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. RESUMEN

Bacillus cereus es una bacteria esporoformadora que se encuentra
comunmente en cantidades pequefias en algunos alimentos como el arroz. Sin
embargo después del cocimiento, en ciertas condiciones inadecuadas de
enfriamiento y refrigeracion las esporas sobrevivientes pueden reproducirse
rapidamente y producir enterotoxinas, convirtiendo al alimento en potencial causa

de intoxicacion alimenticia.

El presente estudio se realizd en los diez centros regionales de la
Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC), con el fin de detectar y cuantificar
la presencia de Bacillus cereus en el arroz cocido preparado en las cafeterias de
dichos centros. Para tal proposito el trabajo se dividid en dos partes: en la primera
se obtuvo la informacion por medio de una encuesta y observacion directa. La
encuesta fue dirigida a los manipuladores y duefios de las cafeterias con el fin de
investigar la presencia de condiciones favorables para la proliferaciéon de Bacillus
cereus, como lo son el espacio de tiempo transcurrido entre la preparacion y el
almacenaje, la cantidad de arroz que se prepara, el recipiente en donde se
almacena y en la utilizacion de una refrigeradora o de un enfriador para el
almacenaje del arroz después de su coccion. La segunda parte consistio en tres
muestreos y la cuantificacion microbioldgica de las colonias de Bacillus cereus, por
el método de recuento en placa en las muestras de arroz cocido preparado en las
cafeterias de los diez centros regionales. Las muestras analizadas se obtuvieron
aleatoriamente en las cafeterias de cada uno de los diez centros regionales. Se
proceso una muestra de cada cafeteria por mes, durante los meses de septiembre a

noviembre del afio 2006.

A partir de los datos analizados se determind estadisticamente que la
cantidad de arroz que se prepara, la frecuencia con que se sirve, el tiempo que se

tarda en almacenar después de su coccion y el lugar donde se almacena después



de su coccion, fueron las causas de proliferacién de Bacillus cereus en los centros
regionales (CUNSUR, CUNORI, CUDEP, CUNSURORI, CUNOR, CUNOROC).

Los resultados obtenidos a partir del andlisis microbiolégico establecieron que
el 50% (15 de 30) de las muestras estudiadas fueron positivas a la presencia de
Bacillus cereus. De ellas, el 80% (12 de 15) superan el limite maximo establecido

por Codex alimentarius.

En cinco centros regionales (CUNSUR, CONSURORI, CUNORI, CUDEP vy
CUNOR) se obtuvo dos o mas conteos arriba del limite maximo establecido por
Codex Alimentarius (1 x 10* Ufc/g de Bacillus cereus) por lo que se considera que
el consumo de dicho alimento es peligroso para la salud del consumidor y un riesgo
potencial de sufrir intoxicacion alimenticia; por ello se establecié que es de suma
urgencia que se lleve a cabo la intervencion y vigilancia de las autoridades de la
Universidad de San Carlos de Guatemala en dichos centros, asi como implementar
las acciones correctivas y preventivas para que los estudiantes ingieran alimentos

inocuos.

Con estos resultados se concluye que es necesario establecer estudios de
rutina para identificar y cuantificar Bacillus cereus en arroz cocido preparado en las
cafeterias de los 10 centros regionales de la Universidad de San Carlos de
Guatemala y brindar al manipulador capacitaciones sobre buenas practicas de

manufactura (BPM).



II. INTRODUCCION

Pocas personas saben que los alimentos que consumen todos los dias
pueden causarles enfermedades transmitidas por alimentos (ETA's). Los
padecimientos transmitidos por los alimentos pueden reconocerse solo cuando
ocurre un brote y varias personas experimentan una enfermedad similar al ingerir un
alimento en comun, a determinado tiempo posterior de su ingestion. Asi ocurre con
Bacillus cereus, el cual a pesar de encontrarse a menudo en cantidades pequefias
en muchos alimentos, se considera un riesgo de intoxicacién cuando se encuentra

en concentraciones mayores de 1x10°Ufc/g de muestra ( 8-9).

La enfermedad alimentaria ocasionada por Bacillus cereus se presenta
después de la ingestion de alimentos en los que se ha multiplicado el organismo y
formado sus toxinas. Habitualmente, se describen dos sindromes asociados, el
diarreico, caracterizado por una diarrea que aparece entre 8 y 24 horas después de
la ingestion de grandes cantidades de células, y el sindrome emético, con episodios
de vomitos que aparecen entre una y seis horas después de la ingestion de la

toxina que se encuentra preformada ya en el alimento.

Los alimentos pueden jugar un papel importante en la transmision de
enfermedades de origen alimentarlo y constituyen un problema de salud publica
importante. Se consideran como la mayor causa de morbilidad, tanto en paises
industrializados como en vias de desarrollo, y en estos ultimos son causa frecuente
de mortalidad. La magnitud del impacto socio-econdmico que generan estas
enfermedades es dificil de medir, mas aun cuando muchos casos ni siquiera son

informados.

En Guatemala, el departamento de epidemiologia del Ministerio de Salud y
Asistencia Social reportdé 492 casos de brotes de intoxicacion por alimentos en el

afio 1999 y 1,061 casos en el afio 2000. En ese mismo afio, la Organizacion



Panamericana de la Salud reporté 469.705 casos y notificé que las ETA’s fueron la
segunda causa de morbilidad en Guatemala. Este informe mostré que los
principales agentes identificados fueron S. aureus, Bacillus cereus, Salmonella sp,

Shigella sp, V. cholerae y E. coli (1-4).

En la Universidad de San Carlos de Guatemala cada afio hay un incremento
en la poblacién estudiantil, con ello un aumento del consumo de alimentos en las
cafeterias autorizadas. Es por ello que se han tomado varias iniciativas para regular
el manejo, venta y distribucion de los alimentos. Se han realizado estudios de
inocuidad alimentaria en las cafeterias de Campus Central y Centro Universitario
Metropolitano (CUM) determinando que no existen condiciones higiénicas
apropiadas para la preparacion de los mismos, evidenciado por la presencia de
bacterias patdgenas y no patdgenas en los alimentos (62). Debido a que no existen
estudios realizados en los centros regionales, se planteo la necesidad de ampliar la
investigacion de inocuidad y Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para
determinar la calidad microbiolégica y las condiciones higiénicas para la
manipulacion correcta de los alimentos en los expendios que atienden a los

estudiantes en las cafeterias de dichos centros.

El objetivo de esta investigacion fue determinar y cuantificar la presencia
Bacillus cereus, asi como también identificar las condiciones que contribuyen al
crecimiento de dicha bacteria en el arroz cocido preparado por los diversos

expendios de las cafeterias de los diez centros regionales.



lIl. ANTECEDENTES

A. Historia de enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA’S) se conocen desde
épocas muy remotas. En el 2000 a.C. Moisés habia dictado leyes sobre los
alimentos que se podian comer y los que se debian rechazar, asi como también
estaban legislados los métodos de preparacion y la importancia de la limpieza de las
manos antes de ingerir los alimentos (3,4).

Generalmente los relatos de intoxicaciones alimentarias que registra la
historia antigua se atribuian a productos quimicos venenosos, a veces incorporados
deliberadamente. Recién en el siglo XIX se tuvo conocimiento de las enfermedades
alimentarias producidas por gérmenes (3, 4).

Las ETA’s son aquellas que se originan por la ingestion de alimentos
infectados con agentes contaminantes en cantidades suficientes para afectar la
salud del consumidor. Sean solidos naturales, preparados o bebidas simples como
el agua, los alimentos pueden originar dolencias provocadas por patdégenos, tales
como bacterias, virus, hongos, parasitos 0 componentes quimicos, que se

encuentran en su interior (3, 4).

B. Tipo de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA’s)

Las enfermedades transmitidas por alimentos pueden manifestarse a través
de infecciones las cuales son enfermedades que resultan de la ingestion de
alimentos que contienen microorganismos vivos perjudiciales. Por ejemplo:

salmonelosis, hepatitis viral tipo A y toxoplasmosis (3, 4).

Las intoxicaciones son las ETA’s producidas por la ingestion de toxinas
formadas en tejidos de plantas o animales o de productos metabdlicos de

microorganismos en los alimentos, 0 por sustancias quimicas que se incorporan a



ellos de modo accidental, incidental o intencional desde su produccién hasta su
consumo. Ocurren cuando las toxinas o venenos de bacterias o0 mohos estan
presentes en el alimento ingerido. Estas toxinas generalmente no poseen olor o
sabor y son capaces de causar enfermedades después que el microorganismo es
eliminado. Algunas toxinas pueden estar presentes de manera natural en el
alimento, como el caso de ciertos hongos que producen toxinas y animales como

por ejemplo el pez globo (3, 4).

