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1. RESUMEN

La E. coli O157:H7 es un serotipo perteneciente al género Escherichiae. Este se
clasifica entre el grupo de las E. coli enterohemorragicas, por lo que es capaz de causar
enfermedad en el humano debido a la produccion y sintesis de grandes cantidades de
toxinas, principalmente de Verotoxina. Las vias de transmisién mas comunes para esta
bacteria son el agua, los productos cdricos y licteos, asi como las frutas y verduras crudas
mal lavadas o bien, lavadas con agua contaminada. Aunque se han desarrollado métodos
para la eliminacién de las bacterias de los alimentos, entre ellos la congelacion, se ha
descubierto que ocasionalmente la E. coli O157:H7 puede sobrevivir a este proceso.

La enfermedad aguda causada por esta bacteria se denomina colitis hemorragica y
se caracteriza por dolor abdominal, vémitos ocasionales y diarrea, la cual inicialmente es
acuosa para tornarse luego sanguinolenta, con leve fiebre o sin ella. Existen individuos que
solo presentan diarrea acuosa o son asintomiticos. Algunos de los afectados,
fundamentalmente los nifios menores de 5 afios y los ancianos, desarrollan el sindrome
urémico hemolitico (SUH), caracterizado por fallo renal y anemia. En los ancianos, la
afeccion de sindrome urémico hemolitico puede favorecer la aparicion de purpura
trombocitopénica tromboética.

Entre las caracteristicas de la E. coli O157:H7 se encuentra su capacidad de
sobrevivir y crecer en vegetales para ensalada almacenados a 12°C y a 21°C por mas de 14
dias siendo mayor su tiempo de supervivencia a temperaturas de refrigeracion ( entre 0°C y
4°C ) que a temperatura ambiente. Esta razon motivo a proponer la hipotesis de que al
menos una muestra de las frutas y verduras congeladas para exportacion que se procesaran
dentro de una planta congeladora nacional durante el bimestre marzo-abril, estaria
contaminada con Escherichia coli O157:H7.

Entre los meses citados se analizaron 223 muestras, de las cuales 57 fueron de
brocoli (25.56%), 22 de mora (9.87%), 21 de fresa (9.42%), 22 de frambuesa (9.87%), 28
de pifia (12.55%) y 73 de mel6n (32.73%). El resultado final es que del total de muestras,

el 78.02% fueron bioquimicamente confirmadas como E. coli positivo, correspondiendo

0% a la identificacion de E. coli 0157:H7 a través del método de fermentacion del sorbitol




propuesto en el Manual de Procedimientos Analiticos de la FDA (BAM por sus siglas en
inglés); tampoco se encontré ninguna relacion entre los recuentos de coliformes elevados y
la presencia de E. coli como indicador de contaminacién fecal para el presente estudio.
Para la identificacion adecuada de esta bacteria, se utilizaron cepas ATCC como control.
Por ello se puede concluir que ninguna de las producciones exportadas por la congeladora
nacional durante el tiempo en que se ejecutd esta investigacion estaba contaminada por E.

coli O157-H7.




2. INTRODUCCION

A través de estudios se ha reconocido que algunas cepas de E. coli son las responsables
de causar en el ser humano ciertos trastornos gastroiniestinales como lo es la diarrea al
consumir agua o alimentos contaminados ( 1 ).

La E. coli O157:H7 es un serotipo perteneciente al género Escherichiae. Este se clasifica
entre el grupo de las E. coli enterohemorrégicas, por lo que es capaz de causar enfermedad
en el humano debido a la produccion y sintesis de grandes cantidades de toxinas,
principalmente de verotoxina, que es una toxina con propiedades andlogas a la toxina de

Shiga, la cual es producida por algunas cepas de Shigella dysenteriae tipo 1. Es por ello que

esta bacteria tiene la capacidad de llegar a desarrollar severas complicaciones en el
organismo, fales como la colitis hemorragica, el sindrome urémico hemorragico o la
purpura trombocitopénica, debido a que su dosis infectiva puede ser muy baja ( 2 ).

Las vias de transmisién mas comunes para E._coli O157:H7 son: el agua, los productos
carnicos y licteos, asi como las frutas y verduras crudas mal lavadas o bien, lavadas con
agua contaminada. Aunque se han desarrollado métodos para la eliminaciéon de las
bacterias de los alimentos, entre ellos la congelacion, se ha descubierto que,
ocasionalmente, la E. coli O157:H7 puede sobrevivir a este proceso. También se han
realizado estudios en donde se ha observado que el pH bajo de los alimentos puede influir
en contrarrestar el crecimiento de este tipo de bacterias ( 3/7 ). -

En Guatemala no hay estudios especificos respecto a este tema, asi que el presente tiene
como finalidad identificar la presencia o ausencia de esta bacteria en muestras de frutas y
verduras cortadas y congeladas para exportacion, utilizando el método oficial para el
aislamiento de E. coli O157:H7 en alimentos, publicado en el Manual de Procedimientos
Bacteriolégicos ( BAM por sus siglas en inglés ), de la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos de América ( US FDA, por sus siglas en inglés ),
esto con el propdsito de obtener resultados confiables que le den validez a la investigacion,

tanto desde el punto de vista comercial como microbiolégico ( 8 ).




3. ANTECEDENTES

3.1 Generalidades

La Escherichia coli O157:H7 se ha convertido en la actualidad, en uno de lo tipos
de bacteria enteropatogena de mayor preocupacion en la industria alimenticia, debido a que
se le ha catalogado como uno de los principales agentes causales de epidemias por
contaminacion de alimentos, provocando en el humano, severos trastornos
gastrointestinales, principalmente en nifios y ancianos. La gravedad de las infecciones
causadas por este serotipo ha dado lugar para que paises industrializados regulen
estrictamente sus normas de seguridad para el control de calidad de los alimentos ( 1 ).

La E. coli se diferencia de los otros miembros de la familia Enterobacteriacea, debido a
sus reacciones bioquimicas y seroldgicas, especialmente su reaccion dcida v produccion de
gas a partir de glucosa y lactosa; formacion de indol, reduccion de nitratos, reaccion
positiva al rojo de metilo, ademds la negatividad a Voges-Proskauer, urea y citrato. Los
serotipos que también han sido asociados a epidemias por envenenamiento alimenticio
incluyen 026 Bs, O55 Bs, 086 B7, O111 B4 y 0124 Bi7. La dosis infectiva que se ha
determinado en humanos que se han prestado como voluntarios es de 1.7 x 10¢9 como
minimo, bajas dosis infecciosas ( de 2 a 2,000 células ) han sido asociadas con brotes. La E.
coli O157:H7 puede permanecer viable en heces de bovino por mas de 70 dias,
dependiendo principalmente de la dosis infectiva y de la temperatura a la que se encuentre,
constituyendo por ello una de las mas importantes fuentes de contaminacion para la
materia prima en lo referente a productos alimenticios (9 ).

E coli crece perfectamente entre un amplio rango de temperaturas, que van desde 20°C
a los 40°C, con un minimo crecimiento a 10°C y un crecimiento 6ptimo en los 37°C
(10/11).

El rango de pH para su crecimiento es de 4 a 8.5, siendo el rango de pH 6ptimo entre 7 y
7.5. Esta cepa crecera en presencia de un 5 porciento de sal a 37°C pero un 10 porciento

de la misma seria inhibitorio para su desarrollo. Es relativamente sensible a destruirse




cuando se le somete a deshidratacion o congelamiento, aunque algunas cepas son bastante
tolerantes a estos fenomenos (9 ).

Esta bacteria posee caracteristicas fenotipicas que la hacen distinguirse de las otras
variedades bacterianas que constituyen su familia, éstas son la produccién de toxinas,
factores de adherencia, hemolisinas, serotipos, biotipos y tipos resistentes a los antibioticos
(12).

3.2 Epidemiologia

La Escherichia coli. es un habitante comin del intestino de todos los animales,

incluyendo el hombre. Normalmente esta bactena tiene la til funcién en el cuerpo humano
de suprimir el crecimiento de peligrosas bacterias y contribuir a la sintesis de un apreciable
volumen de vitaminas. Una minoria de cepas de E. coli son capaces de causar enfermedad
humana a través de diferentes mecanismos. El serotipo O157:H7 es una rara variedad de E.
coli que produce grandes cantidades de una o mas potentes toxinas que causan severos
dafios a la mucosa intestinal.

La enfermedad aguda causada por esta bacteria se denomina colitis hemorragica.
Las infecciones de colitis hemorragica no son muy comunes, pero esto quizas no refleje su
verdadera frecuencia. Probablemente aquellas personas que presentan sintomas
inequivocos (diarreas profusas con sangre) buscan atencion médica, mientras que los casos
menos severos, que pueden ser mas numerosos, conforman un subregistro de pacientes
asinfomaticos. Todas las poblaciones son susceptibles de contraer la colitis hemorrégica,
pero los mayores brotes han ocurrido en escuelas y hospitales ( 13 ).
La enfermedad se caracteriza por dolor abdominal y diarrea, la cual inicialmente es acuosa
para tommarse luego sanguinolenta. Ocasionalmente ocurren vémitos. No se presenta fiebre
0 es muy baja. Algunos individuos sélo presentan diarrea acuosa o no presentan sintomas.
Los sintomas iniciales generalmente ocurren a los dos dias siguientes de haber ingerido los
alimentos contaminados, aunque se han reportado también entre los tres y cinco dias. La

intensidad de los sintomas aumenta durante las primeras 24-48 horas v duran de cuatro a

diez dias ( 14).
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Algunos de los afectados, fundamentalmente los nifios menores de S afios y los ancianos,
desarrollan el sindrome urémico hemolitico (SUH), caracterizado por fallo renal y anemia.
Entre el 2% y el 5% de los afectados por colitis hemorragica pueden desarrollar esta
complicacion. En los Estados Unidos, el SUH es la causa principal de dafio renal en los
nifios, y la mayoria de los casos de SUH son causados por la E. coli O157-H7.

