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En los paises en vias de desarrollo, las
enfermedades transmitidas por alimen-
tos (ETA, por sus siglas en espanol)
representan uno de los problemas de
salud publica mas importantes, con
repercusiones que inciden en el &mbi-
to econémico, politico y social
(Kumate e lIsibasi, 1986; Kumate,
1988).

Las ETA son el resultado de la falta de
higiene en los alimentos. Esta falta se
traduce en un alto nimero de brotes
principalmente de origen microbiano.
En los Estados Unidos de América
(EEUA) por ejemplo, la incidencia
anual de estos padecimientos se esti-
ma entre 24-81 millones de casos
(Archer y Kvenberg, 1985), mientras
que en los paises en vias de desarrollo
el problema es mas acentuado. Se ha
estimado, por ejemplo, que en Méxi-
co el nimero de casos asciende a 200
millones por aiio (Fernandez, 2000).
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Los alimentos de origen animal (carnicos o lacteos) son los que con mayor frecuen-
cia se involucran en brotes de ETA. Sin embargo, alimentos como las verduras,
aunque en menor escala, también participan como vehiculos de microorganismos
patégenos (Bean y col., 1997; CDC, 2000).
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Las verduras crudas pueden contaminarse por una diversidad
de fuentes dentro de las que destacan: el uso de agua de riego
contaminada, la tierra, la materia fecal humana o animal, el
aire, el equipo de cultivo y manejo, los recipientes y utensi-
lios, los materiales de transporte y el humano (Whitfield, 1998).

El consumo de vegetales crudos, ensaladas de repollo y
champinones salados ha sido asociado a numerosos casos
de brotes de enfermedades por microorganismos patogenos
como Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, 'y
Vibrio cholerae (Doyle y col, 1997). Escherichia coli tam-
bién ha sido relacionada a brotes de infecciones por el con-
sumo de vegetales y ensaladas (Adams y Moss, 1997).

Para producir alimentos seguros o de bajo riesgo hacia el
humano es esencial poseer informacion veraz y reproducible
que permita desarrollar programas destinados a eliminar los
peligros microbianos asociados al consumo de vegetales
minimamente procesados. Sin embargo, en México la infor-
macién al respecto es muy limitada o nula. No se cuenta con
suficiente informacién sobre la incidencia de enfermedades
asociadas al consumo de ensaladas crudas, ni del comporta-
miento de microorganismos patégenos de importancia en los
vegetales; ademas se sabe muy poco sobre la frecuencia de
bacterias patogenas en ensaladas de verduras listas para su con-
sumo (Fernandez, 2000). Esta informacion es indispensable ya
que con base en ella es posible desarrollar medidas objetivas
tendientes a disminuir o controlar las enfermedades por verdu-
ras. Aunque limitados, se tienen algunos reportes de la presen-
cia de Vibrio cholerae y Salmonella en diferentes verduras que
se expenden en mercados publicos de las ciudades de Puebla
(SSA, 2004), México (SSA, 2004; Vazquez y col., 1996) y
Guadalajara (Torres y col., 1996; 1997). Sin embargo, en
atencion a la forma como se cultivan, cosechan, transportan y
comercializan las verduras, es de esperarse la presencia de
microorganismos patogenos en ellas.

Por tal motivo, en este trabajo se investigd la presencia de
algunos microorganismos indicadores de higiene en ensala-

das de verduras crudas listas para su consumo, compradas
en diferentes restaurantes de la ciudad de Pachuca.