Toxi-infecciones son enfermedades causadas por ingerir alimentos
contaminados con una cierta cantidad de microorganismos patdégenos, los cuales
son capaces de producir o liberar toxinas una vez que son ingeridos y producen

dolores abdominales, diarreas, vomitos y nauseas acompaifadas de fiebre (10, 42).

Un brote por ETA's sucede cuando dos o mas personas sufren una
enfermedad similar, después de ingerir un mismo alimento y los analisis
epidemiologicos o de laboratorio, lo seflalan como el origen de ese malestar.
Mientras que, un caso de ETA’s se produce cuando una sola persona se ha
enfermado después del consumo de alimentos contaminados, segun lo hayan

determinado los analisis epidemioldgicos o de laboratorio (3, 4, 5, 10).

C. Condiciones para la contaminacion

1. Temperatura y ambiente

La mayoria de las bacterias del ambiente se desarrollan mas rapido a
temperaturas moderadas (bacterias mesdfilas entre 16 °C a 44 °C), aunque algunas
también son capaces de reproducirse 0 adaptarse al frio (bacterias psicroéfilas que se
reproducen con la maxima facilidad entre 12 °C a 15 °C) vy sobrevivir dentro del
refrigerador,  mientras que otras necesitan cierta intensidad de calor para
multiplicarse (bacterias terméfilas requieren temperatura mayor de 45 °C). El frio del
refrigerador hace mas lenta la multiplicacion de las bacterias pero no alcanza la

destruccion de las mismas, mientras que cuando hay un choque térmico se puede



frenar totalmente el desarrollo bacteriano al impedir que el agua sea utilizada. Hay
gue tomar en cuenta que cuando se lleva a cabo el descongelamiento recomienza la
multiplicacion. Por lo mencionado, para prevenir su crecimiento, la temperatura de
los alimentos en conservacion debe mantenerse a 5° C y por encima de los 65 °C
durante la coccion. Los alimentos congelados deben mantenerse a -18 °C y para la
descongelacion del mismo, lo més apropiado es trasladar el alimento al refrigerador
con 12 horas de antelacion. El rango que va entre las dos (30 °C a 65 °C)
temperaturas es conocido como una zona peligrosa para consumir alimentos (1, 6,
10).

2. Alimentos y humedad

La humedad relativa y la actividad de agua estan relacionadas entre si, de
modo que la humedad relativa es esencialmente una medida de la actividad del
agua de la fase gaseosa. Cuando se almacenan alimentos que contienen una
actividad de agua baja en una atmosfera de humedad relativa elevada, el agua
pasara desde la fase gaseosa al alimento. Es posible que transcurra mucho tiempo
para que la masa del alimento aumente su actividad del agua, pero puede haber una
condensacion en las superficies que origine zonas localizadas de elevada actividad
de agua. Es en estas zonas en las que los propagulos, que han permanecido
viables pero no han sido capaces de crecer, pueden ahora germinar y crecer. Una
vez los microorganismos han empezado a crecer y son activos desde el punto de
vista fisiolégico, habitualmente producen agua como producto final de la respiracion.
Asi aumenta la actividad de agua de su propio medio ambiente inmediato de modo
gue finalmente los microorganismos que necesitan una actividad de agua elevada
son capaces de crecer y alterar un alimento que en un principio era considerado

estable en el aspecto microbioldgico (1, 6, 18).



3. Actividad del agua (aw)

Se denomina actividad del agua (aw), a la presion de vapor de agua del
alimento (P) respecto a la presion de vapor de agua pura (Po). El valor de la
actividad de agua nos da una idea de la cantidad de agua disponible
metabdlicamente en los alimentos. Asi como este se encuentra relacionado con la
humedad relativa (HR). Cuando un microorganismo se encuentra en un sustrato con
una actividad de agua menor que la que necesita, su crecimiento bacteriano se
detiene. Esta detencion del crecimiento no suele llevar asociada la muerte del
microorganismo, sino que éste se mantiene en condiciones de resistencia, durante
un tiempo mas o menos largo. Por ejemplo en el caso de las esporas, la fase de

resistencia puede ser considerada practicamente ilimitada (1, 6, 18).

La gran mayoria de los microorganismos requieren valores de actividad de
agua muy altos para poder crecer. De hecho, los valores minimo de actividad para
diferentes tipos de microorganismos como las bacterias que contienen una aw
>0.90, levaduras aw > 0.85, hongos filamentosos aw > 0.80. Como puede verse, los
hongos filamentosos son capaces de crecer en sustratos con una actividad de agua
mucho menor (mucho mas secos) de lo que permite el crecimiento de bacterias o de
levaduras. Por esta razén se puede producir deterioro de los alimentos de baja
actividad de agua (por ejemplo, el queso o almibares) por mohos (hongos
filamentosos) y no por bacterias. Por debajo de 0 °C la disminucién de la actividad
del agua es mucho mas drastica. Los alimentos que se someten a la congelacion
van a tener la misma actividad de agua indiferentemente de la composicion del
alimento. Hay algunos alimentos en los que la actividad de agua es tan baja que no
varia al congelarlos porque no puede bajar mas lo que hace que el alimento sea

perecedero. (1, 6, 18).



4. Tiempo

Dependiendo de las condiciones de almacenaje (refrigerantes, armarios,
alacenas, etc.) tipo de alimento, humedad y temperatura, algunas bacterias se
dividen cada 20 minutos. Si se da el tiempo suficiente, es posible que un pequefo
grupo de bacterias se incremente hasta alcanzar un numero importante, capaz de
provocar una contaminacién alimentaria. Por esa razon, es esencial que los
alimentos de alto riesgo no permanezcan a la temperatura de la zona de peligro, (36
°C a 56 °C) méas que lo necesario (1, 6, 10).

D. Contaminaciéon del alimento

La contaminacion puede ser de tipo fisico, biologico y quimico. La
contaminacion fisica como por ejemplo metales y compuestos puedan pasar a los
alimentos mediante el contacto directo de utensilios, envolturas, recipientes o
superficies de apoyo. La contaminacion bioldégica se debe a microorganismos
patdgenos que estan en el medio ambiente o son transferidos por animales
infectados. La contaminacion quimica se debe a la presencia de sustancias
toxicas para el hombre. En muchos alimentos se ha detectado la presencia de

plaguicidas, insecticidas y venenos (6, 8).

La contaminacion puede producirse en cualquiera de las etapas de
transformacion que sufre un alimento hasta llegar a la mesa: produccion de materia

prima, elaboracién, conservacion, transporte, distribucion y almacenamiento (6, 9).

Una defectuosa preparacion, coccion o almacenamiento de un alimento, son
las principales causas para la aparicion de las bacterias en cualquier plato de
comida, que comienzan a multiplicarse y hacen que el consumo del alimento sea

peligroso para la salud (6,9).
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La presencia de bacterias no siempre se hace visible en los alimentos, no
siempre presentan cambios de sabor, olor o, incluso, alteraciones en su aspecto (6,
9).

E. Factores que posibilitan la aparicion de ETA’s
Se puede mencionar los siguientes (1-5)

I Manipulador de alimentos enfermo

i Falta de Higiene personal

il Uso de agua no potable

iv Contacto de alimentos con equipo sucio

v Manipulacion inadecuada de los alimentos

vi Contaminacion cruzada

vii Presencia de insectos o roedores

viii Coccion o recalentamiento incorrectos

ix Conservacion a temperatura no apropiada

x Contacto de alimento con productos quimicos

xi Perdida de cadena de frié

F. Prevencion de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA’s)

El objetivo primario de la inocuidad de los alimentos es proteger la salud
publica frente a riesgos asociados con los alimentos lo mas efectivamente posible a

través de la implementacion de medidas adecuadas (8, 28).

Los habitos alimentarios en las zonas urbanas, estdn cambiando
mundialmente y en nuestro pais se puede ver este fenbmeno en los locales de
expendios de comida réapida. Debido a esto la calidad de los alimentos van
disminuyendo su calidad en bares y restaurantes tradicionales. Todos estos cambios
han llevado a plantear una nueva estrategia de monitoreo y control en este tipo de

negocios de comida rapida (9, 10, 30).
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Es por ello que la busqueda y cuantificacion de microorganismos como
Bacillus cereus pasa a ser una necesidad, para prevenir y minimizar posibles brotes
de enfermedades transmitidas por los alimentos. Los productores, los procesadores
y los comerciantes de alimentos deben operar segun los principios de las buenas
practicas de agricultura/higiene/manufactura siendo fundamental educar en estas
areas a nuestra poblacion. Las buenas practicas de manufactura (BPM) son
procedimientos de higiene y manipulacién, que constituyen los requisitos basicos e

indispensables para participar en el mercado (9,10, 30).

