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RESUMEN

En este estudio se realizd un andlisis microbiologico de 40 muestras de jugos frescos (jugo
verde, naranja, zanahoria, betabel y guayaba) obtenidas de puestos ambulantes en diferentes
areas de la zona metropolitana de Puebla, con el objetivo de determinar la presencia de
bacterias mesoéfilas aerobias (BMA), coliformes totales y coliformes fecales mediante

métodos estandarizados de acuerdo con las normas oficiales mexicanas correspondientes.

Los resultados mostraron que un alto porcentaje de las muestras supero los limites permitidos
por laNOM-218-SSA1-2011: el 87.5% no cumplid con la carga aceptable de BMA, el 82.5%
excedio los limites de coliformes totales y el 97.5% present6 coliformes fecales por encima
de lo permitido, evidenciando deficiencias significativas en las condiciones de higiene

durante la elaboracion y venta de estos productos.

Se logro6 aislar y caracterizar fenotipicamente Escherichia coli en el 15% de las muestras, y
posteriormente se evalud su perfil de resistencia a antibioticos mediante antibiograma con
multidisco Gutiérrez Ramos Abel PT-35 Multibac [.D. La totalidad de las cepas aisladas
mostro resistencia a amikacina (AK), carbenicilina (CB) y cefalotina (CF), mientras que el
84.6% permanecio sensible a ciprofloxacina (CPF) y gentamicina (GE). Destaco la presencia

de multirresistencia a ocho antibidticos en la cepa J21.

La caracterizacion genomica se realizé mediante PCR del gen 16S rRNA, confirmando la
presencia de E. coli en todas las cepas analizadas. Ademas, la técnica de rep-PCR permitio
evaluar la diversidad genética mediante la separacion de secuencias repetitivas
palindromicas, y el andlisis filogenético representado en un dendrograma evidencio
relaciones de similitud y diferenciacion entre cepas provenientes de la misma muestra y de

distintas muestras de jugos frescos.

En conjunto, estos resultados destacan la importancia de la vigilancia microbioldgica y de la
caracterizacion gendmica y de resistencia antimicrobiana en jugos frescos, con el fin de
garantizar la inocuidad de estos alimentos de consumo directo y prevenir riesgos para la salud

publica.



INTRODUCCION

En México, es comun la venta de alimentos y bebidas en puestos ambulantes que son de
costos accesibles y faciles de adquirir, uno de los productos més vendidos en zonas publicas
son los jugos frescos. Los jugos frescos son bebidas a base de extractos de la pulpa de frutas
y verduras y se les considera frescos, debido a que son preparados el mismo dia del que se
consumen, la mayoria de los consumidores opta consumir este producto por su aporte
vitaminico, refrescante y saludable; sin embargo, no siempre se analiza el proceso de
elaboracion de lo que consumimos y mucho menos si se realizd6 bajo condiciones que

garanticen la seguridad alimentaria del consumidor.

La inocuidad alimentaria es fundamental para procurar la salud de cualquier consumidor y
reducir los posibles riesgos que puedan dafiar el bienestar de una persona, la inocuidad de un
producto comestible se garantiza mediante el uso de procesos regulados que garanticen la
limpieza y seguridad del alimento, indicando de ese modo que estd libre de algun
microorganismo, sustancia o artefacto que pueda representar un posible riesgo a la salud
publica. Contrariamente a lo que se menciona a lo largo de la historia se han presentado un
sinfin de casos y brotes causados por la falta de conocimiento o aplicacion de inocuidad
durante la elaboracion de un alimento dando paso a lo que hoy conocemos como
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA). Uno de los ejemplos més comunes ha
sido el brote en los EE. UU. en 1993 por el consumo de carne de hamburguesas cruda, la cual
se encontraba contaminada por la bacteria Escherichia coli O157:H7, este brote dejo mas de
700 personas enfermas, 4 fallecimientos de menores de edad y docenas de personas
desarrollaron complicaciones graves como el Sindrome urémico hemolitico (SUH), que

afecta los rifiones.

Un proceso que es de ayuda para la industria alimentaria son los monitores microbioldgicos,
los cuales cumplen con el objetivo principal de garantizar la seguridad y la calidad de los
alimentos o productos ya que cumplen con diversas funciones como la deteccion de agentes
patogenos (virus, parasitos o bacterias) que puedan ocasionar alguna ETA, asi mismo permite
la verificacion del uso de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) asegurando las buenas

précticas de limpieza e higiene en la produccion, procesamiento y manejo de alimentos. Los
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monitoreos sirven de control de calidad, ya que ayudan a garantizar que el producto cumple
con los estandares microbioldgicos establecidos por normativas oficiales tanto nacionales
como internacionales, para la prevencion de brotes, al realizar un monitoreo regular y eficaz.
Las empresas alimentarias tienen la obligacion de cumplir con estos requisitos para que su
producto sea seguro cuando sale a la venta, por lo que en este sector cuenta con un control
mas regulado que en su contraparte, como son los puestos ambulantes. Los puestos
ambulantes son establecimientos que en su mayoria no se encuentran monitoreados por
alguna institucion y mucho menos tratan de ajustarse a las normativas ya establecidos, dado

a que los mismos propietarios son indiferentes a los estandares microbioldgicos.

Por lo tanto, no se puede garantizar la regulacién sanitaria de todos los comercios que
ofrezcan algin producto alimenticio pero lo que si se puede realizar es un monitoreo para el
analisis en base a los requerimientos de inocuidad de un alimento, en este caso, los jugos

frescos de la zona metropolitana de Puebla.



MARCO TEORICO

Antecedentes generales

Inocuidad y calidad de los alimentos

La palabra inocuo dentro de una oracion hace referencia a cualquier forma libre de
contaminantes que puedan causar algun riesgo a la salud, y de acuerdo con la Organizacion
de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (2004) se define a la inocuidad
de los alimentos como “la ausencia de peligro en los alimentos que pueden daniar la salud
de los consumidores, o dotarlos de niveles seguros y aceptables”. Por otro lado, la calidad
de los alimentos se refiere al conjunto de cualidades aceptables por el consumidor, en donde
se toma en cuenta las propiedades organolépticas del producto, sus caracteristicas higiénicas
y nutricionales. Debido a esto el termino de “calidad” es utilizado més cuando se hace
referencia a la relacion de la finalidad con la utilidad de algin producto como se define en la
Norma Internacional ISO 9000:2000 “la calidad es el conjunto de propiedades y
caracteristicas de un producto, de un proceso o de un servicio que le confieren su capacidad

de satisfacer necesidades implicitas o explicitas” (FAO, 2004).

De tal forma, tanto la inocuidad como la calidad de los alimentos son requisitos basicos para
cualquier producto alimenticio limpio, sano y no dafiino apto para el consumo humano, por
lo que la falta de conocimiento de estas caracteristicas en la produccion o preparacion de
alimentos puede desencadenar enfermedades microbianas en los consumidores y por ende se
ve reflejado su impacto dentro de las problemadticas sociales que se presentan con frecuencia,
producidas por enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) y que una vez mas de una
persona presenta la misma sintomatologia por la misma causa de ETA a este se le llama brote,
mejor definido como “un incidente en el que dos o mas personas presentan una enfermedad
semejante después de la ingestion de un mismo alimento y los analisis epidemioldgicos
apuntan al alimento como el origen de la enfermedad” por la Organizaciéon Panamericana de

Salud (SEMARNAT, 2017).

En México existen organismos reguladores como la Comision Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASICA), para el cuidado de la cadena productora de alimentos



en base a la inocuidad de los cada uno de ellos, que a su vez buscan promover controles
regulatorios para la reduccion de riesgos en cada etapa de manipulaciéon de alimentos

(Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020).

Factores de contaminacion en los alimentos

Un alimento deja de ser inocuo cuando este presenta impurezas en su composicion y puede
representar un riego exponencial para el consumidor. Un factor importante es el tipo de
contaminante que esta invadiendo al alimento, como los residuos fisicos, quimicos, alérgenos

0 microorganismos patdégenos (Bourgeois et al., 1994).

Como se sabe desde hace tiempo atras, existen microorganismos que se encuentran presentes
en el medio ambiente (agua, aire, suelo, etc.) de forma natural para el hombre, sin embargo,
hay un grupo de microorganismos que pueden producir mecanismos de dafio en el organismo
del ser humano, por lo que se le atribuye el nombre de microorganismos patéogenos. Debido
a esto, los alimentos, transformados o no, que se consumen, pueden estar contaminados por
diversos microorganismos y por otro lado, el tipo de microorganismo que invada determinado
alimento dependera de las caracteristicas fisico-quimicas que posea el alimento en comuin
para que permita del crecimiento y proliferacion de esté, para que a partir de su
establecimiento desarrolle alteraciones en este mismo, ya sean importantes o no, pues se
puede ver reflejado en las caracteristicas organolépticas del alimento o en su valor comercial,
hasta en ser la causa de alguna infeccion, intoxicacion o toxiinfeccion. Es importante tomar
en cuenta el origen de la contaminacidon por estos microorganismos, pues como ya se
menciond antes, estos se pueden encontrar en el medio ambiente, pero la contaminacion de
los alimentos por microorganismos principalmente se da por el contacto con agua, aire,
polvo, superficies, materia prima y por los mismos productos alimentarios, desde la
elaboracion hasta la obtencion del producto terminado. La principal fuente de contaminaciéon
se puede decir que es a partir del agua, ya que contiene en suspension una de
microorganismos, principalmente bacterias procedentes del suelo (Streptomyces spp,
Micrococcus spp, Alcaligenes spp, Corynebacterium spp, Pseudomonas spp, Acinectobacter
spp, Aeromonas spp, Chromobacterium spp, Moraxella spp) o a partir de restos fecales del

hombre y animales (Enterobacteriaceae, Enterococos spp); los mohos (Aspergillus spp,



Penicillum spp, Rhizopus spp, Fusarium spp, etc.) se encuentran igualmente en el agua,
provocando enfermedades en plantas y alteraciones en alimentos. Por el contrario, es raro
encontrar levaduras a través de este medio, ya que estas suelen desarrollarse mejor en
ambientes con alta concentracion de azucares, como frutas o productos fermentados, mas que

en el agua ambiental o potable (Bourgeois et al., 1994).

