)
Q
©
e
-
D
=
Q
O
>
LL]
G
©
O
-
D
O
Q
O (
©
48]
e
.
&
qv)
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Analisis Microbiologico
de Alimentos Vegetales

Alumno: Gaspar Duro Fernandez

Junio, 2020



0.9

‘.e®
o
g Facultad de'§
Ciencias Experimentales

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Analisis Microbiologico
de Alimentos Vegetales

Alumno: Gaspar Duro Fernandez

(@

Junio, 2020

7p)
<9
®
it
<
O
=
S
(D)
O
> .
I'J-I c
N
©
O
C
Q
)
O
-3
- @©
s
s
O
©
1L




INDICE

R = T 4 oY o 2
2. INtrodUCCIiON........ueeiei i ———————— 3
2.1 Los alimentos vegetales...........ccccocnniiiiiiiiiinnnmsennnnnseeeen, 3
2.2 Microorganismos en alimentos vegetales............cccccuuuuees 4
3. ODbjetivVos......cccceeiieeiiererr e 6
4. Material y métodos.........ccciiiiiimmmmmmmmrirrr s 7
5. Resultados..........cciiiiiiiiiiinieeerrr 13
5.1 Medios selectivos y carga microbiana............ccccccuveeeeenn. 18
5.2 Caracteristicas de cepas.........cccccrrrrrrirrreseccensnnsnsssssnsnnnn 24
5.3 Antibiograma.........cccccccciiiiimmrmcrr s 35
5.4 Comparacion de recuentos...........ccccceeevviriirrrrreneneeeceennnnnns 36
[ 0 1= o2 1] Lo o PO 37
7. CONCIUSIONES......ccceeerrri i 40

8. Bibliografia........cccccciiiiiiiiinir i —————————— 41



1. RESUMEN

Los alimentos vegetales han tenido y siguen teniendo una enorme importancia, no
solo como alimento para las personas y el ganado, sino también como fuente de
compuestos bioactivos, sustancias que tienen un efecto beneficioso sobre la salud
del consumidor. Sin embargo, estos alimentos también pueden ser fuente de
enfermedades u otros problemas, debido a la presencia de microorganismos,
patdgenos o no, en ellos. El origen de estos microorganismos puede ser ambiental o
debido a la manipulaciéon de estos alimentos durante su procesado, y pueden tener
consecuencias negativas, como estropear el alimento o convertirlo en una fuente de
enfermedades. En el presente trabajo se han analizado 10 alimentos de origen
vegetal (espinacas, zanahoria, acelga, lechuga, col, tomate, brécoli, pimiento verde,
coliflor y pimiento rojo) para poner de manifiesto los microorganismos presentes en
estos, tanto comprobando su carga microbiana total como caracterizando las
distintas colonias encontradas mediante cultivo de medios selectivos, tincion de
Gram, prueba de la catalasa, antibiograma y observacién al microscopio.

Palabras clave: alimentos vegetales, microorganismos, carga microbiana,
enterobacterias, Staphylococcus.

Abstract

Vegetables have had and still have an enourmous importance, not only as food for
people and cattle, but also as sources of bioactive compounds, substances that have
a beneficial effect on the consumer's health. However, vegetables can also be a
source for sickness or other problems, due to the presence of microorganisms, both
pathogen and not, in them. These microorganisms can come from the ambient or
from the manipulation of the crops during their processing, and they can have
negative effects, like spoiling the food or turning it into a source for sickness. In this
project, 10 vegetables have been analyzed (spinach, carrot, chard, lettuce, cabbage,
tomato, broccoli, green pepper, cauliflower, and red pepper) to obtain information
about the microorganisms present in them, by both determining the total microbial
load and characterizing the different found colonies by culturing on selective culture
mediums, Gram staining, catalase test, antibiogram and observation with a
microscope.

Key words: vegetables, microorganisms, microbial load, enterobacteria,

Staphylococcus



2. INTRODUCCION

2.1 Los alimentos vegetales

Segun el Diccionario de la Lengua Espafiola, "vegetal" se refiere a todo aquello que
es "perteneciente o relativo a las plantas”, o que es "obtenido de las plantas" . A su
vez, un alimento es un "conjunto de sustancias que los seres vivos comen o beben
para subsistir"

Un alimento vegetal es, por tanto, cualquier parte obtenida de una planta que se
puede usar como alimento para cubrir las necesidades nutritivas.

Los alimentos vegetales han tenido y siguen teniendo una gran importancia para la
humanidad. Aunque ya eran consumidos por los antiguos cazadores-recolectores, su
domesticacién y cultivo controlado, es decir, la aparicidn de la agricultura, hace unos
12.000 afios, tuvo un profundo impacto en la forma de vida de los humanos, siendo
un factor clave en la aparicion de las primeras ciudades y, en consecuencia, de las
primeras civilizaciones (National Geographic, 2019).

Segun el Informe del consumo alimentario en Espafia 2018 publicado por el
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, en ese afo se consumieron en
Espafia 90,5 kg de fruta por persona, mientras que el consumo de hortalizas,
verduras y patatas fue de 85,1 kg por persona.

Aunque se pueden distinguir distintos tipos de alimentos de origen vegetal, como
hortalizas, verduras, frutas, cereales y tubérculos, en este trabajo el foco de analisis
esta en las hortalizas.

El Codigo Alimentario Espariol define a las hortalizas como "cualquier planta
herbacea horticola en sazén que se puede utilizar como alimento, ya sea en crudo o
cocinada". A su vez, distingue dos tipos de hortalizas: las verduras, cuya parte
comestible consiste en sus partes verdes; y las legumbres frescas, que son los
"frutos y semillas no maduros de las hortalizas leguminosas".

