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RESUMEN La Morita, Noviembre 2023

Se realizé una investigacion de la resistencia a betalactdmicos de enteropatégenos aislados
en ensaladas para perros calientes en Maracay — Edo. Aragua 2023, puesto que las
ensaladas que se consumen crudas, tales como las empleadas para la elaboracion de
perros calientes son mas propensas a causar una infeccion de tipo alimentaria. Este estudio
consistio en la determinacion dela carga de Mesofilos Aerobios, Coliformes Totales y
Termotolerantes en estas ensaladas, basados en procedimientos técnicos estandarizados
establecidos en las normas COVENIN; ademas se aislaron e identificaron bacterias
enteropatdgenas, en las cuales se evalud la resistencia a betalactamicos. La poblacion
estuvo formada por vendedores ambulantes de las Calles: Sanchez Carrero, Vargas y
Libertad en el casco central, Municipio Girardot; seleccionando 4 puestos al azar y se
realizaron 9 muestreos con un intervalo de tiempo de 7 dias, obteniendo un total de 36
muestras. Entre los resultados obtenidos, el 100% de las ensaladas analizadas presentaron
contajes elevados de Mesofilos Aerobios (10*-10" UFC/g), Coliformes Totales (10°-
106UFC/g) y Termotolerantes (101-105 UFC/g) que superaron los limites permisibles
establecidos. Las enterobacterias que se aislaron con mas frecuencia fueron: Klebsiella
pneumoniae (26.2%), seguida de Pseudomonas putida (10.8%) vy Citrobacter freundii
(7.7%). También se aisléo Aeromonas spp (3.1%), siendo la bacteria aislada de mayor
importancia clinica en el estudio, por su asociacién a cuadros clinicos de gastroenteritis
aguda. En cuanto a los mecanismos de resistencia encontrados, cabe destacar que se
encontré un mecanismo de resistencia intrinseco (AmpC) en seis cepas bacterianas, dos
de Aeromonas spp. y cuatro de Pseudomonas aeruginosa. Estos resultados demuestran que
estas ensaladas de perros calientes expendidas en estos puestos ambulantes no estan
aptas para el consumo humano y es necesario implementar medidas de control que
establezcan criterios de aceptabilidad para estos productos, evitando la diseminaciéon de
bacterias patdgenas causantes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA).

Palabras clave: Aeromonas spp., Ensaladas, ETA, Klebsiella pneumonie
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ABSTRACT

An investigation of the resistance to beta-lactams of enteropathogens isolated in salads
for hot dogs in Maracay - Aragua State 2023 was made, since salads that are consumed
raw, such as those used for the preparation of hot dogs, are more susceptible to cause a
food-borne infection. This study consisted of determining the load of Aerobic Mesophiles,
Total Coliforms and Thermotolerants in these salads, based on standardized technical
procedures established in the COVENIN norms; in addition, enteropathogenic bacteria
were isolated and identified, in which resistance to beta-lactams was evaluated. The
population consisted of street sellers in the following streets: Sanchez Carrero, Vargas
and Libertad in the central area, Girardot municipality; 4 stalls were selected at random
and 9 samplings were carried out with a time interval of 7 days, obtaining a total of 36
samples. Among the results obtained, 100% of the salads analyzed showed high counts
of Aerobic Mesophiles (104-107 CFU/g), Total Coliforms (103-106 CFU/g) and
Thermotolerants (101-105 CFU/g) that exceeded the established permissible limits. The
most frequently isolated enterobacteria were Klebsiella pneumoniae (26.2%), followed by
Pseudomonas putida (10.8%) and Citrobacter freundii (7.7%). Aeromonas spp. was also
isolated (3.1%), being the most clinically important bacterium isolated in the study, due to
its association with clinical pictures of acute gastroenteritis. Regarding the resistance
mechanisms found, it should be noted that an intrinsic resistance mechanism (AmpC)
was found in six bacterial strains, two of Aeromonas spp. and four of Pseudomonas
aeruginosa. These results demonstrate that these hot dog salads sold in these street
stalls are not suitable for human consumption and it is necessary to implement control
measures that establish acceptability criteria for these products, avoiding the
dissemination of pathogenic bacteria that cause foodborne diseases (FBD).

Key words: Aeromonas spp., Salads, FBD, Klebsiella pneumonie.



INTRODUCCION

Las enfermedades de transmisién alimentaria (ETA) son un conjunto
de patologias adquiridas por consumir alimentos o bebidas contaminados a
partir de su origen o por una inadecuada manipulacién a lo largo de su
preparacion, reparticion o comercializacion.  Primordialmente, son
ocasionadas por microorganismos como bacterias, virus y parasitos que
producen dafo a la salud, aunque también pueden ser generadas por la
existencia de varias sustancias quimicas (plaguicidas). Estas patologias
tienen la posibilidad de dafiar a toda la poblacion, principalmente los
lactantes, nifios menores de 5 afios, asi como personas con patologias
cronicas degenerativas (sistema inmunolégico comprometido) (Jiménez,
2021).

Segun la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU, 2022) las ETA
suelen producir trastornos gastrointestinales, dolor abdominal, diarreas,
nauseas y vomitos, a veces acompanados de fiebre y en determinados casos
pueden desencadenar graves enfermedades. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS, 2020) en el informe Estimacion de la Carga Mundial de las
Enfermedades de Transmision Alimentaria, el mas completo publicado hasta
la fecha sobre el impacto de los alimentos contaminados en la salud y el
bienestar sefiala: Las ETA constituyen el problema de Salud Publica mas
extendido en el planeta, debido a que representa un gran riesgo para la
poblacién. Casi un tercio (30%) de todas las muertes por ETA se producen
en nifos menores de 5 anos que representan 9% de la poblacién mundial.
Segun el informe de la OMS, se presenta una estimacion de la carga de las
enfermedades de transmision alimentaria causadas por 31 agentes
(bacterias, virus, parasitos, toxinas y productos quimicos), cada ano hasta

600 millones de personas de todo el



mundo, 1 de cada 10, enferman tras consumir alimentos contaminados. De
estas personas, 420.000 mueren, incluidos 125.000 niflos menores de 5
afios. Los nifos corren un riesgo especial de padecer enfermedades
diarreicas transmitidas por los alimentos: 220 millones enferman y 96.000
mueren cada afo. Se estima que cada afo en América, 77 millones de
personas se enferman y mas de 9000 mueren, de ellas 31 millones son

menores de 5 anos.

Es necesario en particular educar y capacitar a los productores de
alimentos, los proveedores, las personas que manipulan alimentos y el
publico en general sobre la prevencion de las ETA. Las buenas practicas
higiénicas son una fundamental medida de control y defensa de las
patologias transmitidas por los alimentos, del mismo modo presentan la
inquietud por la limpieza de los alimentos, resultando mas confiables vy

seguros para el consumidor (OMS, 2020).

La higiene alimentaria es fundamental para la salubridad de los
alimentos. El consumidor debe saber elegir y reconocer la calidad de los
alimentos, ademas de saber cémo conservarlos y manipularlos
adecuadamente, para evitar contaminaciones y pérdidas de la calidad. En
paises de América es muy comun el comercio y consumo de alimentos,
frutas, vegetales y bebidas frescas que no se preparan con una higiene
adecuada, esto es causa de enfermedades que podrian ser evitadas por
medio de la implementacibn de programas de prevencion de estas
enfermedades, ademas, promoviendo el uso de buenas practicas de manejo,
preparacion y consumo. Se estima que 60% de los brotes de ETA son de
etiologia desconocida, aquéllas de origen conocido provienen con frecuencia
del sector de produccion animal, en cuyos casos la mayor parte son

causadas por bacterias (Zufiga y Caro, 2017).