En los ancianos, la afeccion de sindrome urémico hemolitico mas otras dos entidades,
fiebre y sintomas neurolégicos, pueden favorecer la aparicion de la parpura
trombocitopénica trombotica. Esta enfermedad tiene una tasa de letalidad en los ancianos
del 50% . El sindrome urémico hemolitico es una condicion de riesgo para la vida que
usualmente se trata en una unidad de cuidados intensivos. A menudo se requieren
transfusiones de sangre y dialisis. Con cuidados intensivos el SUH tiene una tasa de
letalidad del 3%-5% (13/14) .

Las personas que solo tuvieron diarrea usualmente se recuperan completamente. pero
alrededor de un tercio de las personas afectadas con el SUH presentan problemas renales
varios afios después y unos pocos requieren dialisis por largos periodos. Otro 8% presentan
otras complicaciones de por vida tales como alta presion sanguinea, ceguera v paralisis
(14).

Los alimentos que han sido asociados a la infeccion son hamburguesas de came
crudas o poco cocinadas las cuales han estado implicadas en casi todos los brotes
documentados y en los casos esporddicos. La leche cruda asi como sus derivados también
han estado involucrados en casos de la enfermedad. Alimentos como vegetales y frutas mal
lavadas, yogurt, mayonesa y agua no potable podrian ser también fuente de infeccion. El
primer caso en que s¢ implico a este serotipo se dio en 1982 | cuando se le aislo a partir de—
muestras de carne contaminada. En el mismo afio se reporté un brote epidémico en una
casa cuna en Ontario, Canada. En 1984, una guarderia en Nebraska se vio afectada por
esta cepa, cuando los nifios consumieron alimentos contaminados. En 1986, se reportaron
casos epidémicos en una guarderia y en una comunidad en Alberta, Canada. Entre 1985 y
1987, se reportaron casos de contaminacion alimenticia, principalmente de Jjamones de

cerdo, pavo y sandwiches de queso, en Ontario y en Londres. Una fuerte alarma se

desencadend en Utah, Estados Unidos, en 1987 por los mismos motivos, asi como que en




1988, una escuela secundaria en Minessota, Estados Unidos, fue afectada por este

microorganismo ( 1 ).

La leche entera fue primeramente reconocida como un vehiculo de transmision de
E. coli O157:H7 en 1986. Dos nifios de distintas familias en Wisconsin, Estados Unidos,
desarrollaron colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico después de beber leche
cruda que provenia de granjas productoras de lacteos. Después del reconocimiento de la E
coli O157:H7 como un agente causal de colitis hemorragica, el Centro de Control de
Enfermedades de Atlanta ( CDC por sus siglas en Inglés ) inicié un sistema de vigilancia
nacional, un tanto informal, el cual identificaria casos esporadicos de la enfermedad en
Estados Unidos. Durante 20 meses de vigilancia, 103 casos clinicamente compatibles con
la colitis hemorragica fueron reportados en 28 estados del pais. De éstos 103 casos, 28
(36 porciento) fueron positivos para E. coli 0157-H7. Washington fue el primer estado que
reportd infecciones intestinales causadas por esta bacteria durante el tiempo que durd la
vigilancia, siendo 93 los casos comprobados, con una incidencia anual de 2.1 casos por
100,000. El rango de mis alta severidad se presentd en nifios menores de 5 anos, pero los
casos reportados se dieron en personas entre los 11 meses a 78 afios de edad ( 15 ).

Un estudio realizado en King County, Washington, encontré que la incidencia anual de
infecciones por E. coli O157:H7 en nifios menores de 15 afios fue de 0.69 casos por
100,000 entre 1971y 1975, y de 1.74 casos por 100,000 entre 1981 y 1986 (1/15).
Investigadores de la Clinica Mayo encontraron en Minnesota, Fstados Unidos que la
incidencia del sindrome urémico hemolitico causado por E. coli O157-H7 entre los nifios
menores de 18 afios se incrementd desde 0.5 casos por 100,000 en 1979 a 2.0 casos por
100,000 en 1988. Otro estudio indicé que el sexo femenino tiene un significativo riesgo
mayor a desarrollar anemia hemolitica después de una infeccion causada por E. cohi
O157:H7 que el sexo masculino, pues se cree que la mujer tiende a desarrollar una
destruccion erntrocitica mayor que el hombre ( 15/16).

La primera epidemia por contaminacion del agua con esta bacteria, se reporto en
Missouri en 1989, en donde mas de 240 personas se infectaron, 32 fueron hospitalizadas y

4 murieron. Un caso similar se reporté en Escocia en 1992, en donde la contaminacion se

presento a través del agua no clorada de una piscina ( 1/17 ).




En 1991, Inglaterra report6 una epidemia provocada por esta cepa luego que 16 personas

consumieron yogurt, 11 de ellos eran nifios ( 18 ).

En EUA, al principio de 1993, el serotipo O157:H7 recibié una considerable atencién
después de un larga epidemia causada por envenenamiento alimenticio provocada por esta
bacteria. Mas de 700 personas en cuatro estados fueron infectadas al consumir alimentos
mal cocinados y hamburguesas contaminadas que fueron servidas en un restaurante de
comida ripida; 51 casos de estos desarrollaron sindrome urémico hemolitico y 4
terminaron en muerte. 15 casos epidémicos adicionales se reportaron en 1993 y veinte mas
en la primera mitad de 1994 en el mismo pais(1).

En mayo del mismo afio, Italia reportd una epidemia en donde 15 de los casos
concluyeron en sindrome urémico hemolitico, causado por el serotipo 0157,
aparentemente luego que las personas consumieron croquetas de pollo ( 16).

En diciembre de 1994, Washington se vi6 seriamente afectado cuando lograron aislar
esta cepa de muestras de salami refrigerado el cual fue consumido por varios habitantes de
una comunidad central ( 15 ).

Otra gran epidemia se presenté en mayo de 1996 en la ciudad de Sakai, cercana a Osaka,
Japén, en donde la E coli O157:H7 causd mas de 5000 casos y 6 muertes , al presentarse
como contaminante de los alimentos escolares alli preparados (19).

En octubre de 1996, otro caso similar se reportd en tres estados de la Columbia
Britinica, Canadd, cuando se encontraron 66 personas enfermas luego de consumir jugo de
manzana fresco, sin pasteurizar y de las cuales resulté un nifio fallecido por fallo renal a
consecuencia de la infeccion por E. coli O157:H7 (20/21).

En Escocia, a mediados de Noviembre de 1996 comenzo el mayor brote de
intoxicacion por esta bacteria en el Reino Unido. Las fuentes del brote fueron fiambres y
bistec contaminados de una carniceria de la localidad de Wishaw, Lanarkshire, en Escocia.
Hasta enero de 1997 se habian confirmado 256 afectados y 16 fallecidos.

Desde el 20 de mayo hasta el 3 de junio de 1997 el nimero de casos de infeccion por
Escherichia coli O157 asociados a un brote ocurrido en el Hospital Falkirk and District
Royal Infirmary, se habia elevado a 31. De ellos, 16 eran pacientes del pabellon genatrico,
11 eran del equipo médico y 4 personas de la comunidad que tenian vinculos con la unidad.
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Este hospital habia atendido el afio anterior a los afectados por la epidemia ocurrida en
Lanarkshire, Escocia. Los pacientes del hospital afectados por brote oscilaban en un rango
de edad de 75 a 95 afios, pero ninguno en condiciones criticas. Se confirmé que la cepa del
brote era la E.coli fago 8. Esta es una cepa inusual en Escocia, acumulando sélo el 3% de
los aislamientos realizados por el Laboratorio de Referencia desde 1993. La fuente del
brote no se logré identificar ( 13 ).

En EUA, la epidemia que se desaté en 1993, fue motivo para que se¢ promoviera una
revision mas detallada del Programa de Seguridad de Alimentos, culminando en las
reformas dadas a conocer en 1996 como las “Reglas Finales para la Reduccion de
Patogenos y los Sistemas para el Analisis de Control en Puntos Criticos (HACCP, por sus
siglas en Inglés)”. El concepto de HACCP se originé para darle seguridad a los alimentos
que se utilizarian en el programa espacial para el consumo de los astronautas en sus
misiones. Este requiere que, durante el procesamiento de los alimentos, se identifiquen los
denominados “Puntos Criticos de Control” en donde el riesgo, como la contaminacién
microbiana, pueda ocurrir. Establece controles para prevenir o reducir este riesgoy, ala
vez, para lograr mantener buenos récords ( 1/20/22).

En Guatemala se han realizado pocos estudios especificos clinicos e industriales para la
identificacién de este serotipo, considerando que el mis relevante ha sido un trabajo de
tesis elaborado en 1996, en el que se logré aislar E. coli O157-:H7 de una muestra de fruta
sin cascara que fue expendida en una venta de comida callejera ( 23 ).

3.3 Patogénesis

El mecanismo por el cual la E. coli O157:H7 causa una infeccion atn no se encuentra
bien definido, sin embargo, muchos factores han sido asociados con la virulencia del
microorganismo. Uno de ellos es la produccién de una o mas verotoxinas. Estudios
realizados en 1983 sobre este serotipo, reportan altos niveles de produccion de citotoxina
activa sobre las células Vero ( llamadas asi por la linea celular obtenida del rifién del mono
verde del Africa ). Ademas, revelan que la verotoxina de E. coli OI57H7 es
inmunolégicamente indistinguible de la Toxina de Shiga, producida por algunas cepas de




Shigella dysenteriae tipo 1, y a la cual tiene igual actividad biolé:  asi como idéntica
enterotoxicidad . Otra verotoxina de E. coli O157:H7, la cual es an énicamente distinta

de la anteriormente descrita, es la neutralizable por antisuero cont > la toxina de Shiga
denominada SLT-I o VT-1; otra adicional a ella es la no neutraliz: le por el antisuero
contra la toxina de Shiga la cual es llamada SLT-11 0 VT-2 (15224).

