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RESUMEN

Los alimentos vegetales son productos fundamentales que deben de estar
incluidos en nuestra dieta para poder alcanzar un buen estado de salud. A pesar de
gue son muy importantes para prevenir algunas enfermedades, también pueden ser
una via de transmisién de microorganismos patégenos para el ser humano. Esto se
debe a su consumo en crudo y a una mala manipulacién. El consumo de fruta
contaminada por determinadas bacterias patégenas para el ser humano es la causa
de diversas patologias, como salmonelosis, listeriosis, gastroenteritis, etc. En este
ensayo se han analizado 10 frutas diferentes y se ha intentado hacer una identificacion
aproximada de la carga microbiana presente, mediante estudios a nivel macroscopico
y microscopico, para poder comparar su crecimiento en los distintos medios de cultivo
empleados. En base a nuestros resultados, podemos afirmar que la carga microbiana
es normal y que en principio no se detecta presencia de microorganismos patdogenos

en los medios ensayados.

Palabras clave: alimentos vegetales, microorganismos patdégenos, carga

microbiana.

ABSTRACT

Vegetable food is a fundamental product that must be included in our diet if we
want to have good health. Despite of the fact that they are very important to prevent
some diseases, they also can be a route of transmission of pathogenic microorganisms
for the human being, due to his raw consumption and a bad handling. The consumption
of contaminated fruit with certain pathogenic bacteria for the human being is the reason
of diverse pathologies, such as salmonelosis, listeriosis, gastroenteritis, etc. In this
project, 10 different fruits have been analyzed and we’ve tried to do an approximate
identification of the microbial load, using studies at macrocospic and microscopic level,
so we can compare his growth in the different means of culture used. Basing on our
results, we affirm the microbial load is normal and there is not presence of pathogenic

microorganisms in the culture medium.

Keywords : Vegetable food, pathogenic microorganism, microbial load.



1. INTRODUCCION.

2.1. Frutas y verduras como base de la dieta humana

Segun el Cédigo Alimentario Espafiol se denomina fruta a la infrutescencia, al fruto,
la semilla o las partes carnosas de 6rganos florales que hayan alcanzado un grado
adecuado de madurez y sean propias para el consumo humano. Las frutas y las
verduras son una fuente muy importante de vitaminas, minerales, fibra y otros
componentes bioactivos. Son alimentos de origen vegetal que comparten ciertas
caracteristicas, como su elevado contenido en azucares, su elevada acidez, su aroma
y que por lo general se consumen frescos. La fruta esta compuesta principalmente por
agua, celulosa, sustancias pécticas, vitaminas y azucares, ademas tienen un pH
inferior a 4,5 exceptuando algunas frutas como el melon, el higo o el platano cuyo pH
es superior a este valor. El pH actia como un factor selectivo ante el crecimiento
bacteriano (Pascual y Calderdn, 2000). Estos alimentos tienen una baja densidad
energética, haciendo que un consumo adecuado de ellos, sea un factor de prevencién

de diversas enfermedades crénicas no infecciosas (Canella et al., 2018).

2.1.1. Habitos alimenticios y enfermedades asociadas

El consumo de frutas y verduras son la base para conseguir una dieta sana y
equilibrada que ayudara a prevenir enfermedades cronicas como cardiopatias, el
cancer, enfermedades neurodegenerativas, la diabetes, la obesidad, apoplejia,
cataratas e incluso aquellas enfermedades que derivan de carencias de
micronutrientes. La idea de mantener una buena alimentacién para gozar de buena
salud es algo que viene de mucho tiempo atras y que el mismo Hipocrates reconocia
diciendo: “Si pudiéramos darle a cada individuo la cantidad correcta de alimentos
yejercicio, no muy poco ni demasiado, habriamos encontrado el camino mas seguro
hacia la salud”. A dia de hoy, estas enfermedades cronicas no infecciosas son
responsables de millones de muertes al afio en todo el mundo. En Europa, por
ejemplo, representan un 70% de la mortalidad (Omran, 1971). Ademas de representar
un elevado porcentaje de mortalidad, suponen un gasto econémico muy elevado para
los estados, gasto que se estima que aumentara en un 22% para el afio 2030 (Bloom
et al., 2011). Hipécrates observé que muchas de estas enfermedades se podian evitar

con una dieta sana y equilibrada en la que aumentase el consumo de alimentos



beneficiosos como las frutas y las verduras (De Lorenzo, 2012). Estudios realizados
en Estados Unidos revelan que un tercio de los fallecimientos por cancer podrian
evitarse adquiriendo nuevos habitos alimenticios. Estos datos sugieren que cambios
en la alimentacién, como una ingesta adecuada de carne y vegetales reducirian
enfermedades derivadas de una mala alimentacion. Las Guias Alimentarias 2010
para la poblacion estadounidense recomendaban una ingesta de al menos 4 porciones
de frutas y 5 porciones de verduras diarias, lo cual no corresponde con la realidad
(Lui, 2013). Otros estudios que se han realizado han demostrado que el consumo de
frutas y verduras por persona esta relacionado con el nivel socioeconémico del pais,
siendo los paises mas pobres los que tienen un indice de consumo mas bajo y
aguellos que cuentan con ingresos mas elevados tienen un indice de consumo mas
elevado (Tuomisto, 2017; Miller et al., 2016). Dentro de cada pais también se ha
detectado que el consumo es mayor en los barrios ricos que en los pobres
(Dubowitz et al., 2008 ; Pessoa et al., 2015).

En la actualidad debido al ritmo de vida acelerado, debido al estrés y al
sedentarismo, los habitos alimenticios de la mayor parte de la poblacion han
cambiado, fomentando el consumo de alimentos hipercal6ricos, con mas azucares
libres o alimentos con mas grasas saturadas que aumentan el riesgo de padecer
problemas de salud (Hay Lui, 2013; Guesry, 2005). Tanto la FAO (Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura) como la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud) han publicado un informe en el que recomiendan un aumento
en el consumo de frutas y verduras y en el que reconocen que un bajo consumo es

un factor de riesgo para la salud.

2.2. Contaminacion de los alimentos vegetales.

La contaminacion de las frutas y hortalizas que ingerimos por microorganismos
patdgenos para los humanos, es causada generalmente por un factor externo. Cada
alimento tiene sus propias propiedades que son las que van a determinar qué tipo de
microorganismo van a crecer en él. Ademas de las caracteristicas del alimento, la
manipulacion a la que va a estar expuesto es otro factor fundamental que va a
determinar el que haya una carga microbiana u otra. El entorno, el tipo de agua de
riego, la maquinaria con la que se procesan, el estado en el que se encuentre, también

van a favorecer el desarrollo de algunos microorganismos (Yousef y Carlstrom, 2006).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5814744/#ref-68
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5814744/#ref-30
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5814744/#ref-77

Uno de los factores qué va a determinar que carga microbiana aparece en el
alimento son las aguas residuales sin tratar, que se utilizan para el riego de cultivos
domésticos, las cuales suelen contener microorganismos patégenos para el hombre
gue ocasionan trastornos gastrointestinales. Las aguas residuales tratadas también
pueden contener microorganismos, aunque en menos cantidad. Otro factor es el
suelo, que es una fuente muy importante de bacterias esporégenas termorresistentes
y donde encontramos la mayor variedad de microorganismos, aunque por lo general
no patdgenos. Son de especial importancia algunas levaduras y mohos, ademas de
algunas especies de los géneros Bacillus, Enterobacter, Clostridium, Streptococcus,
Escherichia, = Micrococcus, Alcaligenes, Flavobacterium, Chrombacterium,

Acetobacter, Pseudomonas, Proteus y Leuconostoc (Frazier et al, 1993).

Los microorganismos procedentes de animales que contaminan los alimentos
residen, por lo general en las vias respiratorias o en el tubo digestivo. Las bacterias
gue suelen aparecer en las vias respiratorias son estafilococos mientras que las que
aparecen en el tracto gastrointestinal son bacterias entéricas. Los microorganismos
gue se encuentran en la superficie corporal no suelen causar trastornos (Frazier et al,
1993).

El agua natural, ademéas de contener su propia carga microbiana, contiene
microorganismos procedentes del suelo, animales y aguas residuales. El contenido
de microorganismos presentes en las aguas superficiales es muy variable debido a su
autodepuracion. Por el contrario, en las aguas subterraneas el contenido microbiano
es mucho menor. Las principales especies bacterianas que se pueden encontrar en
las aguas naturales son especies pertenecientes a los géneros Pseudomonas,
Chromobacterium, Proteus, Micrococcus, Bacillus, Streptococcus, Enterobacter y
Escherichia (Frazier et al, 1993).