1. Normativa Mercosur

La legislacion vigente define a las BPM como los procedimientos necesarios para
lograr alimentos inocuos, saludables y sanos. Esta normativa es de aplicacion en
todos los establecimientos elaboradores de alimentos que comercialicen sus
productos en el ambito del mercado comun y constituyen los procesos exigidos en

lo que se refiere a: (9-10, 30).

a. Establecimientos: Incluye las instalaciones, disefio, construccion, zonas de
manipulacion de alimentos, vestuarios, abastecimiento de agua, lluminacion,

ventilacion y equipos (9, 10, 30).

b. Limpieza y desinfeccion: Incluye productos, precauciones y aseo del personal
(9-10, 30).

c. Higiene durante la elaboracion: Incluye requisitos de la materia prima,
prevencion de contaminacion, empleo del agua, operaciones de elaborado y
envasado (9-10, 30).

d. Direccion y supervision: Juzgar los posibles riesgos, vigilancia y supervisiéon
eficaz (9-10, 30).



12

e. Documentacién: Requisitos de elaboracion, produccién y distribucién (9-10,
30).

f. Almacenamiento y transporte: Impedir contaminacion y proliferacion de
microorganismos, vehiculos autorizados con temperatura adecuada (9-10,
30).

g. Controles de laboratorio: Métodos analiticos reconocidos (9-10, 30).

2. Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA)

Para todos los establecimientos donde se destazan animales o se elaboren,
fraccionen o depositen alimentos, el SENASA define y aplica las buenas practicas de
manufactura (BPM) asi como también los Procedimientos Operativos
Estandarizados (POES), que describen los métodos de saneamiento diario que
deben ser cumplidos por los establecimientos, antes (saneamiento preoperacional) y
durante (saneamiento operacional), que impidan la contaminacion o alteracion de los
productos. Estos Procedimientos Operativos deben estar firmados por el encargado
y ser presentados ante el SENASA (9-12, 30, 42, 43).

3. Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacion (SAGPA)

Aplica la Guia de Buenas Practicas de Higiene y Agricolas para la Produccion
de Hortalizas Frescas, que contiene los principios esenciales de higiene para
productos horticolas frescos (cultivo-cosecha), asi como su empaque,

almacenamiento y transporte (9-12, 30).

4. Directiva 93/43/CEE

Sobre las normas generales de higiene de productos alimenticios y las
modalidades para la verificacion de la observancia de dichas normas. Define la

higiene de los productos alimenticios como las medidas necesarias para garantizar
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la seguridad y salubridad de los productos alimenticios. Estas medidas cubren la
produccion  primaria, preparacion, transformacion, fabricacion, envasado,
almacenamiento, transporte, distribuciéon, manipulaciébn y venta o suministro al
consumidor. Establece asimismo, que las empresas del sector alimenticio deben
indicar cualquier fase de su actividad que sea determinante para garantizar la
seguridad de los alimentos y velar porque se definan, se pongan en practica, se
cumplan y se actualicen procedimientos de seguridad adecuados, de acuerdo a los
principios en que se basa el sistema HACCP (Analisis de Riesgos y Puntos Criticos
de Control). En base a esta directiva, los Estados Miembros deben fomentar la
elaboracién de guias de practicas correctas de higiene, sobre las cuales se basan
los controles realizados por las autoridades competentes. Estos controles incluyen
una evaluacion general de los riesgos que potencialmente presentan las actividades

de la empresa para la seguridad alimentaria (9-12, 30).

5. Caddigo Internacional recomendado de practicas - Principios generales de
higiene de los alimentos (CODEX ALIMENTARIUS)

En este codigo se plasma las opiniones de todos los paises de todo el
continente y la principal medida es el manejo adecuado de los alimentos. Si los
alimentos se preparan de modo que la temperatura se mantenga entre 30 °C y 50 °
C se permite la proliferacion vegetativa, cuando se las deja enfriar de forma lenta, las

esporas se multiplican y elaboran la toxina (12, 13).

Las esporas resistentes al calor sobreviven a la ebullicion y germinan, esto
sucede cuando el arroz hervido se deja fuera de la heladera. La fritura rapida o el
recalentamiento breve a temperaturas bajas antes de servir el alimento no son

adecuados para destruir la toxina termoestable preformada (14, 15).

El enfriamiento rapido y la refrigeracion de alimentos, preparado en grandes
cantidades, contribuyen en forma decisiva a prevenir la enfermedad. En cualquier

caso, la aparicion de la enfermedad implica la ingestion del alimento contaminado



14

con las suficientes bacterias o toxinas para vencer la resistencia del huésped (14,
15).

Las informaciones epidemiolégicas indican que entre los factores mas
importantes relacionados con la aparicion de brotes de intoxicaciones alimentarias
se encuentran las operaciones inadecuadas que se efectian luego de la coccién,
por ejemplo, si el enfriamiento es demasiado lento esto permite que algunas partes
del alimento mantengan temperaturas peligrosas entre 10 °C y 60 °C por mas de 4
horas. También el recalentamiento debe ser rapido para que el alimento pase por la
franja de temperaturas peligrosas entre 10 °C y 60 °C en el menor tiempo (8). El
mantener los alimentos en esta franja de temperaturas constituye lo que se conoce

como un punto critico (9, 11).
6. Buenas Préacticas de Manufactura (BPM)

Es un conjunto de normas y reglas que se debe cumplir para mantener la
inocuidad alimentaria. Entre ellos se pueden mencionar el lavarse bien las manos
antes y después de cocinar. Repetir la operacion tantas veces como sea necesario,
aun en los casos en que no se vea suciedad. Utilizar alimentos de calidad
reconocida; verificar si cuentan con controles oficiales que aseguren su inocuidad y
calidad (etiguetas de elaboracion, fechas de vencimiento). Evitar el uso de alimentos
obtenidos de fuentes no confiables (criaderos o frigorificos clandestinos, leche no
pasteurizada o esterilizada, salamis caseros). Lavar bien las verduras y frutas que
se consumiran crudas. Asegurar una completa coccion de los alimentos. Consumir
de inmediato los alimentos cocidos: Uno de los mayores factores de riesgo lo
constituye la preparacién de los mismos varias horas antes de su consumo. No
conservar los alimentos a temperatura ambiente o tibia, porque facilita la
multiplicacion de microorganismos. Refrigerar de inmediato los alimentos que no se
vayan a consumir en el momento. Si hay que recalentar alimentos, hacerlo a
temperaturas elevadas (mayores a 65°C), procurando que dicha temperatura llegue
a todo el alimento. Evitar el contacto entre alimentos crudos y cocidos. Limpiar y

desinfectar la cocina y los utensilios que se utilizan para la preparacion de alimentos.
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Utilizar, en todos los casos, agua segura. Si la misma no inspira confianza, hervirla
durante 3 minutos (1, 2, 5-7).

G. Caracteristicas de Bacillus cereus
1. Caracteristicas

Es un bacilo Gram positivo mévil de aproximadamente 1.0 a 1.2 um de ancho
y de 3 a 5 um de largo, esporoformador, aerébio facultativo. En cultivos jovenes y a
medida que envejece puede verse como un Gram positivo variable o Gram negativo
variable. Crece a temperaturas entre 5 °C a 50 °C siendo la 6ptima entre 35 °C a 40
°C. Tiene un tiempo de generacién corto de 20 a 30 minutos y un resistencia de pH
de 4.5 a 9.3. La produccion de esporas en presencia de oxigeno es un rasgo que
define el género, asi como su morfologia; éstas pueden estar dentro de la pared
bacteriana o pueden deformar la pared. Las esporas son resistentes al calory a la
desecacion son inactivadas por métodos fisicos como el calentamiento a 100 °C por
10 minutos (16-18).

Se relaciona Bacillus cereus a Bacillus mycoide, Bacillus anthracis y Bacillus
thuringiensis. Es por ello que la diferenciacion de estos microorganismos depende
de la determinacién de su movilidad (la mayoria de Bacillus cereus son moviles), o
de la presencia de cristales toxicos (Bacillus thuringiensis), de la actividad
hemolitica, en donde Bacillus cereus y otros son beta hemoliticos, Bacillus anthracis
es usualmente no hemolitico. Bacillus cereus es también conocido como Bacillus

cereusis, Bacillus medusa y Bacillus endorhytmos (16, 19).

