, incluyendo las formas para el
control de la diseminacién de los agentes patogénicos, y las condiciones de
inmunizacién y defensa de los individuos y de la comunidad expuestos al agente

(88, 89).
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La mayoria de los microorganismos seleccionados para el presente estudio son
ampliamente diseminados en el medio ambiente, en los alimentos y en la poblacién
de todos los paises de la Regién. Sin embargo, la exposicion a eses agentes no es
igual en todas la regiones, en razén de las distintas acciones de salud publica que
se toman cada una de ellas, lo que puede incluir inmunizacion a traveés de
vacunacién, medidas de prevencién y control de diseminacion de patdgenos,
acciones para mejorar la calidad de vida a través de medidas de saneamiento
ambiental, mejores condiciones de nutricién, entre otras. Esas acciones de salud
publica son factores importantes en la determinacién del grado de exposiciéon de la
poblacién de diferentes locales o regiones (3, 87, 88, 89).

La exposicién diaria y constante a los agentes patégenos causadores de ETA es,
sin duda, un factor de riesgo epidemioldgico. De otra parte, la convivencia
permanente con sintomatologia leve de ETA, como sean las diarreas leves, puede
llevar a una conceptuacién de condicién de normalidad, considerandose, por
ejemplo, que la diarrea solo es sintoma de enfermedad, se acompafiada de otros
sintomas que dificulten las actividades diarias. Ademas, la inmunidad que se
adquiere naturalmente por el contacto constante con pequefias dosis del agente
infeccioso o toxigénico, puede influenciar los datos sobre riesgos de ocurrencia de
ETA, porque los estados endémicos tienden a producir un “equilibrio” en la
poblacién y, también porque la respuesta a una encuesta como la que se realizé en
el presente estudio, puede no reflejar la real condicion del individuo, que considera
diarrea y/o vémitos con criterios menos rigidos que los de un diagnostico clinico,
ya que eses sintomas, por comunes, pueden considerarse condicién normal (87, 88,
89).

Otros indices, como la tasa de mortalidad infantil pueden, por otro lado, indicar con
mayor seguridad los riesgos reales a que se exponen los consumidores de alimentos
callejeros. De manera resumida, se puede afirmar que en situaciones de endemia
ocurre una “seleccién natural” de los individuos mas resistentes durante la primera
infancia. La ocurrencia de diarrea infantil refleja, ademas de la diseminacion de
patégenos entéricos, la posible resistencia adquirida por la poblacién adulta. La
incidencia de ETA entre turistas y visitantes de otras areas en donde las acciones
basicas de salud son mas efectivas, es otro ejemplo de la existencia del riesgo de
enfermarse a través del consumo de alimentos callejeros, y de la ocurrencia de la
enfermedad no asociada con un estado de equilibrio endémico. Hasta el 50% de
los visitantes se enferman después de consumir alimentos en donde la diseminacién
de agentes patdgenos por esta via es expresiva {3, 87, 89). La diarrea de los
viajeros es mundialmente reconocida como enfermedad asociada al consumo de
alimentos (89).

OBJETIVOS
El objetivo principal del presente estudio fue la investigacion y cuantificacion del

nuamero de células viables del V. cholerae en los alimentos de mayor consumo en
las ciudades mencionadas, habida cuenta la epidemia que ha afectado a la Region
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y también los microorganismos de mayor prevalencia en la mayoria de las regiones
del mundo (S. aureus, B. cereus, C. perfringens, Salmonella).

Ademas, se busco identificar entre los alimentos comercializados en la via publica,
los que con mayor frecuencia se presentan contaminados con numeros iguales o
mayores de dosis infectantes para cada organismo, a fin de determinar el riesgo de
contraer una ETA como consecuencia de su consumo.

Teniendo en cuenta la gran importancia que se viene concediendo a la enfermedad
causada por la £. coli 0157:H7, la busqueda de este microorganismo también ha
sido incluida. Esa decision tuvo la ventaja de permitir la implantacién de la
metodologia analitica en los laboratorios involucrados en el estudio y la capacitacién
de los analistas en la identificacion de ese microorganismo emergente.

Se intentd también obtener informacion sobre las caracteristicas higiénicas de los
puntos de comercializacién de alimentos y las condiciones socio-econdémicas de las
personas que participan en la elaboracién y comercializaciéon, porlaimportancia que
tienen estos aspectos para un andlisis conjunto de la calidad de los alimentos en
relacion a los manipuladores.

Asimismo, se recogid informacion sobre las caracteristicas socio-econémicas de los
consumidores de alimentos callejeros y sus habitos de consumo.

MATERIAL Y METODOS
5.1 Etapa preparatoria

Antes de iniciarse la recoleccion de muestras y las entrevistas con los
vendedores y consumidores de alimentos en la via publica, todos los
laboratorios participantes en el estudio fueron visitados por expertos de la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) en microbiologia de alimentos
para fines de evaluacién de sus instalaciones, equipo y capacidad técnica
de los analistas. Ademas, a fin de colaborar con las autoridades nacionales
de salud, y buscando disminuir al minimo las interferencias externas en los
resultados, la OPS suministré todos los reactivos, medios de cultivo y
vidrieria utilizados. De esa manera, es posible garantizar que todos los
laboratorios trabajaron con materiales procedentes del mismo proveedor,
misma marca y mismo lote de fabricacién.

Al final de su visita de evaluacién a los laboratorios, los expertos dejaron
cultivos estandar de los microorganismos a investigar durante el estudio,
para identificacidn por los analistas. El resultado de ese ejercicio fué
evaluado por el laboratorio de referencia y en conjunto con el resultado de
la evaluacién “in situ”, ha orientado los expertos en la programaciéon de dos
talleres de capacitacion que serealizaron en las instalaciones del Laboratorio
Nacional de Salud Publica, en la ciudad de México y en el laboratorio del
instituto Nacional de Nutricién, Alimentacion y Control de Calidad de
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5.2

Alimentos en Lima-Pert. Los talleres contaron con la asistencia de por lo
menos un analista de cada laboratorio participante y, durante su desarrollo
fueron revisados todos los métodos analiticos y otros puntos pendientes de
mavyor discusién, ademés de haberse buscado familiarizar alos analistas con
un programa de garantia de calidad analitica desarroliado especialmente para
el estudio {Anexo 5).

Plan de muestreo

Se establecié como meta en cada una de las ocho ciudades seleccionadas
recoger 300 muestras representativas de la venta ambulante de alimentos.

El namero de muestras se establecié tomando como base el modelo
estadistico de probabilidades conocido como distribucion binomial (90, 97).
Este modelo es apropiado para el caso en que la poblacién que nos interesa
est4 integrada por un nimero muy grande de individuos. Asi, pues, para
tener una probabilidad del 95% de detectar microorganismos, cuando estos
estan presentes en 1% de los alimentos muestreados, basta con investigar
299 muestras.

Las muestras de los alimentos fueron recolectadas por personal previamente
capacitado, para lo cual se utiliz6 una ficha con informacién sobre la
muestra, el vendedor/manipulador y el puesto de venta del alimento
(Anexo 2). En cada ciudad se seleccionaron al azar 10 areas de recoleccion
de muestras, con ayuda de una tabla de nimeros aleatorios (92) y, en cada
area se buscé recolectar 30 muestras, dandose prioridad a los alimentos de
mayor riesgo de transmitir ETA, teniendo en cuenta el volumen
comercializado, el nimero de consumidores atendidos en una jornada de
trabajo y las condiciones higiénicas de preparaciéon. Siempre que fue
posible, las muestras de alimentos se recolectaron en las horas de mayor
actividad.

Habida cuenta que la venta de alimentos en las vias publicas en las
localidades seleccionadas se caracteriza por el expendio de comidas listas
para el consumo, la gran mayoria de estas estdn compuestas por varios
ingredientes, por lo cual, para efectos de la clasificacién por tipo de
alimento, se tomé en cuenta el ingrediente de mayor riesgo en su
composicién, sin desconocimiento del riesgo potencial de los demaés.

En forma simultanea con la recoleccién de muestras, se propuso entrevistar
300 consumidores, entre los que atendian a los puestos de venta
seleccionados, para lo cual se utilizé una ficha de entrevista apropiada
(Anexo 3). Con esta parte del estudio se buscé conocer algunas
caracteristicas demogréficas y socio-econémicas de esos consumidores y
estimar la cantidad de personas expuestas al riesgo de enfermar por el
consumo de ese tipo de alimentos.
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5.3

Metodologia de analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos se ingresaron a una base de datos utilizando el
programa Epi Info versién 6.02 (93). E! andlisis estadistico se realizd
utilizando el paquete estadistico SAS (Statistical Applications Software)
versién 6.04 (94).

5.3.1

5.3.2

5.3.3

Andlisis exploratorio y descriptivo

Inicialmente se realizé un andlisis descriptivo de los resultados de
cada uno de los componentes de la encuesta: la encuesta a
vendedores/manipuladores, el andlisis microbiolégico vy la encuesta
a consumidores. Se elaboraron cuadros y gréaficos a fin de describir
la distribucién de las variables en cada una de las ciudades. Se
utilizaron pruebas de ji cuadrado (x?, para proporciones) y andlisis de
varianza (para medias) a fin de determinar si las diferencias entre las
ciudades eran estadisticamente significativas. La descripcion de los
resuitados del anélisis microbioldgico también se realizé estratificada
por tipo de alimento. A fin de controlar potenciales factores de
confusién, se estimaron proporciones ajustadas por el método
directo utilizando la poblacién combinada de las ocho ciudades como
estandar.

Variables asociadas a la presencia de sintomas gastrointestinales
entre los consumidores

A fin de explorar asociaciones entre la contaminacién bacteriana en
los alimentos muestreados vy la existencia de sintomas
gastrointestinales entre los consumidores, se elaboraron gréficos
relacionando ambas variables en las ocho ciudades. Ademds, se
investigd la relacién entre caracteristicas del consumo de alimentos
en la via puablica y la ocurrencia de sintomas gastrointestinales en los
consumidores. Para ello se estimaron las razones de posibilidades
(odds ratios) de tener sintomas gastrointestinales asociados a
distintas variables. Estas razones de posibilidades se ajustaron
mediante regresién logistica respecto a posibles vwvariables de
confusién.

Relacién entre caracteristicas de los vendedores y de los puestos de
venta y la contaminaciéon bacteriana

Se estimaron razones de posibilidades (odds ratios) de
contaminacién bacteriana por distintos microorganismos asociadas
a diversas caracteristicas de los vendedores y de los puestos. A fin
de eliminar el posible efecto de confusion de ciudad, las razones de
posibilidades se ajustaron por ciudades mediante regresién logistica.
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5.4

Procedimientos generales en el laboratorio

La metodologia analitica ha sido uniforme en todos los laboratorios
participantes, de acuerdo con los procedimientos descritos mas adelante
( 5.5).

Las muestras identificadas en los laboratorios participantes como
sospechosas, fueron remitidas para fines de confirmacién y pruebas
complementarias, al Instituto Adolfo Lutz (IAL}), de la Secretaria de Salud del
Estado de S&o Paulo - Brasil, seleccionado como laboratorio de referencia
para el presente estudio, teniendo en cuenta su condicion de Centro
Colaborador Conjunto FAQ/OMS para el Monitoreo de la Contaminacién de
los Alimentos. Hay que registrarse el hecho de que las muestras de las
ciudades de México, DF y Culiacan, también ubicada en México no se han
enviado al IAL debido a que el Laboratorio Nacional de Salud Publica de
México es parte de un programa de garantia de calidad con los Estados
Unidos de América y Canada.

Ademas de prestar los servicios de referencia para el estudio, el IAL
suministré a todos los laboratorios participantes, cultivos estandar vy
antisueros polivalentes.

La cantidad minima de muestra que se ha recogido ha sido de 100 g o 100
ml. Para alimentos mixtos, todos sus componentes integraron la muestra
en la proporcién aproximada original del alimento ofrecido a la venta.

Se han utilizado instrumentos estériles solamente en los casos en que el
vendedor no disponia de sus propios instrumentos. Siempre que fue
posible, se busco reproducir exactamente las condiciones reales y habituales
de distribucion del producto en el punto de venta (24, 95).

En seguida, las muestras se acondicionaron en recipientes del propio
vendedor utilizados en su punto de venta, ya que quizas el recipiente
utilizado también pudiera ser una fuente de contaminacién. Las muestras
han sido entonces acondicionadas e identificadas debidamente (95). En los
casos en que el vendedor no disponia de recipiente para servir o
acondicionar los alimentos, se utilizaron bolsas plasticas de primer uso o
recipientes estériles.

El transporte de las muestras al laboratorio se realizd respetando las
condiciones usuales de conservaciéon del alimento, de la forma mas
semejante posible. En el caso de transporte rapido (méaximo de una hora),
el alimento se acondicioné en embalaje isotérmico sin incluir hielo, teniendo
cuidado de no mezclar alimentos calientes con alimentos frios en el mismo
embalaje isotérmico. En casos de que el tiempo de transporte fue superior
a una hora, se utilizaron embalajes isotérmicos especificos para cada grupo
de alimentos.
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5.5

Las muestras se identificaron individualmente, mediante una etiqueta o
medio anélogo, unida o pegada al embalaje.

Después de recibidas en el laboratorio, las muestras fueron mantenidas en
refrigeracion hasta el momento del andlisis, en general por un periodo de
tiempo no superior a una hora.

Todo el material utilizado se identificé debidamente, incluida la fecha de
iniciaciéon del anélisis. Los analistas recibieron instrucciones claras para
asegurar siempre la perfecta homogeneizacién de las muestras y de las
diluciones (24).

Ademas, serecomendd alos analistas seleccionar diluciones que ofrecieron,
en medios sdlidos, recuentos entre:

S. aureus: 5 y 150 colonias
B. cereus: 5y 50 colonias
C. perfringens: 5 y 50 colonias

Para los fines del presente estudio, se consideré como riesgo la presencia
de los microorganismos siguientes, en los nimeros indicados:

V. cholerae: >10%g
S. aureus: >10%g
B. cereus: >10%g
C. perfringens: >10%g
Salmonella: presencia en 25 g
E. coli O157:H7: presencia en 25 g

Para evaluar la calidad higiénica de los alimentos, se ha utilizado como
indicador la presencia de organismos coliformes de origen fecal en una
concentracién de 3 o maés coliformes por g o ml de alimento.

Metodologia analitica

Los métodos analiticos microbiolégicos, de confirmacién bioguimica,
serolégicos y de verificacidn de la toxigenicidad de los cultivos aislados de
los alimentos estudiados se han basado en las publicaciones de la
Asociacion Americana de Salud Publica (24), Administracion de
Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos de América (96),
Laboratorio Nacional de Referencia Animal de Brasil (55), Sociedad
Americana de Microbiologia (97), Microbiologia Clinica y Patogénica (98] y
Patdgenos Transmitidos por los Alimentos (3).

La metodologia utilizada en todos los laboratorios participantes fue

estandarizada seguin se describe enseguida. Los procedimientos de
evaluacién y garantia de la calidad analitica, también estandarizados y
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adoptados por todos los laboratorios involucrados, se encuentran descritos
en el Anexo b.

El método analitico utilizado para la deteccién de V. cholerae visaba detectar
numeros mayores que 10° células/25 g de alimento. Para eso, se incubo
dos series de dilucién (10°%a 10°) a 35°C y la otra a 42°C durante 6 a 8
h. Después de la incubacién, se transfiri6 la superficie de éstos a placas de
agar de TCBS y a otros tubos que contenian 10 ml de APA. Se incubd las
placas de agar de TCBS a 35°C durante 24 a 30 h y los tubos de APA a las
mismas temperaturas de origen durante 18 h; luego, se transfirié la
superficie de los mismos a placas de agar de TCBS, incubando a 35°C
durante 24 a 30 h.

A partir de las placas de agar de TCBS, se aisl6 en TIN1 de 3 a 5 colonias
sacarosa -positivas (0 negativas) planas, de 2 a 3 mm de didmetro y se
incubd a 35°C durante 18 a 24 h.

Los cultivos que se mostraron puros en TIN1 fueron sometidos a la prueba
de oxidasa. Los cultivos oxidasa-positivos se repicéd a agar nutritivo en
plano inclinado, y se incubé durante 18 a 24 h a 35°C. En seguida se
sometié estos cultivos a la prueba de antisuero polivalente.

Para el recuento de S. aureus se sembré sobre la superficie seca de agar de
Baird Parker 0,1 ml de cada dilucién seleccionada y se incubd las placas
invertidas a 35°C durante 30 a 48 h. Se conté todas las colonias tipicas y
atipicas (grisaceas o negras brillantes sin halo o solo con uno de los halos),
seleccionandose 5 colonias tipicas y 5 colonias atipicas que se sembrd en
tubos que contenian 5 ml de caldo de BHI, los que se incubé durante una
noche a 35°C. A partir del caldo de BHI, se preparé un frotis en coloracion
de Gram para verificar la presencia de cocos Gram-positivos y se realizé las
pruebas de investigacién de la presencia de coagulasa y la fermentacién
aerobica de la maltosa. Los cultivos identificados como S. aureus (
coagulasa y fermentacion aerobica de la maltosa positivos) se repicé a agar
nutritivo.

El recuento de B. cereus se hizo con la utilizacion del agar cereus. Se
incubé las placas invertidas a 30°C durante 18 a 24 h. Se seleccioné de
5 a 7 colonias tipicas, repicandoselos a tubos con agar nutritivo en plano
inclinado. Se incubé los tubos a 30°C durante 18 a 24 h. En seguida se
preparé un frotis el cual se coloreé con el método de coloracion de esporos,
verificando la presencia de bastoncillos cortos con extremidades rectas y la
presencia de esporas centrales o paracentrales.

A partir de los cultivos puros en agar nutritivo, se realizé las pruebas de
verificacién de R-hemolisina en agar de sangre de ovino, de motilidad y
reduccién de nitrato y de licuefaccién de la gelatina. Los cultivos que se
comportaron como B. cereus se repicd a agar nutritivo.
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Para el recuento de C. perfringens, partiéndose de la dilucién inicial en agua
peptonada al 0,1%, se efectud diluciones decimales en serie y se sembré
en agar de SPS (en profundidad 1 ml de las diluciones seleccionadas).
Después de solidificado y colocado sobre base de 5 mi o mas del mismo
medio se incubd las placas invertidas, en anaerobiosis, durante 18 a 24 h
a 46°C.

Se repicéd de 5 a 7 colonias sospechosas a tubos que contenian medio de
tioglicolato y se incubd durante 4 h al bafio maria a 46°C o durante una
noche a 35°C. Después de la incubacion, se preparé un frotis a fin de
verificar la presencia de bastoncillos Gram-positivos de extremidades rectas.
Partiendo de cultivos puros en medio de tioglicolato, se realizé las pruebas
de motilidad de nitrato, lactosa-gelatina y prueba de fermentacion
tempestuosa (storm-test). Los cultivos que se comportaron como C.
perfringens se mantuvieron en agar nutritivo.

La investigacion de Salmonella se realiz6 a partir de la homogeneizacion de
25 g de la muestra con 225 ml de agua peptonada amortiguada (buffer) al
1% e incubacién a 35°C durante una noche. El cultivo previamente
enriquecido se transfiri6 a tubos que contenian el caldo de Rappaport
Vassiliadis para enriquecimiento selectivo y se incubé a 42°C durante una
noche. El aislamiento se realiz6 sobre una superficie seca de agar SS y de
agar verde brillante, a la que se haya afiadido 1 ml de la soluciéon de
novobiocina al 4%, por litro del medio, después de incubar a 35°C durante
una noche.

Se aisl6 las colonias sospechosas en agar nutritivo en plano inclinado, las
cuales se repicé en tubos con caldo de urea y se incubé durante una noche
a 35°C. A partir del agar nutritivo, se repicé los cultivos urea-negativos a
agar de TSl y LIA incubandoselos a 35°C durante 24 h. Los cultivos que
se comportaron como Sa/monella se mantuvieron en agar nutritivo.

La verificacion del NMP de organismos coliformes de origen fecal se hizo a
partir de la siembra de 3 series de 3 tubos con 1 ml de las diluciones de 10’
a 102 o0de 10?2 a 10", segun el tipo de alimento, en caldo de EC con tubos
de Durhan invertidos, los cuales se incub6 durante 3 h a 35°C y después
durante una noche al bafo maria a 45,5°C.