Las hortalizas son parte de los llamados "alimentos funcionales", entendidos como
aquellos alimentos que poseen determinadas sutancias que, aunque no posean
cualidades nutritivas, es decir, no aportan energia ni son nutrientes en si mismos, si
tienen un efecto, beneficioso en este caso, sobre funciones fisiologicas del
consumidor, es decir, un efecto positivo sobre la salud. (Barragan Valbuena, 2010)
Estas sustancias son llamadas compuestos bioactivos, e incluyen, por ejemplo, a los
polifenoles, los fitoestrogenos, los isoprenoides, los acidos grasos esenciales, etc.

Un ejemplo de estos beneficios se ve en la capacidad de actuar como antioxidante



de los polifenoles, gracias a la cual ayudan a prevenir diversos problemas cardiacos
(Drago Serrano, Lopez Lépez, y Sainz Espuiies, 2006).

Asi, es clara la importancia social y para la salud que tienen los alimentos de origen
vegetal. Precisamente por eso, evitar los posibles percances para la salud que
puedan derivar del consumo de estos alimentos de este tipo que hayan sido
contaminados por microorganismos patdogenos es de gran interés publico. Como es
l6gico, los alimentos vegetales siempre presentan cierta carga microbiana, pero es
importante determinar la carga microbiana concreta para asegurar que no sea

peligrosa, asi como determinar qué tipos de microorganismos son los que la forman.

2.2 Microorganismos en alimentos vegetales
Aunque recientemente han aparecido una mayor cantidad de enfermedades

producidas por microorganismos presentes en hortalizas, no hay, al menos
actualmente, un método eficaz para eliminar la contaminacion microbiolégica en
estos alimentos una vez ha tenido lugar. (Puig Pena et al, 2013) Por lo tanto, la Unica
manera de prevenir estas incidencias es mediante el control durante la produccion y
durante la conservacion de las condiciones de seguridad que eviten Ia
contaminacion microbioldgica.

La carga microbiana, es decir, la cantidad de microorganismos presentes, de los
alimentos vegetales depende de diversos factores. De forma natural, si no se toma
ninguna medida, aparecen las siguientes cargas microbianas, expresadas en
unidades formadoras de colonias por gramo, para estos ejemplos de alimentos de
origen vegetal (Tabla 1). Esta microbiota proviene del suelo donde se cultiva, el agua

usada para su riego, el aire, distintos insectos...

Alimento UFC/g

Esparragos 10%-10°
Judias 3*10°
Brocoli 10*-10°
Repollo 4*10%-10°

Zanahoria 4*10°
Coliflor 10%-10°

Maiz 105-107

Guisantes 3*10° - 3* 107




Lechuga 2*10*
Patatas 8 *10* - 3 *107
Judias verdes 6*10°-3*10°
Espinacas 2*108- 3 *107

Tabla 1: carga microbiana natural en algunos alimentos vegetales
Moreno J, Control microbiolégico en frutas y hortalizas

Por supuesto, también aparece contaminacién microbiana por culpa de los utensilios
utilizados, la manipulacion industrial de los alimentos y su mala conservacion.
Existren tres tipos de factores que influyen sobre el tipo y la cantidad de
microorganismos que pueden aparecer en los alimentos vegetales (Moreno, 2012):

— Factores intrinsecos, caracteristicas propias del alimento, como los nutrientes
que contiene, su pH...

— Factores extrinsecos, entendidos como las condiciones del ambiente en el
que crece y se conserva el alimento. Sobre todo la temperatura y la humedad
del ambiente.

— Factores implicitos, entendidos como las caracteristicas propias de los
microorganismos invasores.

Hablando especificamente de bacterias, algunas de las que normalmente se
pueden encontrar en los alimentos vegetales son las enterobacterias, ya que son
bacterias ubicuas muy presentes en la naturaleza. También es algo comun la
presencia de bacterias del acido lactico, o BAL, las cuales, gracias a productos de su
metabolismo como el acido lactico o el perdéxido de hidrégeno, actuan como
inhibidores para ciertos microorganismos patégenos (Ramirez Ramirez et al, 2011).
La presencia de Staphylococcus aureus es también algo comun, y aparece debido a
la manipulacién de estos alimentos.

Aparte de estas bacterias mas "comunes", es posible la aparicion de bacterias
patdgenas en los alimentos vegetales, sobre todo debido a la contaminacion fecal o
de aguas residuales (Carrillo y Audisio, 2007).

Algunas de las bacterias patogenas mas comunes en alimentos vegetales son, por
ejemplo, Listeria Monocytogenes, que provoca listeriosis; Bacillus Cereus, que
provoca enfermedad diarreica, y Clostridium botulinum, causante del botulismo

(Sanchez).



Esto convierte a los alimentos vegetales en posibles fuentes de transmision de
enfermedades. Por ello, es de gran interés publico que exista un control sobre la
presencia de microorganismos en estos alimentos. En el presente proyecto se ha
trabajado con 10 alimentos vegetales frescos de distitintas fruterias y supermercados
con el fin de poner de manifiesto qué cantidad y qué tipos de microorganismos estan

presentes en ellos.

3. OBJETIVOS
* Obtener informacion sobre los microorganismos presentes en 10 alimentos
vegetales.
* Determinar la carga microbiana.
» Identificar las colonias encontradas mediante distintas pruebas (tincion de

Gram, prueba de la catalasa, antibiograma)



4. MATERIALES Y METODOS
Medios de crecimiento: se prepararon los siguientes medios, cada uno en un matraz
con 800 ml de agua destilada y la cantidad de medio en polvo indicada para cada
uno:

« TSA (40 g/l): 32 gramos.