El mecanismo de accion de la VT-1 y de la toxina de Shiga es que ambas bloquean la
sintesis de proteinas por el Factor-1 inhibitorio de la elongacién (EF-1) dependiente del
aminoacil atando el t-ARN a las subunidades ribosomales 60S. Subsecuentemente, se
determiné que la VT-2 tiene el mismo mecanismo de accién. Mas adel: nte se confirmé que
la VI-2 y la toxina de Shiga inactivan las subunidades ribosomale: 60S partiendo del
enlace N-glicosidico a la posicion adenina-4324 del ARN ribosomal 2853 ( 24 )

La adhesion de E. coli O157:H7 a las células intestinales pucde ser un aspecto
importante del potencial patogénico del microorganismo. Los pacientes con una infeccion
provocada por este serotipo pueden presentar un poco o nada de fiebre lo cual sugiere que
el organismo es no invasivo y no peneira al sistema circulatorio. Al Il gar el organismo al
tracto intestinal, el mismo elabora sus toxinas, las cuales son activas sobre el colon. la
adherencia de esta bacteria al intestino se ve mediada por el plasmidc 60-MDa. Una alta
produccién de VT por E. coli O157:H7 implica cambios histolégicos y sintomas clinicos
notorios; entre los cambios histolégicos se puede citar el incremento <o la apoptosis de la
superficie epitelial del colon distal, un incremento en la actividad mi'itica en las criptas,
deplecion de mucina y una moderada infiltracién de neutrofilos en la lamina propia y

epitelial ( 24 ).




3.4 Vias de transmisién

Desde que las infecciones causadas por E. coli O157:H7 empezaron a cobrar
importancia, s¢ tomaron como las principales vias de transmision para la bacteria: el agua,
los alimentos camicos ( principalmente came de res y cerdo ), también los productos
lacteos, tales como la leche cruda y la crema. En los dltimos afios se han agregado a esta
lista los alimentos 4cidos, las frutas, las verduras para ensalada y el yogurt, ya que se han
visto implicadas como los vehiculos de infeccion en recientes epidemias a nivel mundial.

Aates los alimentos con un pH menor a 4.6, generalmente se consideraban como de bajo
nesgo en términos de seguridad alimenticia; ahora, en muchos casos reportados como
epidémicos se ha observado que la E. coli O157:H7 persiste como patégeno en alimentos
con un valor de pH bajo. Estudios han demostrado que esta cepa es capaz de tolerar
condiciones dcidas, algunas de ellas persisten en medios con un pH tan bajo como 2.0 yen
cidra de manzana, a una temperatura de 8°C, durante 10 o hasta 31 dias (13).

Otra via de transmisién comprobada es la mayonesa o bien los aderezos utilizados para
las ensaladas; aunque este serotipo no puede multiplicarse al pH de estos productos, si
puede permanecer viable en ellos hasta por 55 dias si se almacenan a una temperatura de
5°C (7).

La E. coli O157:H7 ha demostrado tener la capacidad de sobrevivir y crecer en vegetales
para ensalada almacenados a 12°C y a 21°C por mas de 14 dias siendo mayor su tiempo de
supervivencia a temperaturas de refrigeracion ( entre 0°C y 4°C ) que a temperatura
ambiente{ 10).

El yogurt se ha visto implicado en casos de contaminacién alimenticia por esta cepa
debido a que se ha utilizado para su preparacion leche que ya estaba contaminada, o bien,
la contaminacién pudo darse luego del proceso de pasteurizacién del mismo vogurt ( 18 ).
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3.5 Métodos de deteccién

Conforme se avanza en la investigacion de esta enterobacteria, se han descubierto
vanas técnicas utiles para la rdpida deteccion de la misma, entre las cuales se encuentran
los ensayos fluorométricos, utilizando 4-metillumbelliferyl-beta-D-glucoronido (MUG)
como indicador, no hidrolizacién del MUG por E. coli O157:H7 , fermentacion del
sorbitol, utilizacion de un medio compuesto por triptona, sorbitol, cloruro de sodio, sales
biliares, MUG y piirpura de bromocresol, identificacion de verotoxina positiva para E. coli
OI57:H7, filtracion en membrana hidrofébica cuadriculada combinada com un
procedimiento inmunoblot,  utilizacion de membranas hidrofébicas cuadriculadas
combinado con anticuerpos monoclonales de E. coli O157:H7, ensayo rapido de
aglutinacion con latex, ELISA para deteccion del antigeno O157 de E._coli ., deteccion de
un anticuerpo monoclonal (Mab) 4E8C12 especifico para E. coli enterohemorragica del
serotipo O157:H7 , pruebas con oligonucledtidos sintéticos para genes estructurales de VT1
y VT2, prucbas de DNA para detectar SLT de E._coli O157:H7, procedimiento de la
Reaccion en Cadena de la  Polimerasa ( PCR ), uso de polinucledtidos no radioactivos
marcados y pruebas con DNA oligonucledtido para detectar VIEC (15/25) .

Muchas de estas pruebas no se ufilizan como un procedimiento de eleccién
inmediato para la deteccion de E. coli O157:H7 en alimentos, pero si han servido como
base para el desarrollo de pruebas que si son ufilizadas actualmente para la evaluacién
microbiolégica de muestras alimenticias ( 26-29/31) .

Frutas y vegetales congelados

Muchas hortalizas pueden ser congeladas y semejarse muy de cerca a un producto
fresco sobre la mesa del consumidor, ya que la retencion de la calidad es el principal
objetivo de la congelacion. La materia prima es basica para la calidad y ¢l caracter de las
hortalizas congeladas. Los productos recogidos en el campo en temporada, dan una garantia

de que estos serdn de buena calidad, por ejemplo, en Guatemala, el brocoli tiene su pico
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maximo de produccion durante los meses entre julio y septiembre, el melén se da
mayormente entre encro y marzo, la pifia puede ser cosechada durante todo el afio; las
fresas, moras y frambuesas se dan principalmente durante los meses entre Marzo y mayo asi
como entre septiembre y noviembre.

Ellugardondcsecosecha,lasclecciéndclava:iedaddelashoﬁalizasyfrutas,las
pricticas de cultivo, la madurez y el tiempo exacto para el corte, tienen un efecto
especifico sobre la retencién de la frescura del producto (32 ).

Lamescmiadcbacteﬁaspatégemsmﬁﬂasﬁcscasyvegeta]&scu!ﬁvadm
espedﬁcmnaﬁeparasamngcbdos,pncdemddmcimdwdeelcampo,dmmeh
cosecha, durante la manipulacién post cosecha, en el proceso en si de los productos o bien
en el almacenamiento del producto terminado. Fuentes de contaminacién conocidas en
todos estos puntos son las heces, irrigacién con agua ( principalmente la utilizada para
aplicar fungicidas e insecticidas ), grama, polvo, animales del campo y domésticos,
insectos, manipulacion humana o bien, el transporte pre y post produccién (camiones y
contencdores sucios) ( 33/34 ).

3.6 Proceso del congelado de hortalizas

Los vegt;ks y las frutas que son preparadas para su posterior congelacién deben de
seguir las mismas operaciones utilizadas para preparar hortalizas frescas. Estas deben de
ser lavadas para remover la suciedad del campo, desechos y residuos superficiales,
proporcionando el primer paso de control sobre la contaminacién microbiana, Las partes

inservibles son removidas por cortes manuales o bien mecinicamente para agilizar el
proceso y reducir los costos correspondientes a la mano de obra. Los métodos mecanicos
para el lavado de hortalizas se basan en la utilizacién de bombas de agua con alta presion
para lograr el maximo de efectividad ( 35 ).

La congelacién ripida ( IQF, por sus siglas en Inglés ) que comesponden a
Individual Quick Frozen, ha sido definida como el proceso donde la temperatura del




alimento pasa a través de la zona de maxima formacion del hielo cristalino (32° a 25°F) en
30 minutos 0 menos, basindose esto en la velocidad de eliminacion del calor del mismo.
Muchos de los vegetales y frutas que son congelados hoy en dia son comprados bajo
contratos establecidos entre el cliente y el fabricante, asi como entre el fabricante y el
agncultor ( proveedor de materia prima ), por ello existen especificaciones que son
utilizadas para darle grado al producto, lo cual incluye limites minimos y méximos para
factores como el tamafio, textura, color, densidad, manchas, materia vegetal, infestaciones
de insectos, enfermedades, etc. Si los envios caen por debajo de los requerimientos en las
especificaciones, ¢l cliente puede rechazar el producto y penalizar al proveedor;, por el
contrario, si el envio estd entre las especificaciones, entonces esto va en favor de la calidad
del producto que se esta ofreciendo al consumidor ( 33 ).

Una de las mayores operaciones en el congelado es el movimiento fisico de grandes
cantidades de producto, antes y después de procesado, de un lugar a otro dentro de la planta
procesadora. Esto se realiza de distinta formas, utilizando bandas, fajas transportadoras de
aire, fajas mecanicas, bines, etc. Otro punto durante el proceso es la inspeccion continua,
la cual empieza en el momento en que se recibe la materia prima en la planta procesadora
hasta que el producto es empacado y almacenado para su posterior exportacion (33/35/36).
Luego de que la inspeccion de materia prima es efectuada se procede al escaldado del
producto (solo para vegetales), el cual consiste en aplicar calor al vegetal el tiempo
suficiente para lograr inactivacion enzimatica y reducir los efectos del congelado sobre el
color y la textura del mismo, asi como para reducir su poblacién microbiana. Las enzimas
en vegetales congelados crudos son las responsables de colores y sabores indeseados que se
desarrollan durante su almacenamiento. Muchas de estas enzimas son inactivadas
ripidamente a temperatura que oscilan por los 180°F ( 82°C ). Las pruebas de catalasa y
peroxidasa son las mas utilizadas para conocer si €l proceso de escaldado fue efectivo o no.
El escaldado puede efectuarse con vapor o con agua caliente, ¢l realizado con microondas
ain se encuenira en fase experimental. Vegetales como el brocoli deben de escaldarse por
2 0 3 minutos en agua caliente o bien 3 a 4 minutos en vapor ( Ver anexo A-1 ) (35 ).