Partiendo de tubos positivos para la produccién de gas en el caldo de EC,
se sembré tubos con caldo de triptona para la verificacion de la produccion
de indol a 45°C durante 18 a 24 h. Para llegar al resultado final se consulté
las tablas de NMP {Anexo 7).

La presencia de E. coli 0157:H7 se investigd a partir de la homogeneizacion

de 25 g de la muestra con 225 ml de agua peptonada amortiguada al 1%
que, después de una incubacién a 35°C durante 6 h, se repicé para la
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5.6

5.7

superficie de agar de Mac Conkey Sorbitol, incubandose otra vez a 35°C
durante 24 h.

Se aislé de 3 a 5 colonias sorbitol negativas y las cuales se repicé a tubos
con caldo de EC, con caldo urea y a dos tubos con 10 ml de agar de
motilidad, afadiéndose a uno de ellos una gota de antisuero H7. Los tubos
de caldo de EC se incubé al bafio maria a 45,5°C, y los tubos con caldo
urea y con agar de motilidad a 35°C durante 24 h.

Los cultivos que presentaron motilidad positiva en el agar de motilidad y
negativa en el agar de motilidad al que se ha afadido antisuero H7, reaccion
negativa en el caldo urea y crecimiento negativo en el caldo EC a 45,5°C,
se consideré presuntamente como E. coli O1567:H7 y se repicé a agar
nutritivo.

Confirmacién de los resultados

Los cultivos puros obtenidos de las muestras que se revelaron, durante el
proceso analitico, como sospechosas de contener uno o mas de los
microorganismos objeto del presente estudio se transplantaron en agar
nutritivo y se enviaron al IAL para identificacion complementaria vy
averiguacién de toxigenicidad. Las pruebas realizadas en el laboratorio de
referencia fueron las siguientes:

. Vibrio cholerae: pruebas complementarias de confirmacién (7).

] Staphylococcus aureus: identificacion de las toxinas tipo A, B,Cy
D por RPLA (Reverse Passive Latex Aglutination) (74).

. Bacillus cereus: identificacién de las toxinas diarréica y emética por
RPLA (3).

. Clostridium perfringens: identificacién de la toxina tipo A (3, 35,
36).

. Salmonella: identificacién serologica (57).

] Escherichia coli: identificacion de cepas patogénicas y de £. coli

0157:H7 (58, 99).
Estimacién del numero de consumidores expuestos al riesgo de enfermar

A fin de poder estimarse el nimero de consumidores expuestos al riesgo de
enfermarse a través del consumo de alimentos en la via publica, se verificd
cada ficha de recoleccién de las muestras que presentaron contaminacion
en niveles iguales o superiores al establecido en 5.4. Teniendo en cuenta
que una porcién de alimento contenia alrededor de 300 g(ml), se tomad la
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informacién sobre el volumen en gramos {mililitros) del alimento vendido en
el dia de la recoleccién de la muestra (Anexo 2, 1.3) y se dividié por 300.
Asi, se llegé al numero de consumidores que, en el dia de la recoleccion de
la muestra, estuvieron potenciaimente expuestos a adquirir ETA a través del
alimento contaminado.

Si bien se reconoce que hay muchas variables que hacen con que la flora
microbiana de los alimentos callejeros presente cambios periédicos,
incluyendo la temperatura de preparaciéon y/o de mantenimiento, la
temperatura ambiente, las condiciones higiénicas del(los) manipulador(es),
etc., se ha supuesto que esas condiciones son similares durante todo el
afo. Ademads, se considerd que los puestos de venta funcionan por lo
menos 5 dias por semana durante las 52 semanas del ano.

Asi, las estimaciones del nimero de consumidores expuestos a enfermar se
basan en las siguientes suposiciones:

] que las condiciones de preparacién y expendio son constantes a lo
largo del tiempo;

. que los puestos funcionan 5 d/semana durante las 52 semanas del
ano;

] gue la muestra analizada es representativa de todo el alimento
muestreado;

. que cada consumidor consume una porcién de 300 g{ml).

Se utilizé, para cada microorganismo, en cada una de las 8 ciudades, la
férmula siguiente:

Consumidores expuestos al riesgo de enfermarse = (X personas que
consumieron el alimento contaminado) 260"

' 260 = dias estimados de funcionamiento durante el afio.

Esto ha permitido estimar el riesgo a que los consumidores de las ciudades
estudiadas estuvieron expuestos a enfermarse por S. aureus, B. cereus, C.
perfringens o Salmonella, a través del consumo de alimentos expendidos en
la via publica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de este estudio se presentan en varios cuadros (1 - 19) y figuras (1 -
28) que aparecen en el Anexo 1. En total se encuestaron 2342
vendedores/manipuladores y 2134 consumidores y se analizaron 2433 muestras de
alimentos.
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6.1

Analisis exploratorio y descriptivo

6.1.1

Encuesta a vendedores/manipuladores

El Cuadro 1 y las Figuras 1 - 5 presentan la informacién referente a
caracteristicas de los vendedores ambulantes en las ocho ciudades
estudiadas. En cinco de las ciudades (La Paz, Santafé de Bogotd,
Quito, Lima y Ciudad de Guatemala) se observd que el expendio de
alimentos en la via publica es un oficio con alta participacion del
sexo femenino. Asi, en La Paz casi el 90% de los vendedores
fueron mujeres, mientras que en Quito y Lima, este porcentaje
superd el 80%. Eso reafirma observaciones anteriores (7, 2/ acerca
de la importancia de la venta callejera de alimentos como actividad
que, en el caso de la mujer, es una alternativa para contribuir en el
ingreso familiar, trasladando a la calle un oficio que ha venido
desempenando tradicionalmente en el hogar y contribuyendo a
superar el deterioro del nivel del ingreso familiar, a consecuencia de
la caida real de los salarios en la region, observada en los dltimos 10
anos (700). Hay que destacar la situacién aparentemente inversa
gue se ha observado en Santo Domingo, Ciudad de México y
Culiacdn. En esas ciudades los vendedores resultaron ser en su
mayoria del sexo masculino. En Culiacdan mas de 80% de los
vendedores eran hombres.

En general, no se observaron grandes diferencias en la distribucidn
por edad de los vendedores ambulantes en las ocho ciudades. En
todas ellas la mayoria de los vendedores tenian entre 26 y 60 afos
de edad. Dentro de este grupo etareo, en siete de las ocho ciudades
hubo mayor porcentaje de vendedores en el grupo de 26 a 40 afios
que en el grupo de 41 a 60 afos. La Unica excepcién se dio en la
ciudad de Lima, donde casi el 50% de los vendedores tenian mas de
40 anos. La informacion obtenida permite a su vez constatar que,
en por lo menos tres de las ciudades (Santo Domingo, Ciudad de
México y Culiacan}, la actividad de venta de alimentos en las calles
es desempefiada por hombres en edad productiva maxima,
fendmenos todos estos que revelan la importancia de la actividad en
la economia informal de los paises.

En cuando a nivel educacional, ingresos y cursos de capacitacién,
se observa que en todas las ciudades, mas del 50% de los
vendedores de alimentos callejeros tienen por lo menos educacion
secundaria, lo que habla en general de una escolaridad con potencial
para conocer o asimilar los habitos correctos de manipulacién de
alimentos.

De otra parte, si bien se han identificado vendedores con instruccion
universitaria en todas las ciudades encuestadas, la situacién en
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Culiacdn merece un comentario a parte ya que en esa ciudad mas
del 27% de ellos manifestaron tener ese nivel educativo. Eso podria
indicar que las personas en esa condicién, no cuentan en esa ciudad
con mejores alternativas de trabajo, sobre todo cuando la
informacién indica que los ingresos mensuales de mas del 75% de
los vendedores es de menos de 3 salarios minimos, situacién que
reafirma otra de las bondades atribuida a la venta callejera de
alimentos cual es la de contribuir para atenuar la desocupacién en
las ciudades (2).

En lo que se refiere a ingresos provenientes de la actividad de
vender alimentos en la calle, la informacién obtenida indica dos
grupos de ciudades en situacién diferente. Asi, mientras en Santafé
de Bogotd, Lima, Ciudad de México y Culiacén, el ingreso mensual
de la gran mayoria (> 75%) de los vendedores no alcanza a los 3
salarios minimos, en La Paz, Quito, Santo Domingo y Ciudad de
Guatemala la mayoria de los vendedores tienen un ingreso de por lo
menos 4 salarios minimos. En Ciudad de Guatemala, el 42% de los
vendedores refirieron recibir més de 10 salarios minimos.

En casi todas las ciudades, con excepcidon de Ciudad de Guatemala
y Culiacan, mas del 50% de los vendedores nunca recibieron cursos
de capacitacidn relacionados con el manejo higiénico de alimentos.
Si bien estos porcentajes pueden considerarse una cobertura
insuficiente, conviene hacer notar que las actividades de los diversos
proyectos de cooperacion en este campo, desarrollados por agencias
como FAO, OPS/OMS y otras que han dedicado considerables
recursos humanos y financieros, quizas no han sido proseguidas con
efecto multiplicador porlos paises, ademas que la frecuente rotacién
de oficio entre el comerciante informal, puede determinar que sea
imposible mantener una cobertura alta con actividades tradicionales
de capacitacion.

Es posible que la situacion de Culiacan, en donde mas del 54% de
los vendedores declararon poseer capacitacion, estérelacionada con
el elevado grado de instruccién universitaria (>27%) o el énfasis
que en ocasiones asignan las autoridades sanitarias ala capacitacién
en areas de turismo.

Los Cuadros 2 y 3 y las Figuras 6 - 12 muestran caracteristicas de
los puestos de venta por ciudad. La importancia de la venta
callejera de alimentos como actividad familiar queda reflejada en los
resuftados contenidos en el Cuadro 2 y en la Figura 6, en los cuales
se observa que vender alimentos en la calle es, por lo menos en las
ciudades observadas, una actividad predominantemente familiar. En
la mayoria de las 8 ciudades encuestadas, por lo menos el 65% de
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los puestos de venta son atendidos por una o dos personas {Figura
7).

Debido al potencial que tienen los alimentos callejeros de transmitir
ETA, es importante valorar el nimero de consumidores que son
atendidos en estos puestos en una jornada de trabajo (Figura 8). La
informacién obtenida muestra que mientras en La Paz, Lima, Ciudad
de México y Culiacan la mayoria (>50%) de fos puestos de venta
atienden entre 10 y 30 consumidores al dia, en Santafé de Bogota,
Quito, Santo Domingo y Ciudad de Guatemala la mayoria de los
puestos (>60%) atiende a mas de 30 consumidores por dia.
También se observa que la gran mayoria (> 70%) de los puestos de
venta funciona entre 5y 12 h por dia (Figura 9). La situacién en
Santafé de Bogota y Santo Domingo merece registro especial, ya
que en esas ciudades, mas del 14% de los puestos funcionan mas
de 12 h por dia.

Las condiciones de saneamiento basico de los puestos, se resumen
en el Cuadro 3 y en las Figuras 10y 11, en los cuales los resultados
muestran que en cinco de las ciudades (Santafé de Bogota, Quito,
Lima, Ciudad de Guatemala y Culiacan), por lo menos el 85% de los
puestos de venta de alimentos cuenta con acceso al agua, si bien
esto no significa que el agua provenga de una conexién a la red de
acueducto, pues una gran proporcién de los puestos de venta son
méviles o cuentan con instalaciones precarias, ni tampoco que el
agua atienda a patrones aceptables de potabilidad. Sin embargo,
mas preocupante es la situacién verificada en La Paz y Ciudad de
México, donde cerca del 30% de los puestos carece de acceso al
agua o en Santo Domingo, donde casi el 85% de los puestos
carece de este insumo indispensable. Lla Figura 10 muestra las
fuentes de abasto de agua por ciudad.

Entre los vendedores que tienen acceso al agua, la gran mayoria de
ellos la aquella proveniente de la red publica o le agrega cloro en el
puesto. Esto quizds se pueda atribuir a la cooperacion técnica
dedicada por agencias que como la OPS y el Banco Interamericano
de Desarrollo (BID) quienes a raiz de la epidemia del célera en la
Region, han destinado importantes recursos técnicos y financieros
para mejorar la calidad del agua y transferir tecnologia con
soluciones simples para la clorinacién de pequefios volimenes de
agua, ademas de capacitar a la comunidad para la adecuada
utilizacién de este recurso.

Esto contrasta con lo observado en Ciudad de Guatemala donde, si

bien la mayoria de los puestos cuenta con acceso al agua, mas de
un tercio la utiliza sin ningdn tipo de tratamiento, convirtiéndola en
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un peligro potencial, considerando el importante rol de ese insumo
en la vehiculizacién de ETA.

De otra parte, al observarse la informacién sobre las facilidades para
eliminacién de aguas servidas, se verifica que en siete de las ocho
ciudades menos del 40% de los locales cuentan con esos servicios.
En algunas ciudades, como es el caso de Quito, Lima, Santo
Domingo y Ciudad de Guatemala, el porcentaje llega a menos del
20%, io que sin duda, constituye en un gran riesgo de
contaminacién del ambiente, incluidos los alimentos que se
expenden en los propios locales.

El caracter mévil o la localizacién temporaria de muchos de los
puestos, determina que muy pocos de ellos cuenten con acceso a
servicios sanitarios en las cercanias. El mayor porcentaje de
puestos con estos servicios se verificé en La Paz, llegando solo al
33% (Figura 11). La falta de ese servicio indispensable determina
que en muchos casos, vendedores y consumidores deban satisfacer
sus necesidades fisioldgicas en la via publica, otro factor que
contribuye a contaminar el ambiente en donde de prepara y
expenden los alimentos y al menoscabo en la higiene de los
manipuladores.

Con excepcién de Lima y Santo Domingo, en las restantes ciudades
mas de dos tercios de los vendedores cuentan con facilidades para
recolectar y eliminar las basuras. En Lima, la situacién se muestra
especialmente preocupante, si se tiene en cuenta que menos del
10% de los vendedores cuentan con ese requisito indispensable para
el mantenimiento de la condiciones de salubridad del ambiente, en
tanto que en Santo Domingo este porcentaje llegd al 29%.

Respecto al origen de las materias primas para la preparacion de los
alimentos, mas del 75% de los vendedores de Santafé de Bogota,
Ciudad de México y Culiacan las adquieren de un mismo proveedor,
situacién bien distinta de la observada en La Paz y Ciudad de
Guatemala donde las materias primas son suministradas por varios
proveedores en mas del 70% de los casos.

Por otro lado, en casi todas las ciudades, parece ser el propio
vendedor quien prepara los alimentos a comercializarse
posteriormente. La unica ciudad en donde la adquisicién de
alimentos preparados por terceros llama la atenciéon en términos de
porcentaje es Santafé de Bogota, donde esa practica alcanza el 35%
de los puestos.

Una proporcién importante de los vendedores de La Paz, Quito y
Culiacan, prepara los alimentos en el hogar. Simultdneamente, més
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6.1.2

del 70% de los vendedores de La Paz, Lima, Santo Domingo, Ciudad
de Guatemala y Ciudad de México, manifestaron preparar alimentos
en el local de expendio. El comercio de alimentos en las calles
parece ser una actividad diversificada, que tiene como caracteristica
la venta de alimentos tanto preparados en el hogar como otros que
se preparan en cocinas improvisadas en los locales de venta y
finalmente un tercer grupo de alimentos adquiridos de terceros ya
listos para consumo.

En cinco ciudades (Santafé de Bogotd, Quito, Santo Domingo,
Ciudad de México y Culiacan) mas del 65% de los vendedores,
informaron que cuentan con facilidades para recalentar o enfriar los
alimentos. Este tipo de instalaciones puede servir tanto para
disminuir como para incrementar el riesgo de multiplicacion
microbiana en los alimentos, ya que mas del 50% de los vendedores
no cuentan con cursos de capacitacion en buenas practicas de
manipulacién de alimentos lo cual haria suponer que no conocen las
temperaturas criticas para el desarrollo microbiano.

La informacidn respecto a la reutilizacion de los alimentos sobrantes
(Figura 12) muestra que en la Ciudad de Guatemala y en Culiacan,
(donde el porcentaje de vendedores con curso de capacitacion
sobrepasa el 50%) menos del 35% de los vendedores aprovechan
los sobrantes, en tanto que en todas las otras ciudades participantes
mas del 55% de los vendedores refirieron reutilizar alimentos,
porcentaje que resulté cercano al 85% en La Paz y Lima.

Resultados de los analisis microbiol4gicos

Si bien se reconoce que la dosis infectante de los microorganismos
investigados son, en general, 1 a 2 log mayores (3, 6, 11, 33, 42)
que la dosis considerada de riesgo en el presente estudio, las
condiciones higiénicas de los puestos de venta, la temperatura de
mantenimiento de los alimentos y el tiempo medio en que los
mismos quedan en exposicion en una jornada normal, han
determinado la utilizacion de nimeros mas bajos.

Los Cuadros 4 al 10 vy las Figuras 13 y 14 presentan un resumen de
las caracteristicas de las muestras de alimentos analizadas, el
porcentaje de muestras positivas por tipo de alimento, la
contaminacidon por los distintos microorganismos estudiados vy las
caracteristicas de las muestras por microorganismo y por ciudad
estudiada. Se recolectaron un total de 2433 muestras. En algunas
ciudades el nimero de muestras analizadas fue superior a las 300
muestras planeadas.
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Debido a las diferencias en el riesgo de contaminacién
microbiolégica que presentan los diferentes grupos de alimentos
estudiados (carnicos, frutas y verduras, granos y cereales, dulces,
productos lacteos, jugos naturales, helados y pescados y mariscos),
no se buscaron todos los microorganismos en todos los tipos de
alimentos. Este hecho, sumado a diferencias en la distribucién
proporcional de alimentos por ciudad, ha determinado que el niimero
de muestras para la blsqueda de los diferentes microorganismos
haya mostrado variaciones sustanciales entre unas ciudades y otras.

El Cuadro 4 muestra que si bien los alimentos que contenian carne
en su composicién fueron mayoria en seis de las ocho ciudades, su
participacién porcentual fue destacada en Santafé de Bogota
{>50%). Enalgunas ciudades también se destacaron otros tipos de
alimentos entre los mas muestreados, como por ejemplo los lacteos
en La Paz, los granos y cereales en Lima y Quito, los pescados vy
mariscos en Quito, Lima y Culiacén vy las frutas, verduras y jugos
naturales en La Paz, Ciudad de México y Culiacan. Eso muestra la
variedad de alimentos que se expenden en las calles de la Regidn,
y explica la aparente disparidad entre el nimero de muestras que se
analizé para cada uno de fos microorganismos encuestados.

6.1.2.1 Vibrio cholerae

Teniendo en cuenta la epidemia de célera que ha afecté a la
mayoria de los paises de la Regién a partir de 1991, vy
considerando hallazgos anteriores (707), se buscé V.
cholerae en todas las muestras en condicién de andlisis, con
excepcidn de las muestras recolectadas en la ciudad de
Santo Domingo, ya que la Republica Dominicana se mantiene
libre de la enfermedad. En total, se analizaron 2089
muestras, sin haber demostrado en ninguna de ellas la
presencia del microorganismo en cantidades > 10° UFC/g de
alimento (Cuadro 4).

6.1.2.2 Staphylococcus aureus

La observacién de fa informacién sobre la contaminacién de
los alimentos callejeros por S. aureus, indica que este
microorganismo ofrece unriesgo porcentualmente mayor que
los demés involucrados en el estudio. Asi, entre las 1630
muestras analizadas, se verifico que este microorganismo
estuvo presente, en dosis de por lo menos 10° UFC/g, en
mas del 25% de los alimentos comercializados en Ciudad de
Guatemala y en 16% de los alimentos vendidos en La Paz,
decreciendo hasta valores cercanos a los 7% en Quito y
Lima, 5,5% en Santafé de Bogotd y poco mas del 2% en las
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demas ciudades (Cuadro 4). Con relacién a los tipos de
alimentos analizados, se encontré el S. aureus en
aproximadamente 20% en los dulces, 10% en granos y
cereales, productos lacteos y pescados Yy derivados, vy
alrededor de 5% en los productos carnicos (Cuadro 5).
Merece especial mencion el hecho de que no se buscé S.
aureus en muestras de frutas y verduras, tomando en
consideracién que esos alimentos no ofrecen riesgo potencial
de producir ETA por ese microorganismo. Como se puede
observar en el Cuadro 6, las diferencias por ciudad no se
modificaron sustancialmente luego de ajustar por tipo de
alimento.