El agua es un recurso indispensable para el ser vivo y principalmente para el humano, pues
es una fuente de recurso que se nos permite usarla como producto alimenticio, siempre y
cuando estd se encuentre tratada y sea apta para el consumo humano. El agua que se encuentra
en entornos donde no sufre ningtn tipo de tratamiento, como en lugares en vias de desarrollo,
es la que se encuentra contaminada por microorganismos procedentes de individuos enfermos
o portadores, y se vuelve una de las causas de enfermedades gastrointestinales. Por otro lado,
las aguas residuales y que tampoco son tratadas, se encuentran constituidas principalmente
por microrganismos de origen fecal (por €j. Escherichia coli, Salmonella sp, Shigella sp, etc.)
llegan a ser ocupadas como aguas de riego para terrenos de cultivo o incluso puede llegar a
contaminar fuentes superficiales de agua (lagos, rios o pozos) y generar la contaminacion de
alimentos. Un ejemplo de uso de agua importante es en la industria alimentaria, ya que se
usa en multiples procesos (lavado, limpieza, desinfeccion, etc.), por lo que el agua que se
ocupa en ellas se encuentra regulada por normas oficiales sobre la calidad microbioldgica
como la NOM-127-SSA1-1994 o la NOM-179-SSA1-2020, para que cada proceso tome en
cuenta el tipo de agua a utilizar y con ello minimizar los riesgos de contaminacion post

fabricacion (Cervantes et al., 2017)

Otro origen de contaminacién en los alimentos es a partir del suelo y aunque los
microorganismos que se encuentran en el son los mismos que se citaron para el agua, estos
microorganismos tienen la particularidad de contaminar con mayor facilidad frutas y
verduras; en estos alimentos los problemas que se presentan son producidos por la parte
superficial o la cubierta o piel de las frutas utilizadas en la fabricacion de bebidas fermentadas
o no fermentadas: cervezas, jugos de fruta, etc. Una particularidad de los microorganismos
del suelo es que pueden contaminar los vegetales mediante la transmision por parte de
insectos, siendo el caso de la contaminacion de la pimienta roja por Aspergillus flavus

(Vésquez de Plata, 2003).
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Y por ultimo el aire y polvo son portadores de un gran nimero de microorganismos en
suspension en donde destacan bacterias, mohos y raramente levaduras; pero una
caracteristica de estos medios es que son portadores de una baja concentracion de organismos
patogenos y los productos mas expuestos son las frutas y verduras, la leche y todos aquellos
productos que se elaboran con el contacto directo del aire (principalmente productos

carnicos) (Bourgeois et al., 1994).

Multiplicacion de los microorganismos en los alimentos

Para que los microorganismos puedan multiplicarse y desarrollarse, necesitan de nutrientes
para su crecimiento Optimo, y los alimentos poseen los nutrientes necesarios para ellos, por
ende, se les considera un medio Optimo para su crecimiento. Sin embargo, no todos los
alimentos son medios 6ptimos para todas las bacterias, pues se debe tomar en cuenta la
composicion del medio para conocer el tipo de microorganismos que pueden crecer y los

factores que afectan el desarrollo de otros (Madigan et al., 2010).

Los factores que pueden afectar el desarrollo de diversos microorganismos en los alimentos
se conocen como factores intrinsecos y extrinsecos; que como su nombre lo indica los
factores “intrinseco” son aquellos que perteneces a la composicion interna del alimento (ej.
Actividad de agua, pH, potencial 6xido reduccion, composicion fisica y quimica, o la
presencia de sustancias antimicrobianas), mientras que los factores “extrinsecos” son
aquellos que, por razones ajenas al alimento, termina afectando el crecimiento de
microrganismos (ej. Temperatura, humedad relativa, composicion de la atmosfera, etc.)

(Prescott et al., 2009).

La actividad de agua (Aw) en un alimento es un factor muy importante debido a que se
necesita “agua” para el desarrollo de todo microorganismo, dado a que esto la Aw se refiere
a la cantidad de agua disponible para el crecimiento microbiano y si valor puede variar de 0
a 1.0. Microorganismos como mohos y levaduras crecen en un Aw de 0.8 a 0.88, por otro
lado, la menor Aw en la cual una bacteria patogénica puede desarrollarse, es 0,85. Los valores
de actividad de agua favorables para el desarrollo bacteriano estan entre 0,97 y 0,99. De ese
modo, los alimentos con Aw dentro de esa variacion favorecen a los agentes de enfermedades

bacterianas (Prescott et al., 2009).
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El pH se mide en una escala que va del 0 (muy acido) al 14.0 (muy alcalino), siendo la escala
de 7.0 un pH neutro. Microrganismos como mohos y levaduras pueden desarrollarse en
medios acidos sin problemas, de hasta 3.0, y la mayoria de las bacterias se desarrollan mejor
en pH neutro que va de 6.0 hasta 8.5 (Vasquez de Plata, 2003). Considerando que la mayoria
de los alimentos poseen un pH entre 4.6 a 7.0, se puede decir que los alimentos son favorables
para el desarrollo de estos microorganismos. Otro factor importante es el potencial de oxido-
reduccién (Eh), que consiste en el intercambio de electrones entre sustancias quimicas, que
en el caso de los microorganismos aerobios se necesitan valores de Eh positivos para su
crecimiento. En ese grupo, estdn casi todos los mohos, levaduras oxidativas y muchas
bacterias, principalmente las deterioradoras de alimentos (Pseudomonas, Moraxella,
Acinetobacter, Flavobacterium, etc.) 'y algunas Dbacterias patogénicas aerdbicas
(como Bacillus cereus). Mientras que en el caso de los microorganismos anaerobios se
necesitan valores de Eh menores, sin embrago, el desarrollo puede darse en ambas
condiciones, con aire o sin ¢él, y estd conformado principalmente por microorganismos
aerobios facultativos. En ese grupo estan las bacterias de la familia Enterobacteriaceae. Los
mohos y levaduras importantes para la ciencia de los alimentos son aerdbicos, raramente son

facultativos (Prescott et al., 2009).

La composicion fisica del alimento es importante, pues dependiendo de su consistencia
(liquida o s6lida) se puede considerar el riesgo de que un microorganismo invada el alimento.
Por ejemplo, si un alimento que se encuentra constituido por una corteza o tenga una capa
que se pueda extraer, interviene en la capacidad de un microorganismo para invadir todo el
alimento a comparacién de un alimento liquido y homogéneo (por ej. Jugos, leche, agua,
etc.), debido a que una vez que el microorganismo entra en contacto con alimento la
probabilidad de contaminar totalmente todo el producto aumenta. Por otro lado, la
composiciéon quimica también intervine de forma significativa en la exigencia de los
microorganismos para su crecimiento, una caracteristica microbiana de ellos es su capacidad
de aprovechar los sustratos de la composicion de los alimentos, como la fuente de carbono
(carbohidratos), la fuente de nitrégeno (aminoécidos), fuente de vitamina y de sales minerales

(Thatcher, 2004).
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Los factores extrinsecos que mas afectan el desarrollo microbiano en los alimentos es la
temperatura y la humedad relativa, a pesar de que los microorganismos existentes son capaces
de proliferar a diferentes intervalos. Desde -8° a +90°C (17,6 a 194°F), la temperatura 6ptima
para casi todos los patdgenos es 35°C (95°F). La temperatura puede afectar la duracion de la
fase latente, la velocidad de crecimiento, las exigencias nutricionales y la composicién
quimica y enzimatica de las células de los microorganismos. La humedad relativa influye
directamente sobre la actividad de agua del alimento. Si un alimento con baja actividad de
agua esta almacenado en un ambiente con alta humedad relativa, la actividad de agua de ese
alimento aumenta, permitiendo la multiplicacién de microorganismos (Castellari et al.,

2015).

Y, por ultimo, la composicion de la atmdsfera puede afectar o beneficiar la composicion de
los alimentos, por lo que es importante considerar la influencia de bidéxido de carbono (CO>),
ozono (O3) y los organismos indicadores. Las atmosferas controladas son utilizadas para el
almacenaje de alimentos en atmosferas gaseosas (como CO» o O3) para tardar la putrefaccion
por hongos filamentosos, por lo que se usa principalmente en alimentos carnicos, frutas y
verduras. Los organismos indicadores en un alimento no representan un peligro directo para
la salud, sin embargo, son grupos o tipos de microorganismos que, por su origen,
procedencia, resistencia térmica, temperatura 6ptima para desarrollo y otras caracteristicas,
pueden sefialar una exposicion, manipulacion y conservacion inadecuadas del producto a
consumir por las personas. Para indicar una contaminacion de origen fecal o falla en la
higiene durante el proceso. Las bacterias coliformes y la Escherichia coli son dos indicadores
bastante usados con ese proposito. Deben ser de deteccion rapida y facil; ser facilmente
distinguibles del microbiota natural de alimentos y del agua; tener el mismo origen y
procedencia que el organismo patogénico; tener caracteristicas de multiplicacion y muerte
similar al microorganismo patogénico para el mismo tipo de alimento; y estar ausente o en

cantidad minima en el alimento cuando el patogeno esté ausente (Palomino et al., 2018).