Luego del escaldado, la materia vegetal se conduce hacia el tiinel de congelado por
medio de una banda, en donde se efectia la inspeccion del proceso, eliminando en este




17

punto piezas defectuosas. Aqui permanece aproximadamente 15 minutos a 0°F ( -18°C ) y
sale a una ultima banda de inspeccion, en donde se eliminan grupos de hortalizas que se
han congelado unidos ( mal IQF ) para luego ser empacado y almacenado ( 37 >

En todos los productos congelados, los cambios en cuanto a calidad ocurren durante el
almacenamiento, el cual generalmente es a 0°F ( -18°C ). A esta temperatura en pocos
meses se puede notar un cambio en el color del producto y en poco menos de un afio habrd
un cambio en el sabor del mismo. Estos cambios casi nunca afectan al cliente ni al
consumidor, porque compaiiias que se dedican al negocio de la exportacion del congelado
ticnen poca probabilidad de mantener en sus cuartos refrigerados producto por més de seis
meses debido a la alta demanda de los mismos ( 33/35).

En cuanto al congelado de frutas, la iimica variacion es que ésta no se escalda,
puesto que se llevaria a cabo un proceso de coccion. Asi que el procedimiento se reduce a
la recepeién de materia prima con su consiguiente evaluacion, la preparacion de la fruta (el
meldn se puede preparar en bolas y trozos, asi como la pifia en cubos), el lavado, la
inspeccion  precongelado, la congelacion, inspeccion post-congelado, empaque y
almacenamiento. Es muy importante que frutas como el melén y la pifia sean lavadas,
luego de ser cortadas, en agua a la que se le ha agregado sucrosa para evitar la pérdida de
su azicar natural y por consiguiente una disminucion de su grado Brix (37).

Los métodos convencionales de congelado tienden a destruir las estructuras asi como la
turgencia de las células vivas de los tejidos en las frutas. Por supuesto que muchas veces
esto ocurre en los tejidos de los vegetales aunque con menos frecuencia, ya que estos
presentan fibras que les proporcionan sostén ( 32/ 39 ).

Antes de ser congeladas, la frutas pueden presentar problemas de sobremaduracién y
manchas que luego de ser sometidas al frio, desaparecen. Un color atractivo es importante
en las frutas congeladas. Para mantener el brillo en frutas que confienen enzimas, las
cuales causan oxidacion (mancha café), se debe de agregar un tratamiento quimico o bien
aditivos, como el acido citrico, ascorbico o malico, los cuales las inactivan. Una pobre
variedad de congelado puede ser hecha sobre un producto de alta calidad; de otra manera,
una materia prima de muy buena calidad puede ser rapidamente degradada por un mal
proceso de congelado, desperdiciando de esta forma dinero, tiempo y espacio ( 36 ).




La preservacion de las frutas por congelamiento depende del retardo de los cambios
fisiolégicos post-proceso, el cual incluye el retardo de la accion microbiana por las bajas
temperaturas. Muchas reacciones, principalmente las catalizadas por enzimas, se llevan a
cabo a temperaturas de 0°F (-18°C) 0 menos. Algunos datos evidencian deterioro del olor y
sabor de las fresas congeladas en funcién logaritmica de la temperatura de
almacenamiento, las cuales oscilan entre 30° a 0°F (-1° a -18°C). Por ejemplo, el cambio
en ¢l sabor y color de las fresas se hacen evidentes al permanecer 160 dias almacenadas a
5°F (-15°C), 360 dias a 0°F (-18°C) y 1,000 dias a -5°F (-20.5°C) ( 16/ 38 ).

Los efectos de la formacion de cristales de hielo en las frutas en estudio, producen dafio

mecanico y quimico enm sus estructuras. Las membranas celulares se comienzan a
desprender en piezas pequefias, aparentando una textura blanda. El dafio quimico es
causado por cambios en el pH que hacen inestables a los coloides y hacen que el material
lipidico se oxide ( 33 ).
El ripido enfriamiento de las frambuesas, moras y fresas a una temperatura menor a 40°F
(4°C) se considera el paso mas importante para la calidad de las mismas, mas ain que su
rapida congelacion, va que detiene su oxidacion. Es importante recordar que el punto de
congelacion de un alimento es mas bajo que el del agua pura, por lo que si hay tratamientos
pre-proceso para facilitar su congelamiento no hay que escatimar recursos para obtener un
producto final de buena calidad ( 38 ).

3.7 Efectos del proceso de congelado sobre los

microorganismos

A una temperatura ambiente ordinaria, el ataque microbiologico es causado tan
rapido que todos los demas cambios sucedidos pasan a formar parte de un segundo plano.
Los microorganismos que estdn inevitablemente presentes en todos los tipos de materias
primas en los alimentos, liberan enzimas en el sustrato durante su desarrollo. Los cambios
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provienen entonces de la actividad de estas enzimas microbianas las cuales alteraran el
olor, sabor, textura y apariencia del producto; ocasionalmente esto podria ser una ventaja
pero, en general, esto es causa de deferioracion y putrefaccion del producto (9 ).

El propdsito de la preservacion por congelamiento es prolongar la vida en
almacenamiento de los distintos productos, ya sea aniquilando a los microorganismos o
bien, inhibiendo su actividad y multiplicacion ( 33 ).

El congelado y su posterior almacenaje, a bajo cero grados, podria matar algunos de
los microorganismos presentes en un material no congelado, pero éste es un proceso lento y
variable que depende en parte de la naturaleza del alimento. La higiene del producto previo
a su congelamiento es un factor de mucha importancia. El almacenamiento a temperaturas
mas frias que -12°C ( 10°F ) inhibe el crecimiento microbiano y por lo tanto es un método
efectivo para preservar los alimentos contra la putrefaccion provocada por bacterias ( 9/ 6 ).

Hay fres aspectos a considerar con respecto a los microorganismos en alimentos
congelados:

A La clase de microorganismo: algunos patégenos son mds resistentes al congelado
que algunos microorganismos deteriorantes. Muchos de los patdgenos méis comunes son
bacterias gram negativo; este grupo es mds sensible al congelado, al almacenamiento bajo
cero y descongelado que los organismos deteriorantes gram positivo.

2. La multiplicaciéon de los microorganismos en el alimento congelado: a veces,
cuando el crecimiento microbiano es completamente inhibido, el producto congelado
puede seguir deteriorandose a la par de la actividad de la enzimas microbianas liberadas
previamente, las cuales catalizan reacciones bioquimicas indeseables en el alimento.

3. Microbiologia de los alimentos descongelados: los organismos patogenos, los cuales
pueden crecer y producir toxinas en el alimento sin representar al producto no paletizado,
estardn siempre presentes en cualquier tipo de producto congelado, aunque éste sea
higiénicamente preparado. En el caso de los alimentos congelados que suelen ser
descongelados lentamente, la microbiota psicotrépica es dominante y puede alterar el
sustrato con la subsecuente inhibicién o reduccién de la multiplicacién de cualquier tipo de

patogeno presente cuando la descongelacion se haga completa (6/35 | 8
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Estos fres aspectos se relacionan directamente a E. coli O157-H7, ya que algunas cepas
como ésta son resistentes a la congelacion, comprobdndose esto al efectudrsele el
respectivo andlisis microbiolégico a una muestra de cada lote de la produccién diaria
utilizindo para ello producto que se ha descongelado para su evaluacion organoléptica,
procedimiento que regularmente es hecho para verificar que todos los pasos efectuados
sobre el mismo han sido realizados correctamente ( 40 )-
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4. JUSTIFICACION

Tanto para el pequefio como para el gran exportador de frutas y verduras congeladas en
Guatemala, es una garantia de calidad el poder demostrar que su producto congelado esta
totalmente libre de E. coli O157:H7 y por tanto, ser aceptado al ingresar en el mercado de
cualquier ofro pais, siempre y cuando cumplan con las especificaciones microbiologicas de
rigor. Ademds, tiene la certeza de que su producto no serd nocivo para la salud del
consumidor, lo cual estard directamente relacionado con el incremento de sus ventas,
puesto que la confianza en su produccién, aumentard la demanda de la misma.

A nivel microbiolégico, es importante que Guatemala empiece a actualizarse al incluir
en la evaluacion rutinaria del control de calidad de los alimentos congelados, la bisqueda
de microorganismos enferopatogenos del tipo E. coli O157:H7 ya que hasta la fecha, esto
no es un reglamento impuesto por las autoridades encargadas de la materia, mientras que
en otros paises industrializados, si lo es.

Otro aspecto relevante es el grado de patogenicidad que esta bacteria presenta y, mas
ain, el hecho de que hasta el momento se desconoce la existencia de alguna droga que sea

cien por ciento efectiva en el tratamiento de las infecciones y enfermedades causadas por
~E. coli O157:H7.




5. OBJETIVOS

5.1 GENERALES

e Identificar la presencia de Escherichia coli O157:H7 en verduras y frutas congeladas

para exportacion.

¢ * Proporcionar un estudio de referencia en el drea industrial del Quimico Bidlogo, en
cuanto al analisis microbiolégico de muestras alimenticias dentro de una empresa, en

busqueda de un microorganismo de alta patogenicidad como lo es E. coli O157-H7.