Hasta la fecha se han descrito mas de 250 tipos de ETA. La mayoria
son infecciones ocasionadas por distintas bacterias, virus y parasitos; las
mas reportadas son las de origen bacteriano. Entre las mas frecuentes
reconocidas como agentes causantes de ETA se encuentran Salmonella
spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium perfringens y
Escherichia coli (Puig et al., 2013).

La calidad microbioldgica y la vida util de los alimentos se puede
estimar determinando el numero de bacterias aerobias y anaerobias, el
recuento de bacterias lacticas y esporuladas (que resisten algunos
tratamientos térmicos y condiciones de acidez), la presencia de indicadores
de contaminacién fecal e higiene (Coliformes Termotolerantes y Totales) y de
patdbgenos reconocidos, entre los que podemos citar a Listeria
monocytogenes, Salmonella  spp., Bacillus cereus, Clostridium
perfringens y Clostridium botulinum (Rodriguez et al., 2010).

Una preocupacion importante en la industria de los alimentos es la
calidad microbioldgica, debido al grave riesgo para la salud que representan
las bacterias y hongos. La poscosecha es un punto critico de control con
importantes efectos sobre las caracteristicas quimicas y microbiologicas. La
prevencion de la contaminacion microbiana en el estigma seco requiere
buenas practicas de higiene y analisis de peligros y puntos criticos de

control en todas las etapas de produccion (Milani, 2020).

Se necesitan programas de control de calidad microbiolégica a lo largo
de la cadena de produccion de alimentos para minimizar los riesgos de
seguridad para los consumidores. Los métodos microbiologicos clasicos en
alimentos implican, en general, el enriquecimiento y aislamiento de colonias
de bacterias en medios sdlidos, y la confirmacién final mediante identificacion

bioquimica o seroldgica. Por lo tanto, son laboriosos, requieren mucho



tiempo y no siempre son confiables. En consecuencia, el desarrollo y
optimizacién de alternativas novedosas para el seguimiento, caracterizacion
y enumeracion de patdégenos transmitidos por los alimentos es uno de los
aspectos clave de la microbiologia de los alimentos (Rodriguez y Hernandez,
2014).

En Venezuela el problema se acentua gracias a la proliferacion de
puestos de comida rapida o ambulantes, que a pesar de ser mas econdmicos
y accesibles a la poblaciéon en general, también es cierto que presenta
aspectos negativos como son: las condiciones insalubres de estos
establecimientos, la deficiente calidad de los alimentos y la contaminacion
con microorganismos altamente patdégenos, aunado a la carencia de
condiciones adecuadas de almacenamiento donde el calor, la humedad, la
falta de agua potable, inadecuada disposicién de los desechos y la poca
vigilancia sanitaria por parte de los entes gubernamentales, incrementa el

peligro de contaminacion (Delgado, et al., 2018).

Las condiciones ambientales deficientes cobran mayor importancia
cuando la venta de alimentos es callejera, ya que la higiene de los productos
ofrecidos se ve comprometida por varios factores como son: la calidad de las
materias primas, las caracteristicas propias de los alimentos dependiendo de
si son o no perecederos, las instalaciones necesarias para mantener los
alimentos a temperaturas adecuadas durante periodos prolongados, entre
otros factores que se podrian relacionar con la presencia de riesgo de sufrir
ETA. Es necesario que quienes manipulen y elaboren alimentos tengan
conocimiento sobre las normas elementales de higiene en ventas
ambulantes para que puedan desarrollar la actividad y venta de manera
segura, ya que gran porcentaje de vendedores ambulantes no cuentan con
un sanitario para sus necesidades, no hacen uso correcto del tapabocas,

realizan contaminacion cruzada de alimentos y su lugar de trabajo se



encuentra cerca de vertederos de basura o sitios con gran contaminacion
(Barbosa, 2012).

Las ensaladas que se consumen crudas, es decir, que no se someten
a ningun proceso culinario, como la coccion o el hervido, tales como las
empleadas para la elaboracion de perros calientes son mas propensas a
causar una infeccién de tipo alimentaria. La mayoria de las veces, las
ensaladas ralladas (crudas) son consumidas sin ningun tratamiento de
lavado y/o desinfeccion adecuado adicional que elimine a las potenciales

bacterias patogenas (Gentili et al., 2017).

Por lo que estas ensaladas representan un riesgo importante en las
enfermedades transmitidas por alimentos, frecuentemente durante su
procesamiento no se cumplen con las condiciones higiénicas necesarias
para impedir su contaminacion que ocurre desde el riego de las hortalizas
con aguas residuales domésticas, el abono con heces de humanos o
animales, el lavado poscosecha con agua contaminada, la deficiente
proteccion durante el transporte con su almacenamiento y la inadecuada
manipulacion durante la preparacién y expendio de las ensaladas (Soberon,
2017).

La poblacion en general al presentar malestares gastrointestinales no
acude a consulta médica y tiende a automedicarse generando asi
resistencia a los antimicrobianos (RAM). La RAM surge cuando las bacterias,
los virus, los hongos y los parasitos cambian a lo largo del tiempo y dejan de
responder a los medicamentos, lo que hace mas dificil el tratamiento de las
infecciones e incrementa el riesgo de propagacion de enfermedades. Como
consecuencia de la farmacorresistencia, los antibidticos y otros
medicamentos antimicrobianos se vuelven ineficaces, por lo que las

infecciones son cada vez mas dificiles o imposibles de tratar. La aparicion y



propagacion de patdgenos resistentes a los medicamentos que han adquirido
nuevos mecanismos de resistencia, lo que conduce a la resistencia a los
antimicrobianos, siguen comprometiendo nuestra capacidad para tratar
infecciones comunes. La linea de desarrollo clinico de nuevos

antimicrobianos esta agotada (OMS, 2021).

La resistencia bacteriana se ha convertido actualmente en un serio
problema de salud mundial y requiere del maximo esfuerzo de todas las
instituciones gubernamentales que garanticen su control. Dado que este
fendbmeno tiene como principales consecuencias el fracaso de la terapia
antimicrobiana, el incremento de la morbilidad, mortalidad y el aumento en
los costos de la atencion médica, resulta indispensable su contencion a nivel
internacional. ElI incremento de la resistencia mediante la produccion de
betalactamasas restringe el empleo de los antibiéticos betalactdmicos como
tratamiento empirico en las infecciones ocasionadas por estos
microorganismos. Se plantea que los pacientes hospitalizados, los asistidos
en centros sociosanitarios, inmunodeprimidos y los que han recibido
antibidticos recientemente, son particularmente susceptibles a la colonizacion

por enterobacterias patdgenas (Garcia et al., 2014).

En el ano 2019 la OMS identifico 32 antibiéticos en fase de desarrollo
clinico contra la lista OMS de patdgenos prioritaria, de los que solo seis se
clasificaron como innovadores. Los antibiéticos son cada vez mas ineficaces,
a medida que la farmacorresistencia se propaga por todo el mundo, lo que
conduce a mas infecciones dificiles de tratar y al aumento de la mortalidad.
Se necesitan urgentemente nuevos antibacterianos, por ejemplo para tratar
las infecciones debidas a bacterias Gram negativas resistentes a los
antibiéticos carbapenémicos identificadas en la lista OMS de patégenos

prioritarios. Ahora bien, si no se cambia la forma en que se utilizan



actualmente los antibidticos, esos nuevos antibidticos tendran el mismo
destino que los actuales y se volveran ineficaces. La RAM tiene costos
considerables para las economias de los paises y sus sistemas de salud, ya
que afecta a la productividad de los pacientes o sus cuidadores debido a las
estancias hospitalarias prolongadas y a la necesidad de una atencion mas
cara e intensiva. Sin herramientas eficaces para la prevencion y el
tratamiento adecuado de las infecciones farmacorresistentes, la mejora del
acceso a antimicrobianos nuevos y existentes de calidad asegurada,
aumentara el numero de personas para quienes el tratamiento esta fallando

0 que moriran a causa de la infeccion (OMS, 2021).