Otro factor que afecta a la contaminacion de los alimentos es el aire, que puede
transportar los microorganismos. La cantidad de microorganismos que contenga el
aire va a depender de la velocidad con la que se desplaza, la intensidad de la luz, la
humedad del ambiente, la localizacion geogréfica y la cantidad de particulas que haya
en suspension. La contaminacion de los alimentos no siempre tiene por qué
producirse en el mismo momento, puede darse antes de su cosecha, antes de su

almacenamiento o durante su manipulacion (Frazier et al, 1993).



Los cambios ambientales que se estan produciendo en la actualidad, como el
cambio climético, el aumento de ozono en el suelo, la disponibilidad de agua, la
degradacion del suelo o la deforestacion entre otras causas afectan a la salud y
bienestar de la poblacién, afectando de forma indirecta a la agricultura y a la
alimentacion a nivel mundial debido a un aumento en la biodiversidad de plagas y
patégenos (Tuomisto, 2017).

2.2.1. Géneros patdgenos mas comunes en alimentos vegetales
La microbiota que se encuentra en la superficie de cada alimento es distinta en
cada una de ellas. No obstante, se suelen encontrar bacterias del acido lactico,
especies de coliformes, Pseudomonas, Micrococcus, Flavobacterium, Bacillus,
levaduras y mohos. La carga microbiana va a depender de la planta y del medio en el
que se encuentre, con valores que oscilan entre miles y millones de bacterias por

centimetro cuadrado.

El hecho de que muchas frutas y verduras se consuman en crudo, sin ningan
tratamiento previo, hace que sean peligrosas para la salud, en el caso de que se
encuentren contaminadas y este riesgo se ha incrementado puesto que la demanda
social de alimentos cada vez mas naturales ha crecido. En estos ultimos afios el
namero de enfermedades transmitidas por frutas y hortalizas ha aumentado (Puig et
al, 2014; Collins, 1997). Hasta los afios 50 los microorganismos patégenos
transmitidos por los alimentos eran Salmonella, Staphylococcus aureus y Clostridium
perfringens y Bacillus cereuss. Posteriormente en los afios 60 se empez0 a utilizar la
refrigeracion en cadena de los alimentos y de esta forma se pudieron identificar

bacterias del género Yersinia.

El aumento en la demanda de estos alimentos dio lugar a cuatro brotes epidémicos
relacionados con cepas de Salmonella, Escherichia coli enterohemorragica (EHEC,
0157:H7) en el otofio de 2006 en Estados Unidos (Doyle, 2008). Se realizé una
revision entre los afos 1973 y 1997 en la que se identificaron 190 brotes relacionados
con el consumo de frutas, hortalizas y zumos. Se detectaron 16.000 enfermos entre
los cuales hubo 8 fallecidos. Los microorganismos causantes de estos brotes fueron
Salmonella y E. coli EHEC principalmente, aunque también estuvieron implicados
Clostridium, Shigella, Bacillus y Staphylococcus (Sivapalasingam et al, 2004). En la

tltima década los brotes de gastroenteritis que han sido causados por cepas de



Salmonella no tifoidea y E. coli se han relacionado con el consumo de frutas y
verduras. Estos brotes, que se han dado de forma esporadica y cuando las
condiciones han sido favorables para su expansion. Ademas de generar problemas
de salud, también provocaron enormes pérdidas multimillonarias en el cultivo
industrial. Las observaciones que se han realizado confirmarian que las plantas
pueden actuar como huéspedes intermediarios entre los microorganismos patégenos

y el ser humano (Marvasi et al, 2013; Barak et al, 2012).

2.3. Microorganismos més frecuentes transmitidos por los alimentos.

Una enfermedad de origen alimentario es cualquier proceso patoldgico producido
por el consumo de un alimento. Estas enfermedades transmitidas por los alimentos y
causadas por microorganismos pueden ser de dos tipos, infecciones e intoxicaciones.
La diferencia entre ellas es que las infecciones se producen por la ingesta de células
vivas y las intoxicaciones se producen por la ingesta de toxinas que han sido
generadas por los microorganismos en los alimentos en los que se encuentran.
Algunas de las bacterias patdgenas que se manifiestan en los alimentos son las

siguientes (Tortora y Berdell, 2007):

Familia Enterobacteriaceae: Abarca una gran multitud de géneros, cuyas
caracteristicas son bacterias Gram negativas, de morfologia bacilar, anaerobias
facultativas, fermentadoras de glucosa y de otros hidratos de carbono y que no
producen oxidasa. Son productoras de la proteina bacteriocina, que provocan la lisis
de ciertas especies manteniendo el equilibrio ecolégico en el intestino. Su habitat es
muy variado, pudiéndose encontrar en el tubo digestivo del ser humano, de animales
y en diversos ambientes. Este grupo de bacterias se denominan enterobacterias
precisamente por su procedencia del tracto intestinal. Por su importancia clinica se
han desarrollado diversas técnicas para su aislamiento e identificacion. Entre las
especies que afectan al ser humano por su ingesta a través de alimentos se
encontrarian las bacterias pertenecientes a las especies y géneros Escherichia coli,

Salmonella, Shigella y Yerssinia enterocolitica.

e Geénero Escherichia: Es una bacteria que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Tiene forma bacilar, es un microorganismo anaerobio
facultativo, capaz de fermentar tanto la glucosa y otros carbohidratos

produciendo gas y acido. Escherichia coli es la especie dominante en el tracto



intestinal humano formando parte de su microbiota normal pero en algunos
casos puede aparecer como un patégeno. Puede causar infecciones urinarias
oportunistas o gastrointestinales, septicemias, meningitis, etc. La versatilidad
de este microorganismo se debe a que ha adquirido diversos factores de
virulencia con el paso del tiempo. El principal reservorio de E.coli es el ganado
vacuno, pero también se puede encontrar en alimentos como la leche cruda y
pasteurizada, cuajadas de queso, sidra, zumo de naranja, lechuga o carne
desecada de venado (Yousef y Carlstrom, 2006).

Género Salmonella: Estas bacterias tienen forma de bacilo y son bacterias
Gram negativas, anaerobias facultativas. Se caracterizan por su incapacidad
de fermentar lactosa y sacarosa. El habitat principal es el intestino del ser
humano y de animales de granja y de compafila. Una de sus vias de
transmision el agua. Casi todos los miembros que perteneces a este género
se consideran microorganismos potencialmente patdégenos. La salmonella es
la responsable de las infecciones gastricas conocidas como salmonelosis y tan
solo es necesaria la ingesta de 1 a 10 células para que se desarrolle la
intoxicacion. Ademas de esta patologia, también causa gastroenteritis y
septicemia. Por lo general se detecta en alimentos de procedencia avicola. El
patdgeno mas frecuente y que se encuentra relacionado con el consumo de
frutas y verduras frescas es la Salmonella enteérica.

Género Shigella: Son bacterias Gram negativas con forma bacilar, anaerobias
facultativas y mesofilas, responsables de enfermedades gastrointestinales y
disenterias en muchos paises (Niyogi, 2005). Las heces humanas son su
reservorio principal puesto que es muy raro encontrarlas en heces de animales.
Se puede encontrar en aquellos lugares donde se haya producido una
contaminacion fecal humana, como en alimentos que hayan sido regados con
aguas contaminadas. Esta bacteria también se transmite por contacto directo
con una persona infectada y se necesitan concentraciones muy bajas para que
esto ocurra (100 UFC/g). Son las responsables de la disenteria bacilar o
shigelosis, ademas de ser la segunda causa de la diarrea del viajero.

Género Yersinia: Dentro de este género, la especie de mayor interés es
Yersinia enterocolitica, debido a que se ingiere por alimentos o aguas

contaminadas y posteriormente colonizan el intestino. Es la principal especie



productora de gastroenteritis. Esta bacteria se desarrolla a partir de 4°C, pero

con el tratamiento y coccién adecuada se elimina sin ningan tipo de problema.

Otros géneros: Ademas de las bacterias pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae, se pueden encontrar otras bacterias no relacionadas con esta

bacteria:

Género Staphylococcus: Tiene forma de coco Gram positivo y catalasa
positiva con una disposicion en forma de racimo, su especie mas importante
es Staphylococcus aureus. Destaca su resistencia a condiciones de
sequedad durante largos periodos de tiempo. Es responsable de diversas
enfermedades en el ser humano, incluyendo las transmitidas por alimentos.
Este patdgeno produce la enterotoxina estafilococica, responsable de la
gastroenteritis estafilocécica, transmitida por los alimentos y muy comun. Para
que sea patégena tiene que encontrarse en una concentracion de 106 UFC/g.
Los alimentos méas susceptibles de tenerla son productos lacteos, ensaladas y
algunas carnes.

Género Listeria: De este género, tan solo la especie L. monocytogenes se
considera patdgena para el ser humano. Una de sus caracteristicas es su
capacidad para fermentar carbohidratos y hemolizar la sangre. Son
productoras de catalasa pero no de oxidasa. Listeria monocytogenes tiene
forma de bacilo corto y tiene flagelos cortos que permiten su movimiento. Es
capaz de crecer en condiciones aerobias y a muy bajas temperaturas. La
ingesta de alimentos contaminados con esta bacteria puede provocar una
infeccion conocida como listeriosis y tan solo se necesitan mas de 102
microorganismos para que se produzca. Se ha aislado en alimentos como la
leche, ensaladas, carnes y pescados.