Recoleccién de las muestras

Las ensaladas fueron compradas en diferentes restaurantes de
la ciudad de Pachuca, Hidalgo, con 3 niveles de higiene apa-
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rente a las cuales se les denominé: Alta (Ah), Media (Mh) y
Baja (Bh). La clasificacion de los restaurantes se dio en fun-
ciéon del numero de personas que trabajan en el area de prepa-
raciéon y de la capacitacion que reciben sobre el manejo higié-
nico de los alimentos. Asi se incluyo, en los de higiene apa-
rente alta, a aquéllos que a simple vista cuentan con instala-
ciones que cumplen con todas las disposiciones que establece
la legislacién sanitaria (NOM-093-SSA1-1994) y que son
publicitados en medios impresos o electrénicos para su difu-
sion, que ademas cuentan con entre 8 y 15 personas trabajan-
do en la cocina, con capacitaciéon periodica sobre el manejo
higiénico de alimentos y supervisores internos de higiene, que
son auditados periddicamente por laboratorios externos y que
pertenecen a cadenas de restaurantes. En los restaurantes de
higiene aparente media se incluyeron a aquéllos que a simple
vista cuentan con instalaciones que cumplen con todas las
disposiciones que establece la legislacion sanitaria, que cuen-
tan de 4 a 7 personas trabando en la cocina, publicitados en
medios impresos o electrénicos y que no pertenecen a cadenas
de restaurantes. Finalmente, en los de higiene aparente baja,
fondas y cocinas de mercados publicos: estos establecimien-
tos a simple vista no cumplen con todas las disposiciones que
establece la legislacion sanitaria, no son publicitados en me-
dios impresos o electrénicos y tienen de 1 a 3 personas traba-
jando en la cocina.

En el estudio se incluyeron 2 restaurantes de higiene aparen-
te alta: (HA A, y HA A); 1 de higiene aparente Media: (HA
M) y de baja se incluyeron 3 fondas y 2 locales de mercados
publicos.

La recolecciéon de las muestras se realizé en un periodo
de 9 meses (Enero-septiembre). En general, las ensaladas
estuvieron compuestas por diferentes verduras crudas. En
la tabla 1 se describe la composicion de cada tipo de
ensalada analizada por tipo de restaurante. Las ensaladas
fueron compradas en todos los restaurantes y fueron trans-
portadas (en el empaque de venta) bajo condiciones
asépticas y en refrigeracion segun lo establecido por la
NOM-109-SSA1-1994. Las ensaladas se analizaron den-
tro de las 2 primeras horas después de su compra. La
cuantificacion de organismos coliformes, coliformes
fecales y Escherichia colise realizé de acuerdo a los ma-
nuales especializados de la Administracion de medica-
mentos y alimentos de los Estados Unidos de América
(FDA/JFSAN, por sus siglas en Ingles), 2001; NOM-092-
SSA1-1994; NOM-110-SSA1-1994; NOM-112-SSA1-1994
y NOM-113-55A1-1994,
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Preparacion de las muestras

De cada muestra individual se anali-
z6 toda la porcion de ensalada tal cual
se compré en los sitios de venta. El
peso de las ensaladas fue de 80, 120,
150 6 170 g. Las muestras fueron di-
vididas en dos porciones y cada por-
cién se colocé en una bolsa de plas-
tico estéril; segln el peso de la en-
salada contenida en cada bolsa, se
le agrego caldo lactosado (CL) en
una proporcién 1:9 (dilucion deci-
mal), por ejemplo: 40 g de ensalada
y 360 mL de CL. Las muestras se
dividieron para facilitar su manejo
y manipulacién. Las bolsas se
homogeneizaron por 2 minutos em-
pleando un Stomacher ® a una velo-
cidad de 260 rpm. Finalmente, des-
pués de la homogeneizacién se mez-
claron en una sola bolsa las porcio-
nes originales (por ejemplo: 40g +
40g de ensalada mas 360 mL + 360
mL de CL = 80g de ensalada en 720
mL de CL). Esta mezcla inicial se
consider6 como la dilucion «107' tal
como se establece en los protocolos
correspondientes de analisis micro-
biolégico.

Recuento de organismos coliformes

La cuantificacién de organismos
coliformes, se realizd con base en lo
descrito por la técnica de FDA/JFSAN
y la de la norma oficial mexicana:
NOM-113-SSA1-1994. A partir de la
muestra homogenizada se realizaron
diluciones decimales y se inocularon
cajas conteniendo agar bilis y rojo vio-
leta (ABRV). Las cajas se incubaron
a 35°C durante 24 h y se contaron las
colonias rojo oscuras con un diametro
mayor de 0.5 mm con o sin halo de
precipitacién de sales biliares. El cal-
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culo de la concentracion de organismos coliformes en las
muestras analizadas se realizé de acuerdo a como se describe
en las técnicas seialadas en los manuales correspondientes. La
concentracion obtenida se expresa como unidades formadoras
de colonias por gramo de muestra (UFC/g).