13



Importancia de practicas higiénicas en los manipuladores de alimentos y

la aplicacion de Normas Oficiales Mexicanas

Las practicas higiénicas son un pilar fundamental en la seguridad alimentaria. Para los
manipuladores de alimentos, estas practicas adquieren una relevancia especial, ya que son
los responsables directos de garantizar que los productos que llegan a los consumidores estén

libres de contaminantes y sean seguros para el consumo (Goémez, 2007)

La implementacion de buenas practicas higiénicas promueve la prevencion de enfermedades,
ya que una manipulacion inadecuada de alimentos puede producir la proliferacion de
bacterias u otros microorganismos patdgenos que causan enfermedades transmitidas por
alimentos, por lo que, busca la proteccion de la salud publica al seguir conductas adecuadas
que le permita a los manipuladores de alimentos proteger la salud de toda la poblacion y asi
mismo evitar brotes de enfermedades que puedan afectar a un nimero de personas o generar
un impacto socioecondmico en los sistemas de salud (Instituto Nacional de las Personas
Adultas Mayores, 2023). Ademds de representar un impacto hacia la sociedad también se
busca preservar la calidad del alimento, mediante una higiene adecuada para que ayude a
mantener los alimentos en dptimas condiciones y se pueda preservar su sabor, aroma, textura
y valor nutricional. Todo esto engloba el cumplimiento de normativas ya establecidas dentro
de nuestros sistemas de regulacion gubernamentales, las cuales son autoridades sanitarias
que establecen normas y regulaciones con determinados estdndares minimos de higiene en
manipulacion de alimentos, de lo contrario al no cumplir con este tipo de normativas en
cualquier establecimiento que manipule alimentos se pueden obtener sanciones legales y

econdmicas (Gomez, 2007).

En la actualidad, las industrias alimentarias implementan en sus procesos de produccion las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM), ya que son un conjunto de procedimientos que
garantizan una produccion segura de alimentos, desde la recepcion de materias primas hasta
el producto final; y el Anélisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP), el cual es
un sistema preventivo que identifica, evalua y controla los peligros que pueden comprometer

la inocuidad de los alimentos (Palomino et al., 2018).
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En cuanto a una normativa legal puede variar segun el pais y la region. En nuestro pais, se
hace uso de las normas oficiales mexicanas (NOM) las cuales se encargan de regular la
manipulacion de alimentos como en la NOM-251-SSA1-2009, que establece cuales son los
requisitos minimos de buenas practicas de higiene, asimismo también se pueden encontrar
NOM para la medicion parametros aceptables en base al microorganismo que presente
determinado alimento. El Codex Alimentarius es una coleccidon internacional de normas
alimentarias elaboradas por la comision del Codex Alimentarius, que sirve como referencia
para muchos paises, asi como también se hace uso de reglamentos de la union europea (UE),
ya que cuenta con una amplia legislacion alimentaria, que establece normas detalladas sobre
la produccion procesamiento y comercializacion de alimentos; y por ultimo se puede recurrir
a las normas de la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) que regula los alimentos en Estados Unidos y establece normas de seguridad

alimentaria que deben de cumplir los fabricantes y distribuidores (Palomino et al., 2018).

Como ya se menciond anteriormente, nos encontramos regulados por Normativas Oficiales
para el cumplimiento de buenas practicas y para determinar si un alimento es libre de ser
algln potencial riesgo bioldgico, se establece en cada norma que deben ser sometidos a un
analisis microbiologico previo, para determinar la aceptabilidad de ese producto dentro del
mercado y que no cause dafio. Los microorganismos que principalmente se buscan en este
tipo de analisis son microorganismos indicadores de contaminacion y en algunos casos en

especifico microorganismos patogenos (Morales et al., 2012).

(Qué son las BMA, coliformes totales y coliformes fecales?

El anélisis microbiologico de un alimento se basa en buscar microorganismos que no
pertenezcan al alimento de forma natural y que se le hayan adherido por cualquier tipo de
contaminacion. Uno de estos microorganismos que se encuentra facilmente en cualquier
alimento pero que es importante dentro de las NOM son las Bacterias Mesofilas Aerobias
(BMA), dichos microorganismos tienen la capacidad de crecer en presencia de oxigeno y
cuya temperatura Optima de crecimiento se encuentra entre los 20°C y 37°C, por lo que son
bacterias que se encuentran en el medio ambiente y son de facil crecimiento en temperatura

ambiental normal (Secretaria de Salud, 1995).
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Por otro lado, se le considera coliformes totales (CT) a las bacterias en forma de bacilos
cortos gramnegativos, aerobios o anaerobios facultativos, sin formacién de espora, que
fermentan la lactosa con produccion de acido y gas dentro de las 48 horas cuando se incuban
a 35°C, y aunque su presencia no indica que sea por contaminacion fecal, se pueden encontrar
en alimentos principalmente por una contaminacion general (utensilios sucios, polvo, mala
coccion, etc.) (Secretaria de Salud, 1995). Mientras que los coliformes fecales (CF), como lo
indica su nombre son derivado por una contaminacion fecal, son bacterias en forma de bacilos
cortos gramnegativos, aerobios o anaerobios facultativos, que tiene la caracteristica principal
de fermentar la lactosa con produccion de acido y de gas dentro de las 48 horas a 44.5 °C +
0.2°C, y entre las especies bacterianas que mas se destacan se pueden encontrar Escherichia

coli o Salmonella sp (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial, 2015).

Entre las normas mas citadas en el area de salud alimentaria en nuestro pais son la NOM-
210-SSA1-2014: Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos. Determinacion
de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos patdégenos, la NORMA
Oficial Mexicana NOM-092-SSA1-1994: Bienes y servicios. Método para la cuenta de
bacterias aerobias en placa, NOM-113-SSA1-1994: Bienes y servicios. Método para la
cuenta de microorganismos coliformes totales en placa. En cada una de estas normas se marca
los procedimientos detallados para el procesamiento de cada muestra de alimento que
necesite de un analisis microbiologico. Por ejemplo, la mayoria de las normas que buscan la
presencia de microorganismos indicadores utilizan el método de conteo por vestido en placa
a partir de diluciones o para la busqueda de bacterias mas especificas se usa una serie de
procedimientos de enriquecimiento de la bacteria hasta la aplicacion de técnicas moleculares

para la identificacion de la especie patogena (Secretaria de Salud, 1995).

Por ejemplo, para la identificacion de una especie patdogena en alimentos a partir de la una
prueba presuntiva de CF lo primero es la realizacion de un andlisis microbioldgico en donde

se incluyen las siguientes pruebas:

e La tincion de Gram es un procedimiento importante en el laboratorio para la
diferenciacion de bacterias, basandose en la forma y en la estructura de su pared
celular. Bajo la observacion de un microscopio, la tincion de Gram permite observar

una gran variedad morfoldgica de distintas bacterias, como formas de cocos y bacilos
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(y sus variaciones); también, tifie las bacterias de acuerdo a la composicion de su
pared celular, ya que las bacterias que poseen una pared celular formada por una capa
gruesa de peptidoglicano se tifie de color morado (cristal violeta) y son nombradas
como Grampositivas, mientras que las Gramnegativas se tifien de color rosa
(safranina) debido a que tienen una capa delgada de peptidoglicano y poseen una

membrana externa rica en lipidos (Casasola. 2022).

El agar hierro triple azicar o conocido por sus siglas en ingles TSI, es una prueba
bioquimica de laboratorio que determina la capacidad de un microorganismo de
fermentar distintos azucares y producir sulfuro de hidrogeno (H2S). Este medio tiene
en su composicion tres azucares (glucosa, lactosa y sacarosa) y un indicador de pH
(rojo fenol) y sulfato ferroso. Cuando un microorganismo posee la capacidad de
fermentar los tres azucares el resultado de este proceso es la acidificacion del medio
y debido al indicador, todo el tubo vira a un amarillo nombrando esta reaccion como
acido sobre acido (A/A), en caso de una reaccion acida sobre alcalino (A/K) es el
resultado de que el microorganismo no pueda fermentar la glucosa, y por ende solo
el pico del tubo (zona donde se estrid) virara a amarillo y el fondo permanecera sin
cambios o se alcaliniza; sin embargo, si todo el medio se alcaliniza como una reaccion
alcalino sobre alcalino (K/K) se observa el tubo completamente rojo o un tono mas
intenso del medio original. Por otro lado, la presencia de gas o burbujas en el agar es
el resultado de los productos en la fermentacion y si el microorganismo es capaz de
producir H2S, este compuesto reacciona con el sulfato ferroso, dando como resultado
la formacion de un precipitado negro en el agar (Bailon, 2003).

El medio citrato de Simmons se ocupa para determinar si un microrganismo es capaz
de utilizar citrato como tnica fuente de carbono, ya que el medio estd compuesto por
citrato de sodio como Unica fuente de carbono, fosfato de amonio como fuente de
nitrogeno y azul de bromotimol (indicador de pH) para observar el viraje del medio
como resultado de los productos del metabolismo del citrato. Los microrganismos
que son capaces de metabolizar el citrato producen una reaccion alcalina, lo que hace
que le indicador cambie de color verde a azul, para que de esa manera se reporte el

resultado como citrato positivo, en caso de que el microorganismo no posee esta
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capacidad metabolica, el medio no presentara ningiin cambio y se quedara de color
verde, equivalente al resultado de citrato negativo (Bailon, 2003).