Género Lactobacillus: Son un género de bacterias del acido lactico que
sintetizan diversos tipos de Bacteriocinas, importantes en el papel de la
conservacion de alimentos vegetales. Son bacterias Gram positivas, con forma
bacilar y que por lo general se agrupan formando cadenas largas. Algunos
lactobacilos lo que hacen es alterar los alimentos, como es el caso de Lb.
plantarum que se encuentra en numerosas frutas y verduras fermentadas (Di
Cagno et al., 2013). Otros son beneficiosos para la industria, como por ejemplo

Lb. bulgaricus. Comercialmente, muchas de las bacterias del género
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lactobacillus se utilizan para la produccion de chucrut, pickles, yogurt y
mantequilla entre otros. Normalmente las bacterias del acido lactico tienden a
adaptar su metabolismo al medio en el que se encuentran. Las frutas y las
verduras son alimentos propensos a cambios ambientales y es por esto, la
sintesis de bacteriocinas tiene un papel fundamental en el control del deterioro
y envenenamiento de las frutas y verduras crudas (Rizzello et al., 2014; Fan y
Truelstrup, 2012; Yousef y Carlstrom, 2006).

e Género Streptococcus: Son bacterias acido lacticas Gram positivas cuya
morfologia es esférica, su disposicion es en cadenas y son homol4cticas. Para
la elaboracién de algunos productos lacteos como el yogurt y el queso se
utilizan Streptococcus thermophilus.

e Género Leuconostoc: Son también bacterias del acido lactico Gram positivas
con forma de coco y que aparecen en parejas o0 cadenas. Son bacterias
heterolacticas que al fermentar los carbohidratos producen &cido y gas. Son
bastante tolerantes a la sal y algunas especies de este género se utilizan en la
fermentacion de hortalizas.

e Género Clostridium: Este género cuenta con mas de 100 especies de
bacterias Gram positivas catalasa negativa, con morfologia bacilar. Son
microorganismos anaerobios y esporulados. Se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza, localizandose principalmente en el suelo, tracto
intestinal del ser humano y animales. La especie de mayor relevancia causante
de patologias en humanos es Clostridium perfringens (Hernandez-Chavarria
et al., 2001). Las cepas que provocan intoxicaciones alimentarias se
encuentran con mayor frecuencia en el suelo, agua, polvo, trato gastrointestinal
de personas y animales y en ciertos alimentos, como carnes y verduras. Su
crecimiento optimo se da a los 45°C. Las endosporas son termorresistentes, lo
que dificulta su eliminacién mediante procesos de coccion. Por lo general, los
alimentos vegetales que han sido contaminados con esta bacteria se debe a
que han estado en contacto con aguas residuales contaminadas. Afecta
principalmente a carnes cocinadas, pescado, empanadas, pescados, salsas y

alimentos envasados al vacio.

La eleccion, preparacion, manipulacion y el uso de los medios de cultivo que se

van a utilizar es un paso fundamental para la realizacion de cualquier analisis



microbiolégico puesto que cada medio contiene unos nutrientes determinados y
agentes que permitirdn la seleccion y diferenciacion de microorganismos concretos
(Yousef y Carlstrom, 2006).

2.4. Métodos de conservacion postcosecha.

La calidad de un alimento esta determinada por sus propiedades fisicas, quimicas,
microbioldgicas y sensoriales. Una forma de estimar la calidad microbiolégica de los
alimentos es mediante un recuento total en placa (RTP), por ejemplo, si hacemos el
andlisis microbiolégico de un alimento y encontramos un RTP elevado, esto indica que
la calidad de ese alimento es baja (Yousef y Carlstrom, 2006; Morton, 2001). Como
ya se sabe, las frutas tienen una microbiota propia en su superficie, siendo levaduras
y mohos los mas abundantes. Debido a factores externos, es posible que estos
alimentos estén contaminados con otras bacterias. Existen tratamientos para prevenir
o controlar las alteraciones posteriores a la recoleccion, como el uso de temperaturas

altas o bajas.
2.4.1. Tipos de conservacion de alimentos frescos

1. Conservacion por frio: Es uno de los métodos mas antiguos y eficaces
utilizados ya que con este tratamiento se frena el crecimiento de los microorganismos
y evita el uso de productos quimicos (Luire, 2001). Existen dos variantes de este

método.

e El pre-enfriamiento es un método en el que se suministra frio inmediatamente
después de la recoleccion y su principal objetivo es enfriar el fruto recién
recolectado. Este mecanismo puede emplear aire frio en camaras de
refrigeracién, agua fria o poniendo la fruta en contacto directo con hielo.

e Larefrigeracion, que es el mas utilizado y consiste en el mantenimiento de los
alimentos a temperaturas bajas pero sin que lleguen a congelarse. Es el
tratamiento que mejor conserva el producto, manteniendo su calidad y

conservando sus propiedades (Watkins y Ekman, 2005).

2. Conservacion por calor: En este tratamiento se utiliza agua caliente, vapor y
aire caliente forzado (Luire, 1998). Con el uso de agua caliente, a una temperatura de
50°C, se consigue una disminucién en la concentracion de patégenos en la superficie

del alimento sin afectar a la calidad.
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3. Conservacion mediante la utilizacion de conservantes quimicos: En la
actualidad es uno de los métodos mas empleados. Se utilizan productos como el 1-
metilciclopropano (1-MCP), que inhibe la accién del etileno controlando de esta forma
la maduracion y prolongando la duracién de la fruta en condiciones o6ptimas,
manteniendo su calidad. También se emplean sales de calcio que son Utiles para
mantener la textura de las frutas y reducir la degradacién y podredumbre de las frutas
(Poovaiah, 1986).

4. Conservacion mediante el uso de radiaciones ionizantes: No es el método
mas Optimo para la conservacion de frutas ya que aunque inhibe el desarrollo de
patdgenos, origina desordenes fisioldgicos y maduracion anémala. Es un método que
esta siendo muy estudiado por los posible efectos que pueda tener sobre la salud,
cosa que no deberia de ocurrir puesto que estas radiaciones ionizantes deben de

realizarse dentro de unos limites.

5. Conservacion por modificacion de la atmosfera: Es un método que empezé
a utilizarse en el afio 1930 y que a dia de hoy son muchas las aplicaciones que se le
estan dando. El oxigeno es un elemento que tiene un papel muy importante en las
alteraciones microbiolégicas. Al controlar la composicion de la atmdsfera que rodea a
las frutas, se ralentiza el proceso de maduracion, prolongando la vida util del alimento
y manteniendo su calidad. Las concentraciones de oxigeno y de diéxido de esta
atmésfera modificada deben de ser del 2% y del 5% respectivamente (Beaudry, 2000).

3. OBJETIVOS

Los objetivos que se plantean para este ensayo son los siguientes:

1. Determinar la carga microbiana presente en los alimentos vegetales.

2. Determinar el tipo de tincion de Gram, morfologia y actividad catalasa de las
colonias aisladas.

3. Realizar una identificacion preliminar de los microorganismos aislados en
alimentos vegetales.

4. Realizar un estudio comparativo de la carga microbiana aparecida en el

medio general y en los medios selectivos.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1.Alimentos empleados

Para la realizacion de este proyecto se han utilizado 10 alimentos vegetales que
se han obtenido de diversos centros comerciales y pequefios comercios de la
provincia de Jaén. Para el procesado de dichos alimentos se dividieron en tres

grupos procesados en dias diferentes cada uno de ellos.
4.2.Medios utilizados y su preparacion

Para realizar este proyecto, los 10 alimentos analizados, se han sembrado en 5
medios, un medio general y los 4 restantes, medios selectivos (Imagen 1).

El tipo de medio de cultivo que se emplee va a depender del microorganismo que
se quiera aislar. Ademds, cada microorganismo presenta unos requerimientos
nutricionales distintos, lo que requiere el empleo de medios nutricionalmente

adaptados a cada uno de ellos.

El medio general es aquel en el que puede crecer cualquier tipo de microorganismo
mientras que el medio selectivo es aquel que favorece el crecimiento de ciertos
organismos, suprimiendo el de desarrollo de otros. Es decir, la finalidad del medio

selectivo es aislar tipos concretos de microorganismos a partir de la muestra.