2. Clasificacion taxon6mica

Super Reino: Bacteria
Reino: Monera
Phyllum: Firmicutes

Super Clase: Bacillus/Clostridium
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Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: cereus

Nombre cientifico: Bacillus cereus

Los miembros del reino Monera se caracterizan por ser procariotas. Ademas
los miembros de la familia Bacillaceae tiene forma de baston (4 géneros) o esféricos
(un solo género), forman endosporas y tiene motilidad flagelar. La mayoria de
bacterias son Gram positivo y aerobios facultativos. No hay formacion de micelio y
producen esporas que contienen una célula central (core) envueltas en una corteza

de peptidoglucano y una cubierta de esporas en su exterior (16, 19)

3. Diferenciacion

Posee la enzima que oxida la catalasa, debido a que Bacillus cereus posee
lecitinasa la cual tiene actividad sobre la yema de huevo, produce un resultado
positivo en la prueba de Voges-Proskauer, el crecimiento en medios de cultivo es
aerobico, no hay produccion de acido ni gas a partir de glucosa, lleva a cabo la

reduccion de nitratos a nitritos y no crece a temperatura de 50°C (1, 2).

4, Bioquimica

Bacillus cereus es un microorganismo util en la biotecnologia, ya que segun
investigaciones llevadas a cabo, posee habilidad de producir algunas enzimas muy
importantes, las cuales son secretadas; entre estas estan la o-amilasa y p-
amilasa. Ademas produce antibiéticos como Bu-2349 A y B, antibiéticos Cp-3,
insecticidas, B-lactamasas, penicilinas, polinucledtido de fosforilasa y oxidasa de
urea (23).
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Por ejemplo, la similitud que existe entre Bacillus cereus y Bacillus thurigiensis
ha permitido la transferencia de plasmidos del cuerpo paraesporal de Bacillus
thurigiensis a Bacillus cereus. Los cuerpos paraesporales son cristales de moléculas
proteinicas de gran peso molecular que contienen «a-endotoxinas, las cual son
toxicas para las larvas de las diferentes especies de animales y por tanto pueden ser
utilizados como insecticidas (22, 23).

H. Alimentos implicados

Bacillus cereus estd muy difundido en la naturaleza, se encuentra en el suelo,
aire, polvo, pelo de los animales, agua dulce y en sedimentos de agua. La
incidencia en productos alimenticios es muy amplia, aunque su frecuencia es mayor
en productos como cremas, postres, productos carnicos y vegetales crudos y
cocidos, asi como en leche y productos lacteos sometidos a procesos de
pasterizacion (UHT). También, destaca su elevada presencia en el arroz cocido y

frito, cereales, las pastas alimenticias y las especias (18, 25).

|. Patogeniay cuadro clinico

La accion patogénica de Bacillus cereus esta asociada con la producciéon de
dos enterotoxinas diferentes; siendo estas la emética y la diarreica. La enterotoxina
emética es un polipéptido de bajo peso molecular (5kDa), estable a procesos
térmicos como 126 °C durante 90 minutos; asi mismo es resistente a la exposicion
de pH &cidos como basico (2 a 11) y a la accién de enzimas proteoliticos gastricos e
intestinales como tripsina y pepsina. La produccién de la enterotoxina en el alimento
tiene lugar en el tiempo que media desde el final de la fase exponencial hasta la fase
estacionaria de crecimiento de este microorganismo y es posible que esté
relacionada con la esporulacion (25-29).

La enterotoxina diarreica es un dodecapéptido termolabil de alto peso

molecular (40kDa), resiste a calentamientos de 45 °C por 30 minutos Yy resistencia a
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pH acidos como basicos (4 a 11). Es sensible a enzimas proteoliticas como la
tripsina y pepsina (18, 25-29).

1. Sintomas

En la enfermedad diarreica, el periodo de incubacién es de 8 a 16 horas
consecutivas, después de haber ingerido el alimento contaminado, se presenta con
dolor abdominal, calambres, diarrea acuosa profusa y vOmitos; raramente se
observa fiebre; ademas este sindrome es similar a la intoxicacion causada por
Clostridium perfringes. El enfermo se recupera completamente después de 12 a 24
horas. En otros casos como los grupos de riesgo en los que se incluyen ancianos,
nifos y pacientes inmunodeprimido, la incubacion es mas corta, ya que oscila de de
1 a 5 horas tras la ingestion del alimento. En estos casos se presentan nauseas,
vomitos y malestar general, siendo menos frecuente la aparicion de diarrea y dolores
abdominales, durando la enfermedad de 6 a 24 horas o mas. Los alimentos
implicados en todos los casos son carnes, leche, vegetales, pescado y cereales

principalmente el arroz (25, 30).

En la enfermedad emética los sintomas aparecen a bajas dosis de
contaminantes (1 x 10 ® Ufc/g). La enterotoxina es el subproducto del metabolismo
de las células antes de su consumo. EI periodo de incubacion es corto, de 1 a 5
horas tras la ingestion del alimento, presentandose nauseas, vOmitos y malestar,
siendo menos frecuente la aparicion de diarrea y dolores abdominales. La duracion
de la enfermedad es de 6 a 24 horas. Los sintomas son similares a los que se
presentan en la intoxicacion causada por Staphylococcus aureus. Los alimentos
implicados son arroz, productos con almidén, papa, pasta, queso, mezclas de
alimento como salsas, budines, sopas, productos para pasteleria y ensalada (25-27,
30).
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J. Diagnostico

Para realizar el diagnostico clinico se procede al cultivo del microorganismo
y a realizar pruebas diferenciales entre la forma emética causada por Bacillus
cereus Y la intoxicacién por Staphylococcus aureus. También debe diferenciarse de
los sintomas diarreicos provenientes de una intoxicacion provocada por Clostridium

perfringens (27, 31).

La confirmacién de Bacillus cereus como el agente etiolégico causante del
desencadenamiento de una enfermedad transmitida por alimentos requiere el
aislamiento de las cepas del mismo serotipo tanto del alimento sospechoso como de
las heces o vomitos del paciente y la determinacion de su enterotoxigenicidad
mediante ensayos seroldgicos (toxina diarreica) o bioldgicos (enterotoxina diarreica o
emética). El rapido tiempo de inicio de los sintomas de la forma emética de la
enfermedad, ademas de cierta evidencia proveniente de los alimentos involucrados,
son a menudo suficientes pruebas para diagnosticar este tipo de envenenamiento
alimentario (27, 32).

Ademéas de los datos epidemioldgicos (caracteristica de la enfermedad,
periodo de incubacidn, etc.) y de los resultados de laboratorio, se debe realizar una
inspeccion del local de produccion para llegar a una conclusién sobre el agente
etiolégico (21, 25).

El diagndstico de Bacillus cereus en una intoxicacion de alimentos que se
lleva a cabo por la confirmacion y la cuantificacién es como minimo del X 10% Ufc/g
del alimento implicado nsegun la normativa del Codex Alimentarius CX/NEA 03/16
Rev. Dec. 2002 (Anexo 5) (20, 33-35).
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K. Epidemiologia

1. Epidemiologia en Europa

Desde 1950 se describieron los brotes de intoxicacion alimenticia en diversos
paises, en los que se manifestdé que Bacillus cereus era un agente importante en
causas de enfermedades entéricas, siendo los paises como Suecia, Noruega y
Dinamarca y el resto de Europa que reportan hasta la fecha como el microorganismo

de mayor incidencia relativa (3, 26, 42).

Durante la década de los sesenta en Hungria se describieron brotes de
intoxicacion causada por la ingestion de carne altamente contaminada con esporas
de Bacillus cereus. Dentro de ello la forma emética fue descrita por primera vez en
Inglaterra a partir de 1971 y después en otros paises; como en Holanda se han
reportado casos de brotes de intoxicacion alimenticia a causa del consumo de
pastas de fideo elaborado con huevo (siendo de clase especifica ("bami”) (3, 29, 26,
43, 51).

2. Epidemiologia en Estados Unidos

En Estados Unidos de América, el Centro para Control de Enfermedades de
Atlanta (CDC) inform6 en 1980, nuevos brotes de intoxicacién alimenticia causada
por Bacillus cereus implicando carne de res, pavo y comida mexicana y en 1981, el
CDC reporté ocho brotes en el afo, siendo el arroz y los mariscos los alimentos
implicados. Asi mismo en 1982 y 1987, este reportd 16 brotes de ETA’s, con un
total de 261 casos implicados. Durante este periodo el estimado de brotes
reportados en los Estados Unidos y en el Reino Unido causado por Bacillus cereus
fue de 1 por ciento a 3 por ciento. En contraste con Canada y Nueva Zelanda en
donde el reporte de intoxicacién causada por Bacillus cereus fue del 22 por ciento y

7 por ciento respectivamente (26, 36, 42, 43, 51).
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En 1993 en Virginia, Colorado, durante el mes de noviembre, en dos distintos
centros de cuidados se reportaron 14 personas intoxicadas por Bacillus cereus
proveniente de arroz frito, preparado el dia anterior y almacenado a temperatura

ambiente durante toda la noche (37).