El agar lisina hierro (LIA) es una prueba a bioquimica que ayuda a determinar la
capacidad de un microorganismo para descarbonizar un aminoacido (lisina y
arginina) para formar una amina (compuesto alcalino). Si una bacteria posee enzimas
descarboxilasas especificas, capaces de reaccionar a los aminoacidos en su grupo
carboxilo dando como resultado la formacidn de una amina y un anhidrido carboénico,
esto provoca en el medio LIA que el pH se eleve y debido al indicador (puirpura de
bromocresol) el medio se vuelve purpura (Bailon, 2003).

La reaccion de ureasa es una prueba bioquimica que se realiza en agar urea de
Christensen, en donde se determina la capacidad de una bacteria para desdoblar la
urea y formar dos moléculas de amoniaco por la accidon de la enzima ureasa, debido
a la composicion del medio con el indicador rojo de fenol si la reaccion es positiva el
medio se alcaliniza y vira a un color rosado a rojo (ej. E.coli), sin embargo, si la
reaccion es negativa el medio conserva su color amarillo (Bailon, 2003).

MIO es un medio de cultivo semisélido que forma parte de las pruebas bioquimicas
basicas, debido a que ayuda a observar la movilidad, la produccion de indol y la
actividad de la enzima ornitina descarboxilasa de una bacteria. Las bacterias que
tienen movilidad, es debido a que poseen en su estructura flagelos que les permite ser
un organismo movil, por lo que en este medio las bacterias con movilidad positiva
(+) se observard como una turbidez difusa dentro del medio, mientras que los no
moviles (-) se mantiene inmovil la linea de inoculacion inicial. Algunas bacterias
pueden oxidar al aminodcido triptofano para formar tres metabolitos principales:
indol, escatol e indolacético, para que al momento que se afiade el reactivo de Kovacs
el indol liberado reaccione con el grupo aldehido de p- dimetilaminobenzaldehido
(sustancia activa del reactivo de Kovéacs) y se forme un complejo de color rojo que se
reporta como indol (+), de ser lo contrario indol (-) donde no se formara ningiin
complejo, no habra ninglin cambio en el reactivo de Kovacs agregado. Por ultimo, la
descarboxilacion de ornitina serd positiva, cuando las bacterias poseen enzimas
descarboxilasas especificas capaces de atacar al aminoacido L-ornitina, como

resultado de la reaccion alcalina el medio mantendra su coloracion purpura, de lo

18



contario el medio virara a un color amarillo, resultado de una descarboxilacion de
ornitina negativa. (Bailon, 2003).

e La prueba de oxidacion-fermentacion se realiza en el medio O/F, este medio ayuda a
determinar el metabolismo de un microorganismo. Algunas bacterias tienen la
capacidad de metabolizar un carbohidrato solo en condiciones aerobias (presencia de
0;), mientras que otras producen acido tanto aerobias como anaerdbicamente (sin
0.). La fermentacion es un proceso anaerobio que requiere la fosforilacion inicial de
la glucosa previamente a su degradacion, mientras que la oxidacidon es un proceso
estrictamente aerobio debido a la ausencia de compuestos inorgéanicos (nitrato y
sulfato) para la oxidacion directa de glucosa no fosforilada. Tanto la fermentacion
como la oxidacion producen un medio acido y debido al indicador (azul de

bromotimol) el medio vira de un color verde a amarillo (Bailon, 2003).

Para complementar la identificacion fenotipica se puede realizar un analisis molecular, en
donde una vez aislado el ADN bacteriologico, se realiza la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), el cual es un método para la amplificacion de un segmento de 4cido
nucleico. En este proceso se implican tres pasos: la desnaturalizacion, donde el acido nucleico
se somete a una temperatura elevada (92-98°C) para provocar que las dos hebras de ADN se
separan y formen hebras individuales, continuando con la hibridacion cuando se reduce la
temperatura (65-72°C) para que los cebadores se unan a las secuencias complementarias de
las hebras molde desnaturalizadas, y el Gltimo paso denominado como extension, el cual se
caracteriza por el ADN polimerasa con estabilidad térmica que afiade los cuatro
deoxinucledsidos trifosfato (ANTP) a los extremos de los cebadores hibridados de manera
que se produce una replicacion de la cadena a los largo de la regién comprendida. Todos estos
pasos son el resultado de un solo ciclo, el cual servirda como molde para el siguiente ciclo,

por lo que la PCR es un proceso que tiene una amplificacion exponencial (Stephenson, 2010).
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Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA): la importancia de
Escherichia coli como bacteria indicadora de contaminacion fecal en

alimentos

Segun la OMS define las ETAs como “sindromes originados por la ingestion de alimentos o
agua, que contengan agentes etioldgicos en cantidades suficientes para afectar la salud del
consumidor en nivel individual o en grupos de poblacion”; por lo que pueden representar un
problema en el ambito de caracter social, tecnoldgico, econdmico, cultural y politico.
Principalmente este problema tiene mayor recurrencia en los paises en vias de desarrollo,
debido a esto las autoridades e instancias gubernamentales y otras instituciones afines han
tratado de dirigir campafias de control y vigilancia para la asistencia continua, con el fin de
prevenir y corregir acciones que puedan ser peligrosas o puedan causar algiin dafio en la salud

de la poblacion (Kopper et al., 2009).

Las ETAs se pueden producir en cualquier etapa de la cadena alimentaria, en donde se pueden
involucrar desde los procesos de produccion, transporte, almacenamiento, elaboracion,
distribucion y consumo de alimentos. Ademas de que los grupos mas vulnerables para este
tipo de enfermedades principalmente se encuentran compuestos por nifios, mujeres

embarazadas y ancianos (Instituto Nacional de las Personas Adultas Mayores, 2023).

En el afio 2015 la OMS analiz6 la carga mundial de enfermedades, mostrando que existian
31 riesgos globales que causaron 600 millones de casos de enfermedades transmitidas por
los alimentos y 420 000 muertes; donde las causas mas frecuentes de ETAs eran agentes de
enfermedades diarreicas, particularmente Norovirus y Campylobacter spp. Los nifios
menores de 5 afos presentan un alto riesgo en la poblacion, representando un 40% de la
carga, con 125 000 nifios que mueren cada afio a causa de ETAs. Mientras que, en nuestro
pais, de acuerdo con el sistema nacional de vigilancia epidemiologica, México registrd en
2022, 3 457 964 casos de enfermedades infecciosas intestinales, con mas de 23 000 casos por

intoxicacion alimentaria bacteriana (Monge, 2020).

La sintomatologia que puede causar una ETA puede comenzar a tan s6lo unas horas de haber

ingerido el ultimo alimento contaminado independientemente de la enfermedad que se
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presente, teniendo en comun los sintomas mas frecuentes como diarrea, colicos estomacales
o dolor abdominal, nduseas, vomito y escalofrios. La respuesta que presente la persona
afectada ante la enfermedad va a depender de la cantidad del alimento que haya consumido

o de la carga microbiana que contenga (Instituto Nacional de las Personas Adultas Mayores,

2023).

Como ya se menciono antes una ETA es producida por la presencia de contaminacion en los
alimentos que se consumen, un factor que causa el descuido para contraer este tipo de
enfermedades es debido a las razones socioecondmicas, ya que se pueden presentar casos en
las que solo se cuentan con acceso a alimentos de bajo costo, cuya calidad e inocuidad en
muchos casos es por lo menos dudosa. Con lo anterior también se puede razonar que puede
ocurrir en el caso de los alimentos preparados para la venta al publico e incluso en el &mbito
del hogar, debido a las practicas deficientes utilizadas para su preparacion, manipulacion y
consumo. Debido a esto se puede decir que hasta los propios consumidores pueden originar
problemas de contaminacion cuando tocan directamente los alimentos con las manos sucias
o con el contacto del alimento con utensilios o superficies contaminadas (Instituto Nacional

de las Personas Adultas Mayores, 2023).

Escherichia coli es una bacteria que se encuentra en el sistema digestivo de tanto animales
como de seres humanos, por lo que, su importancia radica en formar parte de los
microorganismos indicadores de contaminacion fecal que se pueden detectar en alimentos y
en agua. En México, las gastroenteritis por Escherichia coli forman parte de una de las ETAs
mas comunes que presentan en nuestro pais, esta bacteria no tiene un reporte oficial en base
a estadisticas del nimero de casos que se presentan al afio, sin embargo, se sabe que por lo
menos cientos de miles de personas se enferman a causa de la Escherichia coli (Engleberg et

al., 2013).

Generalmente las cepas de Escherichia coli son inofensivas, pero algunas son patdégenas y
pueden contaminar los alimentos y llegan a producir una gastroenteritis mas agresiva e
incluso llegar a la muerte. Entre las fuentes mas comunes de infecciones transmitidas por
alimentos se puede tener en cuenta lacteos y jugos no pasteurizados, carne elaborada y cocida

de manera insuficiente, frutas y hortalizas crudas, ademds de un manejo y almacenamiento
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insalubre de los alimentos preparados. Hasta el momento los aislamientos de esta bacteria se
han diferenciado en base a 3 antigenos de superficie principales para el serotipo: los antigenos
O (somaticos), H (flagelos), y K (capsula), hasta ahora se han identificado mas de 180
antigenos O, mas de 50 antigenos H y 80 antigenos K (Vidal et al.,2007).