4.2.1. Descripcion de los medios empleados

Tryptone Soy Agar (TSA) de PanReac AppliChem = Medio de cultivo de color
ambar claro, que contiene peptona de soja y peptona de caseina, lo que lo capacita
para soportar el crecimiento de una gran variedad de microorganismos exigentes y
no exigentes nutricionalmente. Es un medio general, en el pueden crecer
microorganismos como Bacillus subtilis, Staphylococcus, Escherichia, Salmonella,
Pseudomonas, Aspergillus y otros mas exigentes como Neisseria, Listeria, Brucella,
etc (Tabla 1).
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Férmula en g/l

Pancreatic Digest of casein 15,00
Papaic Digest of Soya Bean 5,00
Cloruro de sodio 5,00
Agar 15,00
pH 7.310.2
Temperatura 25°C

Tabla 1: Composicion del medio de cultivo.

Kanmycin Esculin Azide Agar (KAA) de Sharlau & Medio de cultivo de color
beige claro utilizado para la identificacion de Enterococcus en alimentos, agua u otros
especimenes bioldgicos. El sulfato de kanamicina junto con la azida de sodio inhibe
el crecimiento de otros microorganismos. Los Enterococos hidrolizan la esculina,
produciendo glucosa y esculetina que reaccionara con el citrato de hierro y amonio
(Tabla 2).

Férmula en g/l

Triptona 20,00
Extracto de levadura 5,00
Cloruro de sodio 5,00
Citrato de disodio 1,00
Esculina 1,00
Citrato de hierro y amonio 0,5
Azida de sodio 0,15
Sulfato de Kanamicina 0,02
Agar 10
pH 70,2
Temperatura 25°C

Tabla 2: Composicion del medio de cultivo KAA

Eosina Azul de Metileno (EMB) de Cultimed - Medio de cultivo de color vino
gue se utiliza normalmente para el aislamiento de bacilos Gram negativos y escasas
exigencias nutricionales (Imagen 1). En él se pueden distinguir microorganismos
fermentadores de lactosa y/o y microorganismos no fermentadores de lactosa,

partiendo de los colorantes eosina y azul de metileno. Aquellas bacterias que hacen
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uso de la lactosa y/o sacarosa formaran colonias con el centro oscuro con brillo
metélico y un halo azulado/rosado mientras que aquellas que no hacen uso de la

lactosa/ sacarosa formaran colonias con el centro oscuro y un halo transparente.

Se utiliza para la deteccién de bacterias coliformes, especialmente la especie
Escherichia coli (Imagen 2). Ademas de éstas, también se utiliza para la diferenciacion

de Enterobacter aerogenes y Candida albicans (Tabla 3).

Imagen 1: Crecimiento bacteriano Imagen 2: Crecimiento de bacterias
de Escherichia coli en medio EMB. entéricas Gram negativas.

Composicion (g/l)

Eosina amarillenta 0,4
Azul de metileno 0,065
Lactosa 5,0
Peptona bacteriolégica 10,0
di-Potasio Hidrégeno Fosfato 2,0
Sacarosa 5,0
Agar 13,5

pH 7,2 0,2

Tabla 3: Compuestos medio de cultivo EMB

Man, Rogosa and Sharpe Agar (MRS) de PanReac AppliChem -> Medio de
cultivo de color beige oscuro utilizado para el aislamiento y recuento de Lactobacillus.
La peptona bacterioldgica, la dextrosa, el sulfato de magnesio y el sulfato de
manganeso proporcionan los nutrientes necesarios para el crecimiento de este tipo
de bacterias mientras que el Amonio Hidrégeno Citrato inhibe el crecimiento del resto

de los microorganismos (Tabla 4).
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Dextrosa

Peptona bacteriolégica
Extracto de carne
Acetato de sodio
Extracto de levadura
Fosfato dipotasico
Amonio Hidrogeno Citrato
Polisorbato 80

Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Agar

pH

Temperatura

Formula en g/l
20,00
10,00
8,00
5,00
4,00
2,00
2,00
1,00
0,20
0,05
10,00
6.2+0.2
25°C

Tabla 4: Composicion del medio de cultivo MRS

Vogel Johnson Agar (VJ Agar) de Scharlau-> Medio de cultivo color anaranjado

utilizado para el aislamiento y recuento de Staphylococcus fermentadores de manitol
a partir de alimentos u otros materiales sanitarios y clinicos. La tripteina y el extracto
de levadura proporcionan los nutrientes, el cloruro de litio y la glicina inhiben el
crecimiento de algunos microorganismos Gram negativos y Gram positivos, haciendo
este medio selectivo para estafilococos (Imagen 3). El rojo de fenol es el indicador de

pH y el Agar es el agente solidificante al igual que en el resto de los medios (Tabla 5).

Los estafilococos que fermentan el manitol, producen un viraje en el medio,

cambiando éste de color (Imagen 4).

Imagen 3: Medio VJ sin virar. Imagen 4: Medio VJ virado.
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Formula en g/l

Triptona 10,00
Extracto de levadura 5,00
Manitol 10,00
Fosfato dipotasico 5,00
Cloruro de litio 5,00
Glicina 10,00
Rojo de fenol 0,025
Agar 15,00
pH 7,2%0,2
Temperatura 25°C

Tabla 5: Composicion del medio de cultivo VJ

TSA

KAA

MRS

Imagen 5: Medios de cultivo utilizados para el

aislamiento y recuento de muestras.

4.2.2. Preparacion de los medios de cultivo

Se ha preparado un matraz de 800 ml para cada medio selectivo, es decir, un
matraz de 800 ml para el MRSA, otro para EMB, otro para KAA y otro para Vogel —
Johnson. Para el TSA, medio general, se han preparado dos matraces, uno de 800
ml y otro de 400 ml, puesto que el nimero de placas que se han requerido de este

medio es mayor.

16



Para la preparacion de cada medio se va a partir del medio deshidratado comercial

que indica los gr/l que se necesitan de dicho medio y la cantidad de agar que contiene

(Imagen 6). Como en la preparaciéon comercial los gramos que se necesitan vienen

para 11, se ha que ajustado la cantidad para los 800 ml del matraz. Ademas de esto,

cada medio cuenta con una cantidad de agar determinada, cantidad que también se

ha ajustado hasta 18 gr/l para dar mayor consistencia a los medios (Tabla 6).

MEDIO | CANTIDAD DE MEDIO EN 800 ml | CANTIDAD DE AGAR EN
800ml

TSA 40qgr/I 15 gr/I+3gr/l = 18gr/l
800 ml >32 gr 800 ml=>2.4 gr

EMB 36gr/l 13.5gr/l +4.5 gr/l = 18 grll
800ml - 28.8 gr 800ml >3.6 gr

KAA 43gr/ | 10gr/l +8 gr/l= 18gr/l
800ml >34.4 gr 800 ml->6.4 gr

VJ 60gr/l 15 gr/l +3 gr/l= 18 gr/l
800ml > 48 gr 800 ml - 2.4 gr

MRSA 62gr/l 10 gr/l +8 gr/l= 18 grll
800 ml -49.6 gr 800 ml - 6.4 gr

Tabla 6: Célculo de la cantidad de gramos requeridos de medio y de agar.

Imagen 6: Medios deshidratados comerciales de Scharlab (Barcelona) empleados.
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4.2.3. Preparacion de la solucién salina

Se han preparado 3 matraces de 200 ml de solucién salina al 0.9 % utilizando para
ello agua destilada y cloruro de sodio. De esta solucion salina, se destinaran 50 ml
para la dilucion inicial de cada alimento. Utilizando esta misma solucién salina, se han
preparado tres gradillas con tubos eppendorf de 1,5 ml que se utilizaran para las
diluciones seriadas. Estos tubos eppendorf contienen 0,9 ml de dicha solucion

(Imagen 7).

Imagen 7: gradilla con eppendorf con 0,9 ml de solucién salina.

A continuacion se introducen en el autoclave los matraces con los medios, la
solucion salina, los cuales se han tapado con un tapon de algodon hidréfobo y papel
de aluminio, 3 gradillas con 20 eppendorf cada una y 3 cajas de puntas selladas con

cinta de autoclavado durante 20 min a 121°C (Imagen 8).

Imagen 8: Medios, solucion salina y material para esterilizar.
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4.3. Procesado de los alimentos y siembra en placa

Se han utilizado 10 alimentos, en este caso han sido 10 frutas distintas de la

temporada de primavera.

Cada alimento ha sido procesado de la misma forma. En primer lugar se han
medido las dimensiones (alto, ancho y largo) para poder calcular posteriormente su
superficie aproximada. Tras este paso, se han vertido 50 ml de la solucion salina en
una bolsa hermética, en la que se ha depositado la fruta. Se masajea el alimento
durante unos minutos para que de esta forma pase a la solucion cualquier tipo de

microorganismo de la superficie.

A continuacion se hacen diluciones seriadas, considerandose la suspension inicial
obtenida en la bolsa la dilucién 0. A partir de esta dilucidn, se toman 100 ul y se afnaden
a un eppendorf que contiene 900 pl de solucidn salina estéril, teniendo asi un volumen
final de 1 mly siendo esta la dilucién -1. Se repite este proceso para obtener la dilucién
-2y -3 (Imagen 9).