Los betalactamicos son antibidticos que tienen como nucleo un anillo
central de beta-lactama, estos se unen a enzimas necesarias para la sintesis
de la pared celular bacteriana y las inactivan (Werth, 2020). Ocupan un lugar
preponderante en la estrategia actual de utilizacién de antibidticos, tanto a
nivel ambulatorio como hospitalario; cuatro clases conforman esta familia:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos. El conjunto
de estas moléculas, con espectros de actividad diversos, permite tratar la

mayoria de infecciones bacterianas (Hamon et al., 2021).

Rodriguez (2005), en la Ciudad de Guatemala, Guatemala, analizé
ensaladas provenientes de restaurantes de comida rapida con el objetivo de
establecer la presencia de Escherichia coli en las mismas. Para la realizacion
de este estudio se analizaron 42 ensaladas procedentes de diferentes
restaurantes de comida rapida (una ensalada por restaurante) escogidos al
azar. A cada ensalada se le analizaron individualmente los siguientes
ingredientes: lechuga, pepino, zanahoria y tomate, haciendo un total de 168
analisis. Se utilizé la técnica de vertido en placa utilizando como medio Agar

Bilis Rojo Violeta (VRB) y utilizando como control positivo una cepa de



Escherichia coli y como control negativo una cepa de Proteus vulgaris. De las
42 ensaladas a base de lechuga analizadas, en el 16.66% se identificd
Escherichia coli y de los cuatro ingredientes analizados individualmente para
cada ensalada, el tomate fue el que presentd la mas alta contaminacion con
Escherichia coli (11.9%) y la lechuga no presenté contaminacion con dicha
bacteria (0.0%). La lechuga, el pepino y la zanahoria fueron los ingredientes
que presentaron mayor cantidad de muestras con recuentos de Coliformes
mayores que los permitidos por la FDA (de 40 a 96,000 ufc/gramo).
Coliformes distintos a Escherichia coli como Klebsiella ssp. y Enterobacter
ssp. fueron identificados en un total de 33 de las muestras de pepino,
lechuga, zanahoria y tomate analizadas. Los resultados no fueron los
esperados, ya que hubo ausencia de Escherichia coli en la lechuga y el
tomate fue el que presentd la mas alta contaminacion de Escherichia coli, se
recomienda a los restaurantes de comida rapida que realicen monitoreos

para analizar la comida que se venden en los mismos.

De igual manera, Guerrero (2013), en la Ciudad de Meérida,
Venezuela, determind la calidad microbiolégica de los vegetales crudos
utilizados en hamburguesas que se expenden en puestos de comida rapida
ambulantes, en donde se recolectaron 6 muestras constituidas por
ingredientes crudos especificamente de repollo y zanahoria. Se determind
Coliformes Totales (CT), Coliformes Fecales (CF) y Escherichia coli por la
técnica del numero mas probable. Obteniéndose Coliformes Totales (CT),
Coliformes Fecales (CF) y Escherichia coli aislados en los 6 establecimientos
en un total (=1,1x10%) NMP/gr en 100% de los vegetales, demostrando que
para Escherichia coli, 83,3 % de las ensaladas fueron satisfactorios y 16,7 %
insatisfactorios para su consumo. Para las bacterias Aerobias Mesdfilas se
obtuvo un total de (6,4x10°) UFC/ml lo cual fueron inaceptables dentro de los

parametros ubicado en el criterio microbiolégico de los alimentos, para la



determinacién de Pseudomonas ssp., resultd identificada “Pseudomonas
fluorescens”, y en la determinacion de Staphyloccocus aureus, obtener
valores entre (1,1x10) UFC/gr y un maximo de (6,4x10*) UFC/gr, nos 41
permite sefialar que un 66,6%, de las muestras son viables para el consumo
humano mientras que 33,4% restante son inapropiadas para el consumo. Se
consider6 desde el punto de vista critico, que debe ser incluida una
normativa obligatoria que rija la supervisibn permanente y estricta a los
expendios de comida rapida, creando conciencia de la higiene y de la
manipulacion inadecuada de los alimentos asi como el mal almacenamiento

que implica la posibilidad de que un patégeno pueda colonizar los alimentos.

Asi mismo, Delgado et al. (2018), en la Ciudad de Maracaibo,
Venezuela, determinaron la calidad microbioldégica de ensaladas crudas que
se expenden en puestos ambulantes de comida rapida, donde se
investigaron 15 establecimientos de comida rapida donde se realizaron dos
muestreos con intervalos de un mes para un total de 30 muestras. Las
ensaladas recolectadas estaban conformadas por: 16 ensaladas de lechuga,
7 con repollo y lechuga y 3 con repollo y tomate; 2 de cebolla y tomate y 2 de
lechuga y cebolla. Para el estudio microbiolégico, las muestras fueron
preparadas segun la Comision Venezolana de Normas Industriales
(COVENIN N°1126-89). Del homogenizado, se determiné el contaje Aerobios
Mesofilos, Salmonella, Coliformes Totales, Fecales y Escherichia coli. En
relacion a Aerobios Mesdfilos, de las 30 muestras, 2 (6,67%) mostraron
contajes de 225.000 UFC/g; y 28 (93, 33%) con recuentos incontables. Para
Coliformes Totales, 28 (93.3%) mostraron contajes que oscilaron entre 350 x
107 hasta 730 x 10 y en 2 (6.6%) el contaje promedio fue 197 UFC/g. En el
93,3% (28) de las muestras se observé recuentos elevados para Escherichia
coli, y en 2 (6,6%) fue menor a 1 UFC/g. Salmonella se detect6 en 4 (13,3%)

muestras. Todos los resultados obtenidos de la investigacion indicaron, que



las ensaladas no son aptas para el consumo humano, por no cumplir con los

requerimientos minimos de inocuidad.

Por otra parte, Puig et al. (2019), en la Ciudad de La Habana, Cuba,
analizaron 154 aislamientos bacterianos en pescados y mariscos. La
susceptibilidad antimicrobiana, se determiné mediante el método de difusion
con discos (Kirby-Bauer). Se identifico resistencia en dos cepas
de Salmonella y seis de Escherichia coli, la resistencia se expresé con mayor
frecuencia para la ampicilina y la tetraciclina. En Staphylococcus, la
resistencia fue mayor para la penicilina, se determin6 un patron de
multirresistencia para el cloranfenicol, la eritromicina y la tetraciclina. Vibrio
cholerae fue el género con mayor aislamiento en pescados y mariscos, las
cepas resistentes fueron mas frecuentes en ostiones y pescados de aguas
dulces. Se concluyé que la resistencia antimicrobiana en aislamientos de
pescados y mariscos fue baja y la multirresistencia se expresé con poca
frecuencia. Entre las bacterias resistentes se encontraron Salmonella,
Escherichia coli y Staphylococcus como contaminante de los productos
y Vibrio cholerae como microorganismo autéctono de los ecosistemas
marinos y acuicolas. Los ostiones fueron los alimentos que se consideraron
de mayor riesgo en la diseminacion de bacterias resistentes. Teniendo en
cuenta las normativas existentes en el pais respecto al uso regulado y
limitado de antibidticos en la produccién acuicola, se recomienda el
cumplimiento de estas y enfatizar en las buenas practicas higiénicas en el

procesamiento, elaboracion y manipulacion de los alimentos.

Por todo lo expuesto se evalud la resistencia a betalactamicos en
enteropatogenos aislados en ensaladas de perros calientes de las ventas
ambulantes en la Ciudad de Maracay, Edo. Aragua debido a que la
resistencia de los antibidticos es una de las mayores amenazas a nivel

mundial que existe para la salud. Esta investigacion permitidé realizar un



analisis microbiolégico en ensaladas ralladas de perros calientes,
determinando la carga de Aerobios Mesofilos, Coliformes Totales vy
Termotolerantes como indicadores de la calidad microbiolégica y de
contaminacién fecal durante el proceso de elaboracién y conservacion de las
mismas, proporcionando asi informaciéon de utilidad en el disefio e
implementacion de las estrategias que aseguren la calidad de estos
productos en diferentes establecimientos de comida y asi garantizar al
consumidor un producto de calidad higiénica y nutricional; ademas fue util
evaluar la resistencia a betalactamicos debido que es un problema global de
epidemiologia compleja, adecuado para un enfoque amplio e integrado de
“Una Sola Salud”.



OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar la resistencia a betalactamicos de enteropatdégenos aislados
en ensaladas para perros calientes en Maracay - Edo. Aragua 2023.

Objetivos Especificos

e Cuantificar la carga de bacterias mesdfilas, coliformes totales y
termotolerantes presentes en ensaladas para perros calientes.

e Determinar la presencia de Klebsiella pneumoniae y otros
enteropatdogenos de importancia clinica aislados en ensaladas para
perros calientes.

e Detectar el patron de resistencia a betalactamicos en Klebsiella
pneumoniae y otros enteropatégenos aislados en ensaladas para
perros calientes.



MATERIALES Y METODOS

Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo descriptiva pues implico observar y
describir el comportamiento de un fenomeno sin influir sobre él de ninguna
manera, donde se pudo evaluar la resistencia a betalactamicos de
enteropatégenos aislados en ensaladas para perros calientes en ventas
ambulantes en Maracay — Edo. Aragua. También fue de tipo transvesal,
porque se evalud un resultado a través de un intervalo de tiempo
comprendido entre los meses de Marzo hasta Mayo del afio 2023, donde se
analizé y observé de manera secuenciada la evoluciéon de los resultados; de
igual forma se considerd una investigacion no experimental, puesto que
estuvo basada en el estudio de variables, sucesos o contextos que se dieron
sin la intervencion directa del investigador, es decir, se evalud directamente
la ensalada rallada del perro caliente sin esta ser manipulada por el

investigador.

Poblacién y muestra

La poblaciéon estuvo formada por los vendedores ambulantes ubicados
en el casco central de la Ciudad de Maracay, Edo. Aragua. Dicho sector
estuvo esquematizado por la Calle Sanchez Carrero, Calle Vargas y Calle
Libertad (Latitud norte: 10.252088, Longitud Oeste: 67606670). Se hizo un
recorrido de estas calles enumerandose cada vendedor para evaluar el
numero de puestos ambulantes de perros calientes, se seleccionaron al azar

4 puestos de ventas ambulantes y se realizaron 9 muestreos con un intervalo



de tiempo de 7 dias, obteniendo un total de 36 muestras de ensaladas de
perros calientes. La unidad de analisis de esta investigacion estuvo
representada por las ensaladas ralladas de perros calientes que se
adquirieron a través de un muestreo no probabilistico intencional en dichos
puestos de perros calientes. Tomando en cuenta los siguientes criterios de

inclusién y exclusion:

e Criterios de Inclusion: Ensaladas ralladas para perros calientes
expendidos en ventas ubicados en el casco central de la Ciudad de
Maracay, Edo. Aragua. por la Calle Sanchez Carrero, Calle Vargas y
Calle Libertad.

e Criterios de Exclusion: Ensaladas cocidas, ensaladas cesar,
vendedores ambulantes que no estan ubicados en el casco central de
la Ciudad de Maracay, Edo. Aragua. por la Calle Sanchez Carrero,

Calle Vargas y Calle Libertad.
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Figura 1. Vista aérea de la ubicacién de las ventas ambulantes en las
zonas seleccionadas del centro de Maracay, estado Aragua.

Universo y tamafio de la muestra

El tamafo de la muestra se determind utilizando la férmula para la

estimacion de una proporcion absoluta (Wayne, 1995).

La cual emplea la siguiente formula:Z? (1.a2) P (1-P)/d? en donde:
n: Z2.p.q/d?
n = Tamafo de la muestra.

Z = Valor de Z critico, calculado en las tablas del area de la curva
normal. Llamado también nivel de confianza. (1.96 = nivel de
confianza 95%).

p = Proporcion aproximada del fenémeno en estudio en la poblacion
de referencia. Escherichia coli (2,4% = 0,024) (Rios, 2018).



g = Proporcion de la poblacion de referencia que no presenta el
fendmeno en estudio (1 -p). La suma de la p y la q siempre debe dar
1. Por ejemplo, si p= 0.8 g= 0.2. Escherichia coli: 0,976.

d = Nivel de precision absoluta. Referido a la amplitud del intervalo de
confianza deseado en la determinacion del valor promedio de la
variable en estudio. (0,05 = 95% de precision).

De esta forma, tenemos lo siguiente para Escherichia coli

_ (1,96)2.(0,024).(0,976)
- (0,05)2

n = 36 muestras.

Técnica e instrumento de recoleccidn de datos

Se adquirieron aproximadamente 50 g de cada una de las ensaladas
seleccionadas al azar. Se escogieron aleatoriamente cuatro puestos de
ventas ambulantes que fueron designados con las letras A, B, C y D
respectivamente. Las ensaladas se compraron con un intervalo de tiempo de
7 dias en cada uno de los puestos de ventas ambulantes y fueron
recolectadas por separado en bolsas plasticas estériles, evitando Ia
manipulacion directa por parte del expendedor a través de la inversion de las
bolsas recolectoras. Las ensaladas fueron procesadas segun lo establecido
en la Norma COVENIN N° 1126-89 para muestras sélidas.

Procedimiento experimental

Se pesaron 25 g de cada ensalada rallada de repollo con zanahoria en
una Balanza Granataria Marca Ohaus de 2.610 gramos y se colocaron en
una bolsa plastica estéril por cada mercado. Posteriormente se adicionaron

225 mL de agua peptonada al 0,1% y se incubo por 24 horas a 37°C,



tomandose la solucién resultante como una dilucion 1:10, a partir de la cual

se prepararon diluciones 1:10° y 1:10°, empleando el mismo diluyente.

Recuento de Mesofilos Aerobios, Coliformes Totales y Coliformes

Termotolerantes

Una vez preparadas las diluciones se procedié la determinacion de
Mesdfilos Aerobios (MA) mediante la técnica de vertido en placa que se basoé
en contar las unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en un gramo
de muestra, y se siguieron las especificaciones de la Norma COVENIN N°
902-87 para la determinacion de bacterias aerobias en alimentos, se colocé 1
mL de las diluciones en placas de Petri estériles y se anadié a cada placa de
12 a 15 mL del medio de cultivo Agar Nutritivo previamente fundido. Estas
placas se mezclaron y se dejaron solidificar sobre una superficie plana. No
transcurriendo mas de 20 minutos desde el momento de la preparacion de la

dilucion hasta el agregado del medio de cultivo.

Estas placas se incubaron 24 a 48 horas a 32 °C en una Incubadora
Shaker Marca New Brunswick Scientific CO., INC. Y una vez finalizado el
periodo de incubacion, con la ayuda de un cuenta colonias o en su defecto,
un lente de aumento, se contaron todas las colonias, incluyendo las que se

observaron con pequenos puntos y se anoté la dilucion correspondiente.

e Si las placas de todas las diluciones tuvieron mas de 300
colonias, se seleccionaron aquellas que tuvieran el valor mas

cercano a 300.



e Si las placas de todas las diluciones tuvieron menos de 300
colonias, se seleccionaron aquellas que tuvieran el valor mas
cercano a 30.

e EIl numero de colonias promedio de las dos placas de una
misma dilucion se multiplicd por la diluciéon correspondiente y
este resulté ser el resultado final.

e Si las placas de dos diluciones decimales consecutivas
presentaron entre 30 y 300 colonias se multiplicaron cada
recuento por la dilucion correspondiente, se establecid el
promedio y este fue el resultado final. Si el recuento mas alto
fue superior a dos veces el mas bajo, se descartaron y se

tomaron como resultado el valor mas bajo.