6.1.2.3 Bacillus cereus

El B. cereus se investigdé en 1631 muestras de los alimentos
callejeros a base de carnes, granos y cereales, dulces y
productos lacteos de las 8 ciudades. En Culiacan, alrededor
del 32% de las muestras estaban contaminadas con ese
microorganismo. La contaminacién estuvo alrededor del 8%
en Lima y Guatemala, entre 4 y 5% en Ciudad de México y
Santafé de Bogota y cerca del 2% en las demas ciudades
(Cuadro 4). Es de destacar que la mayor cantidad de
muestras positivas se observé en los productos a base de
carnes (15%). También merece mencién el hecho de que en
su mayoria, se trataban de platos compuestos en los cuales
los cereales hacian parte de su composiciéon. Ademas, se
encontraron muestras positivas en los granos y cereales
(4,4%), dulces (3,6%) y productos lacteos (2,6%) (Cuadro
5). Como puede observarse en el Cuadro 6, ias diferencias
por ciudad no se modificaron sustancialmente luego de
ajustar por tipo de alimento.

6.1.2.4 Clostridium perfringens

La busqueda de C. perfringens se hizo sobre 805 muestras
de alimentos callejeros que contenian carne en su
composicién. La observacién de la informacion presentada
en el Cuadro 4 nos indica que la contaminacién por ese
microorganismo esta presente en las muestras de todas las
ciudades en porcentajes que oscilaron entre el 3,6% en
Lima, hasta el 9,3% en La Paz, situdndose alrededor del 4%
en las demés ciudades. Estos porcentajes no se modificaron
sustancialmente al ajustar por tipo de alimentos {(Cuadro 6).
En La Paz hubo que modificar la metodologia analitica
adoptada en los demés laboratorios, en consecuencia de
limitaciones en el equipo de incubacion. Asi, la etapa de
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incubacidn en condiciones de anaerobiosis se realizé a 35 -
37°C por 48 h.

6.1.2.5 Salmonella

La reconocida capacidad de las salmonelas para contaminar
diversos tipos de alimentos, ha sido el factor determinante
de la busqueda de ese microorganismo en la totalidad (2388)
de las muestras recolectadas y que se presentaron en
condiciones de anélisis. La informacién que se presenta en
los cuadros 4 y 5 permite observar que la mayor ocurrencia
de Salmonella se encontré en los alimentos comercializados
en las calles de Culiacén {3,7%). También contenian el
microorganismo alimentos de La Paz y Ciudad de Guatemala
(1,3%), Santafé de Bogotad y Lima (0,7%) y Ciudad de
México (0,3%), mientras en Quito y Santo Domingo ninguna
muestra analizada revelé estar contaminada por este
microorganismo. El andlisis de la contaminacién desde el
punto de vista de los tipos de alimentos, se verifica que son
los alimentos a base de carne los que presentan el mayor
riesgo {1,7%) de contener Salmonella, seguidos de las frutas
y verduras (1,5%), los pescados y mariscos {1,0%) vy los
jugos naturales (0,2%) (Cuadro 5). Como se observa en el
Cuadro 6, las diferencias por ciudad no se modificaron
sustancialmente al ajustar por tipo de alimento.

6.1.2.6 Organismos coliformes fecales

Varios autores (6, 58, 60, 67) recomiendan la bisqgueda de
esos microorganismos en los alimentos, como indicacién de
su contaminacion directa o indirecta por heces humanas o de
otros animales de sangre caliente. Su hallazgo en los
alimentos indica que otros patdégenos entéricos, como
Salmonella, Shigella y otros (incluyendo cepas patogénicas
de E. coli), pueden estar presentes, mismo que no se hayan
identificado en la muestra.

El Cuadro 7 y Figura 15 muestran que la contaminacion de
origen fecal de los alimentos en las ciudades estudiadas
varié entre el 9,4% en Santo Domingo y el 56,7% en
Culiacan. En cuanto e la contaminacion por tipo de alimento
{Cuadro 8), los porcentajes mas altos de contaminacion se
encontraron en los pescados y mariscos (47,4%), productos
carnicos (39,4%) y granos y cereales (35,3%]).

Es importante destacar que incluso luego de ajustar por tipo
de alimentos, un porcentaje considerable de los alimentos
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estaban contaminados por coliformes de origen fecal,
sugiriendo la posibilidad de contaminacién por otros
microorganismos, incluyendo los patégenos. Ademas, esto
indica que los alimentos son manipulados y/o mantenidos en
condiciones favorables a la supervivencia y desarrollo de
esta flora indeseable. Asi, los datos ajustados muestran que
el 53,8% de los alimentos en Culiacan, 49,8% en Lima,
33,2% en Ciudad de México, 27,9% en La Paz, 24,5% en
Quito, 22,6% en Ciudad de Guatemala, 15,4% en Santafé
de Bogota y 13,9% en Santo Domingo, son potencialmente
riesgosos.

Esta es una informacién muy importante, desde el punto de
vista de salud publica, teniendo en cuenta el origen de este
grupo bacteriano indicador. La relacién de la E. coli no
patogénica con los demds patégenos de transmisién fecal-
oral tiene que ver con la presencia de esos patdgenos en la
poblacién humana y animal y la contaminacidon de materias
primas, ademas de las condiciones de manipulacién vy
conservacion de los alimentos en las calles, entre otras.

6.1.2.7 Escherichia coli 0157:H7

Si bien se reconoce que los mayores riesgos de ETA por el
consumo de alimentos en la calle se concentran en la
enfermedad causada por microorganismos como S. aureus,
C. perfringens, B. cereus y Salmonella, la gran importancia
que viene adquiriendo la £. cofi 0157:H7 en los paises
desarrollados, desperté nuestro interés por investigar su
presencia en los alimentos expendidos en vias publicas. Esto
determind la busqueda de ese microorganismo emergente en
2389 muestras de alimentos pertenecientes a los 8 grupos
arriba citados, en todas las ciudades estudiadas. Solo una
muestra, perteneciente a una fruta comercializada en la via
publica de la Ciudad de Guatemala (papaya pelada), dio
como resultado la presencia de ese microorganismo.

La presencia de E. co/i O157:H7 en un alimento de venta
caliejera sugiere que el mismo esté diseminado de manera
significativa en el medio ambiente. Por eso, y teniendo aun
en consideracion la gravedad de la enfermedad producida por
este patégeno, es que se considera este Unico caso como
muy importante.
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6.1.3 Encuesta a consumidores

La informacién para conocer caracteristicas demograficas y
socioeconémicas de los consumidores, estd basada en las
entrevistas a cerca de 300 consumidores en la mayoria de las
ciudades. En la Ciudad de Guatemala sin embargo, solo pudo
encuestarse a 239 y en la Ciudad de México a 273, en tanto que en
La Paz, los resultados estan basados en alrededor de 120 encuestas
aplicadas.

El Cuadro 11y las Figuras 16 - 20 muestran algunas caracteristicas
demogréficas y socioeconémicas de los consumidores encuestados.
Puede observarse que, si bien la distribucién de los consumidores
por sexo, varia de ciudad en ciudad, en todas ellas predominan los
hombres entre las personas que consumen alimentos en la via
publica, siendo mas notoria su participacién en ciudades como Lima
(tan solo un 19.5% de mujeres), Santo Domingo y Santafé de
Bogotd, en las cuales més de un 70% de los consumidores son del
sexo masculino. A suvez, se observa que un alto porcentaje de los
consumidores se encuentran en edades econémicamente activas;
asi en todas las ciudades entre el 40 y el 50% de los consumidores
tiene entre 26 y 40 afios, porcentaje que es incluso mayor en Lima,
donde cerca del 80% de los consumidores pertenece a este grupo
etareo, datos que sugieren que la venta callejera puede ser una
fuente importante de alimentos para la poblacién econémicamente
activa.

E! perfil ocupacional de los consumidores nos muestra que quienes
con mayor frecuencia hacen uso de las comidas en la via publica
son obreros y oficinistas. Entre los encuestados, la proporcion de
estos dos grupos de poblacién es cercana a las tres cuartas partes
en la mayoria de las ciudades y llega al 78% en Ciudad de
Guatemala, 77% en Quito, 73% en Ciudad de México y 71% en
Santafé de Bogotd; de los dos grupos, el de obreros reviste especial
importancia como consumidor: en Santafé de Bogotd, Quito, Lima,
Santo Domingo y Ciudad de Guatemala, mas del 50% de los
entrevistados son obreros y en las ciudades restantes constituyen
en todos los casos mas del 30% de la muestra. Los profesionales
tienen una participacion  relativamente importante como
consumidores en Quito (22%), Ciudad de México (18%) y Santo
Domingo (16%).

Resulta manifiesto que son las personas de menores ingresos las
que hacen mayor utilizacién de las ventas callejeras; asi en Culiacan,
el porcentaje de consumidores con ingresos de menos de 3 salarios
minimos llega a un 96%, en Lima al 95%, en Santafé de Bogota al
79%, en Ciudad de México al 71%. Solo se registré un porcentaje
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relativamente alto de consumidores con ingresos superiores a 3
salarios minimos en La Paz y Ciudad de Guatemala.

Los resultados acerca del nivel educativo de los consumidores,
indican un alto porcentaje de consumidores (cerca del 80% en la
mayoria de las ciudades) con estudios primarios y secundarios,
mientras que la proporcién de personas con formacion universitaria
tiene una participacion destacada tan solo en Santafé de Bogotéa
(20%), Ciudad de México (25%) y Culiacan (40%), ciudad esta
Ultima de gran importancia turistica lo cual podria explicar en parte
el consumo de alimentos por un porcentaje relativamente alto de
personas con ese nivel de educacion.

Por su parte, solo Ciudad de Guatemala registra un importante
porcentaje de analfabetos ( 22%) entre los consumidores, situacion
que posiblemente tenga repercusién en los habitos y actitudes de los
encuestados frente al consumo de alimentos y a su percepcion de
los conceptos relacionados con la higiene de los mismos. Hay que
tener en cuenta que Guatemala es un de los paises de la region con
indices mas altos de analfabetismo en su poblacién (700).

El Cuadro 12y las Figuras 21 - 24 muestran algunas caracteristicas
del consumo de alimentos en la via publica. En general, la mayoria
de los encuestados refirié que consume alimentos en la via publica
una o dos veces por dia. La Gnica excepcién fue Santafé de Bogota,
donde el 50% refiri6 consumirlos mas de tres veces por dia.

En relacién al sitio de consumo del alimento, se encontré que la
mayoria de encuestados consume la comida en el local de venta,
siendo la tnica excepcién la Ciudad de Guatemala, donde solo el
55% refirid consumir en el puesto de venta. Excepto en el caso de
Lima, entre el 15 y el 30% de los encuestados refirio que lleva
comida al hogar. En Lima, solo el 1,5% refirié llevar comida al
hogar. El nimero de personas que consumen esta comida en el
hogar fue muy variable de ciudad en ciudad. Asi, en Ciudad de
México, casi el 70% de los encuestados que llevan comidas
callejeras al hogar refieren su consumo por una persona, en tanto
que en Culiacadn, mas del 25% manifestaron que la comida era
consumida por mas de tres personas.

Junto a los resultados presentados para vendedores, estos
resultados sugieren que tanto entre consumidores como vendedores
existe potencial para recibir cursos de capacitacion y/o informacion
sobre manipulacién higiénica de alimentos.

Las cifras obtenidas con estas variables, son un indicador de la
contribucién de la venta de alimentos en la via publica a la seguridad
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alimentaria de grupos poblacionales que en razén de sus actividades
y estilo de vida acuden a este tipo de comercio durante su jornada
diaria, vy lo hacen también por habito y para satisfacer su gusto por
determinados tipos de comida vendida en la calle.

El porcentaje de encuestados que refirié diarrea en los Ultimos cinco
dias varié de ciudad en ciudad, desde un valor maximo de 9,7% en
Ciudad de México, hasta un minimo de 1,1% en Lima. El porcentaje
con antecedentes de vomitos en los Ultimos cinco dias oscilé entre
el 0,6 % (en Ciudad de Guatemala) y el 5,2 % (en Santafé de
Bogotd) (Cuadro 13A). Como puede observarse en el cuadro
siguiente, los patrones observados no se modificaron
sustancialmente luego de ajustar las tasas por edad, sexo, ingreso
y escolaridad de los consumidores {Cuadro 13B). El resultado de la
observacién de sintomas gastrointestinales en las ocho ciudades se
muestran en la Figura 16.

6.2 Variables asociadas a la ocurrencia de sintomas gastrointestinales entre los
consumidores

6.2.1

Relacion entre ocurrencia de diarrea y vOmitos entre los
consumidores y tasa de contaminacién de los alimentos
muestreados

Debido a que se carece de informacién especifica sobre la
contaminaciéon de los alimentos consumidos por cada consumidor
encuestado, la investigacion de la relacion entre contaminacion de
alimentos y sintomas gastrointestinales debié limitarse a investigar
asociaciones ecoldgicas entre contaminaciéon y la ocurrencia de
sintomas en cada una de las ciudades. Como muestran las Figuras

25 - 28, no se observaron asociaciones entre la tasa de
contaminacién y la ocurrencia de sintomas para ninguno de los
microorganismos investigados. Asimismo, diversos factores

psicolégicos y culturales pueden haber reducido la validez de la
informacidn sobre sintomas gastrointestinales obtenida en las
encuestas a consumidores.

Ademads, es importante considerar que la encuesta se realizé entre
consumidores asiduos, lo que también lleva a suponer que los
mismos hayan desarrollado algun factor de proteccidon contra las
patogenias que pueden causar los microorganismos estudiados. La
literatura cientifica registra varias investigaciones (702 - 7106} en
donde se ha comprobado el poder inmunogénico de algunos
microorganismos como £. coli enterotoxigenico, Salmonella vy
Shigella flexneri, entre otros. Esto también puede relacionarse con
el hecho de que los turistas que consumen alimentos en la calle sean
siempre mas afectados por sintomas grastrointestinales que la
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6.3

poblacién local. Finalmente, hay que considerarse que la frecuencia
de aislamiento de los microorganismos en los alimentos estudiados,
indica la existencia de una condicién endémica, con las
connotaciones sefialadas anteriormente en 3.8.

6.2.2 Relacion entre caracteristicas del consumo de alimentos callejeros
y sintomas gastrointestinales

Los Cuadros 14 y 15 muestran la razon de posibilidades {(odds ratio)
de haber tenido diarrea o de haber tenido vémitos segun la
frecuencia de consumo de alimentos callejeros y el sitio de
consumo.

No se observé ninguna relacién entre las posibilidades (odds) de
tener diarrea y la frecuencia de consumo de alimentos en la via
publica {Cuadro 14). Una vez ajustado por ingreso y educacién, el
riesgo de padecer diarrea se encontré ligeramente elevado en
quienes dijeron haber consumido los alimentos en el sitio de venta
en comparacién con quienes dijeron no hacerlo; este incremento no
fue estadisticamente significativo (los intervalos de confianza del
95% sobre la razén de posibilidades {odds ratio) incluyeron el valor
1.0).

Las posibilidades {odds) de haber padecido vémitos en los ultimos
5 dias aumentaron a medida que aumentd la frecuencia del consumo
de alimentos en la via publica, aungue los intervalos de confianza del
95% para la razén de posibilidades siempre incluyeron al valor 1.0
(Cuadro 15) y la tendencia de incremento en la ocurrencia de
vémitos al incrementarse la frecuencia de consumo no fue
estadisticamente significativa. Estas asociaciones persistieron luego
de ajustar por ingreso y educaciéon. No se observé ninguna relacion
entre haber padecido vomitos y el sitio de consumo de los
alimentos.

Relacion entre caracteristicas de los vendedores y de los puestos y la
contaminacién bacteriana

Los Cuadros 16-19 muestran razones de posibilidades (odds ratios) de
contaminacién por distintos microorganismos luego de ajustar por ciudad.
La Ciudad de Guatemala se excluyd de estos andlisis ya que no fue posible
aparear los resultados de los anélisis microbioldgicos en las muestras de
alimentos con las encuestas a vendedores. No se observaron asociaciones
claras entre el sexo o la edad de los vendedores y las posibilidades (odds)
de contaminacién. Tampoco hubo un patrén claro en cuanto a la relacion
entre la educacién vy el ingreso de los vendedores y las posibilidades de
contaminacién. Para S. aureus, B. cereus y coliformes de origen fecal, las
posibilidades de contaminacién fueron menores en los vendedores de menor
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6.4

ingreso y educacién, pero estas diferencias fueron estadisticamente
significativas en muy pocos casos {en la gran mayoria, los intervalos de
confianza del 95% incluyeron el valor 1.0). Por el contrario, la
contaminacién por C. perfringens parecié estar aumentada en los
vendedores de menores ingreso y educacidn, pero las diferencias en ningun
caso fueron estadisticamente significativas (P <0.05). No hubo
asociaciones claras entre las posibilidades de contaminacién vy la asistencia
a cursos de manipulacién de alimentos por parte de los vendedores. Eneste
sentido, es importante evaluar el contenido de los cursos recibidos y la
aplicacién de las medidas higiénicas por parte de los vendedores. También
es posible que el riesgo de transmisién de ETA a través del consumo de
esos alimentos solamente presentard disminuciéon importante cuando la
educacién delos vendedores/manipuladores se complemente con programas
apropiados de informaciéon a los consumidores.

En general tampoco hubo asociaciones claras entre el nUmero de personas
que trabajan en el local, el nimero de personas que se atienden por dia, las
horas que atienden por dia, o el ser una actividad familiar y las posibilidades
de contaminacidn. Las uUnicas excepciones fueron la contaminacion por C.
perfringens, que se encontrd significativamente aumentada el locales que
no refirieron ser una actividad familiar (P <0.05) y la contaminaciéon por
coliformes de origen fecal, que aumenté significativamente a medida que
aumenté el nimero de empleados en el local y el nimero de comensales.

El uso de agua sin tratar estuvo asociado a incrementos en las posibilidades
{odds) de contaminacién de los alimentos para todos los gérmenes, aunque
estos incrementos no fueron estadisticamente significativos. Eluso de agua
clorada estuvo incluso asociado a incrementos estadisticamente
significativos en las posibilidades de contaminacién por S. aureus. Lla
escasa cantidad de puestos sin acceso a agua hace dificil la interpretacién
de las razones de posibilidades correspondientes a esta categoria. No hubo
asociaciones claras entre el riesgo de contaminacién y la presencia de
sistemas de eliminacién de aguas o basuras o la existencia de letrinas en la
proximidad se los puestos. Tampoco hubo asociaciones claras entre las
posibilidades de contaminacién y el sitio de preparacién de alimentos, la
presencia de instalaciones para calentar o enfriarlos, o el aprovechamiento
de alimentos sobrantes. El adquirir los alimentos de mas de un proveedor
tampoco se relacioné claramente con las posibilidades (odds) de
contaminacién.

Evaluacién de las muestras positivas y del riesgo de enfermarse

Ademas del anélisis microbiolégico de los alimentos, se evaluaron
individualmente todas las fichas de recoleccién de las muestras de alimentos
que presentaron dosis infectante de S. aureus, B. cereus y/o C. perfringens,
o presencia de Salmonella o E. coli 0157:H7 (Anexo 2). En {a evaluacién
se consideraron su composicién, temperatura en el momento de recoleccién
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de la muestra, condiciones en que se lo mantenia en el puesto de venta y
volumen expendido en una jornada de trabajo. También se reviso la
informacién referente al vendedor y al puesto de venta como horas de
funcionamiento, aspectos higiénicos del puesto, ndmero promedio de
consumidores atendidos, etc. Toda esa informacién complementaria se
recolectd de las fichas individuales de recoleccién de muestras, y es la base
de muchos de los comentarios gue se hacen a continuacién.

6.4.1 Vibrio cholerae

Si bien los resultados relativos a la busqueda de dosis infectante de
V. cholerae son coincidentes con el descenso de la curva epidémica
del célera en las ciudades encuestadas, eso no se debe de
interpretar como ausencia de riesgo, ya que en otras oportunidades
(107) se aislé el microorganismo de varios tipos de alimento
callejero.