5.2 ESPECIFICOS

¢ Utlizar las técnicas de fermentacién del sorbitol y aglutinacion con antisueros latex
para idenfificar la presencia o ausencia de E. coli O157:H7 en muestras de verdura y
fruta congelada para exportacion.

¢ Determinar si existe correlacion entre una muestra con alto recuento de coliformes y E.

coli O157:H7 presente, si es que llegara a descubrirse alguna muestra positiva para este

p—
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6. HIPOTESIS

Al menos una muestra de las frutas o verduras congeladas para exportacién que se
produzcan dentro de una planta congeladora nacional, durante el bimestre correspondiente
a marzo-abril en que se ejecute la fase experimental de la tesis, estard contaminada con
Escherichia coli O157:H7.
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7. MATERIALES Y METODOS

Universo

Verduras y frutas congeladas obtenidas de una planta exportadora privada nacional.

Muesira

Un nimero finito de muestras de una libra por cada 5,000 Ibs. producidas de brocoli
en flores y cubos, pifia en cubos, bolas de melon Cantaloupe y Honey Dew, fresas,
frambuesas y moras, que hayan resultado positivas para E. coli en el medio para recuento
de coliformes (Chromocult Agar) durante los meses marzo y abril que dure la fase
experimental.

7.1 Materiales

Equipo:
- Refrigeradora
- Mechero Bunsen

- Asas de nicromo

Autoclave
Estufa

Balanza semianalitica

Balanza analitica

Motor para licuadora
Contador Quebec

Cristaleria:
- Cajas de petri estériles o desechables
- Probetas




- Pipetas volumétricas de 1 ml , de 5 ml y de 10 ml

Tubos de ensayo con tapon de rosca
Frascos Mason estériles
Erlenmeyers de 250 ml
Portaobjetos

Medios de cultivo y Reactivos:
- Agar Nutritivo ( Plate Count Agar -PCA-)
- Agar Chromocult
(' - Papa-Dextrosa-Agar ( PDA )
- Agar MacConkey Sorbitol modificado con Telurito de potasio y Cefixime
(TCSMAC)
- Agar Enriquecido para el crecimiento de E. coli enterohemorrigica ( EEB ).
- Agar Tripticasa Soya enriquecido con extracto de levadura ( TSAYE ).
- Reactivo de Kovac's para la prueba de Indol
- Agua destilada
Antisueros latex 0157 y H7
Etanol absoluto

Controles: _
- Cepa ATCC No. 35150 de E. coli O157:H7 productora de SLT-1 y SLT-2 (Control

'S

Positivo)
~- Cepa de Proteus vulgaris. ( Control Negativo )
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7.2 Método

7.2.1 Recoleccién de muestras

Se tomé una muestra de 1 libra por cada 5,000 libras de produccion para efectuarle
andlisis microbioldgico ( 41/43 ) . Este andlisis comprendio recuento total bacteriano,
recuento de coliformes y presencia de E. coli. ( Ver Anexo A-2)

Todas las muestras que fueron E. coli positivo o presuntivas de ello en el medio utilizado
para hacer el recuento de coliformes, pasaron a ser parte de la muestra para la investigacion
de E. coli O157:H7.

7.2.2 Proceso analitico

* Todas las muestras se compararon contra los controles positivo y negativo cultivados
paralelamente bajo las mismas condiciones ( se amplia en el punto 7.2.3.3 ).

¢ Se tomaron muestras ( Brocoli, melon, pifia, fresas, frambuesas y moras ) de la
totalidad de verduras y frutas cortadas y congeladas para exportacién de la planta
congeladora privada nacional, que fueran E. coli positivo o bien presuntivas de ello.

* Se pesd 25 gr. de la muestra y se mezclé con 225 ml del medio enriquecedor para el
crecimiento de E. coli enterohemorrigica (EEB). Se incub6 6 Hrs. a 37° C. (a)

¢ Se agreg6 0.1 ml de (a) sobre el medio de aislamiento MacConkey Sorbitol + Telurito
de potasio y Cefixime (TC SMAC) y se esparcid. Se incubd a 37° C por 24 Hirs.

* - Se reservo la muesira enriquecida por 18 Hrs. mas. (b)

¢ Se buscaron colonias incoloras o grises. Si se encontraban, se subcultivaba a partir del
TC SMAC en Agar Tripticasa Soya mas extracto de levadura (TSAYE) y se incubaba a
37° C por 24 Hrs.

* Si no habian colonias sospechosas, se sembraba a partir de (b) sobre TC SMAC y se
incubaba a 37°C por 24 Hrs. Luego se subcultivaba en TSAYE e incubaba por 24 Hrs. a
arc

® A las colonias sospechosas del TSAYE, se les realizo el Test del Indol.




» Si el Test del Indol era positivo entonces se confirmaba con Anti O157 latex y Anti H7
latex

e Si Ldtex Test (+) — la cepa correspondia a E. coli O157:H7 .

¢ SilLatex Test (-) — se deberia hacer el Test para SLT ( Shiga-like Toxin).

e Prueba confirmatoria definitiva : PCR ( Colaboracion de la US Federal Drug
Administration, US FDA, Washington, D.C. Estados Unidos de América )

7.2.3 Control de calidad

7.2.3.1 Ambientes:

Para asegurarse que el ambiente de trabajo era el adecuado se desinfecté la
campana de extraccion con alcohol absoluto, se limpiaron los pisos y las mesas del
laboratorio de microbiologia todos los dias, especialmente los dias que se comié la prucba
para E. coli O157:H7. Cada cinco dias se controlaba la efectividad de la desinfeccion,
exponiendo cajas con agar nutritivo durante 15 minutos para luego incubarlas a 37°C por
48 Hrs. ( Ver anexo A-3)

7232 Equipo: .

Se efectuaron lecturas diarnias en las temperaturas de la incubadora, el bafio
de maria, el refrigerador y el congelador para asegurar condiciones constantes de trabajo.

7.2.3.3 Medios de cultivo y reactivos
Todas las pruchas con medios de cultivo se acompafiaron de un control

positivo { cepa ATCC No. 35150 de E. coli O157:H7 ) y de un control negativo ( cepa de
Proteus vulgaris. ), las cuales se mantuvieron viables dentro de tubos con tapén de algodon
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que conienian agar nutritivo sin ningin aditivo resembrandolas a los dos meses para
mantenerlas en optimas condiciones ( Ver anexo A-4 ).

En la preparacion de reactivos se utilizaron pesos medidos en balanza
analitica y volimenes medidos con pipetas calibradas.

Al efectuar prucbas de aglutinacion con latex también se corrieron
simultineamente a la muestra, las cepas control ( Ver anexo A4 ).

73 Diseiio estadistico de la investigacién

7.3.1 Muestreo

1311 Tamafio de la muestra
Debido a que éste estudio se catalogd como de tipo Sistematico-
descriptivo, se aplicd el disefio ROC en donde se tomé como tamafio de muestra a la
cantidad de muestras E. coli positivo o presuntivas de ello que se presentaron durante un
bimestre, ya que la empresa privada que patrociné el estudio asi lo solicité. No existié un
mimero limite de muestras por producto, pues factores como la temporada de cosecha y las
prioridades determinadas por los clientes, afectd el volumen de maternia prima adquirida.

7.3.1.2 Forma del muestreo
Se recolectd una muestra de 1 libra por cada 5,000 libras de producto
congelado; a la produccién diana ( que era de 35,000 Ibs”en promedio ) se le asigné un
namero de codigo el cual variaba cada dos horas para formar lotes. El niimero diario de
muestras dependio de la clase de producto, el tipo de corte y el volumen procesado en el
dia.
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7.3.2 Anabsis de resultados

.21 Presentacién grafica de resultados
Se hizo por medio de histogramas de frecuencia y diagramas de
seccidnes para facilitar la interpretacién de los resultados.

7322 Presentacion numérica de resultados

Se utilizaron tablas para tabular los resultados que fueron presentados en
forma porcentual.

73.2.3 Calculos

Para calcular el porcentaje de cada una de las frutas y verduras incluidas
dentro del estudio utilizo la férmula :

% de frutz o verdura = # de muestras de fruta o verdura * 100

# total de muestras
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8. Resultados

Para poder obtener resultados confiables en esta investigacion, se tomé el tiempo
necesanio para montar y esiandarizar la técnica de fermentacién del sorbitol para la
Escherichia coli O157:H7 propuesta por la 8a edicion del Bacteriological Analitical
Manual ( BAM ) de la Food and Drug Administration { FDA ), pues al haber consultado
referencias bibliogrificas en el ICAITI, INCAP, LUCAM, Universidad Del Valle y

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC, no se encontré ninguna referencia de

que algin otro investigador la haya utilizado en Guatemala

Un total de 223 muestras fueron analizadas durante los meses de marzo y abril. De
éstas, 174 fueron confirmadas como E. coli positivo y 49 resultaron estar contaminadas por
enteropatogenos del tipo Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia sp. y Yersinia sp.

De las 174 muestras contaminadas con E. coli, sdlo dos muestras, una de melén y una de
pifia resultaron sospechosas de estar contaminadas con el serotipo O157:H7 al presentar
colonias similares a las obtenidas por la cepa control positivo sobre el medio selectivo.

Debido a que el estudio se ejecutd durante dos meses, los datos fueron tabulados
mes por mes ( Ver Tablas 1-12 ). Al sumar los resultados obtenidos por cada tipo de
muestra, se contabilizaron 57 muestras de brocoli, 22 muestras de mora, 21 muestras de
fresa, 22 muestras de frambuesa, 28 muestras de pifia y 73 muestras de meldn, para un total
de 223. Estos datos representados porcentualmente indican que las muestras analizadas
fueron 25.56% de brocoli, 9.87% de mora, 9.42% de fresa, 9.87% de frambuesa, 12.55% de
piia y 32.73% de melon, para totalizar en un 100% la parte experimental de la
investigacion. R

La cantidad por tipo de muestra varia durante todo el afio pues se ve determinada
por factores como la temporada de siembra y cosecha, es por ello que durante los dos
meses de investigacion, la mayor representacion de muestras fue de melén, ya que la
temporada alta de cosecha para esta fruta comprende los meses entre febrero y mayo.