Los resultados se expresaron como unidades formadoras de colonia
por gramo de muestra (UFC/g), multiplicandolo por la dilucion

correspondiente.

La deteccién de los Coliformes Totales (CT) y
ColiformeTermotolerantes (CTe) en las muestras utilizadas, se realizaron
siguiendo los parametros establecidos en la Norma COVENIN N°1086-84 1ra
revision, se colocd 1 mL de la muestra o sus diluciones en cada placa de
Petri, se agregaron a cada placa de 12 a 15 mL de agar Violeta Rojo Bilis
previamente fundido, se mezclé convenientemente y se dejo solidificar por 8
o 10 minutos sobre una superficie plana. Una vez solidificado el agar se
cubrié con 3 a 4 mL del mismo medio para formar una doble capa. Luego, se
invirtieron las placas e incubaron a 37 °C los Coliformes Totales y a 42°C los
Coliformes Termotolerantes en una Incubadora marca Labnet International,
Inc. Finalizado el periodo de incubacidn, se seleccionaron las placas que

contuvieran no mas de 150 colonias, con la ayuda de un cuenta colonias o



en su defecto, un lente de aumento, se contaron como Coliformes las
colonias de color rojo oscuro que tuvieron un diametro no menor de 0,5 mm.
El numero de unidades formadoras de colonias caracteristicas, obtenido para
cada dilucion, se multiplico por el factor de dilucion correspondiente, se
promediaron los resultados y el valor final se expres6 en unidades

formadoras de colonias por gramo (UFC/g).

Identificacién de Klebsiella pneumoniae y otros enteropatégenos de

importancia clinica

Para el aislamiento e identificacién de Klebsiella pneumoniae y otros
enteropatégenos de importancia clinica se procedid segun la Norma
COVENIN N° 1126-89 1ra revision, se pesaron 25g de cada una de las
ensaladas para perros calientes en bolsas de polietilenos estériles,
previamente tarados. Se afiadieron 225 mL de agua peptonada al 0,1% y se
incubo por 24 horas a 37°C. Luego, se realizaron las siembras en los agares
MacConkey, Salmonella-Shigellay Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD)
con la dilucién 10°. Posterior a las 24 horas se transfirié una asada del medio
de enriquecimiento a los agares correspondientes de las pruebas
bioquimicas entre las que estaban Citrato, Kliger, LIA, MIO y Urea, donde
fueron incubados a 35-37°C por un periodo de 24 horas. Luego de la
incubacién se observaron los resultados de las pruebas bioquimicas
de Klebsiella y otros enteropatégenos de importancia clinica. Al final, se
tomaron al azar dos colonias de Klebsiella pneumoniae y se les probd la

resistencia a betalactamicos.



Deteccién fenotipica de la resistencia mediante el Método de difusién
en agar (Kirby-Bauer)

Para detectar la resistencia a betalactamicos en los enteropatogenos
aislados, se evaluo a través del método de difusién en disco (Kirby-Bauer) a
las cepas de importancia clinica y epidemiolégica. Tomandose a partir de
una suspension del aislamiento y con una densidad bacteriana equivalente a
un patréon de McFarland 0,5, se inocularon placas con agar Mueller-Hinton.
Sobre el agar se colocaron los discos de antibioticos recomendados como
primera eleccién para el orden Enterobacterales segun el “Clinical and
Laboratory Standard Institute” (CLSI). Se evaluaron los siguientes
antibiéticos: amoxicilina/clavulanico (AMC/30ug), aztreonam (ATM/30ug),
ampicilina/sulbactam (SAM/10/10ug), cefepime (FEP/30upg), ceftazidima
(CAZ/30ug), ceftriaxona (CRO/30upg), amikacina (AN/30ug), gentamicina
(GM/10ug), ciprofloxacina, (CIP/5ug), levofloxacina (LEV/5ug), imipenem
(IMP/10pg), meropenem (MEM/10ug), cefazolina (CZ/30ug),
trimetoprima/sulfametoxazol (SXT/1,25/23,75ug), piperacilina-tazobactam
(TZP/100/10ug). Fueron usados los aislados de Escherichia coli (ATCC:
25922 y ATCC: 35218) como controles en las pruebas de sensibilidad.

Se ubicaron los discos de sensibilidad sobre el agar Mueller-Hinton,
segun las metodologias descritas por Famiglietti, et al., (2005), para la
deteccion del fenotipo BLEE se uso la sinergia de doble disco, colocando un
disco de amoxicilina/clavulanico enfrentado (distancia de 25 mm) a las
cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima, ceftriaxone). El fenotipo
positivo se determind, luego de la incubacion a 35 °C/ 18 h, por la aparicién
de ampliacion de halo entre los dos discos. Como cepa control positivo se
uso la cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC® 700603 y como control

negativo la cepa Escherichia coli ATCC® 25922. El fenotipo AmpC, se



determiné colocando, a una distancia de 25 mm, un disco de la cefalosporina
de tercera generacion, ceftazidima, enfrentado a imipenem. Se incubd la
placa a 35 £ 2°C por 18/24h. La presencia de betalactamasas tipo AmpC se
definid para todo aislado que presentd un achatamiento en el halo de
inhibicion entre el disco de la cefalosporina utilizado y cualquiera de los
discos de carbapenem. En los aislados sospechosos de adquisicion
plasmidica de la enzima AmpC (en ausencia del fenotipo BLEE), ésta se
evalué fenotipicamente, a través de sinergia entre un disco de AFB y
colocando a ambos lados, un disco de cefoxitin y uno de cefotaxima,
incubandose la placa a 35 °C/18 h. La aparicion de ampliaciéon de halo entre
el AFB y cualesquiera de los dos discos se consideraron positivo para el

fenotipo.
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Figura 2. Investigacion de Klebsiella pneumoniae y otros

enteropatdégenos de importancia clinica.



Analisis de datos

Se empled el método de la estadistica descriptiva donde los datos
fueron caracterizados, organizados y expresados en valores absolutos,
utilizandose la media aritmética para obtener los valores promedios de cada
prueba que se realizd a tres muestras de cada establecimiento, se

registraron y representaron en una tabla.



RESULTADOS

Los valores obtenidos en este estudio se expresaron en (UFC/g), para
cada uno de los indicadores entéricos analizados los cuales se utilizaron
como referencia para evaluar la calidad e higiene de las ensaladas

anallizadas.

En la tabla 1 se muestran los recuentos de Mesofilos Aerobios
expresados en Unidades Formadoras de Colonias presentes en un gramo de
muestra, observandose que dichos recuentos se encontraron entre 10*a 107
UFC/g en todos los puestos ambulantes, siendo el puesto C el que obtuvo

los recuentos mas elevados.

Tabla 1. Recuento de Mesofilos Aerobios (UFC/g) en muestras de
ensaladas para perros calientes expendidas en puestos ambulantes en
la Ciudad de Maracay — Edo. Aragua 2023.

Clase Puesto A Puesto B Puesto C Puesto D
(UFC/g)
F % F % F % F %
10%10° | 5 | 55,6 | 6 | 66,7 3 33,3 4 | 444
10°-10° | 4 | 444 | 2 | 222 4 44 4 4 | 444
10%-10" | O 0 1 11,1 2 222 1 11,1
Total 9 100 | 9 100 9 100 9 100

UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias presentes por gramo de muestra.
F: Frecuencia

%: Porcentaje



En la figura 3 se observd el comportamiento de los recuentos de
Mesofilos Aerobios en los cuatro puestos ambulantes evaluados,
denotandose una variabilidad marcada en los diferentes muestreos y en cada
uno de los puestos, siendo los puestos A y C quienes presentaron mayores
niveles de recuentos de Mesofilos Aerobios durante ese periodo de tiempo,

mientras que el puesto B obtuvo la menor carga bacteriana.