Las cepas de Escherichia coli que provocan enfermedades diarreicas de importancia clinica
se clasifican en grupos especificos basados en su virulencia, mecanismos de patogenicidad,
sindrome clinico y serotipos O:H diferentes. Alguna de estas clases incluye cepas de E. coli
enteropatogena (EPEC), cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC), cepas de E. coli de
adherencia difusa (DAEC), cepas de E. coli enteroinvasora (EIEC), cepas de E. coli
enteroagregante (EAggEC) y cepas de E. coli enterohemorragica (EHEC). Una de las cepas
de E. coli mas conocidas y peligrosas es la productora de toxina Shiga (STEC). Esta bacteria
produce una potente toxina que puede dafiar las células del intestino y los rifiones, causando
una enfermedad denominada sindrome urémico hemolitico (SHU). EI SHU es una
complicacion grave que puede llevar a la insuficiencia renal, trastornos neurologicos y, en

casos severos, incluso a la muerte (Engleberg et al., 2013).

Los sintomas de una infeccidon por E. coli pueden variar desde una diarrea leve hasta una
enfermedad mdas grave caracterizada por diarrea sanguinolenta, colicos abdominales
intensos, vomitos y fiebre. Los nifios pequeios, los ancianos y las personas con sistemas
inmunolégicos debilitados son particularmente vulnerables a las complicaciones de esta
infeccion. Para prevenir las infecciones por E. coli, es fundamental adoptar buenas practicas

de higiene alimentaria. Algunas medidas preventivas clave incluyen (Hannaoui et al., 2009):

e Cocinar adecuadamente los alimentos: Asegurarse de cocinar los cortes de carne por
encima de los 66°C, especialmente la carne picada, a una temperatura interna
adecuada para eliminar las bacterias que se encuentre preferentemente mayor a 71°C.

e Lavarse las manos con frecuencia: Lavarse las manos con agua y jabon antes, durante
y después de manipular alimentos.

e Consumir agua potable: Evitar el consumo de agua no tratada o de dudosa
procedencia.

e Lavar frutas y verduras: Lavar cuidadosamente las frutas y verduras antes de

consumirlas.
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o Evitar la contaminacion cruzada: Separar los alimentos crudos de los cocidos y

utilizar utensilios limpios para cada tipo de alimento.

La deteccion y control de la E. coli en los alimentos son esenciales para garantizar la
seguridad alimentaria. Los laboratorios de microbiologia utilizan diversas técnicas de cultivo
y deteccion molecular para identificar la presencia de esta bacteria en los alimentos y en el
medio ambiente. Ademas, las autoridades sanitarias implementan programas de vigilancia y
control para prevenir y responder a los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos

(Doyle et al., 2001).

La manipulacion de jugos frescos en puestos ambulantes: un riesgo oculto

Uno de los productos mas comunes que se encuentran en establecimientos ambulantes
actualmente son los jugos frescos, ya que cumplen la funcién de mantenerte hidratado y
refrescado, este producto lo podemos identificar facilmente, ya que se puede definir como
una bebida elaborada a partir de la extraccion del liquido o pulpa natural de frutas o verduras
frescas, sin la adicién de colorantes, saborizantes, conservadores, ni azucares afadidos.
Principalmente, este tipo de bebidas se caracteristica de otras ya que no lleva ninglin proceso
industrial, como la pasteurizacion o aditivos artificiales. Por otro lado, algunas instituciones
gubernamentales para poder englobar este tipo de bebidas en normativas sanitarias, los jugos
frescos se incluyen en la categoria de bebidas no alcoholicas, las cuales definidos como
“cualquier liquido, natural o transformado, que proporcione al organismo elementos para la

nutricion” segun la Secretaria de Salud de México (SSA, 1994).

La venta de jugos frescos en puestos ambulantes es una practica comtn en muchas ciudades,
ofreciendo una opcion refrescante y aparentemente saludable a los consumidores. Sin
embargo, detras de esta aparente inocuidad se esconde un riesgo potencial para la salud, si
las practicas de manipulacion de alimentos no son las adecuadas. La elaboracion y venta de
jugos frescos en la via publica plantea numerosos desafios en términos de higiene y seguridad
alimentaria (Paredes et al., 2013). La falta de infraestructura adecuada, la exposicion a
contaminantes ambientales y la carencia de capacitacion del personal pueden dar lugar a la

proliferacion de microorganismos patdogenos que contaminan los alimentos y ponen en riesgo
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la salud de los consumidores. Los riesgos asociados a la manipulacion de jugos frescos en

puestos ambulantes (Ocana et al., 2022):

o Contaminaciéon por microorganismos: Las frutas y verduras utilizadas para la
elaboracion de los jugos pueden estar contaminadas con bacterias, virus o parasitos.
Si no se lavan adecuadamente o si las herramientas de corte estan sucias, estos

microorganismos pueden transferirse al jugo.

e Condiciones de higiene inadecuadas: La falta de agua potable, jabon y desinfectantes,
asi como la ausencia de instalaciones sanitarias adecuadas, dificultan el
mantenimiento de una buena higiene personal por parte de los manipuladores de

alimentos.

e Contaminacion cruzada: El uso de los mismos utensilios para cortar diferentes tipos
de alimentos sin lavarlos previamente puede provocar la contaminacion cruzada y la

propagacion de microorganismos.

e Temperatura de almacenamiento: Los jugos frescos no siempre se almacenan a

temperaturas adecuadas, lo que favorece el crecimiento de bacterias.

o Exposicion a contaminantes ambientales: Los puestos ambulantes suelen ubicarse en
zonas con alto trafico vehicular o en entornos poco higiénicos, lo que aumenta el

riesgo de contaminacidn por polvo, humo y otros contaminantes.

El consumo de jugos frescos contaminados puede provocar una amplia variedad de
enfermedades, como las gastroenteritis (causada por bacterias como Salmonella sp,
Escherichia coli o Staphylococcus aureus.) donde los sintomas incluyen diarrea, vomitos,
nauseas y dolor abdominal, la hepatitis transmitida por virus como el virus de la hepatitis A,
que puede causar inflamacion del higado, y otras enfermedades, que en casos mas graves, el
consumo de alimentos contaminados puede provocar enfermedades mas severas, como el

sindrome urémico hemolitico (SHU) o la salmonelosis (Gomez, 2007).
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MARCO DE REFERENCIAS

En México, durante la Glltima década no se ha reportado ningin brote importante causado por
Escherichia coli en bebidas de jugos frescos; sin embargo, se han notificado casos de
personas enfermas por infecciones por E. coli O157:H7. El ultimo brote de importancia
epidemioldgica que marco a México a causa de E. coli, fue en 2002 en Chalco, Estado de
México. En dicho caso se vieron afectados principalmente estudiantes de diversas escuelas,
debido al consumo de alimentos y bebidas contaminadas provenientes de puestos ambulantes
cercanos a las instituciones educativas, este suceso provoco el reporte de diversos casos de
gastroenteritis severa, lo que alertd a las autoridades sanitarias para la implementacion de
controles mas estrictos para la venta de comida en via publica y con ello, prevenir futuros
brotes. Debido a esto se realiz6 una busqueda bibliografica en diversos articulos relacionados

con el tema:

Afio de o
o Autores Descripcion
publicacion

Se hizo un monitoreo microbiologico de 42
productos que se venden en el exterior de 13
escuelas primarias de Guayamas, Sonora,
' México. Aunque no se detectd la presencia de
Paredes-Aguilar M. &
2023 _ E. coli, Salmonellla sp y S. aureus, los
Rivero-Montes L. i
resultados reflejaron que el 66% de las
muestras estaban compuestas por coliformes
totales y el 21% se cuantificaron con

coliformes fecales (Paredes et al., 2013).

Se realizd un estudio en establecimientos
publicos en México, dichos establecimientos
venden jugo de naranja sin pasteurizar en
2022 Ocana de Jesus et al. diferentes mercados. A las muestras se les
realiz6 un andlisis fisicoquimico: pH, indice de
madurez; asi como determinaciones

microbiolégicas de  bacterias  mesoéfilas
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aerobias, coliformes fecales, hongos vy
levaduras. Los resultados arrojaron que
ninguno de los jugos presentd crecimiento de
hongos filamentosos, mientras que todos tenian
levaduras, bacterias mesofilas y coliformes
totales; y solo el 14% de las muestras no
presentd coliformes fecales, por lo que
Salmonella y E. coli estuvieron presentes en el

85% de las muestras (Ocafia et al., 2022).

2022

Figueroa-Ducoing et al.

El estudio trat6 de avaluar las practicas
higiénicas de jugos de naranja recién
exprimidos de vendedores ambulantes en la
ciudad de México mediante analisis
microbioldgicos, se analizd un total de 60
muestras y los resultados que obtuvieron
fueron los siguientes: el 100% de las muestras
dieron positivos a la presencia de bacterias
mesofilas aerobias, el 58.3% dio positivo a
coliformes totales, el 45% a coliformes fecales
y el 8.3% dieron positivo a E. coli (Figueroa et

al., 2022).

2017

Hernandez-Anguiano et

al.