Los programas desarrollados por las agencias de cooperacion
técnica, asociados a programas nacionales de educacién y el
fortalecimiento de la vigilancia epidemiolégica por cierto
contribuyeron a la reduccién del riesgo presentado por los alimentos
callejeros en la transmisién del célera. Sin embargo, hay que tener
presente que las condiciones en que se manipulan y comercializan
esos alimentos en la via publica, en donde la contaminacién cruzada
es una amenaza permanente, el substrato nutritivo ofrecido por los
alimentos mismos y la temperatura ambiente en las ciudades
estudiadas, son todos ellos elementos muy favorables a la
contaminacién de los alimentos por el V. cholerae y su répida
multiplicacién, pudiendo alcanzar la dosis infectante en muy poco
tiempo.

6.4.2 Staphylococcus aureus

Las muestras positivas para S. aureus halladas en La Paz
pertenecian mayormente alos alimentos clasificados como pescados
y mariscos, dulces y productos lacteos. La mayor concentracién de
muestras positivas en los dos Gitimos tipos de alimentos confirma la
informacién de que los dulces, especialmente los que contienen
crema, y los alimentos a base de leche, ofrecen substrato de
excelente calidad para el desarrollo del S. aureus, ademéas de
constituir en un indicador importante sobre la manipulacién y/o el
origen de la leche utilizada en la preparacién de cremas y productos
lacteos destinados al expendio en las calles. La contaminacion
observada en los pescados puede estar asociada al exceso de
manipuleo durante la preparacién de eses platilos. Las muestras
positivas sugieren que el nimero de manipuladores de alimentos
callejeros que son portadores del microorganismo puede ser alto y
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que o bien la temperatura de coccidon de esos alimentos no es
suficiente para inactivar el S. aureus o la recontaminacion posterior
a la coccién es muy alta. Esta uUltima hipdtesis parece ser mas
probable, por lo menos en el caso de un platillo de pescado frito con
maiz y papas en donde se ha verificado, ademas de la existencia de
S. aureus en cantidades suficientes para causar la intoxinacién, la
presencia de Sal/monella y un conteo elevado de organismos
coliformes fecales. Teniendo en consideracién el niumero promedio
de consumidores que acudian a esos puestos, se estima en 700/dia
la cantidad de personas en riesgo de adquirir ETA por S. aureus, en
esa ciudad.

La situacién observada en Santafé de Bogotd, en donde la mayoria
de las 13 muestras positivas provenian de alimentos a base de leche
o carne, puede indicar la utilizacién de leche no pasteurizada para la
elaboracion de los alimentos lacteos destinados al expendio en la via
publica. Esta es una situacién que ocurre en muchas ciudades de la
Regién, y que puede ser responsable de un numero considerable de
ETA causadas por el S. aureus, ya que no es poco frecuente que la
leche se obtenga de animales enfermos (mastitis) y asi contengan
el microorganismo. Es de destacar que muchas de las muestras
positivas provenian de alimentos que se han preparado en e! hogar
del vendedor o se adquirieron listos de proveedores. Esto sugiere
que el tiempo, ademéas de temperaturas adecuadas, es importante
para el desarrollo del microorganismo en el alimento y la
consecuente produccién de toxinas. Con relacién a las toxinas, hay
que registrar que el IAL ha identificado en las muestras positivas las
toxinas A, Cy D. Se estima en 520/dia el niUmero de consumidores
expuestos al riesgo de adquirir ETA a través de la ingestidon de
alimentos contaminados por S. aureus.

De las 16 muestras positivas en Quito, casi todas pertenecian a un
alimento conocido como “encebollado”, que es un platillo a base de
pescado, cebolla y condimentos. Casi siempre los vendedores lo
preparan en su hogar o lo adquieren de un proveedor, vya listo para
el consumo, y lo mantienen a temperaturas alrededor de 42 al
45°C, en el local del expendio. En general, esas muestras provenian
de puestos que se clasificaron como “sucios”. Los duenos de los
puestos declararon que alrededor de 50 personas al dia acudian para
consumir esos alimentos. Se estima en 800/dia, el nimero de
consumidores expuestos al riesgo de enfermarse a través del
consumo de esos productos.

En Lima, donde la gran mayoria de los vendedores aprovecha los
alimentos sobrantes del dia en su préxima jornada de trabajo, la
ocurrencia de S. aureus también ha sido importante. Ademas, la
jornada diaria es de casi 8 h, en promedio, lo que vale decir que los
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alimentos se mantienen expuestos al ambiente (situacién constatada
en la mayoria de los puestos), por tiempo suficiente para que ocurra
el desarrollo microbiano hasta niveles infectantes. Teniendo en
consideracién la informacién obtenida sobre el numero de
consumidores que acudian a los puestos en donde se constaté
muestras contaminadas por ese microorganismo, se estima alrededor
de 700 personas/dia estén expuestas al riesgo de enfermarse por
consumir alimentos callejeros contaminados con toxina
estafilocécica.

Si bien en Santo Domingo solamente 3 muestras contenian dosis
infectantes de S. aureus, el hecho de que todas ellas provenian de
alimentos que son, en general, sometidos a altas temperaturas de
preparacién {pollo frito, pescado frito y carne de cerdo frita) se
constituye en fuerte indicacion de recontaminacién, lo que significa
que los manipuladores carecen de buenos habitos higiénicos y que
esos alimentos se manipulan de manera descuidada y que son
mantenidos en condiciones inadecuadas de conservacién. La
ausencia de otro tipo de contaminacién en esas muestras es otro
indicador de contaminacién posterior al proceso térmico. Teniendo
en cuenta que los vendedores de esos alimentos han declarado
servir esos alimentos a cerca de 90 consumidores, se estima que
por lo menos ese nimero de personas, pueden enfermarse cada dfa,
a través del consumo de esos alimentos.

La Ciudad de Guatemala ha sido el lugar que presenté el mayor
porcentaje de muestras positivas para S. aureus. Teniendo en
cuenta que en es ciudad mas del 50% de los vendedores han sido
capacitados en buenas practicas de manipulacién de alimentos, se
tiene un indicativo de que la capacitacién del vendedor no es
suficiente para producir cambios en la higiene de los alimentos
callejeros, si no se complementa esta accién con informacion
adecuada a los consumidores, a fin de permitir la identificacion de
los vendedores capacitados, dandose preferencia a los productos
expendidos por ellos. Entre los alimentos contaminados se puede
observar productos crudos o cocinados, vegetales, carnicos vy
lacteos, o sea, todos los tipos de alimentos. Eso es més una
indicacién que este tipo de contaminacion esta estrechamente
relacionado a la manipulacién deficiente de los alimentos. Una
caracteristica de Ciudad de Guatemala es el gran namero de
personas que acuden a las ventas callejeras de alimentos. Con base
en el nimero de consumidores que se sirvieron de los alimentos que
presentaron positividad para S. aureus, se estima que alrededor de
1550 consumidores se exponen, todos los dias, al riesgo de
consumir alimentos callejeros contaminados, desarrollando una ETA
por esa causa.
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En Ciudad de México, la situacién se presenté de manera semejante
a Santo Domingo, con pocas muestras contaminadas con la dosis
infectante del S. aureus. Casitodas ellas fueron de tacos con carne,
y una fue de ostillones. Los alimentos correspondientes se
mantenian a temperaturas alrededor de los 25°C. Teniendo en
cuenta que los vendedores declararon servir esos alimentos a
alrededor de 40 consumidores al dia, se estima que por lo menos
120 personas estuvieron expuestas al riesgo de enfermarse por S.
aureus en esa ciudad.

El pequefio nimero de muestras positivas para S. aureus en los
alimentos callejeros de Culiacan parece indicar una influencia
positiva del nivel de educacion de los vendedores {mas de 27% de
ellos tienen nivel universitario), en especial si se tiene en cuenta que
la contaminacién por ese microorganismo es, en general,
proveniente, de la recontaminacién decurrente de manipulacién
inadecuada. Sin embargo, si se considera que esa es una ciudad en
donde el turismo es una importante fuente de ingresos, no se puede
dejar de considerar que las muestras positivas se pueden traducir en
un riesgo de que alrededor de 250 personas estén expuestas a
contraer una intoxinacidon por toxina estafilocécica, todos los dias.

Bacillus cereus

Teniendo en cuenta el ntimero de muestras positivas en La Paz
(solamente 3 muestras), se puede estimar que cerca de 100
personas/dia se exponen al riesgo de enfermarse a través del
consumo de alimentos callejeros contaminados por B. cereus.

Las muestras de alimentos de Santafé de Bogota que presentaron
niveles > 10° UFC/g, pertenecian a los productos carnicos, granos
y cereales o productos lacteos. Sin embargo, en todos los casos se
trataban de alimentos que requieren un alto nivel de manipuleo. Asi,
los platillos “lechona”, “chorizo de arepa” y “arepa de mazorca”,
ademas de populares pertenecen a ese grupo. En el momento del
muestreo, se observé que la temperatura de esos alimentos estaba
entre 24 y 28°C. Segun la informacién de los vendedores, la
cantidad de estos alimentos vendidos en una jornada de trabajo es
suficiente para alimentar a cerca de 300 consumidores, estimandose
que ese es el nimero de personas expuestas al riesgo de contraer
ETA por la ingestién de alimentos contaminados por dosis infectante
de B. cereus.

Si bien en Quito solo 3 muestras estuvieron contaminadas con 5.
cereus en niveles capases de desencadenar ETA, la cantidad de los
alimentos correspondientes expendidos en una jornada de trabajo es
suficiente para atender a unos 300 consumidores. Los alimentos
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contaminados se mantenian a temperatura tibia (43 - 48°C) que los
vendedores consideraron “caliente”.

En Lima, los alimentos de los cuales se recolectaron las muestras
positivas se mantenian en general a temperatura ambiente, lo cual
es critico para el buen desarrollo del B. cereus. Esas temperaturas
son apropiadas para la germinacién de las esporas de ese
microorganismo con el posterior desarrollo y produccion de sus
toxinas. ElIAL ha demostrado la produccién de toxina diarréica por
los microorganismos aislados en esa ciudad. Considerando que el
alimento contaminado por B. cereus se ha servido a cerca de 400
consumidores, se considera que ese es el nimero de personas en
riesgo diario de enfermarse.

La Unica muestra de Santo Domingo que presenté la presencia del
microorganismo, en los niveles considerados como capases de
producir ETA, pertenecia a un helado preparado con leche y zumo
de fruta. Teniendo en cuenta que la temperatura de mantenimiento
de ese alimento (0°C en el momento de la recolecciéon) no es
apropiada al desarrollo microbiano, ni a la produccion de toxinas, se
presume que la contaminacion viene desde la preparacion, en donde
las condiciones higiénicas deben de ser precarias. En ese caso, hay
que considerar que el vendedor adquirié el helado de un proveedor
y por lo tanto, la contaminacién debe de haber ocurrido en esta
etapa. Si se considera solamente las personas que consumieron el
helado de ese vendedor, se puede estimar que por lo menos 50
consumidores han estado expuestos al riesgo de adquirir ETA por B.
cereus a través del consumo de alimentos en la via publica de Santo
Domingo.

En Ciudad de Guatemala, si bien entre las muestras positivas se
encontraron una clasificada como “dulce”, otra como alimento
“carnico” y otra como “granos y cereales”, todas contenian cereales
en su composicién. Los alimentos en cuestién se mantenian a
temperaturas que variaban entre los 20°C y los 37 °C. Merece
destacar el hecho que todos los vendedores involucrados recibieron
cursos de capacitacién, y sus puestos de venta tenian una
apariencia “limpia”. Se estima que mas de 150 personas pueden
consumir esos alimentos durante una jornada de funcionamiento de
los puestos.

En la Ciudad de México, en donde se encontraron 2 muestras
positivas para B. cereus, las muestras positivas también provenian
de alimentos que contenian cereales en su composicién. Ademas de
presentar una dosis bastante elevada de B. cereus {1 0° UFC/g) los
“tacos” también presentaron conteo elevado de organismos
coliformes fecales, lo que es un fuerte indicativo de que eses
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alimentos se elaboraron en condiciones precarias de higiene. Si bien
los puestos de venta se consideraron “limpios” por el encuestador,
se sabe que parte de este alimento (las tortillas) se elaboran, en
general en otras partes, en donde las condiciones higiénicas del
ambiente y del manipulador son bastante precarias. A esto hay que
agregar el tiempo transcurrido entre la preparacién de la masa de
harina de maiz y la preparacién y coccién de los tacos. Este tiempo
parece ser suficiente para que el microorganismo, cuando presente,
se desarrolle al punto de alcanzar niveles que pueden significar
riesgo al consumidor. Ademds, la temperatura y el tiempo de
coccidn parecen ser insuficientes para destruir los microorganismos.
Por el contrario, las temperaturas de mantenimiento y coccién
parecen favorecer el desarrollo de la toxina diarréica, producida por
el B. cereus durante la fase de desarrollo exponencial y de fa toxina
emética, que el microorganismo secreta al esporularse. Si bien el
numero de consumidores en riesgo directo de enfermarse a través
del consumo de tacos provenientes de los puestos que presentaron
muestras contaminadas se estima en cerca de 200/dia, hay que
considerar que ese numero debe multiplicarse muchas veces, si se
tiene en cuenta la popularidad de este alimento en la venta callejera
en la Ciudad de México.

En Culiacan mas de 33% de las muestras en donde se buscé B.
cereus, revelaron cantidades suficientes por gramo de alimento para
provocar ETA. Todas las muestras positivas fueron de “tacos” con
distintos tipos de relleno. Si se estima que en cada uno de los
puntos de venta se sirven cerca de 50 consumidores por dia
{numero muy conservador en una ciudad turistica), se puede estimar
en 2350 el nimero de personas expuestas a contraer intoxinaciéon
alimentaria a través de la ingestién de “tacos” contaminados por B.
cereus.

Clostridium perfringens

De las 9 muestras positivas en La Paz mas del 70% se mantenian
en temperatura ambiente (18°C - 20°C) en los puestos de venta.
Teniendo en cuenta que 85% de los vendedores aprovechan
alimentos sobrantes y el volumen comercializado en los puestos de
origen de las muestras positivas, se estima que entre 250 y 300
consumidores de alimentos estan en riesgo de adquirir ETA por C.
perfringens en esa ciudad, cada dia.

En Santafé de Bogotd, se observé que los alimentos de donde
provenian las muestras que fueron positivas para el C. perfringens
eran de alimentos que se preparan en el hogar, o que se adquieren
de proveedores listos para consumirse. Estos productos se
mantienen a temperatura ambiente (% 18°C) y sufren un breve
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recalentamiento, nunca superior a los 50 °C, antes del consumo.
Este es un procedimiento que favorece la multiplicacién del C.
perfringens. Teniendo en cuenta el volumen de alimento expendido,
se estima que por lo menos 150 personas se exponen, todos los
dias, al riesgo de contraer ETA producida por C. perfringens, en esa
ciudad.

Entre las muestras positivas encontradas en Quito, todas
pertenecientes a cepa productora de enterotoxina del tipo A, la
cantidad de células de C. perfringens llegé a sobrepasar los 10°/g.
En general, los alimentos se prepararon en el hogar del vendedor, y
se mantenian a temperatura de 32 a 48°C, en el momento de la
recolecciéon de la muestra o a temperatura ambiente (+ 18°C). El
unico caso de alimento que se preparaba en el local del expendio,
correspondid a la muestra con el numero mé&s bajo de
microorganismos. Todas las muestras positivas provenian de
puestos considerados “limpios”. Se estima que alrededor de 350
consumidores estuvieron expuestos al riesgo de contraer una ETA
en esa ciudad, por dia.

En Lima las 4 muestras que estuvieron contaminadas con dosis
infectante del C. perfringens provenian de puestos considerados
“sucios”, lo que se ve confirmado por el alto nimero de organismos
coliformes fecales presentes en las mismas muestras. Todos los
alimentos de los cuales se recogieron las muestras positivas, se
mantenian a temperatura ambiente o ligeramente tibia (25 al 40°C),
bastante apropiada para la multiplicacién de microorganismos.
Teniendo en cuenta el nimero de consumidores que concurren a
esos puestos y que mas del 83% de los vendedores aprovechan los
alimentos sobrantes, estdn dadas todas las condiciones para
estimarse que alrededor de 100 consumidores se exponen al riesgo
de adquirir ETA debido al C. perfringens, cada dia.

En Santo Domingo, el alimento que presentd niveles infectantes de
ese microorganismo se mantenia a una temperatura méxima de
31°C, segun fue verificado en el momento de la recoleccién. Se
verificé que muchos consumidores acudian al local de expendio en
donde se identificé el C. perfringens. Por eso, se estima en 60 el
nimero de consumidores en riesgo de adquirir ETA por C.
perfringens en Santo Domingo.

La situacién verificada en Ciudad de Guatemala no difiere mucho de
las anteriores. Todos los alimentos contaminados se mantenian a
temperaturas que variaban de 20°C a 37°C y varios de ellos
presentaron multicontaminaciéon. Cabe registrar que Ciudad de
Guatemala es una de las ciudades, entre las participantes de ese
estudio, con mayor numero de vendedores con curso de
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manipulacién de alimentos. Teniendo en cuenta el nimero promedio
de consumidores que atienden a los puestos que presentaron
muestras de alimentos contaminadas con C. perfringens, se estima
que alrededor de 250 consumidores estuvieron en riesgo de contraer
ETA por ese microorganismo, por dia.

En la Ciudad de México, los alimentos contaminados con ese
microorganismo se mantenian, en general a temperaturas de 24 a
28°C. Sin embargo, hay que destacar el caso de un alimento, que
estaba a 90°C en el momento de la recoleccion de la muestra.
Teniendo en cuenta que esa es una temperatura que sobrepasa la
temperatura de inactivacion de las células vegetativas, se estima
que los esporos de C. perfringens presentes en ese alimento
resistieron la temperatura y se desarrollaron posteriormente. Se
estima que alrededor de 150 consumidores corren el riesgo de
enfermarse a través de la ingestién de alimentos contaminados por
C. perfringens, por dia.

En Culiacdn se observé que todas las muestras contaminadas
provinieron de un mismo tipo de producto (tacos) con relieno a base
de carnes. Esta es una caracteristica aun mas interesante, si se
tiene en cuenta que en esa ciudad los mismos alimentos también
presentaron contaminacion bastante elevada por B. cereus y por
Salmonella. La temperatura de mantenimiento del relieno para los
tacos estuvo, en general, en el rango de 44 a 47°C, ideal para el
desarrollo de microorganismos patégenos como el C. perfringens, E.
coli, algunos serovares de Salmonella, etc. En esa ciudad, se estima
en cerca de 350/dia, el nimero de consumidores expuestos al riesgo
de presentar ETA por esa causa.

Salmonella

En La Paz, de las 4 muestras contaminadas por Salmonella, e fueron
de verduras frescas. Eso tiene importancia, en la medida que se
sabe que la utilizacién de aguas negras para el riego de plantaciones
es una practica comun en muchos paises de la Regidén. Asi, el
hallazgo de Salmonella puede ser un indicador de contaminacion de
esas verduras por heces. Teniendo en cuenta el numero de
personas que consumieron el alimento contaminado en el dia de
recoleccién de las muestras, se estima que alrededor de 90
consumidores/dia estuvieron expuestos al riesgo de contraer ETA a
través de alimentos expendidos en la calle de La Paz.

De las 2 muestras positivas para Sai/monella en Santafé de Bogota,
una se clasificé como Salmonella Infantis y se aisldé del alimento
conocido como “rellena”. Este es un tipo se alimento a base de
carne que requiere manipulacién intensa durante su preparacion y
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que se mantenia en el puesto de venta a temperatura cercana a los
32°C. La otra muestra positiva se identifico como Salmonella
Sandiego y se aisl6 de un “emparedado de jamén y queso” que se
mantenia a 14°C. Si se considera que la cantidad de esos alimentos
expendidos en una jornada de funcionamiento de esos puestos es
suficiente para alimentar a unos 100 personas, se estima que por lo
menos igual nimero de consumidores estan en riesgo de adquirir
salmonelosis a través de la ingestién de alimentos callejeros en esa
ciudad.

En Lima se encontraron 2 muestras positivas para Sa/monella
(Salmonella Albani y Salmonella Typhimurium 05+). Las dos
muestras fueron de “cebiche”, alimento tipico compuesto de trozos
de pescado crudo al cual se adiciona jugo de limoén, cebolla y otros
temperos. Es de suponer que el pH de este alimento es siempre
inferior a 4,0, que es el valor por debajo del cual se destruye el
microorganismo. La presencia de Salmonella en ese alimento de
gran consumo en Lima, sugiere que el pH no es lo suficientemente
bajo como para garantizar su inocuidad. Considerandose que los
vendedores de cada un de los puestos deben haber servido el
alimento a 60 consumidores, se estima en 120 el numero de
personas en riesgo de adquirir ETA, por dia.