Recuento de Mesofilos Aerobios
350

[ Re
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Figura 3. Comportamiento de recuentos de Mesoéfilos Aerobios (UFC/Q)
en muestras de ensaladas para perros calientes expendidas en puestos
ambulantes en la Ciudad de Maracay — Edo. Aragua durante el periodo

Marzo-Mayo del afio 2023.



La tabla 2 muestra el contaje de Coliformes Totales obtenidos en la

investigacion, observandose que de todos los puestos analizados el puesto

C presento6 los valores mas elevados de Coliformes Totales. Asi como se

pudo demostrar la presencia de Coliformes Termotolerantes en todas las

muestras analizadas, tal cual se muestra en la tabla 3, donde también se

denota que el puesto B fue el que obtuvo recuentos mas altos de este tipo de

bacterias y el puesto A los recuentos mas bajos.

Tabla 2. Coliformes Totales (UFC/g) en muestras de ensaladas para

perros calientes expendidas en puestos ambulantes en la Ciudad de

Maracay — Edo. Aragua 2023.

Clase Puesto A | Puesto B Puesto C Puesto D
(UFC/g)
F |l % F % F % F %
10%-10* | 1 [ 111 ] O 0 0 0 1 11,1
10%-10° | 4 | 444 | 6 [66,7] O 0 3 33,3
10°>-10° | 4 | 444 | 3 [333] 9 100 5 55,6
10°-10" | O 0 0 0 0 0 0 0
Total 9 (100 | 9 |[100| 9 100 9 100

UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias presentes por gramo de muestra.

F: Frecuencia

%: Porcentaje



Tabla 3. Coliformes Termotolerantes (UFC/g) en muestras de ensaladas
para perros calientes expendidas en puestos ambulantes en la Ciudad
de Maracay — Edo. Aragua 2023.

Clase (UFC/g) | Puesto A | Puesto B | Puesto C | Puesto D
F| % |F| % |F| % |F| %
0-10 ol o [o] o [o] o o] o
10-10° 3(333/0] o [o] o |o] o
10%-10° 31333 |7|778|6|667]|5]| 556
10°-10* 3(333[1]11,1]3]333|3] 333
10%-10° ) 11111 |0 0 11 11,1
Total 9| 1200 9] 100 |9 ] 100 | 9| 100

UFC/g: Unidades Formadoras de Colonias presentes por gramo de muestra.
F: Frecuencia
%: Porcentaje

En la tabla 4 se evidencié que hubo gran numero de microorganismos
aislados, siendo el mas comun Klebsiella pneumoniae y el de mayor
relevancia clinica Aeromonas spp., siendo este un microorganismo altamente
patdbgeno causante de gastroenteritis pudiendo producir infecciones

extraintestinales.



Tabla 4. Principales microorganismos aislados en muestras de
ensaladas para perros calientes expendidas en puestos ambulantes en
la Ciudad de Maracay — Edo. Aragua 2023.

Microorganismos Puesto A Puesto B Puesto C Puesto D Total
aislados
F % F % F % F % F %
Klebsiella 4 22,2 2 16,7 6 28,6 5 35,7 17 26,2
pneumoniae
Acinetobacter spp. 0 0 0 0 2 9,5 0 0 3.1
Enterobacter 0 0 0 0 1 4.8 0 0 1 1,5
cloacae
Citrobacter 2 111 1 8,3 2 9,5 0 0 5 7,7
freundii
Pseudomonas 2 11,1 3 25 1 4.8 1 71 7 10,8
putida
Serratia 1 5,6 0 0 0 0 1 71 2 3,1
marcescens
Pantoea 0 0 1 8,3 1 4.8 1 71 3 4,6
aglomerans
Pseudomonas 1 5,6 1 8,3 2 9,5 0 0 4 6,2
aeruginosa
Citrobacter koseri 1 5,6 0 0 0 0 1 71 2 3,1
Morganella 1 5,6 0 0 1 4.8 0 0 2 3.1
morganii
Escherichia coli 1 5,6 1 8,3 1 4.8 0 0 3 4.6
Klebsiella oxytoca 0 0 0 0 1 4,8 2 14,3 4,6
Klebsiella 1 5,6 0 0 0 0 0 0 1 1,5
aerogenes
Aeromonas spp. 1 5,6 0 0 0 0 1 71 2 3,1
Proteus vulgaris 1 5,6 1 8,3 0 0 0 0 2 3,1
Providencia 0 0 1 8,3 1 4.8 0 0 2 3,1
stuartii
Pantoea spp. 0 0 0 0 1 4,8 0 0 1 1,5
Proteus mirabilis 1 5,6 1 8,3 1 4.8 1 7.1 4 6,2
Candida krusei 1 5,6 0 0 0 0 0 0 1 1,5
Providencia 0 0 0 0 0 0 1 71 1 1,5
alcalifacienses
Total 18 100 12 100 21 100 14 100 65 100

F: Frecuencia
%: Porcentaje



A través del método de difusién en disco (Kirby-Bauer) se evalud la
presencia de mecanismos de resistencia a betalactamicos tales como:
Betalactamasa de Espectro Extendido (BLEE), Carbapenemasas vy
Monofosfato de Adenosina Ciclico (AmpC), encontrandose solo tres cepas

productoras de AmpC del total de muestras analizadas.

Tabla 5. Mecanismo de resistencia antimicrobiano en enteropatégenos
aislados en muestras de ensaladas para perros calientes expendidas en

puestos ambulantes en la Ciudad de Maracay — Edo. Aragua 2023.

Mecanismo de resistencia: AmpC F %
- Aeromonas spp. 2 | 33.33
- Pseudomonas aeruginosa. 4 | 66.67
Total 6 100

F: Frecuencia
%: Porcentaje



DISCUSION

La calidad microbioldgica de los alimentos es evaluada comunmente a
través de los microorganismos que estan presentes en ellos. Muchos
microorganismos pueden ser empleados para determinar la calidad de un
alimento. Los Mesodfilos Aerobios se consideran uno de los indicadores
microbiolégicos de calidad mas frecuentemente utilizado. El recuento de
estas bacterias brinda informacion sobre la alteracidn incipiente de los
alimentos, su probable vida util, la descongelacién incontrolada o fallos en el
mantenimiento de las temperaturas de refrigeracion. Estos microorganismos
estan presentes en alimentos almacenados a temperatura ambiente o bajo
refrigeracion cuando se ha roto la cadena de frio. Recuentos altos en
alimentos estables a menudo indican materias primas contaminadas o
tratamientos no satisfactorios desde el punto de vista sanitario (Alonso y
Poveda, 2008).

En la presente investigacion se evalu6 la calidad microbioldgica de
ensaladas para perros calientes expendidas en puestos ambulantes en la
Ciudad de Maracay — Edo. Aragua. Para ello se determiné el recuento de
Mesofilos Aerobios obteniendo en cada uno de los muestreos recuentos que
sobrepasaron los limites permisibles para este tipo de alimento (<
150x10° UFC/g) seguin (Grupo Pachuca, 2012) y (Ramos, 2017), por lo que
se demostré que el 100% de las muestras analizadas presentaron una
calidad microbiolégica insuficiente para el consumo humano. Estas cifras
elevadas de Meséfilos Aerobios (en el rango de 10*-10” UFC/g), reflejan que
en estos establecimientos no se implementan buenas practicas de
manufactura, desinfeccion inefectiva, manipulacién continua durante su
procesamiento; aumentando la posibilidad de la rapida proliferacion de las

bacterias durante su almacenamiento.



Resultados inferiores fueron obtenidos por Déleg y Lépez (2019),
estos investigadores obtuvieron recuentos de Mesofilos Aerobios en el 28,5%
de las 42 muestras analizadas; se obtuvieron recuentos minimos y maximos

entre 10% — 10* UFC/g en las ensaladas preparadas para el consumo.