Una vez preparadas las diluciones, se pasa a siembra en los distintos medios. Para
el TSA se siembran placas con las diluciones 0, -1, -2 y -3 por duplicado, obteniendo
un total de 8 placas, mientras que para los medios selectivos solo se siembran las
diluciones 0 y -1, también por duplicado, con un total de 4 placas por medio. En cada
placa se siembran 100 pl de la dilucion correspondiente, siempre en condiciones de

esterilidad (Imagen 10).

Las placas se dejan incubando a 37°C en la estufa durante 48 horas, todos los
medios excepto el MRSA, gue se incuba a 30°C, temperatura 6ptima de crecimiento

de las bacterias lacticas. (Imagen 11).
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Imagen 9: Preparacion de las diluciones Imagen 10: Preparacion de

seriadas. placas para la siembra

Estufa a 37°C Estufa a 30°C

e

Imagen 11: Placas incubando en las estufas.

4.4.Recuento y tincion
4.4.1. Recuento

Pasadas las 48 horas de incubacion se procede al recuento de las colonias
crecidas en las distintas placas. Para dicho recuento se utilizan aquellas placas
correspondientes a la dilucion en que hayan crecido un nimero de colonias que oscile
entre 20 y 200. Para conocer el nimero de colonias que hay en cada placa, vamos
marcando en la base de la placa con un rotulador aquellas colonias que ya hemos
contado para no cometer errores y asi obtener un nimero mas exacto de UFC
(unidades formadoras de colonias) y vamos creando zonas en las que ya conocemos
el nimero de colonias (Imagen 12 y 13).
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Imagen 12: Recuento en placa EMB. Imagen 13: Recuento en placa VJ.

4.4.2. Tincién

Tras el recuento de cada medio, se realiza una tincion de GRAM para cada tipo

de colonia obtenida en los medios. La tincion de Gram fue desarrollada por el

bacteriélogo Christian Gram en 1884 y el objetivo principal de esta tincion es clasificar

a las bacterias en dos clases: Bacterias Gram positivas y Bacterias Gram negativas,

en funcién de su pared celular.

La tincibn se ha realizado para determinar la morfologia (cocos, bacilos,

cocobacilos) y el tipo de agrupacion (parejas, tétradas, racimos, cadenas), en su caso,

del microorganismo aislado. El protocolo es el siguiente:

1.

© 0 N o o b~ WD

Colocar una gota de agua destilada en el portaobjetos y resuspender la colonia
aislada.

Fijacion con calor.

Cubrir el portaobjetos con cristal violeta (2’).

Cubrir el portaobjetos con lugol (2°).

Decoloracién con etanol.

Lavar con agua destilada para detener la decoloracion.

Agregar safranina para cubrir el portaobjetos y dejar actuar (3’).

Lavar con agua destilada.

Dejar secar la preparacion

10.Observacion al microscopio.
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Una vez que se ha tefiido, en el microscopio se pueden observar dos tipos de
bacterias, que pueden ser Gram positivas 0 Gram negativas:

» Gram positivas: son aquellas bacterias que mantienen la coloracion del cristal
violeta tras la decoloracion, por lo que van a aparecer de color violeta/morado
(Imagen 14).

» Gram negativas: por el contrario, son las bacterias que se tifien con el colorante

de contraste, es decir, con la safranina y apareceran de color rosa (Imagen 15).

Imagen 14: Bacteria GRAM (+) Imagen 15: Bacteria GRAM (-)
observada al microscopio. observada al microscopio.

4.5 .Prueba de |la catalasa

La enzima catalasa cataliza la liberacién de oxigeno y agua a partir del perdxido

de hidrégeno:

Catalasa

2H202 _ 2H20 + 02

Para realizar esta prueba, partimos de la colonia que se ha utilizado para la tincion,
se toma una parte de ella y se deposita, con la ayuda de un asa bacterioldgica, sobre
una gota de peroxido de hidrégeno al 3%. Podemos visualizar dos tipos de respuestas

(Imagen 16):

» Catalasa positiva: Se puede observar burbujeo y esto indica que hay

produccion de oxigeno.

22



» Catalasa negativa: No se observa burbujeo, por o que no hay produccién de

oxigeno.

Imagen 16: Prueba de la catalasa en una de las colonias aisladas de la breva. Se
puede observar como la colonia blanca del TSA es catalasa negativo mientras que

en el resto es catalasa positiva.

Imagen 17: Materiales y colorantes utilizados en

la tincion de GRAM y prueba de la catalasa.

4.6.Calculo de la superficie del alimento

Para calcular la superficie de cada una de las frutas utilizadas, se ha aproximado
la forma de dicho alimento a la figura geométrica mas similar y se han medido distintas
dimensiones: largo, ancho y alto. Una vez que se han obtenido estos datos, aplicando
la formula correspondiente, se consigue el valor mas aproximado posible al de la
superficie de cada uno de los alimentos analizados, como podemos observar en la
tabla 7.
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Alimento y figura
geométrica
_

Area

Alimento y figura
geomeétrica

Area

2

Paraguayo= Cilindro

A=2m-rth+r)
=2m-4(2,5+4)
=163, 4 cm?

Breva = Cono

A=n-r’+ nrg =
=m-2252+m-2,25:55=
= 54,8 cm?

Albaricoque = Esfera

A=4m-r? =47 - (2,5)?
= 78,5 cm?

Pera ~ Cono
Pedunculo=cilindr
o]

Area,yiq; = Cuerpo de la pera
+ pedtnculo
= 62,22cm?

Aperg =T 13+ MIrg =
=m-25%+m-25-515=
= 60,08 cm?
Apedﬁnculo =2n-r(h+r)=
=2r-0,2(1,5+0,2=2,14 cm?

0,

Melocoton = Esfera

A=4m-r?2 =41 (3)2
=113,1cm?

Nispero ~cono

A=m-12+ nrg =
=m-25%+m-25:65=
= 54,8 cm?

Cereza = Esfera

A=4m 1% =41+ (1)?
=12,6 cm?

Nectarina = Esfera

A=4m-r? =47 3.5
=153,9 cm?

Fresa= Cono

A=m-1r*+ nrg
=m-224+m-2-492
= 43,5 cm?

Ciruela= Esfera

A=4n-1r? =47 -25% =
= 78,5 cm?

Tabla 7: Célculo de la superficie de los alimentos.

h = altura;r = radio; g = hipotenusa

Hay que puntualizar que para el calculo de la superficie de aquella fruta cuya

aproximacion ha sido a un cono, se ha recurrido al Teorema de Pitagoras para obtener

el valor de “g” y de esta forma poder calcular la superficie.
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Las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se calculan en base a la siguiente

formula:

UFC _ n°de colonias x factor de dilucion

cm? superficie

5. RESULTADOS.

5.1. Recuentos en medios selectivos y no selectivos

Una vez que se han incubado las placas durante 48 horas en la estufa a la
temperatura 6ptima de 37°C para el crecimiento bacteriano, procedemos al recuento
de colonias. Nos quedamos con aquella placa que tenga un namero significativo de
colonias, es decir, aquella que contenga entre 20 y 200 UFC. A partir de estas placas,
haremos un estudio morfolégico a nivel macroscopico de la colonia en el que se deben
de incluir datos como color, tamafio, borde, textura y brillo, para posteriormente
realizar una tincion de Gram y poder realizar un estudio a nivel microscopico en el
que se incluya la morfologia de la bacteria, la agrupacion y si hay algin dato mas

destacable. Ademas de realizar la tincion de Gram, se hara la prueba de la catalasa.

Con los datos obtenidos en el recuento se realiza el célculo de Unidades
Formadoras de Colonias por cm? (UCF/ cm?) de cada medio. Con estos calculos
conoceremos el nimero de microorganismos presentes en la superficie de cada

alimento (Tabla 8).
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5.1.1. Resultados obtenidos en el recuento microbiano.

TSA EMB KAA MRS VJ

UFC/cm?2 UFC/cm?2 UFC/cm? UFC/cm?2 UFC/cm?2
Paraguayo 2,02X10* 9,18X103 0 4,90X10° 9,18X103
Melocotén  1,15X10? 1,77X10 0 7,03X103 2,65X10
Coque 3,38X103 6,37X10 0 0 4,46X10
Pera 0 0 0 4,02X10 4,82X10
Nectarina  3,25X10° 0 0 2,27X10 0
Cereza 6,75X103 3,97X10 0 0 3,97X10
Breva 2,74X10 0 0 9,12X10° 2,74X10?
Fresa 9,43X10? 0 0 0 0
Ciruela 3,18X10 0 0 7,39X102 0
Nispero 2,74X10? 1,82X10 9,12X10° 4,56X10? 6,39X10

Tabla 8: Unidades formadoras de colonias por superficie (UFC/cm?) de cada

alimento con su respectivo medio de cultivo.