* MRS (62 g/l): 49,6 gramos

« EMB (37'5 g/l): 30 gramos

« KAA@B34g/l);, 26,4 gramos

« V-J(60 g/l 48 gramos

« M-H (38 g/l): 30,4 gramos
Medio TSA (Tryptone Soy Agar): es un medio de cultivo general, muy rico en
nutrientes, usado para para el cultivo y aislamiento de una gran variedad de
microorganismos aerobios y anaerobios, tanto patégenos como no. Entre los
microorganismos posiblemente patdégenos que pueden crecer en este medio, se
encuentra el neumococo Streptococcus pneumoniae, Neisseria, Brucella, Listeria,
Corynebacteria. (Panreac Applichem)
Medio MRS Agar (de Man, Rogasa y Sharpe): es un medio selectivo, preparado
especialmente para favorecer el crecimiento de bacterias del género Lactobacillus, y
que también permite el crecimiento de Pediococcus y Leuconostoc, es decir, es un
medio selectivo para bacterias del acido lactico, mientras inhibe el crecimiento de
otros tipos gracias al citrato de amonio en su composicion. (Panreac Applichem)
Medio EMB Agar (Eosin Methylene Blue): es un medio selectivo que favorece el
crecimiento de Enterobacterias, que forman colonias rosas, Escherichia coli, que
forma colonias verdes, y otras bacterias como Salmonella typhimurium vy
Pseudomonas aeruginosa. (Panreac Applichem)
Medio Agar KAA Confirmativo (Kanamicina, Aesculina, Azida): medio selectivo
usado para confirmar la presencia de Enterococos intestinales, mientras inhibe el
crecimiento de otros tipos. Esa presencia de Enterococos es sefal de contaminacién
fecal, y forman colonias translucidas con un halo negro alrededor. (Condolab)
Medio V-J Agar (Vogel-Johnson): medio selectivo usado para detectar la presencia
de Estafilococos, especialmente Staphylococcus aureus, que forma colonias negras
con halos amarillos, asi como Staphylococcus Epidermidis, que forma colonias

grisaceas sin halos. (Condolab)



Medio M-H Agar (Mueller-Hinton): desarrollado originalmente para la deteccién de
Neisseria, actualmente es usado para la realizacién de antibiogramas. (Condolab)
Solucién salina: Bote con 700 ml de agua destilada y 6,3 gramos de sal (9%)

Tubos Eppendorf con 900 microlitros de solucion, preparados en un bote con 50 ml
de aguay 0,45 g de sal.

Tubos de ensayo con 3 ml de TSB por tubo, preparados en un matraz de 150 ml con
30 g/l, es decir, 4,5 gramos de TSB y 150 ml de agua destilada.

Pipetas, micropipetas, puntas de pipeta.

Gradillas

Papel de aluminio

Pinzas de madera

Matraces

Probetas

Algodon

Escobillones

Colorantes: Cristal Violeta, Lugol, Safranina.

Peroxido de Hidrégeno

Etanol

Bascula

Tubos Falcon

Mechero Bunsen

Asa de siembra

Autoclave

Parafilm

Discos de antibidtico: AMP10, E15, CN10

Stomacher y bolsas de Stomacher

5 gramos de cada uno de los siguientes alimentos: zanahoria, brocoli, acelga, col,
pimiento verde, pimiento rojo, coliflor, espinacas, tomate, lechuga.

Preparaciéon de medios: Se pesaron en la bascula las cantidades necesarias de
medio en polvo (Figura 1) Se midié en una probeta la cantidad de agua destilada
(normalmente 800 ml) necesaria. Se afiadieron ambos componentes en un matraz, y

estese agité hasta obtener una disolucion homogénea.



Figura 1: Bote de medio TSA

en polvo
Tras esto, se taparon los matraces de algodén y papel de aluminio, como se ve en la
Figura 3. Esto se repitid para los 6 medios distintos. Tras tener listos los matraces,
estos se introdujeron en el autoclave para su esterilizacion, 20 minutos a 121°C cada
uno, excepto los matraces con MRS, ya que la glucosa presente en este medio de

cultivo se carameliza a esa temperatura, por lo que se puso a 115°C.

Figura 2: Matraz con
medio M-H

Tras dejar que se atemperaran los matraces a 55 °C se paso su contenido a placas
de petri. Esto se realizé en condiciones de esterilidad, al lado de un mechero bunsen

encendido, abriendo poco cada placa, vertiendo cierta cantidad de medio y



moviendo un poco la placa hasta que el medio cubriera toda la superficie.

Se prepararon frascos con solucion salina: 700 ml de agua destilada, y 6,3 gramos
de sal. De nuevo, usando la bascula y la probeta.

Aparte, se prepararon 50 ml de solucién salina en un matraz (con 0,45 gramos de
NaCl), repartidos en 50 tubos eppendorf con 900 microlitros cada uno. También se
prepararon 50 tubos TSB con 3 ml cada uno, preparados en un matraz de 150 ml de
agua con 4,5 gramos de TSB.

Tras todos estos preparativos, comenzd el andlisis en si: de cada alimento fueron
pesados 5 gramos, que fueron afiadidos a una bolsa de STOMACHER, con 45 ml de
solucién salina (de los frascos preparados con anterioridad) (Figura 3) Se apretaron
y masajearon las bolsas hasta que el agua fue enturbiada, o bien se introdujo en el
aparato STOMACHER en el caso de los alimentos mas duros. A partir de este punto
se trabajé siempre en condiciones de esterilidad gracias al mechero Bunsen. Esta
solucién salina turbia fue pasada a un tubo falcon, rotulado y guardado (Figura 4)

B PUES
Figura 3: Bolsa de STOMACHER con 5 Figura 4: Tubos Falcon con diluciones
gramos de acelga procedentes de distintos alimentos

vegetales

Se realizaron entonces diluciones seriadas: con 4 tubos eppendorf, de los
preparados con anterioridad con 900 microlitros de solucién salina, por alimento,
marcados como -1, -2, -3y -4. El -1 fue hecho dos veces, para tener suficiente. Se
pasan 100 microlitros de la disolucién original (el tubo Falcon) al tubo -1. Se agita, y