Del mismo modo, Gil et al., (2010), analizaron dos mercados y
obtuvieron resultados superiores para Mesdfilos Aerobios entre 10° — 10"°.
Dichos investigadores concluyeron que es de vital importancia el lavado de
las frutas frescas de concha comestible antes de ingerirlas, puesto que estas
pueden llegar a presentar altos niveles de contaminacion.

Simultdaneamente, en esta investigaciéon se obtuvieron recuentos de
Coliformes Totales (10°-10° UFC/g) y Coliformes Termotolerantes (10'-10°
UFC/g) ambos siendo mayor a 100 UFC/g, superando los limites
permisibles (Grupo Pachuca, 2012) y (Ramos, 2017), en el 100% de las
muestras analizadas; lo que puso en evidencia la contaminacion fecal de
todas las muestras de dicho estudio, ya que estas bacterias Coliformes son
sugestivas de contaminacion reciente con excretas de humanos o animales
puesto que son especificas de la microbiota que coloniza el tracto intestinal
de los mismos.

Resultados obtenidos por Alvarado (2020), consiguié Coliformes
Totales con un grado de contaminacién de 10° UFC/g y Coliformes
Termotolerantes >10? UFC/g representando un alto riesgo para la poblacién.
Dicho investigador concluye que el 100% de las 48 muestras analizadas
obtuvieron resultados que superan los limites permisibles, siendo menores lo

de dicho investigador comparados con la presente investigacion.

Desafortunadamente estos resultados ponen en evidencia la carencia
de higiene y el incumplimiento de las normas minimas de salubridad durante
la elaboracion de estas ensaladas que se emplean a su vez en la

preparacion de perros calientes expendidos en estos puestos ambulantes.



Esto aunado a la falta de conocimientos de los vendedores acerca de las
practicas correctas de manipulacion y preparacion de los alimentos, asi como
la falta de control sanitario por parte de las autoridades pertinentes; dos
factores que representan un riesgo potencial para la salud de los
consumidores debido a que la presencia de bacterias patdégenas
contaminantes de las ensaladas pueden ser causantes de serios problemas

de salud.

Con referencia a los resultados obtenidos de los microorganismos
mayormente aislados, debemos tener en cuenta que numerosas
enfermedades de origen alimenticio pueden causar infecciones intestinales.
Los patdgenos intestinales capaces de provocar un sindrome diarreico
pueden ser bacterias, virus, hongos, protozoos y helmintos. Las bacterias
solamente son responsables de un bajo porcentaje de gastroenteritis. Sin
embargo, muchos pueden ser inactivados por la coccidn y otros pueden
minimizarse con practicas adecuadas en la manipulacion y almacenaje de los

alimentos (higiene, temperatura, tiempo y otras practicas) (OPS, 2016).

En el presente trabajo, se demostré que el enteropatégeno de mayor
relevancia clinica aislado fue Aeromonas spp., con una frecuencia de 2
aislamientos de 36 muestras analizadas representando un 3,1%. Estos
microorganismos son bacilos gram-negativos ubicuos en ambientes naturales
que pueden causar infecciones clinicas intestinales y extraintestinales,
principalmente en pacientes comprometidos inmunolégicamente. Este
microorganismo ultimamente ha sido reportado con una frecuencia elevada
en individuos con diarrea, ocupando el primer o segundo lugar entre los
patdgenos entéricos bacterianos mas prevalentes, tanto en nifios como en
adultos. Por otra parte, su papel enteropatégeno ha sido ampliamente
debatido, a pesar de que en estos microorganismos se ha descrito una

variedad de factores de virulencia, los cuales podrian participar en la



patogénesis tanto de las infecciones sistémicas como de las infecciones
intestinales que se le atribuyen. Entre tales factores se encuentran enzimas
extracelulares (DNAsa, gelatinasa, proteasas, hemolisinas), ademas de
citotoxinas, enterotoxinas, hemaglutininas y otros, que le confieren al
microorganismo el potencial para invadir, adherirse y lesionar los tejidos del
hospedador. Algunos estudios que documentan la importancia
de Aeromonas spp. como patégeno intestinal demuestran que, en algunas
regiones, la frecuencia de estos microorganismos puede ser similar, o
inclusive superior, a la de los enteropatbgenos convencionales

como Salmonella y Shigella (Rincon, et al., 2016).

Moncada y Morales (2017), estudiaron 10 locales y por cada uno
analizaron 10 muestras en total, entre los vegetales se encontraban
espinaca, perejil y cilantro; El resultado del analisis fue negativo para
Aeromonas spp. debido a que el microorganismo en las muestras analizadas
no fue detectado, estos resultados difieren con la presente investigacion

donde si hubo aislamientos de Aeromonas spp. en las muestras analizadas.

Por otra parte, en dicha investigacion se evidencid un elevado
recuento de Klebsiella pneumonie, siendo esta la especie con el mayor
namero de aislamientos (17 aislamientos dentro del total de 36 muestras
analizadas, representando un 26,2%), este microorganismo desempefia un
importante papel como causa de las enfermedades infecciosas oportunistas,
pudiendo provocar distension abdominal, flatulencia, diarreas agudas y

fatiga.

Huete y Brenes (2018), lograron identificar Klebsiella pneumoniae en
3/30 muestras (10%), seguida de Escherichia coli en 1/30 muestras (3%) y
no lograron aislar Salmonella spp. Estos resultados difieren con la presente

investigaciéon ya que su numero de aislamientos de Klebsiella pneumoniae



fue menor a los nuestros; sin embargo, dicho estudio tiene similitud con este,
puesto que el microorganismo mayormente aislado en su investigacion
también fue Klebsiella pneumoniae. Concluyendo que este Coliforme
recientemente ha estado en el punto de mira de toda la comunidad sanitaria,
siendo una bacteria multirresistente responsable de un gran numero de

infecciones intrahospitalarias.

También, se aislé Pseudomonas putida con una frecuencia de 7
aislamientos de un total de 36 muestras analizadas, representando el 10,8%
y Pseudomonas aeruginosa con una frecuencia de 4 aislamientos,
representando el 6,2%. Este elevado recuento resulta importante,
considerando el hecho de que si en un alimento se detecta la presencia de
Pseudomonas spp. podria provocar en la poblacién, sobre todo en la mas
susceptible (nifios, embarazadas y adultos mayores), enfermedades

gastrointestinales que podrian incluso causar la muerte (Diaz et al., 2022).

Los resultados de Delgado y Morales (2015), resultaron superiores
comparados con dicha investigacién. Ellos seleccionaron 10 marcas
comerciales de agua envasada, obtenidas en distintos puntos de venta
analizando un total de 50 muestras de aguas envasadas, de las cuales 2
muestras (8%) resultaron positivas, es decir, contenian dicha bacteria a

evaluar, lo cual lo cual garantiza un inadecuado proceso de purificacion.

Asi mismo, en este estudio se aislé Escherichia coli con un numero de
3 aislamientos, representando el 4,6% del total de las muestras analizadas.
Esta bacteria puede causar enfermedades graves como diarrea, infecciones
urinarias, problemas respiratorios e infecciones del torrente sanguineo dado
que posee propiedades colonizadoras, enterotdxicas, citotéxicos o de
virulencia invasiva, en ocasiones asociada a la aparicion del sindrome

hemolitico-urémico (Saborio et al., 2019).



Estos resultados difieren a los obtenidos por Mejia (2018), que
determiné coliformes totales, Escherichia coli en muestras de lechugas,
obteniendo 2,5% (2/80) de Escherichia coli de un total de 80 lechugas
analizadas. A pesar de la baja contaminacion, la presencia de indicadores de
contaminacion fecal sugiere que las muestras podrian tener una inadecuada
calidad microbiologica, representando una fuente de enfermedades

transmitidas por alimentos (ETA), si la contaminacion no es controlada.

En el presente estudio, se encontrd la presencia de un mecanismo de
resistencia AmpC (resistencia intrinseca) en cepas de Aeromonas spp. con
un 33.33% (2/36 muestras) y Pseudomonas aeruginosa con un 66.67% (1/36

muestras) del total de bacterias con mecanismos de resistencia presentes.