En la ciudad de México se realizo un estudio en
162 muestras de jugo de nopal fresco no
pasteurizados elaborados en Texcoco, durante
la temporada de verano y primavera. Se
utilizaron métodos microbioldgicos estandar,
técnica de PCR y métodos serologicos; y
mediante los resultados obtenidos se dedujo
que todas las muestras contenian coliformes
totales y el 91% fueron positivas para

Escherichia coli (Hernandez et al., 2017).
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Mediante el analisis de cada trabajo realizado acerca de la inocuidad de los jugos frescos que
se venden en diversos puestos en México, se puede observar una relacion muy marcada en
sus resultados. Debido a que, a pesar de que se monitorearon lugares diferentes en distintos
periodos de tiempo, la mayoria de las muestras que se sometieron a un analisis
microbioldgico descartaron la presencia de bacterias mesofilas, asi como coliformes totales,
coliformes fecales y en una parte porcentual por la presencia de microorganismos indicadores

identificados, como Escherichia coli o Salmonella sp.

La presencia de bacterias mesofilas aerobias (BMA), coliformes totales, coliformes fecales
o la presencia de un microorganismo indicador de contaminacion fecal més especifico, como
Escherichia coli, en cualquier tipo de alimento que se prepara en un establecimiento de
comida, representa el desinterés del productor por la inocuidad del alimento y por ende
resaltan las malas practicas higiénicas que se tienen al momento de la manipulacion de dicho
producto que se entregard al consumidor, y a su vez esto puede propiciar un riego potencial
hacia la salud de la poblacion. Debido a esto, es importante la realizacion de analisis
microbioldgicos de alimentos preparados en puestos publicos con mayor frecuencia, ya que
ayuda a la prevencion de brotes y promueven el uso de un control sanitario de puestos de

comida ambulante.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El consumo de jugos frescos se ha vuelto un producto que ha aumentado su popularidad con
el paso del tiempo, debido al aporte de sus multiples beneficios, por lo que también se ha
visto reflejado en el incremento de puestos ambulantes que los preparan y aunque ofrecen
una opcidn de bebida accesible y percibida como saludable; se plantea una serie de riesgos
significativos para la salud publica debido a las condiciones sanitarias en las que se preparan
y venden, poniendo en riesgo la salud alimentaria y/o el bienestar de los consumidores. El
principal problema radica en la falta de control y supervision sanitaria en este tipo de
negocios por parte de una institucion de salubridad, como la Secretaria de Salud de México.
A diferencia de algunos establecimientos formales, los puestos ambulantes no estan sujetos
a cumplir con estdndares sanitarios o con el cumplimiento de normativas de higiene y, por

ende, es mas alta la probabilidad de contaminacion microbioldgica en los jugos frescos.

La manipulacion incorrecta de las frutas y verduras que se ocupan en la preparacion de jugos
frescos es importante para evitar el crecimiento y propagacion de microrganismos patdogenos.
como E.coli, que pueden causar enfermedades gastrointestinales severas. Por lo que, el
lavado y desinfeccion de las frutas y verduras, es de suma importancia para la preparacion
de esta bebida; también influye el tipo de agua empleada tanto para lavar o limpiar equipo y
utensilios. No usar la cadena de frio es otro punto por considerar, debido a que los jugos
frescos son un producto sin pasteurizar y mas si estas bebidas permanecen a temperatura
ambiente elevadas por periodos prolongados, es muy probable que se acelere su proceso de
deterioro y se facilite la proliferacion de microorganismos dafiinos. Otro aspecto fundamental
es la higiene personal de los vendedores, la manipulacion del dinero, la falta de lavado de
manos frecuentes y el uso inadecuado o ausencia de guantes para la preparacion de los jugos,

que contribuyen directamente a contaminacion cruzada.

Por lo tanto, el consumo de jugos en puestos ambulantes representa una problematica en la
vulnerabilidad de los consumidores frente a las enfermedades transmitidas por alimentos e
impactando en la salud publica y en la confianza de este tipo de comercio. Es por lo que se
plantea la siguiente pregunta de investigacion: jexistira la presencia de bacterias mesofilas
aerobias, coliformes totales y coliformes fecales en jugos frescos de establecimientos

ambulantes de la zona metropolitana de Puebla?
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JUSTIFICACION

El auge del consumo de jugos frescos se debe a la creencia generalizada de sus beneficios
nutricionales y los consumidores buscan opciones rapidas y accesibles para incorporar
vitaminas y minerales a su dieta, lo que ha generado un incremento en la demanda y ha
impulsado el aumento el nimero de puestos ambulantes que ofrecen estas bebidas a bajos
costos, lo que lo convierte una alternativa muy atractiva para un amplio sector de la
poblacidn, especialmente para areas urbanas como la Zona Metropolitana de Puebla. Sin
embargo, esta conveniencia y precepcion de salud se ven seriamente comprometidas por la
falta de control, y supervision sanitaria en este tipo de establecimientos informales. A
comparacion de los negocios de alimentos establecidos, los puestos ambulantes operan en
una zona que llaman “zona gris regulatoria”, donde la ausencia de inspecciones rigurosas por
parte de instituciones como la Secretaria de Salud de México permite que se ignoren
sistematicamente los estandares de higiene basicos, propiciando la contaminacion

microbioldgica.

En consecuencia, el consumo de jugos en puestos ambulantes representa un riesgo potencial
en las enfermedades transmitidas por alimentos, impactando negativamente en la salud
publica, por lo que surge la urgente necesidad de cuantificar esta problemadtica en la Zona
Metropolitana de Puebla a través de la determinacion de la presencia de bacterias mesofilas
aerobias, coliformes totales y fecales en jugos frescos; ademas, se justifica para proporcionar
evidencia cientifica que respalde la implementacion de medidas sanitarias y regulatorias

efectivas para este tipo de comercios informales, protegiendo asi el bienestar de la poblacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la presencia de bacterias mesofilas aerobias (BMA), coliformes totales y
coliformes fecales en jugos frescos de establecimientos ambulantes de la zona metropolitana

de Puebla

Objetivos especificos

1. Realizar el monitoreo microbiano de BMA, coliformes totales y coliformes fecales

en jugos frescos de establecimientos ambulantes de la zona metropolitana de Puebla.

2. Analizar en base a los estandares microbianos de la NOM-218-SSA1-2011, si se
cumple con la carga microbiana aceptable de BMA, coliformes totales y coliformes
fecales en jugos frescos de establecimientos ambulantes de la zona metropolitana de

Puebla.

3. Aislar y caracterizar, tanto fenotipicamente como genotipicamente, a la bacteria
Escherichia coli en jugos frescos de establecimientos ambulantes de la zona

metropolitana de Puebla.

4. Realizar un perfil de resistencia a antibioticos a las cepas aisladas de Escherichia coli

en jugos frescos de establecimientos ambulantes de la zona metropolitana de Puebla.
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HIPOTESIS

Hipotesis nula

Los jugos frescos que se venden en establecimientos ambulantes de la zona metropolitana
de Puebla no cumplen con los estandares microbiologicos en base a la NOM-218-SSA1-2011

para el recuento de BMA, coliformes totales y coliformes fecales.

Hipotesis alternativa

Los jugos frescos que se venden en establecimientos ambulantes de la zona metropolitana
de Puebla cumplen con los estdndares microbiologicos en base a la NOM-218-SSA1-2011

para el recuento de BMA, coliformes totales y coliformes fecales.
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DISENO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio

Se trata de un estudio experimental, ya que busca realizar una evaluacion sobre la eficacia de

las buenas practicas higiénicas al preparar jugos frescos en distintos puestos ambulantes; asi

mismo, también es un estudio de corte transversal ya que se hard el muestreo solo a

vendedores ambulantes y se recolectaran las muestras a partir de las 10 a.m. hasta las 12 p.m.

Universo de estudio

Con el fin de evaluar la presencia de BMA, coliformes totales y coliformes fecales, asi como

la presencia de la bacteria Escherichia coli esta investigacion fue dirigida al analisis de

muestras de jugos frescos de puestos ambulantes de la zona metropolitana de Puebla (Figura

1), tomando de referencia los municipios mas poblados que la componen, como San Andrés

Cholula, San Pedro Cholula y Puebla:

Simbologia
= Limite estatal
Limite municipal

Puebla

2 INEGI

Clave
INEGI

21015
21034
21041
21048
21060
21074
21090
21106
21114
21119
21122
21125
21132
21136
21140
21143
21163
21181

Municipio
Amozoc
Coronango
Cuautlancingo
Chiautzingo
Domingo Arenas
Huejotzingo
Juan C. Bonilla
Ocoyucan
Puebla
San Andres Cholula
San Felipe Teotlalcingo
San Gregorio Atzompa
San Martin Texmelucan
San Miguel Xoxtla
San Pedro Cholula
San Salvador el Verde
Tepatlaxco de Hidalgo

Tlaltenango

(INEGI, 2024)

Figura 1. Mapa de la division municipal de la zona metropolitana de Puebla con su codigo

de INEGI.
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La zona que serd muestreada se dividira en 4 areas como en la Figura 2.

NO

NO: Noroeste
NE: Noreste

SO: Suroeste

140 J SE: Surest

) |

Figura 2. Division de muestreo de la zona metropolitana de Puebla

(Elaboracion propia)

Tamano de la muestra

Por el tipo de estudio, se plantea analizar un nimero de 40 muestras.

Sede y lugar de estudio

Se contempla obtener muestras de puestos ambulantes (Figura 3) que se encuentren dentro
de la zona metropolitana de Puebla, principalmente de los municipios ya antes mencionados

anteriormente.