se pasan 100 microlitros de este al tubo -2. Asi sucesivamente, hasta obtener 5
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diluciones distintas de concentracion decreciente.
Se cogieron y marcaron las placas de medios preparadas con anterioridad: 4 placas
de TSA, cada una para cada dilucion -1, -2, -3, y -4. Por duplicado: 8 placas de TSA.
Para cada medio selectivo se prepararon dos placas, para las diluciones -1 y 0. La
dilucion 0 es el tubo falcon original, al que se vertié el contenido de la bolsa de
STOMACHER. También por duplicado: 4 placas por medio.
Con micropipeta, se cogieron 100 microlitros de la dilucion correspondiente, se
colocaron en la placa, y se extendid sobre la superficie usando un asa de siembra
esterilizada tras cada uso con el mechero.
Tras todo esto, se dejaron las placas en estufas, todos los medios a 37 °C (excepto
el MRS, que se puso a 30°C) durante 24-48 horas.
Tras este tiempo se comprobd, para cada alimento, en que medios se habia dado
crecimiento de microorganismos, se selecciondé de cada medio la dilucion con una
cantidad de colonias mas conveniente (entre 30 y 300), se contaron las colonias y se
calcularon las UFC (unidades formadoras de colonias).
Las unidades formadoras de colonias se calculan con la siguiente formula:
UFC/g = (n° de colonias * factor de dilucién * 10)/volumen.
El n° de colonias se determina simplemente contando en la placa. El factor de
dilucion depende de la dilucion usada: si usamos la -1, es 10. -2, 102 ; -3, 10°...
El 10 es un factor de dilucién extra que afecta a todos, ya que inicialmente diluimos 5
gramos de alimento en 45 ml de solucion salina. El volumen corresponde al que se
sembro en placa, 0,1 ml para todos también.
Ademas, se buscaron distintos tipos de colonias en cada medio, y cada tipo fue
sometido a tres pruebas: tincién de Gram, prueba de la catalasa, y antibiograma.
Para la tinciéon de GRAM:

1. Se coge muestra de la colonia con un asa circular esterilizada
Se vierte una gota de agua destilada sobre un porta.
Se extiende la muestra de la colonia sobre |la gota de agua y sobre el porta.
Se deja secar la gota, y se fija la muestra con el mechero. Se deja enfriar.
Se aplica colorante Cristal Violeta 2 minutos.
Se aplica el Lugol que, actuara como mordiente, durante 2 minutos.
Se decolora con etanol.

Se lava con agua

© © N o o bk~ DN

Se aplica colorante safranina 3 minutos
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10.Se deja secar y se observa al microscopio.
En el microscopio se veran los microorganismos: cocos, bacilos, levaduras...
Ademas, si son azules o violetas, son Gram +. Si son rosas, son Gram -. (Figura 6 y
7)
Para comprobar la actividad de la catalasa, con un asa circular, esterilizada en
mechero, se coge una muestra de la colonia a investigar. En un portaobjetos se
deposita la muestra. A continuacion se vierte H202 sobre la muestra. Si burbujea, la
colonia corresponde a microorganismos con actividad catalasa +. Si no, catalasa -.
La prueba de la catalasa sirve para distinguir entre Staphylococcus (catalasa +)
Con el antibiograma se busca determinar la sensibilidad/resistencia de las cepas
obtenidas frente a distintos antibi6ticos. Para hacerlo, se coge una muestra de la
colonia con una punta de pipeta, y se resuspende en un tubo de TSB, preparado con
anterioridad, que se deja en una estufa 24 horas a 37 ° (30° si es procede de MSR).
Tras este tiempo, se prepararon placas de medio M-H con un disco de antibidtico
central. En cada placa se colocan 6 cepas. Se prueban 3 antibidticos distintos, con
un antibiotico por placa, para cada cepa. Esta prueba se realiz6 a 30 de las cepas
obtenidas, con preferencia por aquellas provenientes de medios selectivos,
intentando tener muestras representativas de cada alimento y cada medio. Los
antibidticos usados fueron Ampicilina (AMP) (discos de 10 microgramos);
Eritromicina (E) (discos de 15 microgramos); Gentamicina (CN) (discos de 10
microgramos).
Se recogié muestra del tubo de TSB con un escobillon esterilizado, y se extendio
desde el centro de la placa, lo mas cerca posible del disco pero sin tocarlo, hacia el
exterior. Este proceso fue llevado a cabo para las 30 cepas en tres placas distintas
con cada antibidtico. A continuacioén, las placas se dejaron 24 horas en una estufa a
37 ° C. Tras esto se observa el crecimiento: debe haber una gruesa linea de
crecimiento de microorganismos desde el centro hacia fuera. Si la linea aparece
completa, la cepa presenta resistencia total al antibidtico. Si es sensible al
antibiético, el comienzo de la linea no presentara crecimiento. Se mididé entonces la
longitud en centimetros de esta seccién. Como esto es el radio y queremos saber el

diametro, se multiplica por 2. Esto es un indicador de la sensibilidad al antibidtico.
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5.RESULTADOS

Uno de los resultados obtenidos gracias a estos analisis fue la carga microbiana de
cada alimento, expresada en Unidades formadoras de colonias por gramo de
alimento para cada tipo de medio empleado (Tabla 1).

Las pruebas de caracterizacién de cepas encontradas en los alimentos, entre las que
se encuentran el medio en el que han crecido, tincion de Gram (Figura 5 y 6)
morfologia (Figuras 7, 8, 9), catalasa, y antibiograma (Figura 10) se encuentran

resumidas en la Tabla 2.