En Ciudad de Guatemala fué posible confirmar la presencia de
Salmonella en 4 muestras. Las cepas se identificaron como
Salmonella Paratyphi B, un serovar que esta altamente adaptado al
hombre. Los alimentos contaminados pertenecian al grupo de las
frutas y vegetales (3 muestras) y jugos naturales (1 muestra). Eso
puede significar que ese serovar de la Salmonella circula en el
ambiente de venta de alimentos en esa ciudad y que es probable que
el numero de portadores de ese microorganismo sea elevado y/o que
se utilicen aguas negras para irrigacién de los cuitivos. Teniendo en
cuenta la cantidad de alimento expendida durante un dia de
funcionamiento del puesto, se estima que por lo menos 240
consumidores/dia pueden enfermarse a través de su consumo.

En la Ciudad de México, el vendedor del alimento que presentd
contaminacién por Sa/monella, declaré que en general mantiene sus
“tacos” a temperatura ambiente hasta el momento de la venta,
cuando el mismo se calienta. El proceso de “calentamiento” del
producto que se tomé como muestra fue suficiente para llevar la
temperatura a los 25°C. Si bien el puesto del cual se recolectd la
muestra positiva atendia alrededor de 30 consumidores por dia, hay
que considerar la gran importancia de los “tacos” en la alimentacién
callejera en esa ciudad. Asi, se considera, en una estimacion
conservadora, que por lo menos 10 veces mas consumidores estan
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expuestos, todos los dias, al riesgo de enfermarse por esta causa,
a través de los alimentos que se expenden en la calle.

Todas las muestras positivas en Culiacan (11) fueron de “tacos”.
Ese tipo de alimento, quizas el mas comun y apreciado en las calles
de esa ciudad, estd compuesto por tres ingredientes basicos: tortilla
de maiz, relleno a base de carne, pollo 0 menudencias y salsa de
verduras. Teniendo en consideracion que la tortilla no parece
ofrecer ambiente apropiado para el desarrollo de ese
microorganismo, que el relleno siempre es cocinado porlargo tiempo
y, por lo tanto, el binomio temperatura/tiempo asegura la
inactivacién de microorganismos que estuviesen presentes en los
ingredientes, restan dos hipdtesis para justificar una contaminacion
tan importante como esa: (1) que uno o mas de los componentes de
la salsa (lechuga, cilantro, aji, etc.) provenga de cultivos irrigados
con aguas negras, o (2} que los manipuladores de esos alimentos
sean portadores de Salmonella y que estén contaminando los
alimentos a través de procedimientos inadecuados en Ila
manipulacién. Considerandose que el alimento contaminado se
ofrecié al consumo de por lo menos 660 personas en el dia de
recoleccidon de las muestras, se estima que ese sea el numero de
consumidores expuestos a adquirir ETA por esa causa.

Escherichia coli 0157:H7

La unica muestra que se logré confirmar para ese microorganismo
en todo el estudio, ha sido una muestra de papaya pelada y picada,
proveniente de la venta de alimento en las calles de la Ciudad de
Guatemala.

La capacidad de la £. coli 0157:H7 sobrevivir en pH écido ha sido
comprobada por diversos autores (79, 80, 87). Teniendo en cuenta
que la papaya madura presenta un pH de alrededor de 5,4, se puede
afirmar que este alimento ofrece condiciones adecuadas al
mantenimiento y hasta para la multiplicacién del microorganismo.
Los mismos autores informan que la E. coli puede desarrollarse a
bajas temperaturas (4 a 5°C). Otros autores (707) verificaron que
la multiplicacién de la £. co/i 0157:H7 ha sido inhibida en ensaladas
de zanahorias. Sin embargo, lo mismo no ha ocurrido en relacién a
ensaladas de lechuga o de pepino, cuando eran mantenidas a
temperaturas entre 12°C y 21 °C. La capacidad de supervivencia y
desarrollo presentada por la E£. coli O157:H7 en papaya, se ha
comprobado en estudios desarrollados en laboratorio por DMT
Schuch y MA Bechtel (Laboratorio de Referencia Animal-Porto
Alegre, RS - Brasil, comunicaciéon personal, 12 de abril de 1996).
Estos investigadores contaminaron trozos de papaya ccn 25 UFC de
E. coli O157:H7/g y se los mantuvieron a 30°C. Los conteos
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realizados después de 1,5 h, 3,5 hy 24 h revelaron que las células
que se inoculd inicialmente pasaron respectivamente a 101 UFC/g,
314 UFC/g y 1,5 x 107/g. Esa observacion indica que la papaya
ofrece condiciones favorables ala supervivencia y multiplicacién del
microorganismo.

La contaminacién de ese alimento se ha dado, muy probablemente,
por manipulacién inadecuada, a través de contacto directo o
indirecto con carne bovina contaminada o con heces de ganado
vacuno. Vale destacar que las autoridades sanitarias de los Estados
Unidos de América (76) recomiendan el lavado cuidadoso de frutas
y vegetales antes de su apertura para consumo, con utilizacién de
esponja vegetal bajo el agua corriente, como medida para evitar la
contaminacién de la parte interna de esos alimentos.

En el caso especifico de la muestra que se encontré positiva en
Ciudad de Guatemala, se observd que la cantidad comercializada en
una jornada de trabajo es suficiente para alimentar de 30 a 50
consumidores. Esto permite estimar que por lo menos 30
consumidores estuvieron expuestos al riesgo de adquirir la
enfermedad conocida como HUS. Si bien esta ha sido la uUnica
muestra positiva para £. co/i 0157:H7, ese hallazgo se constituye
en una prueba, probablemente la primera conocida, del papel que los
alimentos callejeros pueden jugar en la transmisién de ETA debidas
a microorganismos emergentes.

Ademas, si se tiene en cuenta la gran cantidad de cultivos (alrededor
de 200) enviados IAL para confirmacién y aun considerdndose que
los laboratorios participantes enviaron para confirmacién solamente
uno de los b cultivos aislados a partir del agar de MacConkey-
Sorbitol, se puede sospechar que algunas otras, entre las colonias
que no fueron seleccionadas para confirmacién, pueden haber sido
también E. coli O157:H7.

Estimacion del riesgo anual en cada ciudad
Tomandose las estimaciones de riesgo diario, hechas en cada una

de las 8 ciudades estudiadas, para cada microorganismo, se ha
llegado a los valores que se presenta en la tabla siguiente:
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7. Conclusiones

Nidmero anual de consumidores expuestos al riesgo de adquirir ETA por S. aureus,
B. cereus, C. perfringens y Salmonella, debido a la ingestién de alimentos vendidos en la

via publica’

S. aureus B. cereus C. perfring. Salmonella Total
La Paz 182,000 26,000 78,000 23,400 309,400
Bogota 135 200 78,000 39,000 26,000 278,200
Quito 208,000 78,000 91,000 377,000
Lima 182,000 104,000 26,000 31,200 343,200
Sto.Domingo 23,400 13,000 15,600 52,000
Guatemala 403,000 39,000 65,000 62,400 569,400
- México 31,200 52,000 39,000 7,800 130,000
Culiacén 65,000 611,000 91,000 171,600 938,600
| Total 1,229,800 1,001,000 444,600 275,600 2,997,800

En algunos casos, los valores pueden estar sobreestimados, en razén de la multicontaminacién de
algunas muestras y de la resistencia presentada por algunos individuos a patégenos especificos.

CONCLUSIONES

Los resultados del andlisis microbioldgico permiten concluir que es evidente el
riesgo de los alimentos callejeros de estar contaminados con los patdgenos
transmitidos por alimentos, no obstante que la prevalencia de dosis infectantes en
los diferentes grupos de alimentos y para los microorganismos investigados son
aparentemente bajas.

Asi mismo, es palpable la deficiencia que presenta el expendio de ese tipo de
comidas en lo que refiere a infraestructura sanitaria de los puestos de venta, los
habitos higiénicos de los manipuladores y las actitudes de los consumidores frente
a estos aspectos, que llevan a pensar en un riesgo real mucho mayor del estimado
en este estudio.

En efecto, el hecho de expresarse como positividad solo la existencia de dosis
infectantes, no se excluye la presencia de patégenos transmitidos por alimentos en
las muestras, que si bien no pudieran aicanzar dosis infectantes en el momento de
la recoleccién de las muestras, lo pueden hacer en el curso de su posterior
mantenimiento en condiciones de temperatura y tiempo que segun revela este
mismo estudio, son adecuadas para la supervivencia y proliferacion de
microorganismos, lo cual puede reforzar el potencial de los alimentos callejeros para
transmitir enfermedades.
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Un hecho que llama la atencion es la influencia que puede tener en la calidad
sanitaria de los productos asi expendidos, la variada gama de posibilidades en
cuanto a adquisicién de materias primas y lugar de procesamiento de los alimentos.
En particular es visible el porcentaje apreciable de vendedores que preparan los
alimentos en sus mismos hogares, frente al escaso porcentaje de quienes lo
adquieren listo de un proveedor, lo cual plantea dificultades para el control por parte
de los organismos responsables por la dispersion que es de suponer en los lugares
de preparacién y revela una situacién de poco conocimiento sobre las condiciones
de procesamiento y formulacién de productos, lo cual sugiere la necesidad de
asignar prioridades en este sentido en los programas de control de este tipo de
alimentos.

Los indicadores de tipo social y econémico que resultan del presente estudio,
confirman que la venta callejera de alimentos es mantenida por una dindmica de
oferta y demanda donde los protagonistas muestran notable identidad en su perfil
socio-cultural, lo cual sugiere la necesidad de profundizar en el conocimiento
principalmente del consumidor y dirigir hacia este los mayores esfuerzos para
cambiar su actitud y su percepcién frente al significado de la inocuidad de las
comidas que consume y que se profundice también en el estudio y divulgacién de
las ETA, especialmente las causadas por patégenos emergentes, que pueden tener
una importancia aun no evaluada en los alimentos vendidos en las calles.

Finalmente, al observar el cuadro que se presenta en 6.47, se puede verificar que
se ha estimado en casi 3 millones, el nimero anual de personas que se exponen al
riesgo de adquirir ETA a través del consumo de alimentos en las vias publicas de
las ocho ciudades estudiadas. Si se considera que los mencionados nucleos
urbanos tienen una poblacién total estimada en 20 millones de habitantes (100}, se
concluye que cerca del 15% de esas personas se encuentra en riesgo de
enfermarse, lo que hace con que esos alimentos se constituyan en un grave
problema de salud publica, mereciendo atencién inmediata de las autoridades de
salud de cada una de esas ciudades.
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Contaminacién Microbiana de los Alimentos Vendidos en la Via Pablica en Ciudades de América Latina

Figura No. 26

Prevalencia de diarrea segin contaminacién por distintos microorganismos en
las ocho ciudades estudiadas’

Prevalencia de diarrea vs. contaminacion por S. aureus Prevalencia de diarrea vs. contaminacién por B. cereus
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Figura No. 27
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Prevalencia de diarrea segun contaminacion por distintos microorganismos en

Prevalencia de diamea va. comaminacion por S. aureus

las ocho ciudades estudiadas’

Prevalencia de diarrea vs. contaminacién por B. cereus
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) Anexo 2
FICHA DE RECOLECCION DE MUESTRAS
1. Identificacién de la muestra Ficha No
1.1.  Alimento recolectado Fecha [/
1.2. Temperatura en el momento de recoleccién {  °C) Hora
1.3. Volumen vendido pordia kg
2. Identificacion del vendedor/manipulador
2.1. Edad 2.2. Sexo

2.3. Nivel educacional

Analfabeto { ) Primaria ()
Secundaria { ) Universitaria ( )

2.4. ;Ha recibido algin curso de manipulacién de alimentos?
Si( ) No( )

2.5, Nivel de ingresos en salarios minimos del pais
)
)
)
)
)

3. Identificacidn del local de venta
3.1. Numero de personas que trabajan en el local
1( ) 2( ) 3( ) 4omaés( )
3.2.  ;Se trata de una actividad familiar?
Si { ) No ()
3.3. Numero promedioc de personas que comen en el local, por dia

<10 (y 10-20 () 20-30 ()
30 - 50 ( ) maéasde 50 ()
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Caracteristicas del local

3.4.1. Abastecimiento de agua
Red publica {
Agua clorinada (
Agua sin tratar (
Sin agua {

3.4.2. Disposicion de aguas servidas

Si () No ()
3.4.3. Disposicién de basura

Si () No ()
3.4.4. Disponibilidad de letrina

Si () No ()
3.4.5. Aspecto general (limpieza y aseo)

Limpio ( )
Sucio { )

Condiciones operacionales

3.5.1. ;Se adquiere las materias primas siempre del mismo proveedor?
Si ( ) No ()

3.5.2. ;Se prepara el alimento en la casa del vendedor?
Si () No ()

3.5.3. ;Se compra el alimento listo de un proveedor?
Si ( ) No ()

3.5.4. ;Se prepara el alimento el local de venta?
Si ( ) No ()

3.5.5. ;Hay facilidades para recalentar o enfriar los alimentos en el local
de venta?
Si { ) No ()

3.5.6. Numero de horas de funcionamiento por dia __horas

3.5.7. ;Se aprovechan los alimentos sobrantes?
Si ( )} No ()
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Anexo 3

FICHA DE ENTREVISTA PARA CONSUMIDORES DE ALIMENTOS CALLEJEROS

Ficha N°
Fecha /)
Edad: Sexo:
Ocupacioén: Obrero () Oficinista () Profesional ()
Estudiante () Hogar { ) Comerciante ( )
Nivel de Educacioén: Analfabeto () Primaria { )
Secundaria () Universitaria ( )
Ingresos Mensuales (en salarios minimos del pafs):
<1 ()
1a3 ()
3ab ()
5a10 ()
> 10 ()
1. ;Cuantas veces en el dia consume alimentos en la calle?
10 ) 2( ) 3( ) méas de 3 { )
1.1. ;Come Ud. en el local de venta?
Si () No ( )

1.2.  ;Se lleva Ud. la comida a casa’
Si () No ( )
1.2.1. ;Cuantas personas consumen este alimento en la casa?
10 ) 2( ) 3( ) masde3( )

2. iHa tenido Ud. diarrea en los ultimos cinco dias?
(considerar diarrea como evacuacién de heces liquidas 3 o mas veces en 24 horas)

Si () No ( )
3. ¢;Ha tenido Ud. vémito en los ultimos cinco dias?
Si () No ( )
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4, Si la respuesta es positiva para 2 y/o 3 ;Que hizo Ud.?
4.1. Se esper6 que pasaran naturalmente ()
4.2. Tomd medicamento por cuenta propia ()
4 % Buscé atenciéon médica ()
5. Si la respuesta es positiva para 2 y/o 3 jHa tenido que faltar al trabajo (escuela)?
Si () No ( )
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Anexo 4
RESULTADO DE ANALISIS
Laboratorio Numero
Ciudad Fecha
Alimento
Fecha y hora de recepcion en el laboratorio: Fecha
Hora
Responsable de la toma en la calle
Fecha de conclusién del anélisis:
Observaciones sobre la muestra:
RESULTADOS
Vibrio cholerae /g o ml
N° de UFC de Staphylococcus aureus /g o ml
N° de UFC de Baciflus cereus /g o ml
N¢ de UFC de Clostridium perfringens /g o ml
Busqueda de Escherichia coli 0157:H7 /25 g o 25 ml
Busqueda de Sa/monelfla spp /25 g o 25 ml
NMP de coliformes fecales /g o ml
OBSERVACIONES

1. Control de la calidad de los medios de cultivo
2. Determinacién de la temperatura del equipo térmico
3. Metodologia utilizada (considerando el determinado en el protocolo del estudio)

3.1.  Sin modificaciones ()

3.2. Con modificaciones ( ) (especificar en el verso)

3.3. Otra metodologia { ) (especificar en el verso)
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Anexo 5

Programa de Garantia de Calidad Analitica

El producto de cualquier laboratorio analitico es el resultado del andlisis (7). Para
que realmente cumplan su finalidad de auxiliar en la decisién sobre el destino o la calidad
sanitaria de un producto o alimento, los resultados analiticos deben estar garantizados por
un programa amplio de Garantia de Calidad (2).

El conjunto de técnicas operacionales planeadas y adoptadas para monitorear todas
las fases criticas del proceso de obtencidon del producto y la adopcién de procedimientos
que procuren la eliminacién de causas de rendimientos no satisfactorios es conocido como
Control de Calidad (3/.

La garantia de calidad requiere una evaluacién continua y sistemética de los factores
que pueden afectar el programa de control de calidad previamente establecido (4/.

Segun algunos autores (5/, la calidad analitica es determinada por procedimientos
y actitudes adoptados por todas las personas envueltas en la cadena de obtencién del
resultado, en todas las etapas en el laboratorio, 1o que cubre desde los responsables por
la colecta, remesa y transporte de muestras, hasta la elaboracién final del resultado del
analisis.

La base principal de la calidad es el conocimiento (3). Para la implantacion de un
programa de evaluacién y garantia de calidad analitica es necesario que las personas estén
suficientemente entrenadas y capacitadas en sus dareas técnicas especificas (4) vy
consecuentemente, con base de conocimiento necesaria y discernimiento para que puedan
detectar fallas en el proceso o cuando un mal rendimiento es obtenido y decidir sobre
acciones a ser adoptadas (7, 4).

Los beneficios obtenidos por la implantaciéon del programa de garantia de calidad
son innumeros y comprenden:

U La credibilidad que se da a la informacién generada por el laboratorio (6);
] La mejoria en el desempefo del laboratorio como un todo; el establecimiento de
procedimientos uniformes realizados por diferentes personas, haciendo Ilos

resultados comparables en el mismo laboratorio (7);

o La garantia de que todo el equipo, medios, reactivos y otros materiales ofrecen una
respuesta adecuada para cada caso (5, 8, 9, 10J;

o El aseguramiento de que las lecturas realizadas durante el proceso analitico son
correctas y confiables (4, 8J;
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El aseguramiento de la eliminacién del riesgo sanitario por el control en la
eliminacién de materiales contaminados y de procedimientos de bioseguridad (77,
12);

El aseguramiento del uso de equipo de seguridad apropiado y la adopcién de
medidas para la proteccién de las personas y del ambiente de trabajo (5);

El aseguramiento del uso de buenas técnicas analiticas y de laboratorio, con la
consecuente disminucién de improvisaciones (4, 6/;

Prevencién de la contaminacién cruzada de la muestra en andlisis (5) y proteccion
del personal contra infecciones adquiridas y del ambiente contra contaminacion
(12);

Disminucién de la escala de variacidon de los resultados obtenidos dentro de los
laboratorios y entre uno y otro (7, 13/;

Generacién de informacién sobre la aptitud de cada especialista participante en los
analisis a fin de permitir verificarse las necesidades de capacitacién (4, 5, 7, 8, 13/,

Determinaciéon de la uniformidad de los procedimientos de control analitico
realizados por diferentes personas en el mismo laboratorio o en otro, con el fin de
que los resultados obtenidos en los diversos laboratorios sean comparables (7;

Reconocimiento de errores, cuando ocurren, permitiendo la toma de decisién basada
en hechos y datos concretos (8), la inmediata correccién de fallas impidiendo que
la informacién incorrecta salga del laboratorio (5);

Prevencién en origen, de los problemas, evitandose que el mismo problema vuelva
a ocurrir por la misma causa (3);

Desarrollo de mejores desempefios en esquemas de control intra e interlaboratorio
(13) y suministro de informacién sobre el desempefio de cada miembro envuelto en
los analisis, permitiendo el diagnéstico de la situacién (4).

Etapas

Un programa de garantia de calidad analitica exige los pasos siguientes :
Determinar y formalizar los objetivos y exigencias que especifiquen la precision
requerida, incluso la seleccién de procedimientos de manipulacién de muestras y
metodologias cuya utilizaciéon se prevé (2, 5, 7/;

Seleccionar personal idéneo para realizar el trabajo de microbiologfa con el fin de
mantener el nivel de calidad deseable (2, 6, 8), y actividades permanentes de

capacitacién y motivacién del personal (77);
Suministrar el equipo y las instalaciones necesarios para ejecutar las tareas (2, 5/;
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. Establecer métodos de vigilancia y mantenimiento de registros y protocolos para
verificar la precisién y coherencia del trabajo del laboratorio (5, 7/;

] Establecer procedimientos para la adopciéon de medidas correctivas cuando se
determine que la calidad es inaceptable (7, 74).