El género Aeromonas spp. ha retomado cada vez mas importancia
debido a su amplia distribucion, su capacidad de propagar la resistencia a los
antibiéticos de un tipo de bacteria a otro y presentar nuevas resistencias a
antimicrobianos. Las bacterias adquieren variabilidad genética con la
transferencia horizontal de ADN, en consecuencia, presentan nuevos
fenotipos como la resistencia a antibiéticos, la patogenicidad, la simbiosis y la
capacidad de metabolizar nuevos sustratos; ademas contribuye en su

evolucién y adaptacion a distintos ambientes (Montes et al., 2023).

De esta manera, Chavez (2020), obtuvo un total 40% (12/30 muestras)
positivo para aislamiento de Aeromonas spp. y por medio de la técnica de
difusion en agar o método de Kirby-Bauer se determiné una sensibilidad
variable de las muestras positivas de Aeromonas spp. mostrando un

resistencia intrinseca (AmpC) en todos los aislamientos.

Pseudomonas aeruginosa puede producir una diversidad de j-
lactamasas, algunas de Ilas cuales estan codificadas por genes

cromosomicos y otras son transportadas por elementos genéticos moviles,



como plasmidos y transposones. La resistencia asociada a B-lactamasas
en Pseudomonas aeruginosa depende también de la eficacia de penetracion
del farmaco, la capacidad de este patdbgeno para minimizar la acumulacion
del farmaco en el espacio periplasmico mediante bombas de expulsion y los
efectos cooperativos de diferentes B-lactamasas dentro de la misma célula

(Espinoza y Esparza, 2021).

Resultados similares obtuvieron Rojas et al., (2014), en agua
embotellada en Venezuela que consiguieron 16 aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa de las cuales todas eran productoras de AmpC,
esto se correlaciona con esta investigacion ya que los 4 aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa que representaron el 66.67% fueron también

productores de AmpC.

De las 17 cepas evaluadas de Klebsiella pneumoniae no hubo ningun
mecanismo de resistencia enzimatico (Ampc, BLEE, Carbapenemasas) y

tampoco mecanismos de resistencia no enzimaticos.

Ruiz et al. (2018), obtuvieron resultados similares ya que tampoco
consiguieron mecanismos de resistencia en Klebsiella pneumoniae pero si
en Escherichia coli. Los resultados mostraron la presencia de Escherichia coli
productor de BLEE en 19/32 (59,4%) muestras de pollo, no se detectd la
presencia de BLEE en las muestras de carne de vacuno. Mientras que AmpC
solo estuvo presente en tres muestras: 2/32 (6,2 %) en muestras de pollo y

1/20 (5,0 %) en muestras de vacuno.

La presente investigacion difiere con los resultados obtenidos por
Fernandez (2021), quien consiguid mecanismos de resistencia enzimaticos
tipo BLEE de Klebsiella pneumoniae en el 46,15%, es decir, 6 de 13
muestras analizadas de alimentos carnicos. Ademas, encontrdé que las cepas

de Klebsiella spp. presentaron un comportamiento cepa-dependiente con



respecto a la capacidad de formacién de biopelicula, no asociado a un perfil

de antibiorresistencia determinado.

Se pone en evidencia la poca higiene yla elevada contaminacion
existente en las ensaladas de perros calientes que se expenden en los
puestos ambulantes, esto se debe a multiples factores entre los que
destacan: inadecuada higiene del personal que labora, practicas higiénicas
erroneas en la manipulacion y servido de los alimentos. Por otra parte
también se encuentra asociado el hecho de que los puestos ambulantes no
cumplen con las normas minimas de saneamiento ya que tienen utensilios
contaminados, disposicion inadecuada de basura y desinfeccidén deficiente.
Es necesario implementar un sistema de vigilancia epidemiologica, ejercer un
control microbiologico y ambiental periddico en los puestos ambulantes, con
el fin de mejorar la calidad sanitaria de los puestos y de los productos, para

el resguardo de la salud del consumidor.



CONCLUSIONES

e EI100% de las muestras analizadas sobrepasaron los limites permisibles
para la determinacion de Mesofilos Aerobios, presentando una calidad

microbioldgica insatisfactoria para el consumo humano.

e En la determinacion de Coliformes Totales obtuvieron un contaje superior
a 10° UFC/g incumpliendo el limite permisible para estos alimentos,

representando el 100% del total de las muestras analizadas.

e El recuento de Coliformes Termotolerantes demostré que el 100% de las
ensaladas superan los limites, considerando como normal “cero” para este

tipo de alimento, indicando contaminacion fecal.

e La contaminaciéon de las ensaladas estudiadas se evidencio ademas por
el aislamiento de Enterobacterias indicadoras de contaminacion fecal, donde
la mas aislada fue Klebsiella pneumoniae seguidas por Pseudomonas
putida, Pseudomonas aeruginosa, y el de mayor relevancia clinica
Aeromonas spp., siendo este un microorganismo altamente patégeno

causante de gastroenteritis pudiendo producir infecciones extraintestinales.

e Para concluir, se evidencia la elevada contaminacidon existente en las
ensaladas no cocidas, que puede deberse a multiples factores aumentando
asi las probabilidades de contaminacién y representando un sustrato
adecuado para la proliferacion de microorganismos patégenos causantes de
enfermedades gastrointestinales, siendo este un problema global
epidemioldgico que se puede prevenir requiriendo un planteamiento global y

optimizando de manera sostenible el enfoque de “Una Sola Salud”.



RECOMENDACIONES

 El lavado de manos se realizara:

Antes de comenzar a trabajar y cada vez que se interrumpe por
algun motivo.

Antes y después de manipular alimentos crudos y cocidos.
Luego de manipular dinero, manipular basura o hacer uso del

bafo.

« Utilizar gorra, cofia o redecilla en la cabeza (imprescindible porque impide

que eventuales suciedades del cabello puedan contaminar los alimentos) y

guantes descartables en manos.

* Debe abstenerse de fumar, comer, probar los alimentos con el dedo y/o

masticar chicle, durante la preparacion de los alimentos.

« Utilizar tapabocas durante la manipulacion de los alimentos.

« Evitar cocinar en los siguientes casos: si tiene alguna lesion en las manos,

secreciones anormales por nariz, oidos, 0jos 0 si presenta nauseas, vomitos,

diarrea, fiebre.

* Preparacioén de los alimentos:

Los utensilios utilizados para la preparacién y servido de la
comida deben estar siempre en perfecto estado de limpieza.
Lavarlos con detergente correctamente diluido y agua caliente,
procurando siempre que no queden restos de comida.

Cocer los alimentos a temperatura suficiente para asegurar que

los microorganismos no se reproduzcan.



— Evitar la contaminacion cruzada (contacto de alimentos crudos
con cocidos mediante las manos del manipulador o la utilizacion
de la misma superficie sin previa limpieza y/o utensilios de
cocina).

— Cortar la cadena de frio de los alimentos (congelados,

refrigerados).

 Establecer normas de regulacién local sobre la calidad microbiolégica, para

asi asegurar la inocuidad de los vegetales frescos de consumo masivo.

» Crear programas o estrategias de forma ordenada en cada etapa de la
elaboracién de los alimentos para asi garantizar al consumidor un producto

de calidad higiénica.

* Realizar charlas dirigidas a los manipuladores o vendedores sobre la
correcta manipulacion de los alimentos y los factores externos que afectan la

inocuidad de los mismos.
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ANEXOS

ANEXOS A: Ensaladas ralladas de los 4 puestos de perros calientes

ANEXOS C: Colfiormes Termotolerantes
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ANEXOS D: Coliformes Termotolerantes




ANEXOS G: Bateria Bioquimica de Klebsiella pneumoniae




ANEXOS J: AmpC Pseudomonas aeruginosa (Puesto C, 9no muestreo