Alimento TSA MRS EMB KAA V-J M-H

I T S R R Y R

Tabla 1: Unidades formadoras de colonias de cada alimento en cada medio
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ALIMENTO MORFOLOGIA | TINCION DE CATALAS |ANTIBIOGRAM
GRAM A A




T omoeem




Coliflor

-
Figura 5: Ejemplo

TSA

Bacilos

E15: 2,6 cm
AMP10: 3
cm

Cocos

CN10: 2,2 cm
E15: 0
AMP10: 1,2
cm

Cocos

CN10: 1,8 cm
E15: 0
AMP10: 0

Tabla 2: Resultados de las pruebas de caracterizacion

Cocos

de tincion de Gram +

CN10: 1,2 cm
E15: 0
AMP10: 2

cm

Figura 6: Ejemplo de tincion de Gram -
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Figura 7: Tincién de colonia ~ Figura 8: Tincion de Figur a on d :
obtenida de col en medio colonia obtenida de obtenida de brocoli en medio
TSA. Ejemplo de morfologia acelga en medio MRS. EMB. Ejemplo de morfologia
de cocos Ejemplo de morfologia de  de bacilos

cocobacilos

Figura 10: Ejemplo de antibiograma

17



5.1 Medios selectivos y carga microbiana
Espinacas
Para este alimento, ha habido crecimiento en los medios TSA, V-J, MRS y EMB. Los

recuentos de cada medio se encuentran reflejados en la Tabla 3

Medio de cultivo UFC/g

TSA 2,87*107
V-J 9,2*10°
MRS 1,65*10*

EMB +++

Tabla 3: recuento microbiano en espinacas

El crecimiento en medio V-J (Figura 12) sugiere la presencia de estafilococos, y las
colonias, son negras con halos amarillos, por lo que se trata de Staphylococcus
aureus; y debido al crecimiento en MRS (Figura 13), hay presencia de bacterias

lacticas. Ya que hay crecimiento en EMB (Figura 11), hay presencia de

enterobacterias.

Figura 11: Colonias procedentes de Figura 12: Colonias procedentes de
espinacas en medio EMB espinacas en medio V-J
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Figura 13: Coloias ocedentes de
espinacas en medio MRS
Zanahoria

Ha habido crecimiento en TSA, MRS y EMB. Los recuentos de cada medio estan

recogidos en la Tabla 4.

Medio de cultivo UFC/g

TSA 2,48*107
MRS 8,5*10°
EMB +++

Tabla 4: recuento microbiano en zanahoria.

En el medio TSA se observan colonias de distintos tamarios y colores (figura 14). El
crecimiento en MRS (figura 15) indica bacterias lacticas, mientras que el crecimiento

en EMB indica la presencia de enterobacterias.

Figura 14: Colonias procedentes de Figura 15: Colonias procedentes de
zanahoria en medio TSA zanahoria en medio MRS
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Acelga: MRS, V-J, TSA -3, EMB
Para este alimento ha habido crecimiento en TSA, MRS, EMB y V-J. Los recuentos

de cada medio estan recogidos en la Tabla 5

Medio de cultivo UFC/g

TSA 2,9*10°
V-J 1,9*10*

MRS 1,2*10*
EMB +++

Tabla 5: recuento microbiano de acelga

El crecimiento en medio V-J, ya que se observan colonias negras con halos
amarillos, hay presencia de Staphylococcus aureus (Figura 16). El crecimiento en
MRS implica la presencia de bacterias lacticas (Figura 17). La presencia de colonias
en medio EMB implica la presencia de enterobacterias (Figura 18)

Figura 16: Colonias procdentes de Figura 17: Colonias procedentes de
acelga en medio V-J acelga en medio MRS
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Figura 18: Colonias procedentes de acelgc;
en medio EMB

Lechuga
Ha habido crecimiento en TSA, EMB y MRS. Los recuentos bacterianos de cada

medio estan recogidas en la Tabla 6

Medio de cultivo UFC/g

TSA 2,22*10°
MRS 3,4*10°
EMB 2,33*10°

Tabla 6: recuento microbiano de lechuga

En la placa de TSA han aparecido, ademas de las colonias bacterianas normales,
diversas estructuras formadas por hongos (Figura 19). El crecimiento en MRS
implica la presencia de bacterias lacticas (Figura 20). El crecimiento en EMB quiere

decir que hay enterobacterias (Figura 21).
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2 —
Figura 19: Colonias procedentes de Figura 20: Colonias procedentes de
lechuga en medio TSA lechuga en medio MRS

Figura 21: Colonias procedentes de lechuga
en medio EMB

Col
Para este alimento ha habido crecimiento en TSA y en EMB. El recuento esta

reflejado en la Tabla 7

Medio de cultivo UFC/g

TSA 9,3*10°
EMB 2,37*10*
Tabla 7: recuento microbiano de col.

El crecimiento en EMB implica la presencia de Enterobacterias.
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Tomate
Ha habido crecimiento en TSA y V-J. El recuento microbiano esta reflejado en la
Tabla 8.

Medio de cultivo UFC/g
TSA 5*103
V-J 2*10?

Tabla 8: recuento microbiano en tomate

El crecimiento V-J implica la presencia de Staphylococcus. Sin embargo, el recuento
es bastante bajo, tan solo han aparecido dos colonias en la dilucion 0

Brécoli

Ha habido crecimiento en TSA, V-J y EMB. El recuento microbiano esta reflejado en
la Tabla 9

TSA 2,2*10°
V-J 3*10?
EMB 5,4*10%

Tabla 9: recuento microbiano en brocoli

En TSA ha aparecido un unico tipo de colonia . La presencia de colonias en el medio
V-J implica la presencia de Staphylococcus . El crecimiento en EMB implica la
presencia de Enterobacterias.

Pimiento verde

Ha habido crecimiento en TSA, V-J y EMB. El recuento microbiano esta reflejado en
la Tabla 10

TSA 9*10°3
V-J 2*102
EMB 1,1*10*

Tabla 10: recuento microbiano en pimiento verde

En la placa de TSA se observan dos tipos de colonias. El crecimiento en V-J implica
la presencia de Staphylococcus, aunque tan solo han aparecido dos colonias. La

presencia de colonias en EMB implica la presencia de Enterobacterias.



Coliflor
Ha habido crecimiento en TSA y V-J. El recuento microbiano esta reflejado en la
Tabla 11.

Medio de cultivo UFCl/g

TSA 1,6*10*
V-J 4*10?
Tabla 11: recuento microbiano en coliflor

El crecimiento en medio V-J implica la presencia de Staphylococcus, aunque el
recuento es mas bien bajo.