Recuento de coliformes fecales

La cuantificacion de coliformes fecales se realizé con base
en lo descrito por la FDA/CFSAN (2001), NOM-112-SSA1-
1994. Partiendo de las muestras de ensaladas de verduras

Tabla 1. Caracteristicas de las ensaladas y de los sitios de recoleccién
Nivel de Higiene Restaurante Ensalada/No. de muestras Composicién
Espinacas/20 Espinacas, jitomate y champinones
A, Mixta/20 Aguacate, cebolla'/ espinaca, Jlt(.)mate/
Alta lechuga, pepino v zanahoria
A Espinacas/20 Espinacas, jitomate y champinones
: Lechuga/20 Lechuga orejona
Espinacas/30 Espinacas, jitomate y champinones.
Media A Mixta/30 Aguacate, cebo[la,' espinaca, Jltc')mate, lechuga,
pepino y zanahoria
Fondas (3) Mixta/10 Aguacate, berrosA, germen de trigo, jitomate,
lechuga, pepino, rabano y zanahoria.
. Aguacate, ceboll n de trigo, jitomate
Baia Mercado 1 Mixta/10 guacate, cebo ;?, gerr,nen de trigo, Jlto'mate,
lechuga, pepino, rdbano y zanahoria
Mercado 2 Mixta/10 Aguacate, cebollé, gerr}ﬁen de trigo, jito}mate,
lechuga, pepino, rdbano y zanahoria
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homogenizadas en Stomacher, se
prepararon diluciones decimales en
tubos con 9 mL de caldo lactosado
(CL) con campana de Durham. La
incubacion se realizo a 35°C / 24 -
48 h. Los tubos en los que se obser-
v6 la presencia de gas en la campa-
na durham se tomaron como
presuntivos. Estos tubos se
resembraron en caldo lactosado bi-
lis verde brillante fluorocult (CLF)
con campana Durham y se incuba-
ron a 44.5°C durante 24 a 48 h, to-
mandose como positivos aquellos
tubos en los que se observo la pro-
duccion de gas. El calculo de los
coliformes fecales por gramo de
muestra se realizé de acuerdo a
como se describe en las técnicas se-
naladas en los manuales correspon-
dientes. El valor obtenido se expre-
s6 como NMP/g de CF presentes en
ensaladas de verduras.

Cuantificacién de Escherichia coli

Para la investigacion y cuantificacion
de E. coli, se emplearon los tubos que
resultaron positivos a CF y se realiza-
ron dos pruebas mas del comporta-
miento metabélico de E. coli: produc-
cién de fluorescencia en caldo
lactosado fluorocult y produccién de
indol (FDA/JFSAN, 2001; Castro-Ro-
sas y Escartin, 1999). El calculo de E.
coli por gramo de muestra, se realiza
de igual manera que para los
coliformes fecales. El valor obtenido
se expres6 como NMP/g deE. coli pre-
sente en las ensaladas de verduras.

En la preparaciéon de ensaladas de ver-
duras crudas, las verduras se someten a
procesos como el pelado, el rebanado,
el picado y/o el troceado. Estas manio-
bras incrementan la posibilidad de con-
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( TECNOLOGIA )

taminacion o bien proporcionan un medio adecuado para
el crecimiento de microorganismos. La mayoria de las veces
las ensaladas crudas son consumidas sin un tratamiento de
desinfeccion adecuado adicional que elimine a las bacterias
patogenas. Por ello es de relevante importancia que las verdu-
ras sean lavadas y desinfectadas minuciosamente para mini-
mizar los peligros microbianos que pudieran estar presentes.
Cabe mencionar que los desinfectantes quimicos pueden ser
aplicados para reducir el nimero de microorganismos en los
alimentos siempre y cuando no representen un peligro quimi-
co en el alimento listo para consumirse.

Segun lo establecido en el Apéndice Informativo B de la
Norma Oficial Mexicana NOM-093-SSA1-1994, las ensala-
das crudas no deben exceder los siguientes limites
microbiolégicos: cuenta total de mesofilicos aerobios (BMA)
de 150,000 UFC/g y de coliformes fecales (CF) 100 UFC/g.