2. Control de calidad intralaboratorial

2.1

2.2

Ambiente

El ambiente de trabajo debe estar exento de polvo, en lc posible. La
localizacion del equipo se debe optimizar en funcion del flujo de trabajo. Los
bancos y mesas de trabajo se deben limpiar y desinfectar por lo menos dos
veces al dia. El piso del sector de microbiologia no debe barrerse nunca,
sino mas bien limpiarse con un pafo humedecido en una solucién
desinfectante /detergente, usando dos baldes para tener siempre uno con
solucién desinfectante/detergente limpia y otro con agua y solucién
desinfectante para enjuagar el pano.

Las dependencias del sector de microbiologia de los alimentos se deben
limpiar, como minimo, una vez al dia. Cuando se derrame material
contaminante, hay que cubrir el &area con solucién desinfectante
{compuestos yodados, cloro, formol al 4% u otro desinfectante probado y
aprobado en los testes de verificacion de eficiencia) y esperar por lo menos
30 min. Luego se debe hacer la limpieza normal, utilizandose guantes de
proteccion.

Es preciso hacer un control semanal del ambiente, exponiendo placas con
agar no selectivo durante 15 min (75), por lo menos en dos puntos
diferentes préximos al lugar de manipulacién microbioldgica o en dos puntos
(al frente y atras) del equipo de flujo laminar, cuando se utilice. Incubar a
35°C por hasta 96 h y registrar las lecturas (76). El Cuadro 1 presenta un
resumen de las medidas que se debe adoptar y el Cuadro 2 es un modelo
de ficha para registro de los controles a realizarse.

Equipo

El equipo se debe mantener libre de polvo, a través de limpieza regular con
un pafio remojado en solucién desinfectante y manejarse de acuerdo con las
especificaciones suministradas por el fabricante y se habrd de consultar el
manual correspondiente siempre que sea necesario (73). Se debe consultar
el Cuadro 3 para el control regular del equipo de uso mas comun.

Se deben mantener actualizados los registros ordinarios de control del
equipo. Las lecturas diarias de la temperatura de las estufas bacterioldgicas
(hechas por la mafiana y por la tarde) se deben registrar en forma de
graficos similares al que aparece en el Cuadro 4. Los potenciémetros deben
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2.3

24

de calibrase por lo menos una vez al dia con la utilizacién de soluciones
estandardizada de pH 4,0y 7,00 7,0y 10,0. El electrodo debe mantenerse
en solucién 3M de KC! durante la noche y fines de semana. En los dias de
funcionamiento del laboratorio el electrodo debe mantenerse inmerso en una
solucién 0,1M de KClI, acidificada al pH 4,0 con HC!. Los resultados de la
calibracién se debe de registrar en formularios similares al que aparece en
el Cuadro 5. Por lo menos una vez por semana, se debe de comparar las
lecturas de otro potenciémetro, tomando las medidas correctivas necesarias
siempre que se note diferencia superior a 0,05 unidades.

Reactivos

Todos los reactivos deben llevar una etiqueta en la que se habran de indicar
el nombre de la prueba a la cual se destinan, la fecha de preparacién, la
fecha de vencimiento del reactivo preparado, el nombre de la persona que
lo preparé y los cuidados especiales de manipulacién y mantenimiento,
cuando proceda (5/.

Después de la preparacion, hay que probar estos productos con medios y
microorganismos apropiados para comprobar si su reactividad es correcta.
Se deben mantener registros de la preparacién y las pruebas de reactividad
(9. 70) en una ficha similar a la que aparece en el Cuadro 6.

En el trabajo ordinario, se debe probar todo reactivo cada vez que se use,
con cultivos de control positivos y negativos (9, 76) (Cuadro 7).

Cristaleria

La cristaleria se debe lavar con detergente y agua caliente. Cuando sea
necesario (por ejemplo, cuando se le adhieren residuos de grasa), hay que
remojarla en solucién sulfocrémica (para ello se disuelven 100 g de K,Cr,0,
en 600 ml de agua destilada, se agregan 400 ml de concentrado comercial
de H,S0, y se lo mantiene enfriado mientras se agrega el acido). Luego se
lava normalmente (76). Evitar el contacto con la piel, ojos y mucosas.
Siempre que se trabaje con eta solucién, se debe de usar guantes vy
delatantes protectores.

Cada quince dias hay que determinar si han quedado residuos alcalinos
agregando algunas gotas de azul de bromotimol en proporcién de 0,04 g/I.
Este indicador cambia el color de amarillo a azul verdoso en valores de pH
de 6,5 a 7,3 (2). Algunos autores (73) recomiendan el uso de una solucion
de bromosulphtaleina (BSP) para ese control.

Después de lavar y secar la cristaleria, se debe acondicionar debidamente
y esterilizar a 170°C por 2 h (calor seco) (5).
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2.5

La esterilidad de la cristaleria debe examinarse rutinariamente (2}, de
acuerdo con las indicaciones siguientes:

. Placas de Petri: viértase agar no selectivo en varias placas
recolectadas al azar. Déjese solidificar e incibese en un medio
aerobio o anaerobio o de ambas clases (30°C durante 72 h);

. Frascos o bolsas de recoleccién de muestras: agréguese caldo
nutritivo, tioglicolato o BHI. Enjuédguese e inctbese a 30°C por 72 h;

] Tubos, frascos de Erlenmeyer y otros: agréguese caldo BHI vy
tioglicolato y obsérvese el crecimiento después de la incubacion a
30°C por 72 h;

] Pipetas: retirese el diluyente estéril con pipeta y siémbrese en caldo
BHI y tioglicolato y obsérvese la turbiedad después de la incubacion
a 30°C durante 72 h.

Cuando se compruebe que el material no es estéril, hay que desecharlo y
corregir las fallas. Es preciso mantener registros de los resultados del
control de la cristaleria y de las medidas correctivas tomadas para subsanar
las fallas.

Después del proceso de esterilizacién, la vidrieria debe ser almacenada en
local protegido del polvo y utilizada dentro de un maximo 3 semanas (73).

Medios de cultivo

El desempefio de los medios de cultivo depende de su composicion, forma
de preparacién, temperaturas sufridas, condiciones de manutencién, pH
final, etc. Se necesita una evaluacién sistematica de los medios adquiridos
en forma deshidratada o de los preparados en el laboratorio con ingredientes
basicos (76).

Los medios deshidratados, los reactivos y los ingredientes se deben guardar
en un lugar fresco, donde estén protegidos de la luz y la humedad. Es
preciso mantenerlos refrigerados o en un frasco oscuro cuando asi se
indique en la etiqueta. Se necesita verificar la fecha de vencimiento (2).
Hay que descartar los medios y reactivos hidratados o que hayan cambiado
de color.

Los colorantes deben guardarse en frascos oscuros o protegidos de la
accién de la luz con papel metélico u otro similar.

Para ajustar el pH de los medios de cultivo no se deben emplear nunca

acidos ni bases flacos. Normalmente se usa HClI o NaOH en bajas
concentraciones.
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Los principales puntos criticos en la preparacién de los medios de cultivo
son la pesada del material, la alteracién de los medios deshidratados por
causa de hidratacién o exposicién a la luz solar o la humedad, la destilacién
o deionizacién del agua (debe de ser reciente), la presencia de residuos de
detergente o de otras sustancias quimicas o biolégicas en la cristaleria, la
mezcla y disolucién de los ingredientes, la observacién estricta de las
temperaturas y tiempo de preparacién y esterilizacién, la correccién
adecuada del pH y la correcta adicién de suplementos.

Todos los medios de cultivo selectivos utilizados durante el trabajo ordinario
debe ir acompanada de un control positivo {microorganismo que se desea
recuperar) y otro negativo (microorganismo que se desea inhibir total o
parcialmente). Los medios no selectivos deben ir acompanados de un
control positivo (9, 70).

Una porcién (1 a 5% de lotes pequenos y por lo menos 10 unidades
tomadas al azar de lotes grandes) de los medios preparados en el laboratorio
debe ser testada en cuanto a la eficiencia de la esterilizacién a través de la
incubacién a temperaturas adecuadas por 48 h (713).

El Cuadro 8 indica el control positivo y negativo de los medios de cultivo
selectivos para andlisis de V. cholerae, S. aureus, B. cereus, C. perfringens,
Salmonella, E.coli 0157:H7 y organismos coliformes fecales.

Se debe evaluar la calidad de los nuevas partidas de medios adquiridos por
el laboratorio, verificando su productividad y selectividad. Los medios
preparados con ingredientes basicos deben sufrir evaluaciéon de la calidad
en cada preparacion.

2.5.1 Medios sélidos

Algunos autores han desarrollado un método (78) que permite
evaluar la susceptibilidad de los medios sélidos selectivos y no
selectivos a la colonizacién por un microorganismo deseado y la
resistencia a la colonizacién por microorganismos indeseados, que
se denomina Método Ecométrico y que estd basado en los siguientes
procedimientos:

o Preparense cultivos frescos de las cepas deseadas e
indeseadas, en fase estacionaria, en caldo BHI.

] Preparense placas de Petri con el medio de ensayo. El medio
no debe tener menos de 4 mm de espesor. De la misma
forma, preparense placas con el medio de referencia.
Séquense en posicién invertida en una estufa a 45°C por
cerca de 30 min.
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. Dividanse las placas en cuadrantes, segun la Figura 1, vy
mdarquense de una forma conveniente.

. Empleando los cultivos deseados e indeseados hechos en
caldo BHI y una asa calibrada de 1 ul, trazar sobre la
superficie del medio 5 estrias paralelas en cada cuadrante y
una estria central, de forma progresiva, sin recargar ni torcer
el asa. Hagase lo mismo con el medio de referencia.

U] Incibense las placas en posicidn invertida por el tiempo
necesario y a la temperatura apropiada para el
microorganismo en cuestion.

2.5.1.1 Indice de crecimiento absoluto (ICA)

Se asigna un valor de 0,2 (precisién del método) a
cada estria. Ese valor se multiplica por el nimero de
estrias en las cuales se observa crecimiento. Por
ejemplo, si hay crecimiento en las cinco estrias de un
mismo cuadrante, el valor es 1 (uno); si se produce
crecimiento completo en las cinco estrias de los
cuatro cuadrantes y en la estria central (valor 1), el
indice de crecimiento absoluto (ICA) es igual a 5.

E! ICA sera igual al nimero del cuadrante cuando
todas las estrias de éste y de los cuadrantes
anteriores muestren un crecimiento completo,
mientras no se observe crecimiento en ninguna estria
del cuadrante siguiente.

Cuando aproximadamente la mitad de las estrias de
un cuadrante muestren crecimiento completo o casi
completo, el ICA sera igual al nimero del cuadrante
menos 0,5. Para la realizacién de una evaluacién
mas estricta, se debe de utilizar en esta etapa,
cultivos en fase estacionaria diluidos a 1:100 1:100,
con el mismo procedimiento que se describe
anteriormente.

Calcuilese el ICA con la suma de los valores
obtenidos.

2.5.1.2 Indice de crecimiento relativo (ICR)
El ICR de una cepa es la comparacién entre el ICA en

un medio de estudio (ICAME) y el ICA en el medio de
referencia (ICAMR) o, ICR = ICAME/ICAMR.
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2.5.1.3 Criterio de evaluacion para el estudio

Los medios de cultivo sélidos se evallan segun su
productividad y selectividad:

. Se considera que un medio presenta una
productividad aceptable cuando el ICA de
todas las cepas en un medio de cultivo no
selectivo sea por lo menos igual a 3,5.

L Respecto a la selectividad, solo se debe
utilizar medios en los cuales el ICA de las
cepas no deseadas en los medios selectivos
no sea superior a 2. El ICA de las cepas
deseadas no debe ser inferior a 3.

2.5.2 Medios liquidos selectivos y no selectivos (79)

Este es un método general para evaluar el indice de
crecimiento en medios de cultivo liquidos selectivos y no
selectivos.

Para el control de los medios selectivos puede ser
conveniente agregar una muestra comparable al material
objeto de anilisis.

Distribiyanse 10 ml del caldo de referencia y del caldo a
testar en tubos con tapa de rosca. Esterilicense en autoclave
segun las especificaciones del fabricante.

Preparense los cultivos de los microorganismos especificos
para los medios objeto de estudio, en fase estacionaria. En
seguida, siémbrense los caldos, por duplicado, con O,1 ml
del cultivo de cada microorganismo objeto de estudio, que
contengan aproximadamente 10° unidades formadoras de
colonias (UFC) por ml. Por lo general, este nimero se
obtiene diluyendo el cultivo en fase estacionaria a 1:10,000.
Retirense 0,1 ml del caldo de andlisis y coléquense en una
placa de Petri con la superficie seca, que contenga agar no
selectivo.  Distribiyase con ayuda de un bastén tipo
"hockey". Repitase el procedimiento sobre otra placa de
Petri sembrando 0,1 ml del caldo de referencia. Inclibense
los caldos y las placas de Petri en condiciones especificas
para los medios y microorganismos objeto de estudio. En
diversos intervalos, retirese una parte de cada caldo con una
pipeta o una micropipeta. En caso necesario, diluyase y
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distribiyase sobre las placas de Petri que contengan el
mismo medio empleado en el punto anterior.

Es posible evaluar los resultados mediante observacién
directa o registrar el recuento en funcién del tiempo en un

grafico.

Se debe analizar cada lote de caldo selectivo adquirido por
el laboratorio para verificar el nimero minimo de células del
microorganismo deseado que permite detectar. Para ello, se
verifica el desempeno del medio con una mezcla de cultivos
deseados e indeseados.

2.5.2.1

Evaluacion del desempeiio del caldo selectivo
con una mezcla de cultivos deseados e
indeseados

Este método se desarrollé para controlar los
medios selectivos de enriquecimiento de
Salmonella. Cuando se utiliza con ese fin, se
debe usar como cepa deseada una cepa
standard de Sa/monella Typhimurium.

Preparense las placas de Petri con agar de
tripticase y soya u otro agar no selectivo.
Con un cultivo de la cepa deseada en fase
estacionaria, preparense diluciones decimales
consecutivas (de 10" a 1079 en solucion
salina peptonada (NaCl 8,5 g, Peptona 1,0g,
agua destilada 1000,0 ml, pH: 7,0 a 7,2) o
agua peptonada al 0,1% . Al mismo tiempo,
preparense cultivos de las cepas patrén no
deseadas, para el caso de se estar testando
medios selectivos para Salmonella,
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Pseudomonas  aeruginosa Yy
Enterobacter aerogenes, en fase estacionaria
y de otros microorganismos interferentes.

Prepérese una mezcla que contenga 1 ml de
cada uno de los microorganismos no
deseados y diliyase a 10" en solucién salina
peptonada o agua peptonada al 0,1%.

Dildyase el microorganismo deseado de 10’

a 10 en solucién salina peptonada o agua
peptonada al 0,1%.
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Estimese el numero de UFC/mi del
microorganismo deseado con un recuento en
una superficie de agar de tripticase y soya (u
otro medio no selectivo). En paralelo, el
recuento se debe hacer también sobre una
superficie de agar selectivo. Seleccidnese la
méxima dilucibn de cada una de las
preparadas que permita hacer el recuento {30
- 300 colonias). lLa comparacién de los
resultados obtenidos en el conteo en medios
sélidos no selectivos y selectivos, ofrece
informacién sobre las perdidas que se puede
esperar en relacién al numero de células
recuperadas en medio selectivo, debido a la
accién de factores impeditivos y/o selectivos
sobre la cepa deseada.

Determinese la capacidad que tiene el caldo
de enriquecimiento selectivo de recuperar
pequefios numeros del microorganismo
deseado, sembrando 1 ml de cada dilucién de
dicho microorganismo en 10 ml de ese caldo.
Incibese a la temperatura éptima por un
periodo de 18 a 24 h y apliquese después en
estrias sobre la superficie de agar de
tripticase y soya u otro medio no selectivo vy
sobre la superficie de un medio selectivo.

Obsérvense las placas y calcllese el numero
de microorganismos necesarios para activar
el desarrollo en el caldo de enriguecimiento
selectivo.

Para determinar la capacidad que tiene el
caldo de enriquecimiento selectivo de
recuperar pequefios numeros del
microorganismo deseado a partir de una
mezcla de cepas, traslddese 1 mlde cada una
de las diluciones del microorganismo deseado
en solucién salina peptonada, en tubos
separados, que contengan 10 mi de caldo de
enriquecimiento y 0,02 ml de la dilucién a
10" de la mezcla de cepas indeseables.

Incibese a la temperatura apropiada por un

periodo de 18 a 24 h y apliquese luego en
estrias sobre placas de agar selectivo.

139



Contaminacion Microbiana de los Alimentos Vendidos en la Viia Publica en Ciudades de América Latina

Después de la incubacién, obsérvense las
colonias de la cepa deseada, seleccionandose
las colonias sospechosas para confirmacién.

Para mas facil entendimiento las etapas
descritas arriba se presentan en el Cuadro 9.

Registrense los resultados, incluso la méxima
dilucién que permita aislar el microorganismo
deseado aparte o en conjunto con los
indeseados.

2.5.2.2 Criterio de evaluacion

Asi como los medios sélidos, los medios
liquidos de cultivo deben evaluarse segun su
productividad y selectividad:

. Productividad: el caldo de -cultivo
selectivo debe permitir el desarrollo
de un cultivo puro de la cepa deseada
con un inb6culo de 20 células o
menos. Al colocar el microorganismo
en placas de agar selectivo y no
selectivo se puede manifestar
cualquier interaccion de los medios
liquidos con los sélidos.

] Selectividad: el desarrollo de las
cepas deseadas en los caldos de
enriguecimiento que contienen
microorganismos competidores (no
deseables) se debe detectar utilizando
la maxima dilucién que permita el
desarrollo del cultivo puro.

3. Evaluacién de la calidad interlaboratorial {garantia de calidad)

Se debe de identificar los laboratorios y cada analista a través de cédigos y en los
informes de evaluaciéon del control entre laboratorios debe de constar solamente
estos cédigos y no los nombres de las personas ni de los laboratorios.

Muestras ciegas de cultivos de uno o més microorganismos en un medio sélido,
deben de ser analizadas vy identificadas por todos los analistas.

También es importante la verificacion de que todos los analistas pueden analizar un
alimento que se contamind anteriormente con diferentes cantidades de UFC/g de
los diversos microorganismos, y cuantificar el S. aureus, E. coli, C. perfringens, B.
cereus y organismos coliformes fecales, ademas de investigar la presencia de
Salmonella y V. cholerae 01, E. coli O157:H7.
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Cuadro 1. Procedimientos de limpieza y control ambiental del laboratorio de microbiologia

derramamien-
to de cultivos

guantes, limpiar con algoddn
o papel absorbente
descartando en recipiente
con desinfectante. Después
lavar el area normalmente

LOCAL PROCEDIMIENTO FRECUENCIA OBSERVACIONES
Bancos y Limpieza con pafo Por lo menos Limpieza vy
Mesas de humedecido en solucién dos veces al desinfeccién antes
trabajo desinfectante aprobada dia del inicio vy al final
de la jornada de
trabajo
Pisos Limpiar con pafio Al minimo, Nunca barrer el
humedecido en solucién una vez al dia | laboratorio de
desinfectante aprobada, microbiologfa
utilizando dos baldes
Cabinas de Antes del inicio de los Semanal Mantener registros
Flujo Laminar | trabajos exponer placas con de las lecturas en
agar sangre o agar cerebro formulario
corazén* y placas con agar apropiado
batata glicosado o agar
Sabouraud** en por lo
menos dos puntos. Dejar por
15 min. incubar a 35°C 96
h.
Monitoreo Exponer placas con agar Semanal Mantener registro
microbiold- sangre o agar cerebro de las lecturas en
gico del corazén* y placas con agar formulario
ambiente batata glicosado o agar apropiado
cuando se Sabouraud** en por lo
trabaja en menos dos puntos préximos
bancos con al area de trabajo. Dejar por
mechero 15 min. Incubar a 35°C
hasta por 96 h.
Areas Cubrir el area Siempre que Mantener registros
contaminadas | inmediatamente con solucién | sea necesario de todos los
accidental- desinfectante aprobada. accidentes
mente por Dejar por 30 min. Usando

* Después de 96 horas.
x* A 25°C por 5 dias.
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Cuadro 2.