Pimiento rojo

Ha habido crecimiento en TSA y V-J. El recuento microbiano esta reflejado en la
Tabla 12

Medio de cultivo UFC/g

TSA 1,8*10*
V-J 3*10?
Tabla 12: recuento microbiano en pimiento rojo

En medio TSA aparecen dos tipos de colonias. El crecimiento en medio V-J implica la

presencia de Staphylococcus, pero el recuento es bajo-

5.2 Caracteristicas de cepas
Para cada alimento se encuentran reflejadas en las tablas enumeradas de la 13 a 22

cada una de las colonias encontradas y analizadas. Se indica el medio, la morfologia
de la cepa, el resultado de la tincion de Gram, y el resultado de la prueba de la
catalasa. Las observaciones al microscopio de las colonias analizadas se encuentran
en las figuras numeradas de la 22 a 54.

Para cada alimento se analizaron preferentemente las colonias procedentes de

medios selectivos, y si no habia suficientes, se analizaron las de medio TSA.
Espinacas

Se analizaron una colonia procedente de medio V-J, otra procedente medio MRS y

dos procedentes de medio EMB.
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Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram Actividad Catalasa
VJ Bacilos + +
MRS Cocos + +
Bacilos - +
EMB Bacilococos + +

Tabla 13: caracterizacion de cepas encontradas en espinacas

La colonia analizada de medio Vogel Johnson no presenta morfologia de coco,

propia de los estafilococos. Seguramente se trate de contaminacion.

Figura 22: Vista al microscopio de
colonia procedente de espinacas

cultivada en medio V-J

Figura 24: Vista al microscopio de
colonia procedente de espinacas en

medio EMB

Figura 23: Vista al microscopio de
colonia procedente de espinacas
cultivada en medio EMB

Figura 25: Vista al microscopio de
colonia procedente de espinacas en
medio MRS

La colonia analizada del medio MRS presenta actividad catalasa, lo cual es raro en

bacterias del acido lactico, aunque no imposible.




Zanahoria

Se analizaron una colonia de medio TSA, dos de medio MRS y una de medio EMB.

Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram  Actividad Catalasa
TSA Cocobacilos - +
Bacilos + -
MRS
Cocos + -
EMB Cocobacilos - +

Tabla 14: caracteristicas de colonias aisladas de zanahoria.

La actividad catalasa negativa de las colonias MRS es esperada. Puede tratarse de
lactobacillus en el caso de la primera colonia, y de otra bacteria lactica en el caso de

la segunda.

Figura 26: Vista al microscopio de colonia Figura 27: Vista al microscopio de colonia
procedente de zanahoria en medio TSA procedente de zanahoria en medio MRS

Figura 28: Vista al microscopio de Figura 29: Vista al microscopio de colonia
colonia procedente de zanahoria en procedente de zanahoria en medio EMB
medio MRS
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Acelga

Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram | Actividad Catalasa
V-J Cocos + +
Cocobacilos + +
MRS Cocobacilos - -
Bacilos - +
EMB -
Bacilos - +

Tabla 15: caracteristicas de colonias aisladas de acelga.

-
v e 5
¢ 4
Figura 30: Vista al miéroscopio de colonia Figura 31: Vista al microscopio de colonia
procedente de acelga en medio V-J procedente de acelga en medio MRS
Figura 32: Vista al microscopio de colonia Figura 33: Vista al microscopio de colonia
procedente de acelga en medio MRS procedente de acelga en medio EMB

La tincion de Gram y el resultado de la actividad catalasa de la colonia aislada de V-J
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indica que puede tratarse de Staphylococcus aureus. Los resultados de las colonias
EMB sugieren que puede tratarse de E. coli, aunque las colonias no exhibian el color

verde caracteristico, por lo que puede tratarse de otras enterobacterias.

Lechuga
Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram | Actividad Catalasa
TSA Cocobacilos - +
MRS Bacilos + -
Cocobacilos - +
EMB Cocobacilos - +

Tabla 16: caracteristicas de colonias aisladas de lechuga

Figura 34: Vista al microscopio de colonia Figura 35: Vista al microscopio de colonia
procedente de lechuga en medio TSA procedente de lechuga en medio EMB

Figura 36: Vista al microscopio de colonia
procedente de lechuga en medio EMB
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Col

Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram | Actividad Catalasa
TSA Cocos + +
Cocos + +
EMB Bacilos - +
Cocobacilos - +
Bacilos - -

Tabla 17: caracteristicas de colonias aisladas de col

Figura 37: Vista al microscopio de colonia Figura 38: Vista al microscopio de colonia
procedente de col en medio TSA procedente de col en medio TSA

Figura 39: Vista al microscopio de colonia Figura 40: Vista al microscopio de colonia
procedente de col en medio EMB procedente de col en medio EMB

29



Tomate

Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram | Actividad Catalasa
TSA Cocos + +
V-J Cocos + -

Tabla 18: caracteristicas de colonias aisladas de tomate

o
Figura 41: Vista al microscopio de colonia Figura 42: Vista al microscopio de colonia
procedente de tomate en medio TSA procedente de tomate en medio V-J
Broécoli
Medio de cultivo Morfologia Tincién de Gram | Actividad Catalasa
TSA Bacilos - +
Cocos + -
v-J Bacilos + -
Bacilos + +
EMB Bacilos - +

Tabla 19: caracteristicas de colonias aisladas de brocoli

La presencia de bacilos en el medio V-J seguramente se deba a una contaminacion.
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Figura 43: Vista al microscopio de colonia
procedente de brocoli en medio TSA procedente de brocoli en medio EMB

-
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Figura 45: Vista al microscopio de colonia Figura 46: Vista al microscopio de colonia
procedente de brocoli en medio EMB procedente de brocoli en medio V-J

Pimiento verde

Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram | Actividad Catalasa
Bacilos + +
TSA Cocos + +
Cocos + +
EMB Bacilos + +

Tabla 20: caracteristicas de colonias aisladas de pimiento verde
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Figura 47: Vista al microscopio de colonia

Figura 48: Vista al microscopio de colonia
procedente de pimiento verde en medio TSA

procedente de pimiento verde en medio TSA

Figura 49: Vista al micro&copio de colonia
procedente de pimiento verde en medio EMB

Coliflor
Medio de cultivo Morfologia Tincién de Gram | Actividad Catalasa
Bacilos + +
TSA Cocos + +
Cocos + +
V-J Cocos + -

Tabla 21: caracteristicas de colonias aisladas de coliflor
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Debido a que tan solo habia una colonia en medio selectivo (V-J), para este alimento

se analizaron tres colonias distintas encontradas en medio TSA.