En ninguna de las muecstras se logré aislar Escherichia coli O157:H7 para su

identificacion (ver tablas 13 y 14). Por consiguiente, la hipétesis planteada para ésta

investigacion fue rechazada.
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9. Discusion de resultados

Las primeras siembras fuecron hechas solamente con cepas ATCC hasta lograr
obtener el medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento de dicha bacteria, encontrando los
mayores problemas en las mediciones tan pequefias de suplementos para el medio, entre
ellos cefixime, cefsulodin, vancomicina y telurito de potasio, asi como la optimizacién del
medio enriquecedor para el crecimiento de E. coli enterohemorrigica ( EEB ), que es uno
de los pasos mas importantes en la marcha bacteriologica para obtener un buen aislamiento
de colonias sobre el medio selectivo. Las muestras con mayor facilidad de homogenizacién

¢ en el EEB fueron las fresas, moras y frambuesas, que demostraron ser las que mejor
| desarrollaban crecimiento microbiano comprobado a través de la evaluacion visual de los
frascos durante cada hora por un periodo de 6 horas, logrando un cambio de coloracién del
EEB de morado intenso a amarillo mds ripidamente que las muestras de brécoli, melén y

pifia que por lo general no se lograban ftriturar bien ( menos drea de contacto entre la
muestra y el EEB ).
Del total de 223 muestras cultivadas sobre MacConkey-Sorbitol solamente dos |
muestras, una de melon y una de pifia, presentaron colonias sospechosas y caracteristicas
de E. coli O157:H7 al observar en las cajas post-incubacion, colonias incoloras y con
centro ahumado. Estas fueron frasladadas a tubos con Plate Count Agar enriquecido con
extracto de levadura ( para favorecer el crecimiento de colonias ) a partir de los cuales se -
¢ hizo la prueba con indol ( positiva para ambas ) y posterior aglutinacion con anti H7 y anti
0157, resultando negativa la prueba para ambas muestras. Esto hace pensar que alguna
cepa de Escherichia coli resistente a la congelacion estaba presente, la cual probablemente

pertenecia a un serotipo distinto al del estudio.

Como se puede observar en las tablas No. 1 a la 12, el seguimiento microbiologico
dado a las muestras fue completo, ya que se les efectud recuento total, recuento de
coliformes, presencia de E. coli. y E. coli O157:H7 con el propésito de relacionar los
resultados obtenidos entre si, ésto para establecer si las muesiras con recuento alto de

coliformes estarian mayormente predispuestas a presentar E. coli. como indicador de

contaminacion fecal y por consiguiente que existiera la posibilidad de que entre ellas se




encontrara alguna cepa de E. coli. O157:H7, sin embargo para este estudio no se encontréd

ninguna correlacion con significacia estadistica, ya que el tipo de alimento analizado, por
haber sufrido un proceso fisico de preservacién como lo es la congelacién, no es tan
propenso a presentar éste tipo de contaminacion como otros alimentos, por ejemplo las
carnes y embutidos (1).

La mayoria de muestras con altos recuentos totales, generalmente poseian elevados
recuentos de coliformes, pero no necesariamente presentaban E. coli sino que ofro tipo de
enteropatogeno, entre ellos Enterobacter sp. en 1 muestra ( 0.45% ) , Serratia sp. en |
muesira ( 0.45% ), Yersinia sp. en 23 muestras ( 10.31% ) y Citrobacter sp. en 24 muestras
(10.76%). Estos datos indican que solamente el 78.03% de la totalidad de las muestras
estaban realmente contaminadas con E. coli. La identificacion de enferopatogenos se
realizd a través de reacciones bioquimicas llevadas a cabo en el laboratorio.

Generalmente este tipo de contaminacién se da cuando los procedimientos de
sanitizacion no son efectivos, fallando tanto en la aplicacion como en la dosificacion de los
quimicos sobre las superficies que tienen contacto con el producto. Ademas, si la carga
bacteriana de la materia prima es demasiado grande, el procedimiento de blanqueado no
llega a ser suficiente para eliminar por completo la poblacién microbiana que puede
contener cepas resistentes a la congelacion y mantenerse latentes en el producto terminado.
Otro motivo que suele incrementar los recuentos bacterianos en el producto final es la
manipulacién inadecuada de los mismos, principalmente en el momento de la seleccién de
producto terminado para su posferior empaque. He aqui la importancia de dar a conocer al
personal de planta las buenas pricticas de manufactura.

Al comparar el nimero de muestras obtenido durante el primer mes (marzo) contra
el segundo (abril), se observd que la presencia de E. coli disminuyo en el brocoli, en la
mora y en la frambuesa (ver tabla No.13). Esto no sucedié por mejoras en procedimientos
de sanitizacion intemnos ni por cambio de proveedor de materia prima, sino que son
productos en declive de cosecha y por tanto la produccién de los mismos se ve reducida en

las plantas congeladoras. Caso contrario sucedié con el melon, la pifia y las fresas, en

donde el nimero de muestras fue mayor en abril que en marzo debido a que su pico de

cosecha es proximo a este mes y los pedidos de congelado de estas frutas son mayores. Por
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tanto, no es que durante el mes de abril haya disminuido la presencia de E. coli en la
produccion de congelados sino que la cantidad de muestras de algunos productos, como el
brocoli, las moras y las frambuesas, disminuyeron al reducirse la produccion de los
mismos. No son datos significativamente estadisticos desde el momento en que no se
efectuaron recuentos de E. coli sino que el método de identificacion fue
presencia/ausencia.

Con respecto al rechazo de la hipdtesis propuesta para esta investigacion,
cientificamente este estudio no logré su objetivo, ya que uno de los propositos era
identificar E. coli O157:H7 en frutas y vegetales congelados ( ver tabla No.14 ). Desde el
punto de vista industrial y de la salud, es una veniaja no haberla encontrado, pues se tiene
la certeza que dicho producto no fue nocivo para la salud del consumidor ni fue rechazado
por las autoridades salubristas de los paises a donde este producto fue exportado, pues
cumplié con todos los parimetros de calidad microbioldgica entre los cuales se encuentra
la ausencia total de E. coli O157:H7.

Es importante hacer notar que si el muestreo se hubiese ampliado para cada tipo de
producto, o bien el disefio esfadistico fuese planteado en base a probabilidades con un
nimero de muestra definido, los datos recolectados al final habrian proporcionado
informacién mas enriquecedora de la que se presenta en esta oportunidad. Ademas, si la
investigacion se hubiese centralizado en uno o dos tipos de productos como maximo, y no
en seis como en este caso, el niimero de muestras analizadas para cada uno habria sido
mayor y por consiguiente se habria incrementado la probabilidad de encontrar algin caso

positivo.




10. Conclusiones

El recuento elevado de coliformes en una muestra de fruta o verdura congelada no fue
indicativo de la presencia de E. coli ni se relaciono con la presencia de E. coli O157:H7
en el presente estudio.

El incremento de muestras de marzo para abril de melon, pifia y fresas fue consecuencia
de l1a proximidad a la temporada alta de cosecha y produccién del congelado de las

mismas.

La disminucién de muestras entre marzo y abril de brécoli, mora y frambuesas se debié
al término de la temporada de cosecha y no a mejoras en procedimientos de sanitizacién

internos durante la produccion.

Enteropatogenos distintos a E. coli, como Serratia sp. Citrobacter sp. Yersinia Sp. ¥
Enterobacter sp. fueron identificados en 49 de las 223 muestras analizadas.

En ninguna de las muestras de frutas y verduras congeladas analizadas durante marzo y
abril se identificé Escherichia coli O157:H7, razén por la cual se rechaza la hipdtesis

propuesta para la presente investigacion.
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Recomendaciones

No prescindir de la utilizacion del Enriquecedor para el crecimiento de E. coli
enterohemorragica (EEB) durante la marcha para la identificacion de este
MICroOrganismo, ya que su uso garantiza la obtencion de suficientes Unidades
Formadoras de Colonias ( UFC’s ) sobre el medio MacConkey-Sorbitol si es que la
bacteria estuviese presente en la muestra.

Utilizar canfidades exactas de aditivos, como Cefixima, Vancomicina y Telurito de
potasio, tanto en el enriquecedor para el crecimiento de E. coli enterohemorrigica
(EEB) como para el medio de cultivo MacConkey Sorbitol, ya que su escasez o

excesividad pueden producir alteracion en el crecimiento bacteriano.

Los complemenios agregados al medio de cultivo MacConkey Sorbitol, tales como
Cefixima y Telurito de potasio deben ser medidos cuantitativa y volumétricamente con
equipo calibrado, ya que una medicién menor o mayor de los mismos pueden inhibir el

crecimiento de E. coli O157:H7 sobre el medio.

Una coloma que presenie todas las caracteristicas morfologicas y bioquimicas
compatibles con E. coli O157:H7 pero que no aglutine con alguno de los antisueros
latex, debe ser analizada con una técnica mas especifica de identificacion como lo es

PCR, ya que puede tratarse de algun otro serotipo de E. coli que sintetize verotoxina .

Ewvitar el uso de medios de cultivo, complementos y antisueros vencidos, ya que esto

provoca falsos-positivos o falsos-negativos en los resultados.

Utihzar cepas ATCC como controles de calidad, tanto en las siembras como en la

aglutinacion con los antisueros latex.