Registros de los controles ambientales (cabinas de flujo laminar y bancos)

Fecha Medio Tiempo Resultados Medidas
empleado exposicién adoptadas
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Control de equipo

Cuadro 3.

Equipo Procedimiento Frecuen. Lim. de tol. Observaciones
Bano maria Registro de Diaria + 1°C Limpieza semanal. Cambiar el
temperatura agua
Bano maria/ Registro de Diaria + 0,2 °C Limpieza mensual. Cambiar el
colifecales temperatura agua
Cabina de flujo Medir la Trimestral 50 pies/min. 1) Cambiar o limpiar los filtros
laminar velocidad del +5 cada 3 meses.
aire pies/min. 2) Exponer diariamente placas de
agar sangre durante 10
minutos.
Incubar y observar la
presencia de colonias. Si
hubiera mas de dos colonias,
tomar medidas correctivas.

3) Cada 15 dias limpiar las
lamparas ultravioletas con
pafno suave y humedo.

Incubadoras Registro de Manana y Temperatur Utilizar termdmetros de
temperatura Tarde a apropiada temperaturas maxima y mi-nima.

Anotar la temperatura al menos

dos veces al dia.

~Hornos Registro de Diaria 1) Limpiarlos mensualmente
temperatura 2) Utilizar esporas B. subtilis var.
niger para control mensual.
Termdmetros Verificacion Anual
3alanza Verificacion con  Diaria 0,00 Utilizar por lo menos 2 pesos
peso patréon patrones
Medidor de pH  Calibracién con Diaria 0,05 unid. 1) Calibrar diariamente con dos
tampones de pH patrones (pH 4,0y 7,00 7,0
y 10,0}

2) Comparar semanalmente con
lecturas de patrones en otro
medidor de pH. Cuando la
diferencia fuere > 0,05
unidades, solicitar la revision
de los aparatos.

Jarra de Uso de Cada ciclo Reactivar el catalizador a 160°C,
anaerobiosis indicador de uso 2 horas después de 10
utilizaciones de las jarras.
Autoclave Control de Cada ciclo 1} Con cintas para autoclaves,
temperatura de uso una vez al dia

2) Por lo menos una vez en la
semana. Se posible, todos los
dias.

3} Cambiar el agua y limpiar a
cada uso.

Control de Trimestral 1) Utilizar esporas de B.
eficiencia stearothermophilus.
bioldgica

Fuente: Manual de métodos de andlise microbioldgica para alimentos (16)

146



Anexos

Cuadro 4.

Control de temperatura de estufas bacteriolégicas
N o
Mes/Afo:

Mafana
Temperatura minima

38

37

36

Temperatura 35
34

33

Fecha 12 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Temperatura maxima

38

37

36

Temperatura 35
34

33

Fecha 12 3 45 6 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Tarde
Temperatura minima

38

37

36

Temperatura 35
34

33

Fecha 123 456 7 8 910111213 141516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

Temperatura méxima

38

37

36

Temperatura 35
34

33

Fecha 12 3 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
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Cuadro 5.

Registro de calibracion de potenciémetros

Facha N° del Tampén de calibracion Observaciones
aparato del pH
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Cuadro 6.
Registros a efectuar durante la preparacion y esterilizacién de medios de cultivo

Fecha Medio Marca/iote pH Volumen Tiempo/Temperatura
preparado de operacién de
autoclave
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Cuadro 7.
Evaluacion y control de reactivos
PRUEBA REACTIVO CONTROL CONTROL
POSITIVO NEGATIVO
Oxidasa Tetrametil-p- V.cholerae E.coli
fenilenodiamina P.aeruginosa Salmonella
dihidrocloreto
Coagulasa Plasma de conejo S.aureus S.epidermidis
oxalatado o con EDTA S.capitis
Recuccion de Nitrato Alfanaftilamina + Ac. B.cereus L.innocua
Sulfanilico E.coli
Produccién de Indol Reactivo de Kovacs E.coli E.aerogenes
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Evaluacién y control de medios de cultivo

Cuadro 8.

MEDIO MICROORGANISMOS RESULTADO ESPERADO RESULTADO ESPERADO
DE CONTROL (C+) CONTROL POSITIVO CONTROL NEGATIVO
(C-}
AGAR TCBS V. cholerae (C+) Colonias amarillas, planas | Crecimiento inhibido con
E. coli (C-) de 2 a 3 mm de diametro colonias translucidas
APA V. cholerae (C+) Turbiedad con o sin Turbiedad
E. coli (C-) pelicula en la superficie
T1N1 V. cholerae (C+) Colonias lisas, Colonias emblanquecidas
S. aureus (C-) translucidas de 1 a 3 mm
de didmetro
BAIRD-PARKER | S. aureus (C+) Colonias negras con halos | Colonias negras o
S. epidermidis (C-) de lecitinasa vy lipolisis grisaceas sin halo de
lecitinasa vy lipolisis
CALDO BHI S.aureus Crecimiento
E. coli
AGAR FERM. S. aureus (C+) Colonias amarillas sobre Colonia blancas sobre
AEROBICA S. capitis (C-) fondo amarillo fondo purpura
MALTOSA
AGAR B. cereus (C+) Colonias azul turquesa de | Crecimiento inhibido
B. cereus S. aureus (C-) +bmm rodeada por halo
opaco
MEDIO DE B. cereus (C+) Crecimiento con Crecimiento sin
GELATINA P. aeruginosa (C+) licuefaccién del medio licuefaccién del medio
S. aureus (C-)
E. coli (C-)
MEDIO B. cereus (C+) Motilidad: crecimiento por | Crecimiento apenas en la
MOTILIDAD para motilidad y NO3) todo el medio. linea de siembra
NITRATO K. pneumoniae (C-) NOj: reaccién positiva NOQOj: reaccién negativa
para motilidad) cuando el reactivo de cuando el reactivo de
L. innocua (C-) nitrato (alfanaftilamina + nitrato (alfanaftilamina +
para NO;) ac. sulfanilico) es ac. sulfanilico) es
adicionado adicionado.
AGAR SPS C. perfringens (C+) Colonias negras con o sin Crecimiento inhibido
E. coli (C-) produccién de gas
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MEDIO C. perfringens Crecimiento exuberante
TIOGLICOLATO
MEDIO. C. perfringens (C+) Licuefacciéon de la gelatina | Sin licuefaccién de la
LACTOSA- S. typhimurium (C-) y fermentacién de la gelatina ni fermentacién
GELATINA lactosa de la lactosa
MEDIO C. perfringens (C+) Coagulacién de la leche
LECHE CON con abundante
HIERRO produccién de gas
CALDO S. typhimurium (C+) Buen crecimiento Crecimiento parcial o
RAPPAPORT E. coli (C-) totalmente inhibido
VASSILIADIS
AGAR VERDE S. typhimurium (C+) Colonias rosadas Colonias amarillas
BRILLANTE E. coli (C-) translucidas sobre medio
rojo
AGAR SS S. typhimurium (C+) Colonias incoloras con Colonias rosadas
E. coli (C-) centro negro
CALDO UREA S. typhimurium (C+) Medio sin alteracion de Medio de coloracién
P. mirabilis (C-) color rosada fuerte
AGAR TSI S. typhimurium (C+) Base acido con gas y con Base y bisel 4cidos con
E. coli (C-) H,S v bisel alcalino o sin gas sin H,S
alteracién
AGAR LIA S. typhimurium (C +) Base y bisel purpura con Base acida y bisel
E. coli (C-) H,S purpura sin H,S
CALDO EC E. coli (C+) Crecimiento con Crecimiento sin
E. aerogenes (C-) formacion de gas a 45°C formacién de gas a 45°C
CALDO E. coli (C+) Aparecimiento de anillo Reaccién negativa
TRIPTONA E. aerogenes (C-) rojo en la superficie del después de la adicion del
caldo después de la reactivo de Kovacs
adicién del reactivo de
Kovacs
AGAR E. col/i 0157:H7 (C+) Colonias incoloras Colonias de color rosado
MaCCONKEY - E. coli (C-) intenso
SORBITOL
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Esquema de evaluacion del desempefio de los caldos selectivos

Microorganismo deseado
Fase estacionaria en caldo BHI

Diliiyase en
solucién salina
peptonada

10"a 107

1 ml de cada dilucién

Mezcla del microrganismo
indeseado en la fase
estacionaria en caldo BHI
diluida a 10

0,02 ml

Cuéntese el numero
de UFC/ml de todas
las diluciones en Agar
BHI y Agar selectivo

1 ml de
cada
dilucion

Agréguese a 10 ml de
caldo selectivo

Caldo de enriquecimiento
selectivo (tubo con 10 mi)

35 °C
24 a 30
horas

35°C
18 a 24
horas

Apliquese el material
en estrias sobre medio
selectivo

153

Apliquese el material de
todos los tubos en estrias
sobre medios sdélidos
selectivos

35°C
18 a 24
horas

Después de la incubacion
verifiquese la presencia
de colonias tipicas del

microorganismo deseado

Confirmar

Cuadro 9
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Anexo 6
Composicion y método de preparacion de los medios de cultivo
no disponibles en forma deshidratada’
1. MEDIOS DE CULTIVO
1.1. Agua peptonada alcalina (APA)

Peptona 10,0 g
NaCl 10,0 g

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada/desionizada y ajustar el pH
a 8,8 - 9,0 con NaOH. Distribuir porciones de 225 ml en frascos y, en tubos,

porciones de 10 ml. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

1.2. Agua peptonada al 1% amortiguada (buffer)

Peptona de carne 10,0 g
NaCl 50g
NaHPO4 90g
KH,PO, 504¢g

Disolver los componentes en un litro de agua destilada/desionizada y ajustar el
pHa 7,2 £ 0,2. Distribuir 225 ml en frascos Erlenmeyer y esterilizar a 121°C
durante 15 minutos.

1.3. Agua peptonada al 0,1%

18 Peptona de carne 1,09
Agua destilada/desionizada 1000,0 mi

Disolver la peptona en agua, ajustar el pH a 7,0 = 0,2. Distribuir 10 ml en
tubos y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

1.4. T1N1
Triptona 10,0 g
NaCl 10,0 g
Agar-agar 20,0g

BRASIL. LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA ANIMAL/MINISTERIO DA
AGRICULTURA DO ABASTECIMENTO E DA REFORMA AGRARIA. 1992, Manual de Métodos
de Analise Microbiolégica para Alimentos. Brasilia, DF.
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1.5.

1.6.

1.7.

Suspender los componentes en el agua, calentando hasta que la disolucion esté
concluida. Ajustar el pH a 7,2 + 0,2. Distribuir porciones de 100 o 200 ml en
frascos apropiados y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Agar para fermentacién aer6bica de la maltosa (AFM)

Proteosa de peptona 10,0 g
Extracto de carne 1.0g
NaCl 5,09
Purpura de bromocresol 0,02 g
Agar-agar 15,09

Aditivo: Solucién al 10% de maitosa esterilizada por filtracion.

Suspender los componentes en un litro de agua destilada/desionizada y calentar
hasta que quede concluida la disolucién. Ajustar el pH a 6,8 + 0,2y distribuir
en 100 mi en frascos. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Antes de su uso,
disolver el agar y dejar al bafio Marfa hasta que alcance la temperatura de 45 a
49°C. Después, anadir a cada 100 ml del medio, 20 ml de la solucién de
maltosa estéril.

Agar motilidad nitrato

Peptona de carne 5,0¢g
KNO, 1,649
Extracto de carne 3,09
Agar-agar 30g

Suspender los componentes en un litro de agua destilada/desionizada y calentar
hasta que la disolucién quede concluida. Ajustar el pH a 7.2 + 0,2 y distribuir
en tubos. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Medio de leche con hierro {storm-test)

Leche en polvo 100,0 g
Sulfato ferroso 7.H,0 10g
Agua destilada/desionizada 1000,0 ml

Disolver la leche en polvo en 950 mi de agua destilada/desionizada. Por
separado, disolver el sulfato ferroso en 50 ml de agua y mezclarlo lentamente
con la leche. Tratar en autoclave a 118°C durante 12 minutos. Preparar
inmediatamente antes de utilizarlo.
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1.8. Medio de lactosa-gelatina

Triptosa 15,0 g
Extracto de levadura 10,0 g
Lactosa 10,0 g
Rojo fenol 0,05¢
Gelatina 120,0g
Agua destilada/desionizada 1000,0 ml

Suspender los componentes en el agua y calentar hasta que la disolucién quede
concluida. Ajustar el pH a 7,5 = 0,2 y distribuir 5 ml en tubos. Esterilizar a
121°C durante 10 minutos.

2. REACTIVOS Y SOLUCIONES

2.1. Solucién de telurito de potasio al 3,5%

Telurito de potasio 3,bg
Agua destilada gsp 100,0 ml

2.2. Sulfato de polimixina B, solucién al 1%

Sulfato de polimixina B 0,149
Agua destilada gsp 100,0 mi

2.3. Acido acético 5 N

Acido acético glacial 28,75 mi
Agua destilada 71,25 ml

2.4. Alfanaftilamina, solucién al 0,5%

Alfanaftilamina 0,5g
Acido acético 5 N gsp 100,0 mi

2.5. Acido sulfanilico, solucién al 0,8%

Acido sulfanilico 0,8g
Acido acético 5 N gsp 100,0 mi

2.6. Acido clorhidrico 1 N

Acido clorhidrico humeante 36,5 mi
Agua destilada qsp 1000,0 mi
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2.7. Novobiocina, soluciéon al 4%

Novobiocina 40g¢g
Agua destilada gsp 100,0 ml

2.8. Reactivo de Kovacs (Indol)

Para-dimetilamino-benzaldehido 5,09
Alcoho! amilico 75,0 ml
Acido clorhidrico concentrado 25,0 mi

Disolver 5,0 g de p-dimetilamino-benzaldehido en 75 ml de alcohol amilico.
Calentar a 60°C durante 5 minutos. Adadir 25 ml de HCl (33-35%). Debe
aparecer un color rojo. Dejar reposar hasta que el color cambie a amarillo {6-7
horas). Mantener el reactivo en un frasco oscuro, bajo refrigeracion.

2.9. Reactivo para oxidasa
Tetrametil-p-fenilenodiamina
dihidrocloruro 50,0 mg
Agua destilada 5,0 ml

Disolver el polvo en agua destilada. Almacenar durante un méaximo de una
semana a 4°C, en un frasco oscuro.

2.10. Alcohol yodado

Solucién A

Yoduro de potasio 2,5¢g
Yodo metalico 6,0g
Agua destilada 10,0 ml
Alcohol 96° asp 100,0 ml

Diluir el yoduro de potasio en agua. Afadir el yodo metélico y, por ultimo, el
alcohol 96°.

Solucién B (alcohol 70°)

Alcohol 96° 729,0 mi
Agua destilada 271,0 mi

Preparacién final:

Solucién A 20,0 mi
Solucién B 980,0 ml
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Anexo 7
Determinacién del nimero mas probable (NMP)’

James T. Peeler y Foster D. McClure

Existen diversos métodos para calcular el nimero de bacterias en una muestra
determinada. Los tres que se usan con mayor frecuencia son el recuento microscépico
directo, el recuento en placa de agar y la determinacidn del nimero mas probable (NMP).
En el recuento microscépico directo se toman en cuenta los microorganismos viables y los
no viables, mientras que en el recuento en placa de agar y en la determinacién del NMP
solo se consideran los viables.

La primera estimacion precisa del nimero de bacterias viables fue dada a conocer
por McCrady (74). En una de las primeras aplicaciones de esta técnica (4) se comparo el
numero de bacterias observadas mediante el empleo de medios de cultivo sélidos y liquidos
y el célculo de Bacillus coli en el agua (73). Halvorson y Ziegler (70-72) publicaron una
serie de articulos sobre los fundamentos estadisticos del NMP en bacteriologia. Eisenhart
y Wilson (9) y Cochran {5) han publicado una revisién general de dichos fundamentos.
Woodward (78) recomendé que debia limitarse el uso de las tablas de NMP. Actualmente,
dos libros sobre métodos de la Asociacién Estadounidense de Salud Publica (APHA) (7, 2)
emplean tablas abreviadas de NMP preparadas por deMan (6-8).

El NMP es una estimacién de la densidad de los micoorganismos viables en una
muestra. Para hacer este célculo, la muestra debe diluirse de tal manera que una muestra
mas diluida dé por resultado un nimero menor de tubos positivos, lo cual se manifiesta por
la presencia de gas o de multiplicacidn microbiana. Para obtener el NMP, se aplica a los
resultados la teoria de la probabilidad, de conformidad con los siguientes supuestos. 1) La
muestra contiene una distribucién al azar de las bacterias. Ello significa que la probabilidad
de encontrar un microorganismo en una parte de la muestra es la misma que la de
encontrar un microorganismo en cualquier otra parte. 2) Las bacterias existen como
entidades, no como grupos o conglomerados, y no se repelen entre si. 3) El
microorganismo o microorganismos presentes en la muestra se multiplicaran en el medio
de cultivo al ser incubado este. 4) Existen condiciones apropiadas para la multiplicacién;
en otras palabras, se proporciona el medio de cultivo adecuado y se mantiene la
temperatura de incubacién correcta. El nimero de diluciones que se preparan debe basarse
en la poblacién prevista en la muestra. Los resultados mas fidedignos se obtienen cuando
todos los tubos de la dilucion mas baja son positivos (es decir, presentan multiplicacién
microbiana) y todos los tubos de la dilucion mas alta son negatives {o sea, no presentan
multiplicacién microbiana). Si se prevé un elevado recuento microbiano, la mezcla habra
de diluirse hasta el punto en que pueda obtenerse el NMP. Las diluciones de diez veces
son las mas sencillas de efectuar, y el indculo frecuentemente se usa en series de NMP de
3, 5 0 10 tubos; es posible calcular el NMP con otro tipo de diluciones. Los limites de
confianza del NMP se estrechan a medida que aumenta el ndmero de tubos inoculados para
cada dilucién. En el caso de poblaciones de elevada densidad, el NMP no es tan preciso
como el recuento directo en placa y un valor de NMP calculado representa una estimacion

Association of Official Analytical Chemists. FDA Bacteriological Analytical Manual, 7th ed. AOAC,
Arlington, VA. 1992.
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de la densidad de la poblacién, no un recuento directo de los microorganismos vivos. El
NMP resulta de particular utilidad para las concentraciones reducidas de microorganismos
(< 10/g), especialmente en leche, agua y alimentos en los que los pequefios pedazos de
alimento pueden confundir el recuento exacto de colonias. La eleccién adecuada de los
medios de cultivo puede proporcionar resultados preliminares de algunas caracteristicas
bioquimicas, y el empleo de medios selectivos puede ofrecer estimaciones de una poblacién
mixta.

A. Tablas de NMP y limites de confianza del 95%

Las tablas 1 a 3 presentan los caélculos de deMan (6-8) de los valores
estadisticamente probables del NMP y los correspondientes limites de confianza del
95% para pruebas con 3, 5y 10 tubos. Las combinaciones que no figuran en las
tablas tienen muy pocas probabilidades de presentarse. Si los resultados no
corresponden con los de la tabla, hay que repetir la prueba con la muestra original.
Si esto Ultimo no es posible, el NMP puede obtenerse (combinaciones de 3y 5
tubos) de las tablas 4 y 5 (3); también puede utilizarse una ecuacion de la seccion
B para obtener una aproximacién de combinaciones del NMP. Puede programarse
una computadora personal para calcular el NMP y los limites de confianza (15).

Los intervalos de confianza del 95% se interpretan del modo siguiente. Si el
analista supone que el numero verdadero de microorganismos se encuentra entre
los limites, entonces su suposicion resultard correcta 95% de las veces. Los NMP
tabulados representan un intervalo, no un valor absoluto.