Cabe senalar que la norma mexicana no considera a los
organismos coliformes ni a E. coli para evaluar la calidad
higiénica o sanitaria de las verduras crudas. No obstante,
son grupos indicadores cuya investigacion seria adecua-
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do incluirla dentro de las normas oficiales ya que com-
plementarian la informacién para evaluar la calidad hi-
giénica o sanitaria de las ensaladas de verduras crudas. Por
tal motivo, en este estudio se ratificé su inclusion.

Un total de 170 ensaladas de verduras crudas fueron analiza-
das. Las muestras se obtuvieron de los 3 tipos de estableci-
miento descritos previamente en la metodologia. En gene-
ral, la mayoria de las muestras presentaron niveles de
microorganismos muy por arriba de los limites permitidos
por la legislacion sanitaria de México (NOM-093-SSA1-1994).
Del restaurante HA A, se analizaron 40 muestras de dos
tipos de ensaladas crudas (20 de espinacas y 20 mixtas).
Todas las ensaladas mostraron niveles elevados de organis-
mos coliformes (>10°UFC/g), y s6lo 4 de las 40 ensaladas
estuvieron libres de coliformes fecales. E. coli se aislo en el
75 % de las ensaladas (Tablas 2-3). Aunque la Norma ofi-
cial mexicana (NOM-093-SSA1-1994) no considera a los
organismos coliformes como grupo microbiano para evaluar
la calidad de las ensaladas crudas, se sabe que nimeros ele-
vados de estos microorganismos, como los que encontra-
mos en las ensaladas, se relacionan con falta de higiene en
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los alimentos (Geldreich, 1964; Khan, 1992; Beuchat y col.,
2001a; Beuchat, y col., 2001b; Harris, 2001).

En relacion aE. coli es sabido que naimeros considerables de
este microorganismo en alimentos sugiere contaminacion
fecal. Su hallazgo, implica un riesgo de que un microorga-
nismo patégeno pueda estar presente. En algunos alimentos
como los mariscos, se ha encontrado una buena correlacién
de la presencia de E. coli con la de bacterias enteropatdégenas
(Fernandez, 1981). Aunque la mayoria de las cepas de E.
coli no son patégenas, existen algunas cepas que causan
enfermedad como es la E. coli O157:H7, cuya dosis mini-
ma infectante es muy baja (10-100 células).

Es importante destacar que la NOM-093-SSA1-1994 consi-
dera a las bacterias mesofilicas aerobias en la evaluacion de
la calidad microbiologica de las ensaladas de verduras
crudas. En este estudio, no realizamos la cuantificacién de
tal grupo microbiano y si la de organismos coliformes; no
obstante, como se sabe, los organismos coliformes estan
incluidos o forman parte de las bacterias mesofilicas aerobias.
En consecuencia, podemos asumir que las ensaladas anali-
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microorganismos en ensaladas de Espinacas provenientes del

Tabla 2. Minimos, medianas, maximos y positividad de

restaurante HA A .

Microorganismo  Minimo Mediana Maximo Positividad
0 grupo (%)
Organismos 1.2x10° 1.9x10° 1.1x10° 100
coliformes (a)
Coliformes <1.8 73 >1100 90
fecales (b)
E. coli (b) <1.8 1.8 1.8 75
(a) UFC/g
(b) NMP/g

Tabla 3. Minimos, medianas, maximos y positividad de
microorganismos en ensaladas Mixtas provenientes del
restaurante HA A,.

Microorganismo Minimo Mediana Maximo  Positividad
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zadas tenian como minimo un nivel de mesofilicas
aerobias igual al de los organismos coliformes. Basando-
nos en este argumento, después del analisis de los datos
y considerando en cada una de las muestras el contenido
de organismos coliformes, coliformes fecales y E. coli,
los resultados obtenidos revelan que s6lo 3 (una de espi-
nacas y dos mixtas) de las 40 ensaladas crudas obtenidas
del restaurante HA A, cumplieron con la normatividad
sanitaria.