En el medio de cultivo TSA, se puede observar que hay un crecimiento microbiano
que va desde el orden de 10° hasta 10%, a excepcion de la pera en la cual no se
observa crecimiento alguno. La mayor tasa de crecimiento se encuentra en el

paraguayo, con un recuento total de 2,02X10* UFC/cmz2,

En el medio de cultivo EMB (eosina azul de metileno agar) para bacterias lactosa
positivas, se detecta que el crecimiento de microorganismos en general es muy bajo,

salvo en paraguayo, en el que hay un crecimiento de 9,18X103% UFC/cm2.

El medio de cultivo KAA (Kanamycin aesculin azide), el crecimiento microbiano
es inexistente en todas las muestras excepto en nispero, con un recuento de 9,12X10°
UFC/cmz,

En el medio de cultivo MRS (Man, Rogosa and Sharpe) a 30°C, se aprecia una
variacion en el crecimiento de microbiano que va desde el orden de 10 hasta 103
UFC/cm?, salvo en coque, cereza y fresa, muestras en las que el crecimiento es

inexistente.
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Por ultimo, en el medio de cultivo VJ (Vogel and Johnson), se aprecian recuentos
bajos, similares a los que se han obtenido en el medio EMB. En este medio de cultivo
no se ha observado ningun tipo de crecimiento en la nectarina, fresa y ciruela. Sin

embargo, en paraguayo se observa un crecimiento de 9,18X102 UFC/cm2,

5.2. Identificaciéon de las colonias.
Con los datos recopilados durante las distintas sesiones podemos hacer una
identificacion aproximada del tipo de bacterias que han crecido en los distintos medios

empleados.

En TSA se aprecia un crecimiento muy diverso de colonias, diferenciando 4 tipos
con diferentes caracteristicas. Las colonias blancas rugosas presentan una morfologia
tipica de levaduras, por otra parte, las colonias transparentes, blancas y amarillas

tienen morfologias y tinciones variadas.

En el EMB se distinguen dos tipos de colonias, unas colonias oscuras con un halo
transparente, con una tincion Gram negativa, morfologia bacilar o cocobacilar y
catalasa positiva. Estas caracteristicas hacen sospechar que se trata de bacterias de
la familia Enterobacteriaceae. Por otra parte, las colonias blancas rugosas tienen una

morfologia tipica de levaduras.

En el KAA solo se han diferenciado un tipo de colonias, blancas pequefas, pero
no presentan el halo oscuro caracteristico de las colonias de este medio, por lo que
no podemos decir que se trate de bacterias del género Enterococcus, aunque el resto
de caracteristicas si coincidan con las caracteristicas de las bacterias del género

Enterococcus.

En el MRS han aparecido tres tipos de colonias. Se distinguen colonias pequeias
blancas con una tincion Gram positiva donde las bacterias presentan una morfologia
bacilar. Las colonias blancas de tamafio mediano tienen las mismas caracteristicas
gue las colonias blancas pequefias. Conociendo estas caracteristicas podemos intuir
gue se trata de bacterias del género Lactobacillus. Las colonias blancas rugosas

tienen una morfologia tipica de levaduras.

En el medio VJ encontramos tres tipos de colonias. Las colonias amarillas/
transparentes presentan una tincion Gram positiva cuyas bacterias tienen una

morfologia cocobacilar y dan positivo en la prueba de la catalasa. Por otra parte, las
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colonias blancas/ rosaceas aparecen cuando el medio ha virado y las bacterias
aparecen como cocos Gram positivos. También han aparecido colonias blancas cuyas
bacterias son cocos Gram positivos. Con esta informacion se puede intuir que se trata

de bacterias del género Staphylococcus.

e Paraguayo.

La aparicién en TSA de colonias amarillas con bacilos Gram negativos productores
de catalasa revela la posible presencia de Enterobacterias, puesto que en el medio
EMB también han aparecido colonias oscuras con un halo transparente que tienen las
mismas caracteristicas. Por otra parte, las colonias blancas que han crecido en TSA,
cuyas bacterias son cocos Gram positivos productores de catalasa, presentan las
mismas caracteristicas que las colonias que han aparecido en el medio VJ por lo que

se podria confirmar la existencia de bacterias del género Staphylococcus.

En el KAA no hay crecimiento alguno, descartando asi la presencia de

Enterococcus.

En el medio MRS han crecido tres tipos de colonias distintas: blancas pequefas,
blancas medianas y blancas rugosas. Las colonias blancas pequefas y las colonias
blancas medianas presentan las mismas caracteristicas, al observarlas al microscopio
se pueden ver bacilos Gram positivos catalasa negativa, como podemos observar en
la tabla 9. Con estos datos podemos intuir que se trata de bacterias del género
Lactobacillus. Por altimo, las colonias blancas rugosas, al observarlas al microscopio
se podian ver microorganismos con forma de uso, lo que indicaria que se trata de

levaduras.
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Paraguayo
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacion | Catalasa | Microorganismo
Amarill Bacilos - Sin + Bacteria
a agrupacion
TSA | Blanca Cocos + Cadenas + Bacteria
cortas/
parejas
EMB | oscura”| Bacilos - Sin + Bacteria
agrupacion
KAA No hay crecimiento
Blanca Bacilos + Sin - Bacteria
pequeina agrupacion
MRS Blanca Bacilos + Sin - Bacteria
mediana agrupacion
Blanca Huso Sin Levadura
rugosa agrupacion
Amarilla | Cocobac + Cadenas + Bacteria
VJ ilos
Blanca Cocos + Racimos + Bacteria

de

paraguayo. *Las colonias oscuras que han aparecido en el EMB presentan un halo

Tabla 9: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas las colonias del

transparente.
e Melocoton.

Como se puede observar en latabla 10, en TSA han aparecido bacterias que tienen
las mismas caracteristicas que las que han aparecido en el medio VJ, siendo cocos
Gram positivos con actividad catalasa y es por esto que probablemente se trate de
bacterias del género Staphylococcus. También han aparecido colonias transparentes
gue al observarlas al microscopio se observan bacilos Gram negativos sin actividad
catalasa. Al no crecer estas bacterias en ninguno de los medios selectivos y no tener

mas datos, no podemos identificar a que género pertenecen.

En los medios selectivos MRS y VJ se aprecia crecimiento bacteriano por lo que

probablemente se trate de bacterias del género Lactobacillus y Staphylococcus
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respectivamente. Al no haber crecimiento bacteriano en los medios EMB y KAA
podriamos descartar la presencia de bacterias de la familia Enterobacteriaceae y

bacterias del género Enterococcus.

MELOCOTON
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacion | Catalasa | Microorganismo
Amarill Cocos + Tétradas + Bacteria
a
TSA | Transp Bacilos - Sin - Bacteria
arente agrupacion
Blanca Cocos + Cadenas + Bacteria
cortas o
parejas
EMB No hay crecimiento
KAA No hay crecimiento
MRS | Blanca Huso Individual Levadura
Blanca Cocos + Sin + Bacteria
agrupacion
VJ Amarill | Cocobacilo + Sin + Bacteria
a/ S agrupacion
transpa
rente

Tabla 10: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias halladas en

el melocoton.
e Coque.

En el medio TSA han crecido tres tipos de colonias: blancas, amarillas y blancas
grandes. Por otra parte, como podemos ver en la tabla 11, en el medio VJ han crecido
colonias blancas con las mismas caracteristicas que las que han aparecido en el TSA,
siendo colonias cuyas bacterias tienen forma de cocos Gram positivos catalasa
positiva. Con estos datos podriamos intuir que se trata de bacterias del género
Staphylococcus. En VJ también han crecido otras colonias que son amarillas/
transparentes que presentan otras caracteristicas y que no podriamos identificar con

esta informacién. Las colonias amarillas que han crecido en el TSA tienen las mismas
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caracteristicas que las colonias oscuras con un halo transparente que han aparecido
en el medio EMB, siendo bacterias con forma de cocobacilos Gram negativos catalasa
positiva. Atendiendo a esto, se podria intuir que se trata de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae. La otra colonia que ha crecido en este medio tiene caracteristicas
propias de las levaduras. En TSA ha crecido un tercer tipo de colonias, que al
observarlas al microscopio se observarian bacilos Gram positivos catalasa positiva.

Este tipo de colonia no podriamos identificarla con los datos que tenemos.

En el KAA no se ha registrado ningun tipo de crecimiento por lo que se podria

descartar la presencia de bacterias del género Enterococcus.

En el MRS han aparecido colonias blancas que al observarlas al microscopio se

observa que los microorganismos tienen forma de huso, morfologia tipica de

levaduras.
COQUE
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacién | Catalasa | Microorganismo
Blanca Cocos + Racimo + Bacteria
Amarill Bacilo/ - Sin + Bacteria
TSA a cocobacilo agrupacion
Blanca Bacilo Cadenas + Bacteria
grande
Oscura’ | Cocobacilo Racimo + Bacteria
EMB Blanca, Huso Sin Levadura
rugosa agrupacion
KAA No hay crecimiento
MRS | Blanca Huso Sin Levadura
agrupacion
Blanca Cocos Racimo i Bacteria
Amarill/ | Cocobacilo Sin + Bacteria
VJ transpa agrupacion
rente

Tabla 11: Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las colonias halladas en
el coque. *Las colonias oscuras que han aparecido en el EMB presentan un halo

transparente.
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e Pera.