En 1998 el departamento de Salud de Texas reporté un brote de intoxicacion
por Bacillus cereus en donde siete personas (6 nifilos y un adulto) manipularon arroz
hidratado de color naranja cuando estaban haciendo un proyecto de artes plasticas y
posteriormente consumieron sus alimentos. EI microorganismo se encontré en una
concentracion de 5.6 x 10° Ufc/g. Segun los autores este es el primer caso que se
reporta donde la intoxicacion es por ingestion indirecta (40).

3. Epidemiologia en Guatemala

En 1996 catorce paises de la region latinoamericana, incluyendo Guatemala
notificaron 1,049 brotes de ETA’s en los que se enfermaron un total de 35,700
personas, situando una media de 34 enfermos por brote; cifras muy cercanas al afo
de 1995. De los brotes mencionados, se notificd que en 5 brotes el agente causal
fue Bacillus cereus. Los brotes informados representan solo una pequefia
proporcion de los que relativamente ocurren y por este motivo el analisis tiene

limitaciones en cuanto a calidad y cantidad de muestras llevadas a cabo (39, 41).

En la Universidad de San Carlos de Guatemala para noviembre del afio
2,002, Toron, realizé una investigacion de las cafeterias de campus central y del
Centro Universitario Metropolitano (CUM). En dicho estudio se evidencié que la
cafeteria con un mayor recuento de Bacillus cereus fue la de la Facultad de
Arquitectura (2 x 10° Ufc / g). El recuento reportado en dicha cafeteria se
encontraba por debajo del limite maximo de acuerdo al parametro aceptado
internacionalmente (6.5 x 10 ° Ufc/g) y por encima de los valores permitidos (1 x 10
3 Ufc/g segun la normativa del Codex Alimentarius CX/NEA 03/16 Rev. Dec. 2002).

El resto de las cafeterias se mantuvieron en un promedio menor a 10 Ufc/g,
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mostrandose una prevalencia del 13.3 por ciento de Bacillus cereus en las
cafeterias de campus central de la Universidad de San Carlos de Guatemala (34).

Por otro lado el crecimiento estudiantil de la Universidad de San Carlos de
Guatemala en los ultimos afios es muy elevado por lo que las ventas de alimentos
han aumentado sustancialmente. Debido a esto, en Noviembre del 2003 se aprobd
la Normativa de la Actividad Comercial en donde le da liderazgo a Unidad de Salud

para mantener la seguridad e inocuidad alimentaria (Anexo 7).

L. Métodos de identificacion

Su identificacion radica en el andlisis de muestras clinicas obtenidas del
paciente sospechoso de tener una intoxicacion por Bacillus cereus para la cual se
realiza un recuento aerébico en placa o en agar manitol yema de huevo polimixina
(MYP) y la confirmacion se puede hacer por pruebas bioquimicas o solo en agar
Mossell (3, 35, 48).

Dentro de las pruebas confirmatorias para la utilizaciéon de cultivo MYP se

deben observar las siguientes caracteristicas: (3, 35, 48).

1. En el microscopio debe observarse bacilos largos y gruesos Gram-positivo,

con esporas en la que no sobre sale el esporangio (3, 35, 48).

2. Crecen y producen acido a partir de glucosa en condiciones de anaerobiosis
(3, 35 48).

3. En la prueba bioquimica reducen el nitrato a nitrito (algunas son negativas) (3,
35, 48).

4. Producen lecitinasa y no fermentan el manitol en el agar MYP (3, 35, 48).

5. Descomponen la L-tirosina (3, 35, 48).
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6. Crecen en presencia de lisozima 0.001 por ciento (3, 35, 48).

7. Producen acetil-metil-carbinol (3, 35, 48).

En los alimentos donde se espera encontrar un valor menor de 10 Ufc/g se
recomienda la técnica del numero mas probable (NMP). Para alimentos
deshidratados no es recomendable esta técnica debido al alto contenido de almidén

gue contienen (3, 35, 48).

M. Medidas de control

El arroz debe de hervirse en pequefas porciones varias veces a lo largo del
dia reduciéndose de este modo el tiempo de almacenamiento previo a la fritura.
Después de hervido el arroz debe conservarse caliente a no menos de 65 ° C o
enfriarse rapidamente y llevarse a un frigorifico dentro de las 2 horas siguientes a su
coccion. El enfriamiento del arroz, especialmente de grandes cantidades, se acortara
dividiéndolo en porciones pequefias o extendiéndolo en recipientes planos de gran
superficie. Se debe enfriar rapidamente en bafios de agua o hielo antes de ser

refrigerados (49).

El arroz cocido o frito no debe almacenarse en estado tibio y nunca a
temperaturas de 15-50° C. Por lo tanto bajo ninguna circunstancia se debe esperar
para almacenara mas de 2 horas después del cocido a temperatura ambiente, ya
gue esto promueve el crecimiento bacteriano (49).

Los huevos batidos empleados para preparar arroz frito deben ser recién
preparados o utilizar huevo liquido para su cocimiento debido a que por su
naturaleza, composicion o preparacién culinaria presenta la caracteristica de ser
excelente caldo de cultivo para la colonizacion y multiplicacion bacteriana y esto

hace que se deteriore con suma facilidad (49).
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N. Almacenamiento de los alimentos

Comunmente durante la etapa de almacenamiento los alimentos son
mantenidos a una temperatura, que permite el crecimiento de bacterias patégenas;
para evitar esto, es necesario conservar los alimentos calientes a una temperatura
no menor a los 60 °C. Tan pronto como la temperatura empieza a descender (55 °C)
se debe servir el alimento o enfriados para que posteriormente sea refrigerado (34,
50).

1. Enfriado

Un enfriado inadecuado es uno de los factores mas frecuentes que

contribuyen a los brotes de intoxicaciones alimenticias (34, 50-52).

Los alimentos deben ser enfriados rapidamente en bafios de agua o hielo o por
otros medios antes de ser refrigerados. En cualquier caso la altura de los alimentos
sélidos y semisélidos no debe rebasar el nivel mas alto de los bordes del recipiente
gue los contiene el cual no debe ser muy profundo (se sugieren 10 centimetros como
maximo) (34, 50).

La temperatura de la parte central interna del alimento debe disminuir de 60 °C a
21° C en un tiempo no mayor a dos horas. La temperatura varia, por lo tanto es
mejor medir la temperatura interna de los alimentos que estan siendo enfriados (34,
50).

2. Recalentado

El recalentado es efectuado de manera ineficiente en la mayoria de los
establecimientos que requieren utilizar este procedimiento. La temperatura interna
de los alimentos a recalentar debe alcanzar minimo los 72 °C o bien debe trabajarse
bajo una combinacién letal de tiempo y temperatura. La operacion de recalentado es

la dltima etapa donde pueden ser eliminados los riesgos de supervivencia de alguna
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bacteria en alimentos cocidos, de ahi la importancia de que el proceso sea eficiente
(49, 50-52).

Al recalentar los alimentos empaquetados, es importante verificar que la
temperatura de recalentamiento sea la de coccion, para eliminar la posible

contaminacién por mala manipulacion al momento de empaquetar (49).
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V. JUSTIFICACION

Anualmente se producen 500,000 casos de enfermedades transmitidas por
los alimentos (ETA’s) en el mundo. En su mayoria las ETA’s son diagnosticadas y
tratadas a nivel clinico, es decir, sin un adecuado diagndéstico microbiolégico. Por lo
general el tratamiento que se suministra es Unicamente de sostén, el cual consiste
en hidratacion y reposicion de electrolitos pero sin determinar la etiologia de la
enfermedad. En otros casos también, se da tratamiento con antibidticos y/o
antiparasitarios, basando dicho tratamiento solamente en la epidemiologia de la
region en que ocurre el episodio o brote.

Lo anteriormente expuesto tiene varias consecuencias, entre ellas el sub-
registro de agentes etiologicos, el uso innecesario de antibioticos y antiparasitarios
gue desarrolla resistencia antimicrobiana en la microbiota intestinal. Es preocupante
gue en Guatemala se sigan manteniendo patrones tradicionales para diagnosticar
enfermedades gastrointestinales en donde se piense Unicamente en agentes
causantes tales como Shigella sp, Salmonella sp, Giardia sp y amebas.
Actualmente no se considera el uso de metodologias que podrian diagnosticar otros
microorganismos que podrian estar implicados en la patologia, como por ejemplo
Bacillus cereus y Clostridium perfringens. Con ello, se lograria enriquecer la
informacion epidemiologica de nuestro pais asi como también el uso adecuado del

tratamiento y su prevencion.