* En estudios de este tipo, siempre mantener comunicacion con alguna entidad que
proporcione apoyo diagnostico, ya que muchas veces la confirmacion de cepas debe
hacerse a través de técnicas més sofisticadas y confiables que las proporcionadas por

casas comerciales.

¢ En investigaciones posteriores y similares a esta, utilizar un disefio estadistico basado en
probabilidades con un niimero de muestra definido, enfatizando el mismo en uno o dos
productos a la vez, con el fin de obtener mayor informacién sobre las muestras y el
comportamiento de la bacteria segiin sea el caso a analizar.
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Anexo A-l.

Esquema del congelado para bricoli
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Esquema del congelado para mel6n y piia

Recepcién de materia prima
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Esquema del congelado para fresas, moras y frambuesas

Recepcion de materia prﬁn@ |
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Anexo A-2.

Esquema del registro utilizado para recopilar informacién de tesis

¥ No. aé 'Pécha

e e

1 .'\ 'y

‘de!rem de_

L e S

F e
i |

Anexo A-3.

Esquema del registro de control de calidad de ambientes
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Anexo A4

Cepas ATCC utilizadas como referencia en la interpretacion de cultivos
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Tabla #1. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de brécoli
analizadas durante el primer mes de la investigacion.

SOCAPS {

I Brécoh en flor

2 Brocoli en flor 64000 45000 Positivo **

3 Brocoli en cubos 44000 32000 Positivo **

4 Brocoli en flor 60000 40000 Positivo

5 Brocoli en cubos 11000 7000 Positivo

6 Brécoli en flor 48000 42000 Positivo **

7 Brécoli en flor 36000 16000 Positivo **

8 Brocoli en flor 2000 1000 Paositivo

9 Brocoli en flor 12000 80000 Positivo

10 Brocoli en flor 3000 3000 Positivo

I Brocoli en flor 7000 2000 Positivo

12 Brocoli en flor 35000 7000 Positivo

13 Brocoli en flor 7000 1000 Positivo **

4 Brocoli en flor 3000 1000 Positivo **

15 Brocoli en cubos 16000 7000 Positivo ** !

I6 Brécoli en flor 8000 5000 Positivo ** Negativo
17 Brocoli en flor 16000 9000 Positivo ** Negativo
18 Brocoli en flor 11000 8000 Positivo Negativo
19 Bricoli en flor 5000 2000 Positivo ** Negativo
20 Brocoli en flor 37000 20000 Positivo ** Negativo
21 Brocoli en cubos 29000 22000 Positivo ** Negativo
22 Bracoli en cubos 16000 13000 Positivo Negativo
23 Brocoli en flor 6000 5000 Positivo Negativo
24 Bricoli en flor 5000 2000 Positivo ** Negativo
25 Brocoli en flor 1000 1000 Positivo ** Negativo
26 Brécoli en flor 10000 8000 Positivo ** Negativo
27 Brocoli en flor 14000 106000 Paositivo ** Negativo™
28 Brocoli en cubos 7000 5000 Positivo ** Negativo
29 Bracoli en flor 9000 3000 Positivo ** Negativo
30 Brocoli en flor 11000 5000 Positivo ** Negativo
31 Brocoli en flor 2000 1000 Positivo ** Negativo
32 Brocoli en flor 3000 1000 Positivo Negativo
33 Brocoli en flor 11000 3000 Positivo ** Negativo
34 Bricoli en flor 15000 5000 Positivo ** Negativo
35 Brocoli en flor 6000 1000 Positivo ** Negativo
36 Brécoli en flor 5000 2000 Positivo *+ Negativo
37 Bricoli en flor 1000 1000 Positivo Negativo
38 Brocoli en flor 3000 1000 Paositivo ** Negativo

» Presencia de cobuokss momdas peesuntivas de E coli ea Agar Choomosooht

- E aoh positive confirmako a través de nescoiones hiogquinucas
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Tabla #2. Resultados microbiologicos correspondientes a las muestras de brécoli
analizadas durante el segundo mes de la investigacion.

| Brocoli en flor
2 Brocoli en flor 4000 1000 Positivo **
3 Brocoli en flor 11000 8000 Positivo
4 Bricoli en flor 8000 5000 Positivo *#*
5 Brocoli en flor 15000 3000 Positivo
6 Brécoli en flor 10000 9000 Positivo **
7 Brocoli en flor 6000 5000 Paositivo
8 Brécoli en flor 2000 1000 Positivo **
9 Brécoli en flor 2000 2000 Positivo *#*
10 Brocoli en flor 3000 2000 Positivo **
11 Brocoli en flor 9000 5000 Positivo **
12 Brécoli en flor 1000 1000 Positivo ¥*
13 Brécoli en flor 12000 8000 Positivo**
14 Bricoli en flor 1000 1000 Positivo
15 Brocoli en flor 11000 7000 Positivo **
16 Brocoli en flor 16000 12000 Positivo **
17 Brocoli en flor 14000 10000 Positivo
18 Brocoli en cubos 9000 7000 Positivo **
19 Bricoli en flor 1000 1000 Paositivo ** Negativo
’ Presencia de colonias monsdas presuntivas de £ ooh en Agar Chromocault

. E ool postive confinmado a traves de reacciones broquincas
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Tabla #3. Resultados microbiologicos correspondientes a las muestras de mora analizadas

durante el primer mes de la investigacion.

|
2 Mora IQF Positivo ** Negativo
3 Mora Block Positivo Negativo
4 Mora IQF Positivo ** Negativo
5 Mora WQF Positivo ** Negativo
6 Mora IQF Positivo ** Negativo
7 Mora IQF Pasitivo Negativo
8 Mora IQF - Positivo ** Negativo
9 Mora IQF 1000 1000 Positivo *# Negativo
10 Mora Block 20000 16000 Positivo ** Negativo
11 Mora IQF 15000 10000 Positivo ** Negativo
12 Mora IQF 2000 2000 Positivo Negativo
13 Mora IQF 7000 2000 Positivo ** Negativo
14 Mora IQF 2000 1000 Positivo ** Negativo

Presencia de eolontas moradas presuntivas de £ coli en Agar Chromocoudt
E ooli positivo confirmado a través de rescciones hvoguimicas
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Tabla #4. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de mora analizadas
- durante el segundo mes de la investigacion.

USRS 20T T AR R A R AR RN Y St
I Mora IQF Positivo ** Negativo
2 Mora IQF Positivo Negativo
3 Mora IQF Positivo ##* Negativo
4 Mora IQF Positivo ** Negativo
5 Mora IQF 2000 Positivo Negativo
6 Mora Block 11000 Positivo ** Negativo
7 Mora Block 8000 Positivo ** Negativo
8 Mora IQF 2000 Positivo ** Negativo

. Presencis de colonias moradas presontivas de E. coli en Agar Chromocouh

{ e E coli positivo confirmado a traves de reacciones bioquimnicas




Tabla #5. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de fresa analizadas
durante el primer mes de la investigacion.

Fresa IQF 25000 20000  Positivo **  Negativo

I

2 Fresa IQF 16000 5000 Positivo Negativo
3 Fresa IQF 18000 4000 Positivo Negativo
4 Fresa IQF 14000 3000 Positivo *#* Negativo
5 Fresa IQF 20000 2000 Positivo Negativo
6 Fresa IQF 11000 6000 Positivo ** Negativo
T Fresa IQF 3000 1000 Positivo ** Negativo
8 Fresa IQF 9000 2000 Positivo ** Negativo
9 Fresa IQF 10000 2000 Positivo ** Negativo

. Presencia de colontas moradas presuntivas de E. coli en Agar Chromooudt

”“ E oli positive confirmado a través de reacciones beoquimicas
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Tabla #6. Resultados microbiologicos correspondientes a las muestras de fresa analizadas
durante el segundo mes de la investigacion.

1 Fresa IQF 25000
2 Fresa IQF 16000
3 Fresa IQF 18000
4 Fresa IQF 14000
5 Fresa IQF 20000
6 Fresa IQF 11000
7 Fresa IQF 3000
8 Fresa IQF 9000
9 Fresa IQF 10000
| ‘ 10 Fresa IQF 9000
I Fresa IQF 6000
| 12 Fresa IQF 16000
' Presencia de cokonias maoradas presuntivas de E. cob en Agar Chronocoult

. E ooli posttive confirmado a través de reacciones biogquimicas




Tabla #7. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de frambuesa
analizadas durante el primer mes de la investigacion.

(Hde

I Frambuesa IQF

2 Frambuesa block 900 300 Positivo ** Negativo
3 Frambuesa 1QF 1000 600 Positivo Negativo
1 Frambuesa 1QF 5000 1000 Pasitivo ** Negativo
5 Frambuesa IQF 3000 1000 Positivo ** Negativo
6 Frambuesa IQF 5000 2000 Positivo ** Negativo
7 Frambuesa block 6000 5000 Positivo #* Negativo
8 Frambuesa IQF 1000 1000 Positivo ** Negativo
9 Frambuesa IQF 8000 2000 Positivo ** Negativo
10 Frambuesa JQF 5000 3000 Positivo Negativo
I Frambuesa block 11000 5000 Positivo *# Negativo
12 Frambuesa IQF 1000 1000 Positivo ** Negativo
13 Frambuoesa 1QF 3000 1000 Positivo ** Negativo
14 Frambuesa block 16000 6000 Positivo Negativo

..

Presencia de colomas monsdas presuntivas de E ool en Agar Chrvmocoudt
E coli positivo confinnado a través de reacciones bioguimicas
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Tabla #8. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de frambuesa
analizadas durante el segundo mes de la investigacion.