Figura 50: Vista al micros“ctopio de colonia Figura 51: Vista al micrscopio de colonia
procedente de coliflor en medio TSA procedente de coliflor en medio TSA

Figura 52: Vista al microscopio de colonia
procedente de coliflor en medio V-J
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Pimiento rojo

Medio de cultivo Morfologia Tincion de Gram | Actividad Catalasa
Cocos + +
TSA Cocos + +
V-J Cocos + +

Tabla 22: caracteristicas de colonias aisladas de pimiento rojo

procedente de pimiento rojo en medio TSA

Figura 54: Vista al microscopio de
colonia procedente de pimiento rojo en
medio V-J
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5.3 Antibiograma
Los resultados de las 30 pruebas de antibiograma realizadas se encuentran

reflejadas en la Tabla 23

Alimento Medio CN10 E15 AMP10

V-J 0,8 0,4 0

Espinacas MRS 0.6 0.6 0
0,2 0 0

EMB 0,6 0 0

1,8 0,2 0

Zanahoria MRS 1.8 0 0
EMB 0,4 1 0

V-J 1,4 1,6 0,8
0 0 0

0 0,6 0,4
Acelga MRS 0,4 14 0
1,4 0 0
EMB 0,6 0 0
MRS 1,4 1,2 0
Lechuga 1 0 0
EMB 1,2 0 0
Col EMB 1 0 0
1 0 0
Tomate V-J 1 0 0
V-J 1,6 1,8 2
Brocoli 0,2 0 0
EMB 0,8 0,4 0
Pimiento verde EMB 1,3 0 0
1,2 0 2
Coliflor oA 1.6 25 3
2,2 0 1,2
V-J 1,8 0 0
0,8 0 0

Pimiento rojo TSA 1.4 0 1,2
V-J 0 0 0

Tabla 23: resultados de las pruebas de antibiograma, expresados en centimetros.
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5.4 Comparacion de recuentos

En las siguiente graficas (Figuras 55 y 56) se encuentran comparados los recuentos

microbianos de cada alimento, en el medio general TSA.

Comparativa carga microbiana alimentos

Pimiento R. |
Coliflor |
Pimiento V. |
Broacoli ]
Tomate |
Col mm
Lechuga
Acelga I

Zanahoria

Espinacas
0,00E+00 5,00E+06 1,00E+07 1,50E+07 2,00E+07 2,50E+07 3,00E+07 3,50E+07

m Carga microbiana

Figura 55: grafica comparativa de carga microbiana en medio TSA para todos los
alimentos

Comparativa carga microbiana alimentos

Tomate
Col
Lechuga
Acelga

Zanahoria

Espinacas

0,00E+00 5,00E+06 1,00E+07 1,50E+07 2,00E+07 2,50E+07 3,00E+07 3,50E+07

m Carga microbiana

Figura 56: grafica comparativa de carga microbiana en medio TSA para los
alimentos con mayor carga.
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6. DISCUSION

El dato mas llamativo es la enorme diferencia de carga microbiana que existe entre
los alimentos analizados. Se observa una distribucion escalonada: las espinacas y la
zanahoria presentan una enorme carga microbiana, del orden de 107, es decir, mas
de 10 millones unidades formadoras de colonia por gramo de alimento. La lechuga,
la col y la acelga presentan valores cercanos al millon o dos millones de unidades
formadoras de colonia por gramo; el brécoli presenta valores de varios cientos de
miles; y por ultimo, el pmiento rojo, la coliflor, el pimiento verde y el tomate presentan
valores cercanos a los varios miles o incluso cientos de unidades formadoras de
colonias.

Estas diferencias pueden deberse a varios factores, como se menciondé en la
introduccion, tanto intrinsecos como extrinsecos. Dado que las colonias encontradas
en medio TSA eran similares entre si, los factores implicitos dependientes del propio
microorganismo se pueden descartar. Los alimentos que menos carga microbiana
presentan son el tomate, el pimiento verde y el pimiento rojo, que son los unicos
alimentos de la lista que no crecen cerca del suelo. Esto tiene sin duda un importante
impacto sobre la carga microbiana presente, ya que el suelo es una de las
principales fuentes de contaminacion microbiana.

Esto no explica todas las diferencias encontradas, ya que el resto de alimentos si
crecen cerca del suelo o incluso dentro, y presentan importantes diferencias. Otro
factor propio del alimento que ha podido tener peso sobre esta carga microbiana es
el tipo de tejido o la parte del vegetal analizado: de espinacas, col, acelga y lechuga
son verduras de hoja, mientras que el brécoli y la coliflor tienen partes mas duras,
que son las que fueron analizadas. De hecho, un estudio anterior sobre la carga
microbiana presente en verduras de hoja presenta valores similares a los
encontrados en espinacas, col, acelga y lechuga en este trabajo (Emin Erkan y
Vural, 2008), por lo que esta caracteristica seguramente favorezca la contaminacion
y la proliferacion bacteriana. Ademas de esto, otras caracteristicas internas del
alimento, como el pH o el tipo de nutrientes ha podido tener efecto.

Otro elemento a tener en cuenta es el procesado por el que han pasado estos
alimentos.Aunque no hay forma de saber con exactitud las diferencias en este
proceso para cada alimento, es seguro afirmar que las ha habido y que han tenido
un impacto sobre la carga microbiana presente en los alimentos.

Mas alld de la carga microbiana total, los tipos de microorganismos también
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presentan importantes diferencias. Lo principal es destacar que para ningun alimento
analizado ha habido crecimiento en el medio KAA, lo que habria sefalado la
presencia de enterococos en los alimentos. Esto, a su vez, seria una sefal de
contaminacion fecal, por lo que es muy positivo que no se haya producido este
crecimiento.