Con la presente investigacion se pretendié brindarle a las autoridades
universitarias informacion con la cual podran tomar decisiones en la regulacion
sanitaria. para el funcionamiento de estos expendios 'y aplicar
medidas oportunas que permitan llevar un control eficiente en la calidad de los
alimentos en los centros regionales y con ello brindarle al estudiante calidad en los

alimentos que consume.
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V. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar la presencia de Bacillus cereus por medio de monitoreo y toma de
muestras de arroz cocido preparado por los expendios de las cafeterias de los
centros regionales de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

5.2 Especificos

a. Determinar la presencia de Bacillus cereus en el arroz cocido preparado por los

expendios de los centros regionales.

b. Cuantificar la presencia de Bacillus cereus en las muestras de arroz cocido

preparado por los expendios de los centros regionales.

c. ldentificar las condiciones que contribuyen al crecimiento de Bacillus cereus en
arroz cocido preparado en las cafeterias de los centros regionales de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.
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VI. HIPOTESIS

Debido a que la investigacion efectuada era de caracter descriptivo, no

fue necesario formular hipétesis.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Muestra

30 muestras de arroz cocido que se sirven en las cafeterias de los 10 centros
regionales recolectadas en tres muestreos con un intervalo de un mes entre cada

muestreo.

B. Recursos

1. Humanos
a. Tesista: Ingrid Silva Duran

b. Asesora: Brenda Lopez de Quevedo

2 Institucionales

a. Seccion de control de Microbiologia de Alimentos de la Unidad de Salud
del Laboratorio Clinico de Bienestar Estudiantil de la Universidad de San

Carlos de Guatemala, 3er nivel.
3. Reactivos y Materiales

1. Equipo
i Incubadora a 30° C + 2.

ii Bano de Maria

il Autoclave

v Camara de Québec

% Campana bacteriolégica
Vi Quemadores Bunsen

Vii Mezcladores vortex

Vil Licuadora

IX Aspas

X Microscépio

Xi Termdémetro
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xii  Congelador, -15 a -20 °C
Material
[ Cubreobjetos y portaobjetos.
Ii Botellas de 3 onzas estériles.
il Tubos de ensayo de 16 X 125 mm.
v Cajas de petri estériles de 15 x 100 mm.
% Gradillas de metal.
Vi Gradillas de plastico.
vii Pipetas 1, 5, 10 mL, graduadas 0.1 unidades por mL.
viii Contador de colonias.
IX Varillas de vidrio para siembra de 3 a 4 mm de diametro y extremo de
40 a 50 mm de area.
X Asas No. 24 de platino o niquel-cromo de 2 mm y 3mm
Xi Marcador permanente
Xii Hielera
Xiii Bata
xiv.  Redecillas
2. Reactivos
[ Agua peptonada bufferada
i Agar Mossel
il Yema de huevo sin telurito
iv Polimixina B
% Colorantes para tinciones Gram

4. Cepa Control
i. Bacillus cereus ATCC 14579
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1. Se realizaron tres muestreos sin previo aviso a las cafeterias de los diez

centros regionales con un intervalo de un mes entre cada muestreo,

obteniéndose un total de treinta muestras de 100 g de arroz cocido. Las

muestras se congelaron a -4 °C y posteriormente se trasladaron al laboratorio

para su respectivo analisis microbiolégico. Los resultados se compararon con

una cepa control de Bacillus cereus ATCC 14579 (55).

2. Determinacién y cuantificacion de la presencia de Bacillus cereus:

a.

Toma de muestra;

Se recolecto las muestras en bolsas ziploc con un peso de 100g
cada uno.

Etiquetado y cuantificacion:

Cada muestra fue acompafiada por una copia del reporte de
recoleccion y fue oficialmente sellada con tape, mostrando el
namero de la muestra, el nombre del analista y la fecha. Cada
unidad de muestra tiene un namero individual para su respectivo

analisis.

Transporte y almacenamiento de la muestra:

Se transportaron las muestras en hieleras, utilizando baterias
congeladas para su transporte a 4 °C. Se congelaron las
muestras en el freezer - 4 °C hasta su traslado al laboratorio de
alimentos; en un tiempo maximo de 24 horas posterior a la toma
de muestra. Se descongelé la muestra entre 2-5 °C por 18
horas (22, 43).

Preparacién de la muestra:

Se pesoO asépticamente 25 g de muestra y se adiciond 225 ml

(1:10) de agua peptonada Bufferada. Se homogeniz6 en
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licuadora por 2 minutos a alta velocidad (10000 a 21000

revoluciones por minuto).

Ii Se prepar6 una serie de diluciones seriadas partiendo de una
dilucion 1:10 a 1:1000 por una transferencia de 1 ml de la
muestra homogenizada en 9 ml de agua peptonada Bufferada,
se mezcl6 bien previo a cada traspaso para mantener

homogenizacién exacta, de la muestra.

d. Recuento en placa:
[ Se Inoculé con 0.5 ml de cada dilucion por duplicado en

Agar Mossel.

i Se procedio a esparcir con una varilla de vidrio estéril (2 cajas

por muestra) para un total de 1 ml por muestra.

il Se realizaron controles positivos con la cepas ATCC 14579 de

Bacillus cereus.

e. Incubacion

[ Se Incubaron las placas a 30 °C por 24 - 48 horas.

Identificacion:
[ Colonias grandes de color rosado con precipitado alrededor
de la misma indicativo de la reaccion bioquimica de Lecitina a

Lecitinasa, fue confirmatorio para Bacillus cereus.

i Se realizd coloracion de Gram donde se observaron bacilos
Gram positivo, en cadenas de largo variable, con esporas

elipsoideas centrales o subterminales.
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g. Célculos:
i Para la cuantificacion de Bacillus cereus se utilizd el método
de recuento en placa aplicando los célculos necesarios para

reportar en unidades formadoras de colonia por gramo (Ufc/g

(9).

ii. Todas las placas con 10 a 100 colonias 0 mas fueron
consideradas con presencia de Bacillus cereus. Todas las
placas con menor de 10 fueron consideradas con ausencia

para Bacillus cereus.

il El ndmero de células de Bacillus cereus por gramo del
alimento se calculo en base al nimero de colonias confirmadas
como positivas multiplicadas por la dilucion, por el area de la
cajay por 0.5 que corresponde a la concentraron afiadida de la

bacteria.

h. Interpretacion de resultados:

I Se caracterizo por la presencia o ausencia de Bacillus cereus

en arroz cocido.

Presente: valores de = 100 Ufc/g de Bacillus cereus en placas

de Mossel

Ausente: valores < 100 Ufc/g de Bacillus cereus en placas de

Mossel.

ii. Se tomo en cuenta criterios microbiolégicos segun la normativa
del Codex Alimentarius CX/NEA 03/16 Rev. Dec. 2002, 1 X 10°

Ufc/lg como minimo y 1 X 10* Ufc/g como méaximo (Anexo 1).
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3. Encuesta para determinar probables factores de riesgo:

La encuesta fue dirigida a los manipuladores y duefios de las cafeterias de
los centros regionales para determinar las condiciones del manejo del arroz, las
cuales son importantes para la posible proliferacion de Bacillus cereus. Se tomaron
las siguientes condiciones (50-52):

a. Duracion del tiempo en servirlo:
Menor de 3 horas: Tiempo adecuado para poder servirlo o
guardarlo, ya que hay menor probabilidad de crecimiento bacteriano
(6-10).

Mayor de 3 horas: Tiempo inadecuado para poder servirlo o guardarlo,

ya que hay mayor probabilidad de crecimiento (6-10).

b. Cantidad de arroz:
Menor de 3 libras: Menos predisposiciéon a su mal manejo, debido a un
menor volumen (6-10).
Mayor de 3 libras: mayor predisposicion a su manejo inadecuado por
el volumen ya que permanece mas tiempo a temperatura ambiente (6-
10).

c.  Almacenamiento:
El almacenamiento del arroz cocido sobrante a una temperatura
de 5°C + 1(6-10).
Refrigeradora: 5 °C + 1.
Enfriadora; 7 °C + 1.

d. Tipo de olla: no debe rebasar el nivel mas alto de los bordes del
recipiente que los contiene, el cual no debe ser muy profundo (se

sugiere 10 cm como maximo) (6-10).
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e. Clima: temperatura ambiente debe ser menor de 35 °C, indicando la
literatura que la temperatura optima para su crecimiento es de 35°C a
40°C (6-10).
Clima célido

Clima templado
Clima frio

Disefio de la investigacion

. Tipo de estudio: Descriptivo.