Tan solo se aprecia crecimiento bacteriano en el medio VJ. Son colonias
transparentes cuyas bacterias son cocos Gram positivos catalasa negativa, como se
puede ver en la tabla 12. Con estos datos no podriamos hacer una identificacion de

dichas bacterias.

En el MRS han aparecido colonias que por sus caracteristicas se intuye que son
levaduras.

En el resto de medios no se ha producido crecimiento por lo que se descarta la
presencia de bacterias de la familia Enterobacteriaceae, bacterias de los géneros

Enterococcus, Lactobacillus y Staphylococcus.

PERA
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacién | Catalasa | Microorganismo
TSA No hay crecimiento
EMB No hay crecimiento
KAA No hay crecimiento
MRS Blanca Huso Sin Levadura
pequefia agrupacion
Transpar Cocos/ 4 Parejas - Bacteria

ente Cocobacilo

VJ Amarilla/ Bacilos + Cadenas + Bacteria
transpar

ente

Tabla 12: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias halladas en

la pera
e Nectarina.

Como aparece en la tabla 13, solo hay crecimiento bacteriano en el medio TSA,
siendo colonias cuyas bacterias son cocos Gram positivos catalasa negativa. Con la

informacion que se recoge no podemos identificar a que género pertenece.

En el medio MRS han aparecido colonias cuyas caracteristicas son tipicas de

levaduras.
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Al no haber crecimiento en los medio EMB, KAA y VJ se descarta la presencia de
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, a los géneros Enterococcus

y Staphylococcus respectivamente.

NECTARINA

Medio | Colonia | Morfologia Gram Agrupacion | Catalasa | Microorganismo

TSA | Blanca Cocos + Sin - Bacteria
agrupacion

EMB No hay crecimiento

KAA No hay crecimiento

MRS | Blanca Huso Sin Levadura
agrupacion

VJ No hay crecimiento

Tabla 13: Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las colonias halladas en

la nectarina.
e Cereza.

En el medio TSA han crecido dos tipos de colonias: amarillas y transparentes. Al
realizar la tincibn de Gram de la colonia amarilla y al observarla al microscopio se
distinguen bacterias con forma de cocobacilo Gram negativo catalasa positiva. Al mirar
el crecimiento que se ha producido en el medio EMB se aprecian colonias que al
observarlas al microscopio presentan las mismas caracteristicas que las colonias
descritas anteriormente y es por esto por lo que podriamos decir que probablemente
se trate de bacterias de la familia Enterobacteriaceae. El otro tipo de colonia que se
distingue en el TSA no coincide con ninguna colonia hallada en el resto de medios

selectivos por lo que no podriamos hacer ninguna identificacion.

En el medio VJ han crecido colonias transparentes cuyas bacterias presentan una
morfologia bacilar Gram positiva catalasa positiva. Con estos datos no podemos hacer

una identificacion de la bacteria observada.

En los medios KAA y MRS no se ha detectado crecimiento bacteriano por lo que
se descartaria la presencia de bacterias de los géneros Enterococcus y Lactobacillus

respectivamente (Tabla 14).
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CEREZA
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacion | Catalasa | Microorganismo
TSA | Amarill Bacilo/ - Sin + Bacteria
a Cocobacilo agrupacion
transpa Bacilos - Sin - Bacteria
rente agrupacion
EMB | oscura” | Bacilos - Sin + Bacteria
agrupacion
KAA No hay crecimiento
MRS No hay crecimiento
VJ transpa Bacilos + Parejas/ + Bacteria
rente cadenas
cortas

Tabla 14: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias halladas en
la cereza. *Las colonias oscuras que han aparecido en el EMB presentan un halo

transparente.
e Breva.

En la breva no se ha producido ningun tipo de crecimiento microbiano de interés
en los medios selectivos, tan solo en el TSA que es el medio general (Tabla 15). Son
colonias blancas con bacterias en forma de coco Gram positivas y catalasa negativa,
colonias grandes con brillo cuyas bacterias son bacilos Gram positivos catalasa
positiva y colonias pequefias con brillo cuyas bacterias son bacilos Gram negativos
catalasa positiva. Como solo han aparecido colonias en el TSA, con los datos que
tenemos no podemos identificar estas bacterias puesto que no hay ninguna referencia

en los otros medios.

En el medio MRS han aparecido colonias que tienen caracteristicas tipicas de

levaduras.
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BREVA
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacion | Catalasa | Microorganismo
Blanca Cocos + Racimos - Bacteria
TSA Grande Bacillos + Cadena + Bacteria
sin brillo
Pequefia Bacilo - Parejas I Bacteria
con brillo
EMB No hay crecimiento
KAA No hay crecimiento
MRS Blanca Huso Sin Levadura
agrupacion
VJ No hay crecimiento

Tabla 15: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias halladas en

la breva.

e Fresa.

En el medio TSA han aparecido tres tipos de colonias, colonias amarillas, blancas
y blancas rugosas, como se puede observar en la tabla 16. Las bacterias que se han
observado en las colonias amarillas son cocobacilos Gram positivos catalasa positiva,
los microorganismos de las colonias blancas son cocos Gram positivos catalasa
positiva que se agrupa en racimos y por ultimo, los microorganismos observados en

las colonias blancas rugosas presentan una morfologia de huso, tipica de levaduras.

En el medio VJ han aparecido colonias transparentes cuyas bacterias son

cocobacilos Gram positivos catalasa negativa.

Con los datos que se conocen no se puede hacer una identificacion aproximada

del género al que pertenecen las bacterias que han crecido en ambos medios.

Al no haber crecimiento en los medios EMB, KAA y MRS, se descarta la presencia
de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y a los géneros

Enterococcus y Lactobacillus respectivamente.
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FRESA
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacién | Catalasa | Microorganismo
Amarill | Cocobacilo + Sin + Bacteria
a agrupacion
TSA | Blanca Cocos + Racimos + Bacteria
Blanca Huso Sin Levadura
rugosa agrupacion
EMB No hay crecimiento
KAA No hay crecimiento
MRS No hay crecimiento
Transp | Cocobacilo + Sin - Bacteria
VJ arente agrupacion
pequeii
a

Tabla 16: Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las colonias halladas en
la fresa.

e Ciruela.

En la ciruela tan solo han aparecido dos tipos de colonias en el medio EMB,
colonias blancas pequefias y medianas con bacilos Gram positivos catalasa negativa
(Tabla 17). Estas colonias indican que las bacterias que hay pueden pertenecer al
género Lactobacillus.

La ausencia de colonias en los medios EMB, KAA y VJ descarta la presencia de
bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae 'y a los géneros
Enterococcus y Staphylococcus respectivamente.
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CIRUELA
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupaciéon | Catalasa | Microorganismo
TSA | Blanca Huso Sin Levadura
pequefia agrupacion
EMB No hay crecimiento
KAA No hay crecimiento
Blanca Bacilos + Sin - Bacteria
MRS | mediana agrupacion
Blanca Bacilos + Sin - Bacteria
pequefa agrupacion
VJ No hay crecimiento

Tabla 17: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias halladas en

la ciruela.

e Nispero.

En el nispero se han aparecido colonias en todos los medios, datos que aparecen

en la tabla 18.

En el TSA han aparecido tres tipos de colonias, transparentes grandes con
cocobacilos Gram positivos catalasa negativos, otras amarillas en las que se observan
bacilos Gram negativos catalasa negativa y por ultimo, colonias blancas en las que se
observan bacilos cortos Gram negativos catalasa negativa. En el medio EMB también
han aparecido colonias oscuras con un halo transparente cuyas bacterias tienen las
mismas caracteristicas que las colonias amarillas presentes en el TSA, por esto
podriamos asumir la presencia de bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. El resto de colonias que han crecido en el TSA no podriamos

identificarlas con los datos que tenemos.

En el medio KAA han aparecido colonias blancas pequefias cuyas bacterias son
cocos Gram positivos catalasa negativa. Estas colonias no presentan el halo oscuro
que caracteriza a este medio por lo que no podriamos decir que se trata de bacterias

del género Enterococcus.

En el medio MRS han crecido colonias blancas pequefas a las cuales se les ha

realizado la tincibn de Gram y posteriormente, al observarlas al microscopio se han
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observado bacilos Gram positivos catalasa negativa. Atendiendo a las caracteristicas
mencionadas, podriamos suponer que se trata de bacterias pertenecientes al género

Lactobacillus.