Para todos los alimentos excepto el tomate, la coliflor y el pimiento rojo ha habido
crecimiento en el medio EMB. Mientras que las espinacas, la zanahoria y las acelgas
presentan una enorme cantidad de estas bacterias, ya que todas las placas
obtenidas presentaban mas de 300 colonias, la lechuga, la col el brécoli y el pimiento
verde presentan valores mas normales. La mayoria de estas colonias pertenecian a
bacterias Gram negativas segun los resultados obtenidos de la tincién, lo que quiere
decir que se trataba de enterobacterias. EI medio EMB inhibe el crecimiento de
bacterias Gram positivas y, sin embargo, en espinacas, brocoli y pimiento verde han
aparecido colonias Gram positivas. Esto seguramente se deba al proceso de tincion,
en el que durante el paso de decoloracién un exceso o falta de alcohol puede arrojar
resultados falsos. Aparte de estos hechos, las enterobacterias son consideradas
ubicuas, es decir, estdn muy presentes en la naturaleza y en distintas superficies, por
lo que su presencia no implica una contaminacion importante.

Para el medio Vogel-Johnson ha habido crecimiento en espinacas y acelgas, con
una carga microbiana elevada; y en tomate, brécoli, pimiento verde, coliflor y
pimiento rojo, con una carga microbiana bastante reducida, que en ningun caso llega
a las 500 unidades formadoras de colonias. De hecho, aunque la mayoria de
colonias analizadas procedentes de este medio mostraron resultados de catalasa
positivo, un rasgo caracteristico de los Staphylococcus, algunas fueron catalasa
negativo; sin embargo, en estos casos, tan solo aparecieron una o dos colonias en
las placas, y ademas de tamano muy reducido, de las que casi no se pudo extraer
una muestra, por lo que quiza fueran catalasa positivo pero no se pudo apreciar el
burbujeo que confirmaria el positivo. En el caso de espinacas aparecieron bacilos, lo
cual pudo deberse a una contaminacion. Ademas, en el caso de la acelga, han
aparecido levaduras. El resto de colonias procedentes de este medio presentaban
un color negro junto a un halo amarillo alrededor, es decir, colonias caracteristicas de
Staphylococcus aureus. La presencia de esta bacteria se debe a falta de higiene en
la manipulacién de los alimentos, ya que esta presente en la piel de parte de la

poblacion.
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Finalmente esta el medio MRS, selectivo para el crecimiento de bacterias del acido
lactico. Estas bacterias estan por tanto presentes en espinacas, zanahoria, acelgas,
y lechuga. La presencia de estas bacterias es natural en estos alimentos. Estas
bacterias lacticas presentes en verduras frescas actuan, ademas, como control
frente a la presencia de otras bacterias, patdégenas en este caso, y hongos. (Trias,
Barieras, Montesinos y Badosa, 2008).

Por otra parte, los resultados que arroja el antibiograma muestran que la gran
mayoria de las cepas analizadas no son sensibles a la ampicilina, ya que en tan solo
siete de las 30 analizadas ha aparecido una zona sin crecimiento. De estas, cuatro
han crecido en medio TSA; 2 en medio V-J y 1 en medio MRS. Dicho de otra forma,
las otras 23 cepas analizadas muestran una resistencia a la ampiclina. Un dato a
destacar es que, aunque se creia que las colonias aparecidas en medio V-J con
morfologia de coco pertenecian todas a Staphylococcus aureus, y las diferencias en
el resultado de la prueba de la catalasa se atribuian al proceso experimental y no a
la propia naturaleza de las colonias, lo cierto es que estas diferencias en el
antibiograma parecen indicar que en realidad se trata de cepas distintas.
Staphylococcus auerus deberia mostrar sensibilidad para los tres antibidticos
utilizados (Maye Bernal y Guzman, 1984), pero esto solo se ha dado en dos cepas
obtenidas de medio V-J.

La eritromicina ha mostrado resultados parecidos, con 11 cepas que han mostrado
sensibilidad a esta. De esas colonias, algunas crecieron en medio TSA y otras en
medio V-J; pero el dato mas importante es que casi todas (excepto una) de las
colonias analizadas que crecieron en medio MRS, es decir, bacterias del acido
lactico, han mostrado sensibilidad a la eritromicina. Esto coincide con los resultados
de Mora Penaflor y Garcia Guerrero (2007), que observaron sensibilidad a la
eritromicina para todas las cepas de bacterias lacticas analizadas.

El antibiotico que mas eficacia ha demostrado ha sido la gentamicina, ya que tan
solo 3 de las 30 cepas analizadas han mostrado resistencia a esta. De estas, dos
son procedentes de medio V-J, que también han mostrado resistencia a los otros dos

antibioticos; y la otra procede de medio MRS.
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7. CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas de este trabajo son las siguientes:

De los alimentos de origen vegetal analizados, los que tienen mayor carga
microbiana, interpretada como UFC/g, son los de hoja verde y la zanahoria.
Estos alimentos son también los que mayor variabilidad microbiologica
presentan, en especial las espinacas.

También se observa una correlacion entre la carga microbiana y el crecimiento
cerca de o en el suelo.

El alimento analizado con menor carga microbiana es el tomate.

No ha habido crecimiento en medio KAA, por lo que ningun alimento tiene
presencia de enterococos.

Salvo el tomate, la coliflor y el pimiento rojo, el resto presentan contaminacion
por enterobacterias, y en la mayoria, con una alta carga microbiana de este
tipo.

Espinacas, acelgas, tomate, brocoli, coliflor, pimiento verde y pimiento rojo
tienen presencia de Staphylococcus

Espinacas, acelgas, lechuga y zanahoria tienen presencia de bacterias del
acido lactico.

La gentamicina muestra bastante mas eficacia contra las cepas analizadas

que la ampicilina y la eritromicina.
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