Cuando se preparan mas de tres diluciones de una muestra, el NMP debe
determinarse a partir Unicamente de tres diluciones consecutivas (cuando se usan
las tablas 1 a 3). En primer lugar, para todas las diluciones en las que todos los
tubos resultaron positivos, seleccione la dilucion mas alta (que contiene el menor
volumen de la muestra) y luego utilice las dos diluciones mas altas que le siguen
(volimenes mds pequefios) (A y B de las tablas 6 y 7). Cuando ninguna de las
diluciones sometidas a prueba da todos los tubos positivos, seleccione (si es
posible) las tres primeras diluciones consecutivas (volimenes de muestra) cuya
dilucién de en medio haya dado al resultado positivo (C de las tablas 6 y 7). El
ejemplo D ilustra el célculo del NMP cuando se produce un resultado positivo en
una dilucién mas alta (volumen de muestra mas pequefio) que las tres
seleccionadas. En este caso, aumente el nimero de tubos positivos en la méxima
dilucién, sin pasar de 3 o 5. Cuando todos los tubos sean positivos, exprese el
NMP como mayor que la dilucién multiplicado por el NMP que resulta de la
combinacion 3-3-2 o 5-5-4, segun corresponda (ejemplo E}). Lea de manera
semejante los valores para 10 tubos de la tabla 3.

A menudo es necesario calcular el NMP a partir de volimenes de la muestra inicial
distintos de los enumerados en los cuadros 1 a 5. Si 6l mayor volumen de muestra
usado para la referencia de la tabla es 0,01 g, multipligue por 10 el indice que
aparece en la tabla. De esta manera, los resultados de una determinacion del NMP
en cinco tubos en los que son positivas tres porciones de 0,01 g, dos porciones de
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0,001 g y una porcién de 0,0001 g (3-2-1) corresponden al valor 17 en la tabla 2,
lo que multiplicado por 10 arroja 170 como el NMP/g verdadero para la muestra.
De modo analogo, si la porcién mayor usada para la referencia de la tabla es 1 gen
vez de 0,1g, dividase por 10 el NMP obtenido de la tabla. Asi, el resultado de una
determinacién del NMP en tres tubos para Salmonella que indica como positivas
tres porciones de 1 g y una de 0,1 g, y en la que no es positiva ninguna de las
porciones de 0,01 g (3-1-0), corresponde al nimero 43 en la tabla 1, que dividido
por 10 arroja 4,3 como NMP/g presunto de la muestra.

Un método alternativo para calcular el NMP/g se sirve de la siguiente férmula (74):

[(NMP/g obtenido de la tabla)] - 100) x factor de dilucién del tubo de en medio =
NMP/g.

Para obtener el NMP/100 g, multipliguese por 100.
B. NMP aproximado y limites de confianza del 95%

A causa de la complejidad que entrafia calcular efectivamente los NMP y los limites
de confianza, para determinar el NMP a menudo se emplean las tablas publicadas.
Generalmente, dichas tablas se limitan a 3, 5 o 10 tubos por dilucién. Incluso con
el disefo ordinario, los datos irregulares o un accidente de laboratorio pueden
ocasionar la pérdida de uno o varios resultados de una dilucién. En este ultimo
caso, una serie de dilucion de 5, 4, 4 tubos podria arrojar una combinacién positiva
de 5-2-0.

Thomas (77) ha publicado una férmula sencilla que no requiere repeticion. Los
NMP aproximados que se obtienen mediante esta quizd no se correspondan
exactamente con los obtenidos segun la teoria; aun asi, las desviaciones suelen ser
pequenas (puede ocurrir gue las aproximaciones no sean admisibles para fines
reglamentarios). La férmula no se limita al nimero de tubos y diluciones empleados
y puede aplicarse a todo tipo de pruebas. La aproximacién se obtiene mediante la
siguiente ecuacion:

MPN/g = P/IN T}'?
donde P es el numero de tubos positivos, N es la cantidad total de la muestra (g)
en todos los tubos negativos y 7 es la cantidad total de muestra (g) en todos los

tubos.

Por ejemplo, considérese la serie de dilucién al doble que aparece en seguida:
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Muestra (g) No. de tubos No. de tubos positivos
8 5 5
4 5 4
2 5 2
1 5 0
0,5 5 1
0,25 5 0
El nimero de tubos positivos esP = (6 + 4 + 2 + 1) = 12, N = (8 x 0} + (4

+1) +{(2x3) +(1x5) +(0,5x4) +(0,25x5)] = 18,25,y T=5(8 + 4 +
2+ 1+ 05+ 0,25) = 78,75.

NMP/g = 12/(18,25) (78,75)]"> = 0,32/g 0 32/100 g

Las estimaciones de los limites de confianza del 95% (5) pueden obtenerse de los
antilogaritmos de base 10 de la siguiente ecuacién:

log (NMP/g)} = 1,08 [{log a) /n)1"*

en la que a es la razén de dilucién y n es el nimero de tubos por dilucién. Esta
expresién da por sentado que la razén de dilucién es distinta de 1 a 10 (por gj., 1
a 2). Para una razén de 1 a 10, la cantidad + debe ser (7,76) (n)'” para lograr la
mejor estimacién. Si el nimero de tubos por dilucién (n) es desigual (por ej., por
un accidente de laboratorio en una dilucién), en la ecuacién anterior n se sustituye
por la media arménica (n,) del nimero de tubos por dilucién (n) para la dilucién k.
La media arménica se define como n, = k/Z(1/n) y k es el nimero de diluciones.
Por ejemplo, sup6ngase que tres diluciones dieron como resultado un n,de 5, 4, 4;
en este caso, n, = 3/ [(1/5) + (1/4) + (1/4)1V* = 3/0,70 = 4,3.

Para el anterior ejemplo con n = 5, los limites de confianza del 95% aproximados
se obtienen del modo siguiente:

log 0,32 + (1,08) [{log 2)/5]11/* = -0,495 + 0,265
de este modo, el limite inferior es el antilog (-0,76) = 0,17/g0 17/100 g, y el limite
superior es el antilog (-0,23) = 0,59 6 59/100 g. Por comparacion, si se emplean

las tablas de deMan (7/, el NMP seria 0,31/g con limites de confianza de 0,16/gy
0,57/g.
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Tabla 1.
Seleccién de NMP y estimaciones de los limites de confianza del 95% (7) para tubos de fermentacién con
tres tubos con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml)®

No. de tubos positivos Limites de confianza del 95%
0,1 0,01 0,001 NMP/g(ml)® Inferior Superior
0 0 0 <3 - -
0 1 0 3* <1 17
1 0 0 4 <1 21
1 0] 1 7" 2 27
1 1 0 7 2 28
1 2 0 117 4 35
2 0 0 9 2 38
2 0 1 14 5 48
2 1 0 15 5 50
2 2 0 21 8 60
3 0 0] 23 9 130
3 0 1 39 10 180
3 1 0 43 10 210
3 1 1 75 20 280
3 2 0 93 30 380
3 2 1 150 50 500
3 2 2 210* 80 640
3 3 0 240 90 1400
3 3 1 460 100 2400
3 3 2 1100 300 4800
3 3 3 >1100 - -

Los resultados normales (los obtenidos en el 95% de las pruebas) no van seguidos de un signo de
mas (+). Los resultados menos probables (los obtenidos en solo 4% de las pruebas) van seguidos
por un signo de méas (+). Las combinaciones de tubos positivos que no aparecen en esta tabla se
presentan en menos de 1% de las pruebas, y su aparicién frecuente indica que las técnicas son
deficientes o que no se estdn cumpliendo los supuestos fundamentales para la estimacion del NMP.
Las estimaciones del NMP para combinaciones que no figuran aqui pueden obtenerse mediante las
férmulas de Thomas (15) o por extrapolacion a la siguiente combinacidon mas alta de las mostradas
aqui; por ejemplo, unresultado de 2-0-2 tendria un NMP de aproximadamente 20, que es el NMP para
un resultado de 2-1-1, mas probable.

Todos los valores de esta columna se multiplican por 100 para notificar NMP/100 g (m!l).
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Tabla 2.

Seleccion de NMP y estimaciones de los limites de confianza del 95% (7) para pruebas en tubos de

fermentacién con 5 tubos con porciones

de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml)®

No. de tubos positivos

Limites de confianza del 95%

0,1 0.01 0,001 NMP/g(ml}® Inferior Superior
0 0 0 <2 - -
0] 0 1 2° <1 10
0] 1 0 2 <1 10
1 0 0 2 <1 11
1 (0] 1 4+ 1 15
1 1 0 4 1 15
1 2 0 6" 2 18
2 0] 0 4 1 17
2 0 1 7t 2 20
2 1 0 7 2 21
2 1 1 9+ 3 25
2 2 0 9 3 25
3 0 0] 8 3 24
3 0 1 11 4 29
3 1 0 11 4 30
3 1 1 14~ 6 35
3 2 0 14 6 35
3 2 1 17° 7 40
3 3 0 17° 7 41
4 (0] 0 13 5 38
4 (6] 1 17 7 45
4 1 0 17 7 46
4 1 1 21 ] 55
4 2 0 22 9 56
4 2 1 26" 12 65
4 3 0 27 12 67
4 3 1 33" 15 77
4 4 0 347 16 80
5 (0] 0 23 9 68
5 0 1 31 13 110
5 1 0 33 14 120
5 1 1 46 20 150
5 1 2 63" 22 180
5 2 0 49 21 170
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Tabla 2. (Continuacién)

No. de tubos positivos Limites de confianza del 95%

0,1 0,01 0,001 NMP/g{ml)" Inferior Superior
5 2 1 70 30 210
5 2 2 90" 40 250
5 3 0 79 30 250
5 3 1 110 40 300
5 3 2 140 60 360
5 4 0 130 50 390
5 4 1 170 70 480
5 4 2 220 100 580
5 4 3 280" 120 690
5 4 4 350* 160 820
5 5 0 240 100 940
5 5 1 350 100 1300
5 5 2 540 220 2000
5 5 3 920 300 2900
5 5 4 1600 600 5300
5 5 5 <1600 - -

Los resultados normales (los obtenidos en el 95% de las pruebas) no van seguidos de un signo de
mas { +). Los resultados menos probables (los obtenidos en solo 4% de las pruebas) van seguidos
por un signo de mas (+). Los resultados que no aparecen en esta tabla se presentan en menos de
1% de las pruebas, y su aparicién frecuente indica que las técnicas son deficientes o que no se estan
cumpliendo los supuestos fundamentales para la estimaciéon del NMP. Las estimaciones del NMP para
combinaciones que no figuran aqui pueden obtenerse mediante las férmulas de Thomas (15) o por
extrapolacion a la siguiente combinacién mas alta de las mostradas aqui; por ejemplo, un resultado
de 4-0-2 tendria un NMP de aproximadamente 21, que es el NMP para un resultado de 4-1-1, mas
probable.

Todos los valores de esta columna se multiplican por 100 para notificar NMP/100 g (ml).
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Tabla 3.

Seleccion de NMP y estimaciones de los limites de confianza del 95% (7) para pruebas de tubos de

fermentaciéon con 10 tubos con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml)®

No. de tubos positivos

Limites de confianza del 95%

0,1 0,01 0,001 NMP/g(mI)® Inferior Superior
(0] 0 0 <1 - -
0 0 1 1+ <1 5
0 1 0 1 <1 5
0 2 0 2* <1 7
1 0 0] 1 <1 5
1 0 1 2+ <1 7
1 1 0 2 <1 7
1 2 0] 3* 1 8
2 0 0O 2 <1 7
2 0 1 3* 1 9
2 1 0 3 1 9
2 1 1 4+ 1 10
2 2 0 4 2 10
2 3 0 5* 2 12
3 0 0 3 1 9
3 0 1 4 2 11
3 1 0 4 2 11
3 1 1 b+ 2 13
3 2 0 5 2 13
3 2 1 6* 3 14
3 3 0 6" 3 14
4 0] 0 4 2 12
4 0 1 6 2 13
4 1 0 6 2 14
4 1 1 7 3 15
4 2 0 7 3 15
4 2 1 8 4 17
4 3 0 8 4 17
4 4 0 (004 5 19
5 0 0 6 2 15
5 0 1 7 3 16
5 1 0 7 3 17
5 1 1 9 4 18
5 2 0 9 4 18
5 2 1 10° 5 20
5 3 0 10 5 20
5 3 1 11* 6 22
5 4 0 11° 6 22
6 0 0 8 3 18
6 0 1 9 4 20
6 1 0 9 4 20
6 1 1 11 5 22
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Contaminacion Microbiana de los Alimentos Vendidos en la Via Publica en Ciudades de América Latina

Tabla 3.
{Continuacién)
No. de tubos positivos Limites de confianza del 95%

0,1 0,01 0,001 NMP/g(ml)" Inferior Superior
6 2 0 11 5 22
6 2 1 12 6 24
6 3 0 12 6 25
6 3 1 14 7 27
6 4 0 14 7 27
6 5 0 15" 8 29
7 0 0] 10 5 22
7 0 1 12 6 24
7 0 2 13+ 7 27
7 1 0 12 6 25
7 1 1 13 7 27
7 1 2 15* 8 30
7 2 o 13 7 27
7 2 1 15 8 30
7 2 2 17* 9 32
7 3 0 15 8 30
7 3 1 17 9 3
7 4 0 17 9 33
7 4 1 19* 10 36
7 5 0 197 10 36
8 0 0 13 6 28
8 0 1 15 7 K
8 0 2 17+ 8 3
8 1 0 15 7 3
8 1 1 17 9 3
8 1 2 19+ 10 3
8 2 0 17 9 3
8 2 1 19 10 3
8 2 2 21* 12 42
8 3 0 19 10 39
8 3 1 21 12 42
8 3 2 24+ 13 46
8 4 0 22 12 43
8 4 1 24 13 46
8 5 0 24 13 47
8 5 1 27 15 51
8 6 0 277 15 52
9 0 0 17 8 37
9 0 1 19 10 41
9 0 2 22* 11 46
9 1 0 19 10 42
9 1 1 22 11 47
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Tabla 3. (Continuacién)

No. de tubos positivos

Limites de confianza del 95%

0,1 0,01 0,001 NMP/g{ml)® Inferior Superior
9 1 2 25* 13 52
9 2 0 22 12 47
9 2 1 25 13 53
9 2 2 28* 18 58
9 3 0 25 13 54
9 3 1 29 15 60
9 3 2 327 18 66
9 4 0 29 16 61
9 4 1 33 18 67
9 4 2 37 20 74
9 5 0 33 18 69
9 5 1 37 20 76
9 5 2 42° 23 83
9 6 0 38 21 77
9 6 1 43" 24 85
9 7 0 44~ 24 87
10 0 0 23 12 58
10 0 1 27 14 67
10 0 2 31 16 77
10 1 0 27 14 69
10 1 1 32 17 79
10 1 2 38 20 92
10 2 0 33 17 83
10 2 1 39 20 96
10 2 2 50 20 110
10 2 3 50* 30 120
10 3 0 40 20 100
10 3 1 50 20 120
10 3 2 60" 30 130
10 3 3 70* 30 150
10 4 0 50 30 120
10 4 1 60 30 140
10 4 2 70 30 160
10 4 3 80" 40 170
10 5 0 60 30 150
10 5 1 70 70 170
10 5 2 90 40 190
10 5 3 100 50 210
10 6 o) 80 40 180
10 6 1 90 50 200
10 6 2 110 50 230
10 6 3 120 60 250
10 6 4 140" 70 270
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Contaminacién Microbiana de los Alimentos Vendidos en la Via Piblica en Ciudades de América Latina

Tabla 3. (Continuacién)

No. de tubos positivos Limites de confianza del 95%
0,1 0,01 0,001 NMP/g(mi)" inferior Superior
10 7 0 100 50 220
10 7 1 120 60 250
10 7 2 140 70 280
10 7 3 150 80 310
10 7 4 170* 90 340
10 8 0 130 60 280
10 8 1 150 80 320
10 8 2 170 20 360
10 8 3 200 100 400
10 8 4 220 120 440
10 8 5 250* 140 480
10 9 0 170 90 380
10 9 1 200 100 430
10 9 2 230 120 490
10 9 3 260 140 560
10 9 4 300 160 640
10 9 5 350 180 720
10 9 6 400* 210 820
10 10 0 240 120 610
10 10 1 290 150 750
10 10 2 350 170 910
10 10 3 400 200 1100
10 10 4 500 300 1400
10 10 5 700 300 1700
10 10 6 900 400 2100
10 10 7 1120 600 2700
10 10 8 1160 800 3700
10 10 9 2300 1100 6000
10 10 10 2300 - -

Los resultados normales {los obtenidos en el 95% de las pruebas) no van seguidos de un signo de
mas (+). Los resultados menos probables (los obtenidos en solo 4% de las pruebas) van seguidos
por un signo de mas (+). las combinaciones de tubos positivos que no aparecen en esta tabla se
presntan en menos de 1% de las pruebas, y su aparicién frecuente indica que las técnicas son
deficientes o que no se estan cumpliendo los supuestos fundamentales para la estimacién del NMP,
Las estimaciones del NMP para combinaciones que no figuran aqui pueden obtenerse mediante las
férmulas de Thomas (15} o por extrapolacién a la siguiente combinacién mas alta de las mostradas;
por ejemplo, un resultado de 7-0-3 tendria un NMP de aproximadamente 15, que es el NMP para un
resultado de 7-2-1, méas probable.

Todos los valores de esta columna se multiplican por 100 para notificar NMP/100 g (ml).
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Tabla 4.

Numeros mas probables (NMP) por 1 g de muestra, utilizando tres tubos con sendas porciones de
0,1, 0,001 y 0,001g

No. de tubos positivos No. de tubos positivos
0,1 0,01 0,001 NMP 0,1 0,01 | 0,001 NMP
0 0 0 <3 2 0] 0 9,1
0 0] 1 3 2 0 1 14
0 0 2 6 2 0 2 20
0 0 3 9 2 0 3 26
0 1 0 3 2 1 0 15
0 1 1 6,1 2 1 1 20
0 1 2 9,2 2 1 2 27
0 1 3 12 2 1 3 34
0 2 0 6,2 2 2 0 21
0 2 1 9,3 2 2 1 28
0 2 2 12 2 2 2 35
0 2 3 16 2 2 3 42
0 3 0 9,4 2 3 0 29
0 3 1 13 2 3 1 36
0 3 2 16 2 3 2 44
0 3 3 19 2 3 3 53
1 0 0 3,6 3 0 0] 23
1 0 1 7.2 3 0 1 39
1 0 2 11 3 0 2 64
1 01 3 15 3 0 3 95
1 1 0 7.3 3 1 0] 43
1 1 1 11 3 1 1 75
1 1 2 15 3 1 2 120
1 2 3 19 3 1 3 160
1 2 0 11 3 2 0] 93
1 2 1 15 3 2 1 150
1 2 2 20 3 2 2 210
1 2 3 24 3 2 3 290
1 3 0 16 3 3 0 240
1 3 1 20 3 3 1 460
1 3 2 24 3 3 2 1100
1 3 3 29 3 3 3 >1100
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Contaminacién Microbiana de los Alimentos Vendidos en la Via Publica en Ciudades de América Latina

Tabla 5

Numeros mas probables por 100 ml de muestra, planteando 5 porciones

en diluciones en serie geométrica

10 mi
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Tabla 5 {Continuacion)

10 mi
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Contaminacién Microbiana de los Alimentos Vendidos en la Viia Publica en Ciudades de América Latina

Tabla 6.

Ejemplos de determinacion de estimaciones del NMP: serie de tres tubos con 1 g (ml) de muestra cada uno

Cantidad de muestra {g o ml)* Valores NPM estimado/g
positivos oml
Ejemplo 0,1 0,01 0,001 0.0001 0.00001 notificados
A 3/3 3/3 2/3 0/3 0/3 3-2-0 930
B 3/3 3/3 3/3 2/3 0/3 3-2-0 9300
C 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0-1-0 30
D 3/3 3/3 2/3 2/3 1/3 3-2-2 2100
E 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3-3-3 > 110000
Numerador/denominador = ndmero de tubos positivos/nimero de tubos inoculados
l.os valores de esta columna pueden multiplicarse por 100 para notificar NMP/100 g o ml.
Tabla 7

Ejemplos de determinacién de estimaciones del NMP: serie de cinco tubos con 1 g (ml} de muestra cada uno

Cantidad de muestra {g o mi)* Valores NPM estimado/g
positivos o ml°
Ejemplo 0.1 0,01 0,001 0,0001 0,00001 notificados

A 5/5 5/5 2/5 0/5 0/5 5-2-0 490
B 5/5 5/5 5/5 2/5 0/5 5-2-0 4900
C 0/5 0/5 1/5 0/5 0/b 0-1-0 20
D 5/ 5/5 3/5 2/5 1/5 5-3-2 1400
E 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5-5-5 > 160000

Numerador/denominador =

numero de tubos positivos/nimero de tubos inoculados

l_os valores de esta columna pueden multiplicarse por 100 para notificar NMP/100 g o ml
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