En lo que se refiere a las ensaladas obtenidas del restaurante
HA A,, se procesaron también 40 muestras de 2 tipos de
ensaladas (20 de Espinacas y 20 de Lechuga). Todas las
ensaladas de HA A, presentaron niimeros elevados de or-
ganismos coliformes vy de coliformes fecales (Tablas 4-
5). Con respecto a los coliformes fecales, sélo una ensa-
lada de espinacas y dos de lechuga se encontraron dentro
de los limites permitidos por la legislacién sanitaria vi-
gente en México (NOM-093-SSA1-1994), la cual esta-
blece como maximo 100 UFC/g en ensaladas verdes o
crudas. No obstante, la alta concentracion de organis-

GRUPO CENCON

Tabla 4. Minimos, medianas, maximos y positividad de
microorganismos en ensaladas de Espinacas provenientes
del restaurante HA A .
Microorganismo  Minimo Mediana  Maximo Positividad
0 grupo (%)
Organismos 1.3x10° 3.8x10° 1.2x 108 100
coliformes (a)
Coliformes 53 >1100 >1100 100
fecales (b)
E. coli (b) 4 30 >1100 100
(a) UFC/g
(b) NMP/g

mos coliformes encontrada revela que s6lo una ensalada
de lechuga y ninguna de la mixta del restaurante HA A,
cumplié con la legislacién sanitaria.

A diferencia de las ensaladas obtenidas en el restaurante
HA A, todas las de HA A, se encontraron contaminadas
con E. coli (Tablas 4-5). Es importante subrayar que en
algunas de las ensaladas de espinacas compradas en el
restaurante Ah B se detect6 tierra en las hojas en niveles
considerables.
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La frecuencia y nivel de los microorganismos encontrados
en las ensaladas provenientes de los dos establecimientos
que clasificamos al inicio dentro de un nivel de higiene apa-
rente alta (HA A, y HA A)) revelan que el nivel real de higie-
ne de estas ensaladas es bajo.

Tabla 5. Minimos, medianas, maximos y positividad de
microorganismos en ensaladas de Lechuga provenientes del
restaurante HA A,

Microorganismo  Minimo Mediana  Maximo Positividad
0 grupo (%)
Coliformes 15 >1100 >1100 100
fecales (b)
E. coli (b) 1.8 38 >1100 100
(a) UFC/g
(b) NMP/g

Del restaurante considerado de higiene aparente media (HA
M) se procesaron 60 muestras de 2 tipos de ensaladas (30 de
espinacas y 20 mixtas). El contenido de organismos coliformes
fue muy elevado siendo el valor minimo 5.0 x 10* UFC/g;
todas las muestras presentaron coliformes fecales en niveles
considerables, E. coli estuvo presente en 50 de las 60 mues-
tras (Tablas 6-7). En general, solo tres de las 60 muestras
analizadas se encontraron dentro de los limites permisibles.
Los resultados obtenidos de las ensaladas de este restaurante
inicialmente clasificado dentro de los de aparente mediana
higiene, revelan que las ensaladas de este restaurante son de
baja higiene.

En las fondas varias y puestos del mercado considerados si-
tios de higiene aparente baja (HA B), en total se muestred
un solo tipo de ensalada (mixta) ya que es la Unica que se
vende en estos lugares de consumo. En total se analizaron
30 ensaladas de verduras. Los valores minimo, mediana y
maximo de la tabla 8 muestran el alto niumero de
microorganismos indicadores de higiene presentes en las
ensaladas analizadas; estos indicadores microbianos se de-
tectaron en todas las muestras, solamente 5 (de 30) ensaladas
estuvieron libres de E. coli, lo que corresponde a un 83.3%.
Solamente 2 de 30 ensaladas de estos establecimientos se
encontraron dentro del limite permisible (Tabla 8).

Los niveles tan altos de organismos coliformes encontrados
en todas las ensaladas pueden deberse a tres causas: 1) expo-
sicion abundante de las verduras a la contaminaciéon durante
la cosecha, recoleccién, transporte, procesamiento y
comercializacion sin desarrollo posterior; 2) el empleo de
verduras que no fueron sometidas a lavado y desinfeccion o
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Tabla 6 Valores minimos, medianas, maximos y
positividad de microorganismos en ensaladas de Espinaca
del restaurante HA M
Microorganismo  Minimo Mediana Positividad
0 grupo %o

Maximo

Organismos 1.9x10°> 6.9x10° 3.8x 107 100
coliformes (a)
E. coli (b) <1.8 14 >1100 86.7
(a) UFC/g
(b) NMP/g

Tabla 7. Valores minimos, medianas, maximos y positividad
de microorganismos en ensaladas Mixtas provenientes del
restaurante HAM
Microorganismo  Minimo Mediana Positividad
0 grupo %o