En altimo lugar, en el medio VJ han aparecido tres tipos de colonias: transparentes,
amarillas y blancas. Las bacterias de las colonias transparentes son cocobacilos Gram
negativos catalasa positiva. Este tipo de colonias no podriamos identificarlas con la
informacion que tenemos. Las bacterias de las colonias amarillas y blancas son cocos
Gram positivos catalasa positiva y atendiendo a estas caracteristicas podriamos decir

gue probablemente se trate de bacterias pertenecientes al género Staphylococcus.

NISPERO
Medio | Colonia | Morfologia | Gram | Agrupacion | Catalasa | Microorganismo
Transpa | Cocobacilo 3 sin - Bacteria
rentes agrupacion
grandes
TSA | Amarilla Bacilos - Sin - Bacteria
agrupacion
Blanca Bacilos - Sin - Bacteria
cortos agrupacion
EMB | Oscura’ Bacilos - Sin - Bacteria
agrupacion
Blanca Cocos + Sin - Bacteria
KAA | pequef agrupacion
a
Blanca Bacilos + Sin - Bacteria
MRS | pequei agrupacion
a
Transpa | Cocobacilo - Sin + Bacteria
VJ rente agrupacion
Amarilla Cocos + Racimo + Bacteria
Blanca Cocos + Racimo i Bacteria

Tabla 18: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de las colonias halladas en
el nispero. * Las colonias oscuras que han aparecido en el EMB presentan un halo

tfransparente.
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5.3. Andlisis estadistico de la carga microbiana de los alimentos estudiados.
Con los datos que se han ido recopilando se han realizado tres gréficos en los que
se compara la carga microbiana presente en cada alimento y que ha crecido en cada

medio.

En el gréfico 1 tenemos el crecimiento bacteriano de cada uno de los alimentos
utilizados en este ensayo en el medio general, es decir, en TSA. El eje de la Y indica
el nimero de unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado (UFC/cm?) y
en el eje de la X aparecen las distintas frutas. Se puede observar como la mayor
carga microbiana se encuentra en el paraguayo, en el coque y en la cereza mientras
la menor carga microbiana se ha registrado en la pera y en la nectarina, siendo la
carga microbiana en pera inexistente. En el resto de frutas (melocoton, breva, ciruela,
fresa y nispero) la carga microbiana que se ha registrado es del orden de 10y 10
UFC/cm?,

Crecimiento bacteriano en TSA
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Grafico 1: Crecimiento bacteriano en TSA.

A continuacion, para la representacion del grafico 2 se han utilizado los datos de
la carga microbiana de los alimentos en los distintos medios selectivos que se han
empleado. De nuevo, en el eje de la Y tenemos las UFC/cm?y en el eje de la X las
frutas y los medios. En primer lugar, si observamos el medio EMB, se puede ver como
la mayor tasa de crecimiento se ha obtenido en el paraguayo, también se ha registrado
crecimiento microbiano, aunque mas bajo en el melocotdn, coque, cereza y nispero.
Sin embargo, no ha habido ningln crecimiento en pera, nectarina, breva, fresa y

ciruela.
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En el siguiente medio, KAA, solo se ha aparecido carga microbiana en el nispero,
con un recuento bajo UFC/cm?2. En el resto de alimentos no se ha detectado ningin

tipo de crecimiento.

En el MRS, las mayores cargas microbianas se han observado en el paraguayo y
en el melocoton, después, con una carga mas baja estarian ciruela y nispero. Ha
aparecido una carga microbiana muy baja la pera, coque, nectarina y breva, incluso

inexistente en algunas frutas como en el coque, cereza y fresa.

Por ultimo, en el medio VJ la mayor carga microbiana se encuentra en paraguayo
y la mas baja, en este caso nula, en nectarina, fresa y ciruela. En melocotén, coque,

pera, cereza, breva y nispero la carga microbiana que se ha observado es muy baja.
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Grafico 2: Representacion de la carga microbiana en los medios selectivos.

En el grafico 3 se ha comparado la media obtenida en el recuento microbiano en
TSA con las medias obtenidas en los recuentos microbianos de los medios selectivos.
Cada porcién del grafico representa la carga microbiana media de cada uno de los

medios con los que se ha trabajado.

Como se puede observar, el 50% de la carga microbiana observada recae en el
TSA, medio general en el que crecen todo tipo de microorganismos. Si enfrentamos
cada medio selectivo con el TSA vemos como el recuento microbiano en TSA es
mayor que en el resto de los medios. Al analizar el crecimiento medio en cada medio

selectivo se puede ver como el medio en el que mas crecimiento se ha producido ha
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sido el MRS (21%)), a continuacion iria el VJ (15%), después el EMB (14%) y por ultimo

el KAA (=0%) en el que practicamente no se aprecia crecimiento alguno.

Crecimiento bacteriano medio
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TSA
50%
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Grafico 3: Representacion del promedio del crecimiento bacteriano en el
medio general y en los selectivos.

6. DISCUSION

La microbiota que puede aparecer en la superficie de alimentos vegetales es muy
diversa y va a depender de factores externos como son el entorno, el tipo de agua de
riego, la maquinaria con la que se procesan o la manipulacién humana. Algunos de
los microorganismos que pueden aparecer en la superficie de estos productos causan
algunas patologias en los seres humanos cuando su ingesta supera determinados
valores. En la udltima década han aparecido diversos brotes de gastroenteritis
vinculados con cepas de Salmonella no tifoidea y E. coli se han relacionado con el

consumo de frutas y verduras.

De todas las muestras que se han analizado, tan solo se han obtenido recuentos
ligeramente elevados en el medio general del melocotdn y recuentos algo mas bajos
en el resto de medios selectivos para este producto. En el resto de alimentos el
crecimiento, en conjunto, es bajo e incluso nulo en algunos casos. En general, con los
datos que se ha recopilado se puede observar como los recuentos bacterianos no son

significativos. Ademas, no han aparecido bacterias como Escherichia coli,

41



relacionadas con brotes gastrointestinales causados por el consumo de ciertos
alimentos contaminados. La carga microbiana que ha aparecido puede ser a
consecuencia de una mala manipulacion o un mal uso de los recursos de los que se

dispone.

Cuando un producto esta contaminado por bacterias de los géneros E. coli,
Lactobacillus o Staphylococcus y su carga supera los valores de 10° -107 UFC/cm?,
su consumo es perjudicial para la salud (Gémez et al, 2008). Estudios realizados en
Finlandia mostraban que el 80% de las frutas procedentes de grandes supermercados
presentaban una carga microbiana muy préxima al orden de 10’ UFC/cm? (Graca et
al, 2017). Sin embargo, hay otras bacterias que producen la intoxicacion a partir de
concentraciones mucho mas bajas, como por ejemplo el género Salmonella, que solo
necesita concentraciones del orden de 10 UFC/cm? o el género Listeria con
concentraciones del orden de 10?2 UFC/cm?. Si analizamos nuestros resultados
podemos ver que las cargas microbianas que hemos obtenido no superan en ningun
caso concentraciones que puedan ser perjudiciales para la salud, puesto que la carga

microbiana mas alta que hemos obtenido es del orden de 10* UFC/cm?.

En las muestras que se han analizado, se encuentran bacterias del género
Lactobacillus, Staphylococcus y bacterias pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae. Todas estas bacterias se encuentran en concentraciones bajas

por lo que el consumo de estos productos no seria perjudicial para la salud.

7. CONCLUSIONES

1. La mayoria de los microorganismos aislados en este trabajo, tanto en el medio
general como en los medios selectivos, presentan una tincion de Gram,
morfologia y actividad catalasa que coincide con las caracteristicas de las
bacterias que se esperaba que crecieran en cada medio.

2. Los mayores recuentos bacterianos que se han encontrado ha sido en
paraguayo, tanto en el medio general como en algunos medios selectivos,
mientras que en cereza y coque han tenido también recuentos significativos en

el medio general y en melocotén en el medio selectivo MRS.
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3. Los crecimientos bacterianos mas bajos se han registrado en la fresa y en la
pera. Esto pensamos que puede ser a consecuencia de que tienen un pH
bastante acido, que dificulta la supervivencia de los microorganismos.

4. El resto de muestras analizadas presentan una carga microbiana poco
significativa y en algunos casos nula.

5. En base a las caracteristicas de crecimiento y a los resultados obtenidos en las
pruebas bioguimicas realizadas a las colonias, se observa que las bacterias
gue han aparecido no comparten las mismas caracteristicas que las bacterias
gue se esperaba que creciesen en el medio selectivo KAA. Por este motivo no
podemos afirmar que se trate de bacterias pertenecientes al género
Enterococcus. En consecuencia, no habria crecimiento de Enterococcus en el
medio selectivo KAA en ninguna de las muestras analizadas.

6. En base a las similitudes en las caracteristicas morfologicas, tincion de Gram y
prueba de la catalasa, se observa que gran parte de los microorganismos que

han crecido en los medios selectivos también lo han hecho en el medio general.
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