Poblacién o universo
Arroz cocido elaborado en cafeterias de diez centros regionales de la

Universidad de San Carlos de Guatemala.

Muestra: 3000g de arroz cocido. Se obtuvieron en total treinta muestras de
arroz cocido, realizando 3 muestreos en cada cafeteria con un intervalo entre

muestreos de un mes.

Analisis de resultados:

Se utilizé estadistica descriptiva para el analisis de los datos. Se compararon
las variables a través de la prueba chi?y se aplico la correccion de Yates en
los casos necesarios, con un nivel de confianza del 95% vy el valor de p se
consideré estadisticamente significativo cuando fue menor de 0.05. Se utilizé

el programa estadistico EPI-INFO version 6.04b.
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VIll. RESULTADOS

El presente estudio se realiz6 en las cafeterias de diez centros regionales
pertenecientes a la Universidad de San Carlos de Guatemala. Los centros
muestreados fueron CUNOC, CUSAM, CUNOROC, CUNSUR, CUNORI, CUDEP,
CUNSURORI, CUNOR, CEMA y CUNSUROC. La investigacion se dividié en dos
partes: en la primera se realiz6 una encuesta dirigida a los manipuladores de
alimentos y duefios de las cafeterias de cada uno de los centros muestreados, para
establecer si durante el manejo de arroz en dichos lugares se observaba
condiciones favorables para la proliferacion de Bacillus cereus.

La segunda parte consistio en el muestreo y cuantificacion. El muestreo se
realiz6 una vez por mes durante tres meses y se cuantificé Bacillus cereus por el
método de recuento en placa. Se realizd el control de calidad comparando las
caracteristicas de tamafio, color y reacciones bioquimicas con la cepa de referencia
de Bacillus cereus ATCC 14579.

Los resultados obtenidos en las encuestas realizadas en los diez centros
regionales se resumen en la tabla No. 1. Se determiné que las personas que
manipulan los alimentos fueron en un 100% del género femenino, con un promedio
de edad de treinta y cinco afios. Dentro de las respuestas obtenidas de los
manipuladores de alimentos en los diez centros regionales se determiné que el 20%
conoce el correcto almacenamiento del arroz después de su coccion, ya que
indicaron haber recibido capacitacion en campus central en cuanto a buenas
practicas de manufactura (BPM). El 60%( 6 de 10) cocina de 2 a 3 libras de arroz
diarias y lo guarda en un plazo 6ptimo de 1 a 3 horas después de su coccion. El
40% (4 de 10) almacena el arroz en un recipiente adecuado (poco profundo) y

refrigera el arroz a una temperatura 6ptima (4°C).
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Tabla 1. Descripcion de las condiciones de trabajo en las cafeterias de los 10 centros
regionales muestreados (n=10).

Caracteristicas (n= 10) Frecuenciade Porcentaje
respuesta (%)
Genero de los manipuladores de las cafeterias 10 100%

estudiadas: Femenino
Edad media = 35 afios

Cantidad de libras de arroz que prepara

2 a 3libras 6 60%
4 libras 2 20%
5 libras 2 20%
Dias a la semana que se sirve arroz
1dia 4 40%
2 dias 2 20%
3 dias 4 40%
Le sobra arroz luego de la produccion habitual del dia.
Si 6 60%
Almacenamiento de arroz después de su coccion
1 a 3 horas
Mas de 3 horas 6 60%
4 40%
Recipiente en que se guarda el arroz
Misma olla 6 60%
Recipiente poco profundo 4 40%
En qué lugar almacena las porciones de arroz diario
Refrigerador 5 50%
Enfriador 5 50%

Fuente: Resultados obtenidos de la encuesta a manipuladores de los centros regionales/ septiembre — noviembre 2006

En la tabla 2 se muestran los resultados de la cuantificacion de Bacillus cereus en
los 3 muestreos de arroz cocido, recolectados en las cafeterias de los 10 centros
regionales. Durante el procesamiento y analisis de laboratorio se obtuvo que el
50%de las muestras (15 de 30) fueron positivas a la presencia de Bacillus cereus y
presentaron cuantificaciéon mayor o igual a 1 X 10° Ufc/g y el resto presentd valores

menores de 100 Ufc/g.

Del 50% (15 de 30) de muestras positivas para Bacillus cereus, el 53.3% (8
de 15) obtuvo recuentos de 1 x 10° Ufc/g; el 26.7% (4 del5) obtuvo recuentos de 1 x
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10° Ufc/g; el 13.3% (2 de 15) obtuvo recuentos de 1 x 10* Ufc/g; y el 6.7% (1 de 15)
obtuvo un recuento de 1 x 10° Ufc/g.

En relacion a la presencia de Bacillus cereus se observa que en el CUNOC y
en el CEMA se obtuvo una muestra positiva (1 de 3 muestreos), en el CUNSUR y
CUNSURORI se obtuvo dos muestras positivas (2 de 3 muestreos), en el CUDEP,
CUNORI y CUNOR se obtuvo tres muestras positivas (3 de 3 muestreos) a la

presencia de Bacillus cereus.

Tabla 2: Cuantificaciones de Bacillus cereus en muestras mensuales de arroz cocido
en diez centros regionales de la USAC (n=30)

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
CENTRO REGIONAL Septiembre Octubre Noviembre
n=10 n=10 N=10
UFC/g UFC/g UFC/g
Quetzaltenango (CUNOC) <100 1x10* <100
San Marcos (CUSAM) <100 <100 <100
Huehuetenango (CUNOROC) <100 <100 <100
Escuintla (CUNSUR) <100 1x10° 1x10°
Chiquimula (CUNORI) 1x10° 1x10* 1x10°
Petén (CUDEP) 1x10° 1x10° 1x10°
Jalapa (CUNSURORI) 1x10° 1x10° <100
Coban (CUNOR) 1x10° 1x10° 1x10°
Guatemala (CEMA) <100 1x10°3 <100
Mazatenango (CUNSUROC) <100 <100 <100

Fuente: datos experimentales obtenidos en laboratorio de control de alimentos de Unidad de Salud/BEU/ 2006
*UFC/g= Unidades Formadoras de Colonia por gramo de alimento
*Menor de 100= No se encontr6 la presencia de B. cereus en la dilucién mas pequefia.

En la tabla 3, se observan los datos analizados por el método estadistico de Chi?
con correccién de Yates, la cual se realizé debido a que la encuesta consistio en un

cuestionario de preguntas cerradas con opciones multiples para los datos cualitativos.

El andlisis estadistico determiné que las condiciones favorables que tuvieron
asociacion significativa con la proliferacion de Bacillus cereus en las muestras de arroz
fueron: la cantidad de libras que se prepara (P=0.0006); frecuencia con la que se sirve
(P=0.0044); almacenamiento de arroz después de su coccién (P=0.007) y el lugar

donde se almacena las porciones de arroz diario (P=0.046).



Tabla 3: Condiciones de trabajo y cuantificacion de Bacillus cereus en los 10 centros
regionales muestreados (n=30), segun limite de confianza.

Presencia Ausencia
Condiciones >1x 103Ufc/g <100 Ufc/g P
15 (50%) 15(50%)
Cantidad de libras que prepara
2 libras 2 13 0.0006
3 libras 2 1
Mas de 4 libra 11 1
Frecuencia con la que sirve arroz
ldia 3 9 0.0044
2 dias 4 2
3 dias 8 4
Sobra arroz luego de la produccion habitual
Si 11 7 0.26
No 4 8
Tiempo de almacenamiento de arroz
después de su coccién
1 a 3 horas 4 14 0.007
Mas de 3 horas 11 1
Recipiente en que se guarda el arroz
Misma olla 8 7 1.0
Recipiente poco profundo 7 8
Donde almacena las porciones de arroz
diario
9 6 0.046
Refrigerador 6 9

Enfriador

Fuente: datos experimentales obtenidos en laboratorio de Control de alimentos de Unidad de Salud/BEU/ 2006
*p= Probabilidad que el evento sea significativo.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Bacillus cereus estd muy difundido en la naturaleza, se encuentra en el suelo,
aire, polvo, pelo de los animales, agua dulce y en sedimentos de agua. La
incidencia en los productos alimenticios es muy amplia, pero se destaca su elevada
presencia en el arroz cocido y frito, cereales, pastas alimenticias y condimentos (25).