Maximo

Organismos 5.0x 104 4.7x10° 8.3 x107 100
coliformes (a)
Coliformes 21 780 >1100 100
fecales (b)
E. coli (b) <1.8 6 26 80
(a) UFC/g
(b) NMP/g

Tabla 8. Valores minimos, medianas, maximos y positividad
de microorganismos en ensaladas mixtas provenientes de
fondas varias y puestos del mercado (HA B)
Microorganismo  Minimo Mediana

0 grupo %
Organismos

Maximo Frecuencia

coliformes (a) 3.5x 104 1.1 x 106 8.9 x 107 100
Coliformes
fecales (b) 4 37 >1100 100
E. coli (b) <1.8 1.8 >1100 83.3
(a) UFC/g
(b) NMP/g

que este tratamiento no fue suficiente; 3) crecimiento de
los microorganismos indicadores en las ensaladas, partien-
do de verduras contaminadas con nimeros muy bajos de los
microorganismos indicadores. La segunda opcion pareceria
la mas viable, no obstante, con base en las deficientes con-
diciones de higiene que en general persisten en México du-
rante la produccién, preparacion y comercializacion de las
ensaladas, es posible la ocurrencia simultanea de los tres fac-
tores. Este sefalamiento es de especial significado cuando los
microorganismos involucrados tienen caracter patogeno, ya que
los resultados que encontramos sugieren fuertemente que se
puede estar propiciando la contaminacion de las verduras con
microorganismos patdgenos y su posterior desarrollo en las
ensaladas de verduras crudas. En consecuencia, el alto nimero
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de organismos coliformes que se detect6 en las ensaladas, es
posible relacionarlo con malas practicas higiénicas durante la
preparacion de dichos alimentos.

En este estudio, el 94.71 % (161 de 170 muestras) de las
ensaladas de verduras crudas que se analizaron presenté una
calidad microbiolégica inaceptable, lo cual es preocupante
ya que a pesar de que los restaurantes de higiene aparente
alta (HA A) cuentan con medidas de control para mejorar la
higiene de sus productos, la calidad de sus ensaladas es se-
mejante a la que presentaron las que se producen y venden
en mercados, fondas o via publica.

En general, el estudio revela que el nivel de higiene de los
restaurantes analizados en realidad es bajo. En consecuen-
cia, las ensaladas producidas en establecimientos incluidos
en el estudio representan un riesgo para la poblacién, el cual
debe considerarse.

Los resultados demuestran la existencia de problemas serios
de contaminacién o sobrevivencia microbiana dentro de los
restaurantes analizados. Se ha sefalado que la solucién de
los problemas sanitarios relacionados con los alimentos esta
en la educaciéon de los manipuladores, consumidores y del
personal encargado del control sanitario de esta actividad
(Michanie, 1994). Sin embargo, atiin cuando dichas indica-
ciones son generalmente aceptadas, es necesario que exista
una correcta exigencia sanitaria para elevar la eficacia de
éstas (Duran, y col., 1993) y en ambas incluir los principios
del sistema de andlisis de peligros y puntos criticos de con-
trol (HACCP; por sus siglas en Inglés) como el mejor proce-
dimiento para garantizar la inocuidad de los alimentos (Bryan,
2000).

Es importante precisar que aunque el estudio abarcé pocos
establecimientos y de una sola ciudad, los resultados dan
una idea del nivel de higiene en estos tipos de restaurantes y
ademas sugieren la posibilidad de que el nivel de higiene
que se encontro en las ensaladas, se mantenga en otros esta-
blecimientos, no sélo de la ciudad donde se desarrollo el
estudio, sino también en restaurantes de otras ciudades o
estados de México. En tal caso es necesario realizar mayores
estudios para confirmar esta hipotesis.

Por otro lado, es necesario realizar mayores estudios en los
establecimientos donde se obtuvieron las ensaladas con la fi-
nalidad de determinar el origen de los problemas. La informa-
cion derivada de estos estudios permitira atender con eficien-
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cia los problemas higiénicos en estos restaurantes y, en lo su-
cesivo, prevenirlos; disminuyendo con ello los brotes de en-
fermedades por consumo de ensaladas de verduras crudas.
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