I F mmbuesa IQF

2 Frambuesa IQF 900 300
3 Frambuesa 1QF 1000 600
4 Frambuesa KQF 5000 1000
5 Frambuesa block 3000 1000
6 Frambuesa IQF 5000 2000
7 Frambuesa IQF 6000 5000
8 Frambuesa IQF 9000 8000

* Presencia de colonzes moradas presuntivas de E coli en Agar Chromocoult
. E coli positivo confinmado a traws de nesceiones bioquimmcas




Tabla #9. Resultados microbiologicos correspondientes a las muestras de pifia analizadas

durante el primer mes de la investigacion.

| Piiia cubos pequetios 2000 2000 Positivo ** Negativo
2 Piita cubos grandes 100000 100000 Positivo ** Negativo
3 Pifia cubos grandes 5000 5000 Positivo ** ! VO
4 Pifia cubos grandes 190000 120000 Positivo Negativo
5 Pifia cubos pequeiios 1400000 300000 Positivo Negativo
6 Piiia cubos pequedios 30000 20000 Positivo ** Negativo
7 Pifia cubos pequeiios 55000 30000 Positivo ** Negativo
8 Pifia cubos grandes 9000 1000 Positivo ** Negativo
9 Pida cubos grandes 17000 6000 Positivo ** Negativo
10 Piiia cubos grandes 13000 5000 Positivo ** Negativo
i1 Piiia cubos pequeiios 37000 16000 Positivo ** Negativo
12 Pifia cubos pequefios 66000 45000 Positivo Negativo
13 Pifia cubos grandes 81000 60000 Positivo ** ! ivo

*e

Presencia de colonias moradas presuntivas de E cobi en Agar Chromocoalt
E coli pesaitivo confinmado a través de rescciones broquimmicas




Tabla #10. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de pifia analizadas
durante el segundo mes de la investigacion.

|
2 Pifia cubos grandes 58000 50000 Positivo ** Negativo
3 Pifia cubos grandes 16000 10000 Positivo ** Negativo
4 Piiia cubos grandes 29000 22000 Positivo ** Negativo
5 Pifia cubos grandes 75000 60000 Positivo Negativo
6 Pifia cubos pequedios 60000 50000 Positivo ** Negativo
T Piiia cubos grandes 50000 45000 Pasitivo ** Negativo
8 Pifia cubos grandes 65000 50000 Positivo ** Negativo
9 Pifia cubos pequefios 28000 20000 Positivo ** Negativo
10 Pifia cubos grandes 15000 10000 Positivo Negativo
11 Pifia cubos grandes 10000 9000 Positivo Negativo
12 Pifia cubos grandes 21000 18000 Positivo ** Negativo
13 Piiia cubos grandes 10000 4000 Positivo ** Negativo
14 Pifia cubos grandes 12000 5000 Positivo Negativo
15 Piiia cubos grandes 7000 3000 Positivo ** Negativo

i Presencia de colonias mansdas presintivas de E coli en Agar Chromocoult

- E ool positive confimmado a través de rescciones bioquimicas




Tabla #11. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de melén
analizadas durante el primer mes de la investigacién.
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I Mel6n Cantaloupe bolas

2 Melon Cantaloupe bolas 22000 16000 Positivo **
3 Melén Cantaloupe bolas 15000 7000 Positivo **
4 Melon Honey Dew bolas 27000 20000 Positivo **
5 Melon Cantaloupe cubos 21000 11000 Positivo **
6 Melén Cantaloupe bolas 11000 6000 Positivo **
7 Melon Cantaloupe bolas 16000 9000 Positivo
8 Melon Cantaloupe bolas 7000 1000 Positivo **
9 Meldn Cantaloupe cubos 6000 1000 Positivo
10 Melon Cantaloupe cubos 3000 2000 Positivo **
i Melén Cantaloupe bolas 13000 4000 Positivo **
12 Melon Cantaloupe bolas 22000 6000 Positivo **
13 Melon Cantaloupe bolas 24000 9000 Positivo
14 Melon Cantaloupe cubos 6000 5000 Positivo **
15 Melon Cantaloupe bolas 9000 1000 Positivo **
16 Melén Cantaloupe bolas 1000 1000 Positivo **
17 Melon Cantaloupe bolas 18000 1000 Positivo **
18 Melon Honey Dew bolas 15000 9000 Positivo **
19 Meldén Honey Dew bolas 12000 6000 Positivo **
20 Melén Honey Dew bolas 5000 2000 Positivo **
21 Melon Cantaloupe bolas 3000 2000 Positivo **
22 Melén Honey Dew bolas 13000 6000 Positivo **
23 Melon Honey Dew bolas 5000 2000 Positivo **
24 Meldn Honey Dew bolas 10000 1000 Positivo **
25 Melon Cantaloupe bolas 19000 11000 Positivo **
26 Melén Cantaloupe bolas 15000 6000 Positivo **
27 Melon Cantaloupe cubos 26000 20000 Positivo **
28 Melén Cantaloupe cobos 35000 270600 Positivo *#*

i ey
Positivo **

s

Presencis de colonies moradas presuntivas de E- coli en Agar Cheomocouht
E coh positivo confirmado a través de rescciones bioduirmicas




Tabla #12. Resultados microbiolégicos correspondientes a las muestras de melén

analizadas durante el segundo mes de la investigacién.

2

3

4 ?

5 Melon Cantaloupe cubos 21000 11000 Positivo ** Negativo
6 Melon Cantaloupe bolas 11000 6000 Positivo ** Negativo
7 Melon Cantaloupe bolas 16000 9000 Positivo ** Negativo
8 Meion Cantaloupe bolas 7000 1000 Positivo Negativo
9 Melon Cantaloupe cubos 6000 1000 Positivo ** Negativo
10 Melén Cantaloupe cubos 8000 2000 Positivo ** Negpativo
11 Melon Cantaloupe bolas 13000 4000 Positivo ** Negativo
12 Melon Cantaloupe botas 22000 6000 Positivo ** Negativo
13 Meélon Cantaloupe bolas 24000 Q000 Positivo ** Negativo
14 Melon Cantaloupe cubos 6000 5000 Positivo ** Negativo
15 Melon Cantaloupe bolas S000 1000 Positivo ** Negativo
16 Melon Cantaloupe bolas 1000 1000 Positivo ** Negativo
17 Melon Cantaloupe bolas 18000 1000 Positivo ** Negativo
18 Melon Hoaey Dew bolas 15000 9000 Positivo Negativo
19 Medlon Honey Dew bolas 12000 6000 Positivo ** Negativo
20 Meldn Honey Dew bolas 5000 2000 Positivo ** Negativo
21 Melon Cantaloupe bolas 3000 2000 Positivo ** Negativo
22 Melon Cantaloupe cubos 20000 12000 Positivo ** Negativo
B Melon Cantaloupe bolas 18000 10000 Positivo ** Negativo
24 Melon Cantaloupe bolas 17000 6000 Positivo ** Negativo
25 Melon Cantaloupe bolas 20000 11000 Positivo ** Negativo
26 Meclon Honey Dew bolas 5000 2000 Positivo ** Negativo
27 Melon Honey Dew bolas 11000 3000 Positivo Negativo
28 Melon Honey Dew bolas 6000 1000 Positivo ** Negativo
29 Meldn Honey Dew bolas 10000 2000 Positivo ** Negativo
30 Medon Cantaloupe bolas 24000 16000 Positivo ** Negativo
31 Melon Honey Dew bolas 12000 1000 Positivo ** Negativo
32 Melon Cantaloupe bolas 19000 11000 Positivo ** Negativo
33 Melon Cantaloupe bolas 18000 10000 Positivo ** Negativo
34 Meion Honey Dew bolas 10000 — 5000 Positivo ** Negativo
35 Melon Honey Dew bolas 2000 6000 Positivo Negativo
36 Melon Honey Dew bolas 16000 8000 Positivo Negativo
37 Melon Honey Dew bolas 12000 5000 Positivo ** Negativo
38 Melon Cantaloupe bolas 9000 5000 Positivo ** MNegativo
39 Meloan Cantaloupe bolas 5000 3000 Positivo ** Negativo
40 Melon Honey Dew bolas 5000 1000 Positivo ** Negativo
41 Melén Cantaloupe bolas 14000 10000 Pasitivo Negativa
12 Melon Honey Dew bolas 10000 2000 Positivo ** Negativo
43 Melon Honey Dew bolas 1000 1000 Positivo ** Negativo
14 Melon Honey Dew bolas 6000 2000 Positivo ** Negativo
45 Meloa Cantaloupe bolas 15000 6000 Positivo ** Negativo

£l

Pressncia de colorras somdes presuntivas de B coli en Agar Chnamocoult
E ooli pesitivo confirmado a través de rescciones bioguimicas
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Tabla # 13. Presencia de E. coli y E. coli O157:H7 en las muestras de frutas y
verduras congeladas para exportacion durante los meses de marzo y abril.

s m { i
0 s‘f% "
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Tabla # 14. Porcentaje de muestras procesadas para la identificacion de E. coli. 0157:H7
durante los meses de marzo y abril.

i ‘%!\::: h:. W g :
ol A
ol ? ol "x‘""- 3
25.56 0
9.87 0
9.42 0
9.87 0
28 12.55 0
73 32.73 0
223 100 0




Grafica # 13. Representacion del nimero de muestras procesadas durante los dos meses en que se ejecutd la
investigacion de E. coli O157:H7 en frutas y verduras congeladas para exportacion.

# de muestras procesadas

{ Brécoli Moras Fresas Frambuesas Pifia Meldn
i Tipo de muestra
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Gréfica # 14. Representacion porcentual de muestras analizadas durante dos meses consecutivos para la
identificacion de E. coli. 0157:H7 en frutas y verduras congeladas para exportacion.

12.55% Frambuesas 8.42%
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Grafica #15. Representacion porcentual de la identificacién de E. coli 0157:H7 en muestras de frutas y verduras congeladas para
exportacién, analizadas duranile dos meses consecutivos.

Muestras E. coll 0157 H7
positivo
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