(Altamirano S., 2023)

Figura 3. Puesto ambulante de jugos
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Criterios de inclusion

Muestras de jugos frescos de naranja, zanahoria, betabel, jugo verde y guayaba, obtenidos de
puestos ambulantes expuestos a condiciones ambientales (como aire y polvo) que se

encuentren dentro de la zona metropolitana de Puebla.

Criterios de exclusion

Muestras de jugos frescos que se encuentren combinados a excepcion del jugo verde, asi
mismo, muestras de jugos que sean elaborados en puestos locales con acceso a agua potable

y que estén fuera de la zona metropolitana de Puebla.

Analisis estadistico de la informacion

Para el andlisis de datos de esta investigacion se hard el uso de la estadistica descriptiva,

mediante el uso de tablas y graficos que apoyen a la explicacion de los resultados.
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METODOLOGIA

Lugar y seleccion de muestras

La recoleccion de muestras se realizd en puestos ambulantes que ofrecen a la venta jugos de
frutas frescas y sus derivados, que se encuentren dentro de los municipios que componen la
zona metropolitana de Puebla, se busco principalmente jugos de venta comun como jugo de
betabel, zanahoria, jugos verdes, etc. Asi mismo se realizé un Checklist (anexo 1) al puesto

ambulante que se selecciond para el control de datos del lugar.

Transporte y conservacion de muestras

Todas las muestras se recolectaron en los envases que proporciond cada establecimiento y se
procurar6 transportarlas en un ambiente “termoestable” y éptimo (no mayor a 7°C) para que
las enzimas que degradan al alimento se inactiven y los microorganismos entren en un estado
de letargo. Para la conservacion de las muestras al momento de transportar las se utiliz6 una
hielera portatil con hielos para mantener estable el producto y evitar algin cambio en la
estructura o propiedades de la bebida, y por ende se altere el resultado. Por ultimo, el tiempo
de transporte de las muestras, desde que es elaborado hasta que llegd al laboratorio, no
excedid un tiempo maximo de 2 horas para poder ser procesadas o por lo menos ser

refrigeradas.
Analisis microbiologico
Para el procesamiento de cada muestra se realizd primero la preparacion de la muestra en

base la NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su
Analisis Microbiologico (Secretaria de Salud, 1995):

1) Preparacion de la dilucion primaria: Agitar la muestra manualmente con 25 movimientos
de arriba a abajo en un arco de 30 cm efectuados en un tiempo de 7 segundos. Tomar
ImL de la muestra y diluir con 9mL del diluyente (agua peptonada) el cual debe
encontrarse a una temperatura similar a ésta, evitando el contacto entre la punta de la
micropipeta y el diluyente.

2) Preparacion de las diluciones decimales adicionales:
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a)

b)

d)

Transferir ImL en otro recipiente conteniendo nueve veces el volumen del diluyente
estéril a la temperatura apropiada, evitando el contacto entre la punta de la

micropipeta y el diluyente.

Repetir el punto anterior las veces necesarias hasta obtener la dilucién deseada.
Mezclar cuidadosamente cada tubo de diluyente como se describi6 anteriormente en

el punto 1.

Utilizar puntas diferentes para cada dilucion inoculando simultdneamente las cajas
que se hayan seleccionado. El volumen que se transfiera nunca debe ser menor al

10% de la capacidad total de la punta de micropipeta.

Mientras se afora el liquido de la pipeta, la punta de ésta debe apoyarse en el interior
del cuello del frasco y mantenerla en posicion vertical, para lo cual este Gltimo debe

inclinarse lo necesario.

Determinacion de Bacterias mesofilas aerobias por la técnica de vertido

en placa

Para el procesamiento de cada muestra se realizd primero la preparacion de la muestra en

base la NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de bacterias

aerobias en placa (Secretaria de Salud, 1995):

1)

2)

Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculacion, la
adicion de medio de cultivo y homogenizacion, se puedan realizar comoda y
libremente. Marcar las cajas en sus tapas con los datos pertinentes previamente a su
inoculacion y correr por duplicado.

Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas segiin la NOM-110-
SSA1-1994, Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis
Microbioldgico, en las cajas Petri, agregar de 12 a 15 mL del medio de cultivo Agar
Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estdndar) preparado, mezclarlo
mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en el sentido de las manecillas del
reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras a adelante, sobre una superficie lisa y
horizontal hasta lograr una completa incorporacion del indculo en el medio; cuidar

que el medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.
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3)

4)

5)

6)

7)

Incluir una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente preparado como testigo
de esterilidad.

El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al diluyente
hasta que finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder de
20 minutos.

Incubar las cajas en posicion invertida (la tapa hacia abajo) a una temperatura de 35
+ 2°C por un tiempo de 48 + 2 horas.

En la lectura se selecciona aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC, para
disminuir el error en la cuenta.

Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas, incluyendo las
colonias puntiformes. Hacer uso del microscopio para resolver los casos en los que

no se pueden distinguir las colonias de las pequeias particulas de alimento.

Determinacion de coliformes totales por la técnica de vertido en placa

Para el procesamiento de cada muestra se realizd primero la preparacion de la muestra en

base la NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la cuenta de

microorganismos coliformes totales en placa (Secretaria de Salud, 1995):

1)

2)

3)

4)

5)

Colocar en cajas Petri ImL de la muestra liquida directa o de la dilucion primaria,
utilizando una pipeta estéril.

Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera sembrar,
utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilucion.

Verter de 10 a 15 mL del medio de cultivo Agar Rojo-Violeta-Bilis-lactosa (RVBA),
anteriormente mantenido a 45 + 1,0°C en bafio de agua. El tiempo transcurrido entre
la preparacion de la dilucion primaria y el momento en que se vierte el medio de
cultivo, no debe exceder de 20 minutos.

Mezclar cuidadosamente el inoculo con el medio con 6 movimientos de derecha a
izquierda, 6 movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, 6 movimientos en
el sentido contrario al de las manecillas del reloj y 6 de atréas para adelante, sobre una
superficie lisa y nivelada. Permitir que la mezcla solidifique dejando las cajas Petri
reposar sobre una superficie horizontal fria.

Preparar una caja control con 15 mL de medio para verificar la esterilidad.
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6) Después de que estd el medio completamente solidificado en la caja, verter
aproximadamente 4 mL del medio RVBA a 45 + 1,0°C en la superficie del medio
inoculado. Dejar que solidifique.

7) Invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 35°C, durante 24 + 2 horas.

8) Después del periodo especificado para la incubacién, contar las colonias con el
contador de colonias.

9) Seleccionar las placas que contengan entre 15 y 150 colonias. Las colonias tipicas
son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de
precipitacion debido a las sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la
morfologia colonial es semejante a lentes biconvexos con un didmetro de 0,5 a

2,0mm.

Determinacion de coliformes fecales por el método de el Numero Mas

Probable en tubos (NMP)

Para el procesamiento de cada muestra se realiza primero la preparacion de la muestra en
base la NMX-042-SCFI-2015, Andlisis de agua, enumeracion de organismos coliformes
totales, organismos coliforme fecales (termotolerantes) y Escherichia coli - Método de
nimero mas probable en tubos multiples (Secretaria de Comercio y Fomento Industrial,

2015):

1) Prueba presuntiva
a) Tomar cinco tubos con 20 mL con medio selectivo de enriquecimiento (Caldo lauril
sulfato de sodio al 200%) con una campana de Durham previamente sumergida sin
presencia de burbujas en su interior. Usar una pipeta limpia para transferir a cada uno
de estos tubos 10mL de la muestra liquida
b) Incubar los tubos a 35 + 0,5 °C por 24 + 2 horas y observar si hay formacion de gas,
en caso contrario prolongar la incubacion hasta 48 + 2 horas
2) Prueba confirmativa
a) De cada tubo que muestre formacion de gas y turbidez, tomar de 3 a 5 asadas y
sembrar en un tubo con medio de confirmacion (como el caldo EC o con caldo

lactosa bilis verde brillante) este tubo contendra una campana de Durham, para el
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caldo lactosa bilis 2% verde brillante resembrado se incuba a 35 = 0,5 °C por 24
+ 2 horas y el caldo EC a 44,5 °C £ 0,2 °C por 24 h + 2 horas.

b) Examinar la produccion de gas y turbidez. Registrar los tubos positivos de caldo
lactosa verde brillante bilis 2% de cada muestra para compararlos con las tablas
estandarizadas de la norma (Anexo 2) y determinar el N.M.P.

c) Los tubos de caldo EC que presenten gas dentro de la campana de Durham se
sembraran en medios selectivos y diferenciales para E.coli (agar Mac Conkey y
agar eosina azul de metileno) para el aislamiento de la bacteria y realizar pruebas
bioquimicas (Tincién de Gram, TSI, LIA, MIO, OF, citrato, urea, rojo de metilo
y la prueba de Voges Proskauer).

Antibiograma

De las muestras que se logré identificar la bacteria E.coli se le realizd una prueba a estas

cepas de resistencia a diferentes antibidticos para bacterias Gramnegativas, también conocido

como antibiograma, y se realizé de la siguiente manera:

1)

2)

3)

4)

Preparacion de la suspension bacteriana: se toma una muestra bacteriana aislada de
un cultivo puro con un asa bacteriana estéril y se suspende en un caldo LB, utilizando
una escala de turbidez de McFarland (como referencia para la concentracion
bacteriana).

Siembra en placa: Se selecciona el medio de cultivo agar LB que permite el
crecimiento adecuado de la bacteria y se vierte en placas petri de tamafio 100 x
15mm., para que, una vez solidificado el medio se le coloque 100uL de la suspension
bacteriana sobre la superficie del agar y utilizando un asa Drigalsky estéril extender
toda la suspension mediante diferentes movimientos sobre todo el medio para
asegurar una distribucion homogénea.