Con el fin de determinar y cuantificar la presencia de Bacillus cereus en arroz
cocido se realiz6 este estudio en las cafeterias de los diez centros regionales de la
Universidad de San Carlos de Guatemala. EIl estudio consisti6 en realizar tres
muestreos a cada cafeteria de los diferentes centros, recolectdndose y analizando

un total de treinta muestras para la cuantificacién de dicha bacteria.

Los resultados obtenidos a partir de los analisis microbiologicos (tabla 2)
mostraron que 15 de 30 (50%) muestras analizadas fueron positivas a la
presencia de Bacillus cereus. Segun la normativa del Codex alimentarius, el criterio
microbiolégico de aceptacion para Bacillus cereus en cereales que incluye arroz
esta entre 1x10° Ufc/g y 1x10* Ufc/g, y se ha reportado que Bacillus cereus en
mayores concentraciones produce toxi-infecciones. En este estudio se demostro
gue en 12 de 15 (80 %) muestras positivas pertenecientes al los centros regionales
CUNSUR, CUNSURORI, CUNORI, CUNOR Y CUDEP se supera el limite maximo
establecido por Codex, lo que pudo desencadenar una intoxicacion alimentaria por
Bacillus cereus en la poblacién estudiantil de los centros regionales que consumio el

arroz.

El andlisis estadistico que se realiz6 para evaluar la asociacion entre diversas
condiciones de riesgo Yy proliferacion detectada de Bacillus cereus en las cafeterias
de los centros regionales establecié que el tiempo de almacenaje inadecuado del
arroz después de su coccién, la no utilizacibn de equipo adecuado de
almacenamiento, la cantidad de arroz y la frecuencia con que se prepara,
representaron condiciones favorables para la proliferacién de Bacillus cereus en

este estudio. La FAO/OMS indica que entre los factores mas importantes
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relacionados con la aparicion de brotes de intoxicaciones alimentarias por Bacillus

cereus se encuentran las condiciones mencionadas anteriormente (32).

Ademas se puede observar en tabla 2 que en el segundo muestreo el 70% (7
de 10) de los centros regionales obtuvo presencia de Bacillus cereus, esto podria
explicarse por el hecho de que el personal era de nuevo ingreso y ellos indicaron no

saber cual era la forma correcta de almacenar el arroz después de su coccion.

En 2002, Tordn realiz6 una investigacion en el Campus Central y Centro
Universitario Metropolitano (CUM), determinando la presencia y recuentos no
significativos de Bacillus cereus (34); sin embargo el presente estudio es el primero
en demostrar la presencia de Bacillus cereus en niveles por encima de lo establecido
por Codex Alimentarius en Guatemala, por lo que es necesario la implementacion de
programas de analisis de riesgo, puntos criticos de control, capacitacion de Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) y regulaciones sanitarias como un esfuerzo para
minimizar el riesgo de sufrir intoxicaciones por Bacillus cereus en la poblacion
estudiantil (32).
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X. CONCLUSIONES

El 50% (15 de 30) de las muestras de arroz evaluadas en las cafeterias de los

diez centro regionales, fueron positivas para la presencia de Bacillus cereus.

En el 80% (12 de 15) de las muestras positivas pertenecientes a los centros
regionales de CUNSUR, CUNORI, CUDEP, CUNSURORI Y CUNOR se obtuvo
recuentos superiores a los criterios microbiolégicos aceptables segun la

normativa Codex Alimentarius.

Las condiciones que contribuyen al crecimiento de Bacillus cereus en arroz
cocido, preparado en las cafeterias de los centros regionales son: el almacenaje
inadecuado de arroz después de su coccion, el tiempo de almacenaje, la no
utilizacion de equipo adecuado de almacenamiento, la cantidad de arroz y la

frecuencia con la que se prepara.

La evaluacion microbiolégica del arroz cocido en las cafeterias de los diez
centros regionales de la Universidad de San Carlos de Guatemala permitio
establecer que este alimento si represento un riesgo potencial para la poblaciéon

consumidora.
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XI. RECOMENDACIONES

Es necesario continuar estudios similares a la presente investigacion, en una
poblacion mas grande, con el fin de determinar y poder hacer inferencias sobre la

presencia de Bacillus cereus a nivel nacional.

Implementar talleres de capacitacion de buenas practicas de manufactura para
el adecuado almacenamiento y preparacion de arroz cocido en las cafeterias de
los diez centros regionales de la USAC.

El Laboratorio de Control Microbiologico de Alimentos de la Unidad de Salud
debe establecer andlisis de rutina y monitoreo para identificar y cuantificar

Bacillus cereus en arroz preparado en las cafeterias de los centros regionales.

Hacer cumplir el Reglamento de Actividad Comercial por parte de la Direccion
General de Administracion (DIGA) en los muestreos de alimentos en los diez

centros regionales por lo menos una vez al mes.
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codex alimentarius commission
rﬂh FOOD AND AGRICULTURE WORLD i/ 7t N
Q,FQ;A,J% RN

&« ORGANIZATION HEALTH %xggg c’
‘qd’ 2§ OF THE UNITED NATIONS ORGANIZATION ™ 7% /2

M&Mﬁé S

JOINT OFFICE: Viale delle Terme di Caracalla 00100 ROME Tel: 39 06 57051 www,codexalimentarius.net Email: codex @fao.org Facsimile: 39 06 5705 4593

Agenda Item 13

CX/NEA 03/16
December 2002

JOINT FAO/WHO FOOD STANDARDS PROGRAMME
CODEX COORDINATING COMMITTEE FOR THE NEAR EAST

Cereales y productos a base de cereales

Producto Microorganismos Limite Por ml o gramo
n Cc m M
Cereales (enteros) Mohos 5 2 102 10*
Cereales como harina, bran Bacillus cereus 5 1 10° 10°
Clostridium perfrigens 5 1 107 10°
Harina de soya, Mohos 5 2 10° 10*
concentrados Salorala 5 0 0 N
Escherichia coli 5 0 0 =
Bacillus cereus 5 0 10° -
Pasteles y productos Staphylococcus aureus 5 1 10 10°
horneaizst)i(grrtzzarados) SaTERElE 20 0 0 )
Escherichia coli 5 0 10 =
Bacillus cereus 5 0 10 =
Pi_zza, masa congelada para Staphylococcus aureus 5 1 10° 104
DT o 10 [ 0 [ 0 | -
harina de arroz como Bacillus cereus 5 1 10° 10*
ingrediente primario
_ Cereal en hojuelas o Aerobios conteo en placa 5 1 5x10% 10°
'nChsth?és??:C%C;(;s de Bacillus cereus 5 1 10° 10%
presionados Salmonella 5 0 0 0
Clostridium perfringens 5 0 0 0
Escherichia coli 5 0 0 0
Mezclas de pastels secos Coliformes 5 1 50 10°
con altoh(ijoer:/tgnido de Mohos y levadura 5 1 %102 103
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Panes especiales, dulce Coliformes 5 1 50 10°
con huevo o leche Mohos y levaduras 5 1 102 2%10°
Staphylococcus aureus 5 1 10 10°
Salmonella 10 0 0 0
Macaron/pasta, secos, con Clostridiareductora de 5 2 20 104
o sin relleno sulfito
Coliformes 5 2 10 10*
Mohos y levaduras 5 2 10° 10*
Salmonella 10 0 0 0
Escherichia coli 5 0 0 0
Almidon Aerobios conteo en placa 5 2 10° 10°
Mohos y levaduras 5 2 10° 10°
Staphylococcus aureus 5 2 10 10°
Salmonella 5 0 0 -

Fuente: Normativa Codex alimentarius, Diciembre 2002.



anexos 2: Encuesta para manipuladores de alimentos en los centros regionales.

UNIVERSIDAD E SAN CARLOS DE GUATEMALA
BIENESTAR ESTUDIANTIL UNIVERSITARIO
UNIDAD DE SALUD

Edad:

Sexo: F M

Si No

¢, Prepara usted arroz todos los dias en su establecimiento?
Si NO

¢, Si contesto si, cuantas libras prepara al dia arroz en su cafeteria?

Libras

¢, Si contesto no, cuantos dias a la semana sirven arroz en su cafeteria?

Dias

¢ Le sobra a usted arroz cocido luego de La produccion habitual del dia?

Si No

¢, Cuanto tiempo después de cocinar El arroz, lo guarda usted?

1 a 3 horas Mas de 3 horas

¢ En que recipiente guarda usted El arroz sobrante?

Misma olla Recipiente poco profundo

¢En gue lugar almacena las porciones de arroz diario?

Refrigerador Enfriador
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. ¢ Sabe usted cual es el efecto de no guardar adecuadamente el arroz cocido?