Colocacion de los discos de antibidticos: se ocuparan multidiscos de la marca
Gutierrez Ramos Abel PT-35 Multibac I.D., con 12 antibidticos para bacterias
Gramnegativas, que se colocaran sobre la placa utilizando pinzas estériles y
asegurando un buen contacto con el agar.

Incubacion: se incubardn las placas a 37°C de 18 a 24 hrs, colocando las placas con

el agar hacia arriba.
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5)

Interpretacion de resultados: después del periodo de incubacion, se observan los halos
de inhibicion alrededor de los discos, los cuales se les mide el didmetro con una regla
milimétrica para comparar los resultados de los didmetros con las tablas de
interpretacion estandarizadas, y lograr determinar si la bacteria es sensible,

intermedia o resistente a cada antibidtico (Anexo 2).

Analisis molecular

Aislamiento de ADN gendmico de bacterias Gramnegativas

Para este procedimiento se utilizd el Wizard genomic DNA Purification Kit A1120 de la

marca Promega para el aislamiento de ADN genomico de bacterias Gramnegativas y asi

mismo, se sigui6 el protocolo del kit de la siguiente manera (Promega,2023):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Agregue 1 mL de la muestra bacteriana en caldo LB a un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL.

Centrifugue a 10000 RPM durante 2 minutos para recoger las células. Retirar el
sobrenadante.

Agregue 600 pL de la Solucion de Lisis de Nucleos. Pipetear suavemente hasta que
las células estén resuspendidas.

Incubar a 80°C durante 5 minutos para lisar las células; luego enfriar a temperatura
ambiente.

Agregar 3 pL de la Solucion de RNasa al lisado celular. Invertir el tubo de 2 a 5 veces
para mezclar.

Incubar a 37°C durante 60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura ambiente.
Agregar 200 pL de la Solucion de Precipitacion de Proteinas al lisado celular tratado
con RNasa. Vortex vibrando a alta velocidad durante 20 segundos para mezclar la
Solucién de Precipitacion de Proteinas con el lisado celular.

Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos.

Centrifugar a 13 500 RPM durante 3 minutos.

10) Transferir el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo de microcentrifuga limpio

de 1.5 mL que contenga 600 pL de isopropanol enfriado previamente. Nota: Puede

quedar algo de sobrenadante en el tubo original que contiene el pellet de proteinas.

40



11) Dejar ese liquido residual en el tubo para evitar contaminar la solucion de ADN con
las proteinas precipitadas.

12) Mezclar suavemente por inversion hasta que los filamentos de ADN formen una masa
visible.

13) Centrifugar a 13 500 RPM durante 2 minutos.

14) Verter con cuidado el sobrenadante y escurrir el tubo sobre papel absorbente limpio.
Agregar 600 pL de etanol al 70% a temperatura ambiente y voltear suavemente el
tubo varias veces para lavar el pellet de ADN.

15) Centrifugar a 13 500 RPM durante 2 minutos. Aspirar con cuidado el etanol.

16) Escurrir el tubo sobre papel absorbente limpio y deje que el pellet se seque al aire
durante 10—15 minutos.

17) Agregar 100 pL de Solucién de Rehidratacion de ADN al tubo y rehidratar el ADN
incubandolo a 65 °C durante 1 hora. Mezclar periddicamente la solucion golpeando
suavemente el tubo. Alternativamente, rehidrate el ADN incubando la solucidn
durante toda la noche a temperatura ambiente o a 4 °C.

18) Almacenar el ADN a 2-8 °C.

PCR

Para la configuracion de PCR, se utilizd de referencia el protocolo de Thermon Scientific

DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, 2023):

1) Agitar suavemente y centrifugar brevemente el Master Mix de PCR DreamTaq (2X)
después de descongelarlo.
2) Colocar un tubo de PCR (microtubo de 0.2mL) de pared delgada en hielo y agregar

los componentes de la Tabla 1, para cada reaccion final de 50 pL.

Tabla 1. Cantidades de cada componente para la preparacion de un tubo de PCR.

DreamTaq PCR Master Mix (2X) 25ulL
Primer forward TuL
Primer Reverse Tyl
Muestra de AND IuL
Agua libre de nucleasas 22uL
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Volumen total 50uL
(Thermo Fisher Scientific, 2023)

3) Agitar suavemente las muestras y centrifugarlas.
4) Realizar la PCR utilizando un termociclador bajo las condiciones de ciclo térmico

necesarias para PCR-gen 16S (Tabla 2) y rep-PCR (Tabla 3):

Tabla 2. Condiciones de ciclo térmico para PCR-gen 16s.

Pasos Temperatura °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 5 min
Desnaturalizacion 95 40 seg
Hibridacion 55 40 seg 35
Elongacion 72 1:30 min
Elongacion final 72 10 min

(Elaboracion propia)

Tabla 3. Condiciones de ciclo térmico para rep-PCR.

Pasos Temperatura °C Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 10 min
Desnaturalizacion 94 1 min
Hibridacién 35 1 min 40
Elongacion 65 5 min
Elongacion final 65 16 min

(Elaboracioén propia)

Electroforesis
El procedimiento para hacer un gel de electroforesis de agarosa implica la preparacion de
una solucion de agarosa, la formacion del gel, la carga de las muestras y la ejecucion de la

electroforesis.

1) Preparacion de S0mL la solucion de agarosa:
a) Pesar 0.4g de agarosa (agarosa al 0.8%) y medir SOmL de buffer TAE 1X
b) Verter el buffet TAE 1X en un matraz o vaso de precipitados y agregar la agarosa

en polvo. Agitar suavemente para disolver la agarosa.
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2)

3)

4)

c) Calentar la solucion hasta que la agarosa se disuelva completamente. Esto se
puede hacer en un microondas, un bafio de agua o una placa calefactora.

d) Dejar que la solucion de agarosa se enfrie a una temperatura segura para verter
(aproximadamente 55-60°C).

Formacién del gel:

a) Verter la solucion de agarosa caliente en una caja de gel de electroforesis,
asegurandose de que el peine esté correctamente colocado.

b) Dejar que el gel se solidifique. Para acelerar el proceso, se puede refrigerar la caja
de gel.

Carga de las muestras:

a) Mezclar las muestras con un tampon de carga que contenga colorantes (GelRed)
para facilitar la observacion de la separacion.

b) Pipetear las muestras en los pocillos del gel, asegurdndose de que estén bien
ubicadas.

Ejecucion de la electroforesis:

a) Colocar el gel en la caja de electroforesis y cubra con el tampdn (buffer TAE 1X)
de ejecucion.

b) Conectar la caja de electroforesis a una fuente de alimentacion y ajuste el voltaje
y el tiempo de acuerdo con las necesidades.

c) Los fragmentos de ADN se separaran segln su tamafio, moviéndose a través del
gel bajo la influencia del campo eléctrico.

d) Una vez que la electroforesis haya finalizado, puede visualizar el gel con una

fuente de luz UV para observar las bandas de ADN.
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MATERIAL Y REACTIVOS
Para la elaboracion de este trabajo se necesitara del siguiente material:
-Hielera portatil
-Hielo
-Gradilla
-Cajas Petri 90x15 mm
-Cajas Petri 60x15 mm
-Micropipetas de 1uL, 10uL, 20uL, 200pL y 1000uL

-Puntillas de micropipeta 0.5-10uL (puntillas transparentes), 20-200uL (puntillas
amarillas) y 100-1000uL (puntillas azules).

-Pipeta de 10mL

-Perilla de hule para pipeta

-Tubos con rosca

-Asa bacterioldgica

-Pinzas estériles

-Asa de Digralsky

-Tubos tipo Eppendorf de microcentrifuga (1.5 mL)
-Campanas de Durham

-Agua destilada

-Agua peptonada

-Agar Triptona-Extracto de Levadura (agar para cuenta estandar)
-Agar-rojo-violeta-bilis-lactosa (RVBA)
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citrato,

-Caldo lauril sulfato de sodio

-Medio EC (Escherichia coli)

-Caldo lactosa bilis 2% verde brillante
-Agar MacConkey

-Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
-Agar LB(Luria-Bertani)

-Caldo LB (Luria-Bertani)

-Pruebas bioquimicas: Tincion de Gram, oxidasa, catalasa, TSI, LIA, MIO, OF,

urea, rojo de metilo y Voges Proskauer.
-Isopropano

-Etanol al 70%

-Agarosa LE

-Buffer TAE 50X

-GelRed

- Kit DreamTaq PCR Master Mix (2X)

-Multidisco para pruebas de sensibilidad bacteriana de Gutiérrez Ramos Abel PT-35

Multibac 1.D.

- Wizard genomic DNA Purification Kit A1120 Thermo Fisher Scientific

EQUIPOS

-Camara de electroforesis
-Bafio de agua digital Daihan LabTech modelo LWB-106D
- Equipo de Cuenta Colonias CC-10, Aparatos de laboratorio BG.

-Termociclador o maquina de PCR Labnet - MultiGene
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-Microcentrifuga PrismR Labnet Internatinal INC.

-Agitador Voértex Cole-Palmer mixer

-Incubadora Memmert, Lab-Line Imperial III Incubator y Rios Rocha EC-41.

-Transiliminador de luz UV Superbright
-Espectrofotdmetro NanoDrop One Thermo Scientific

-Fuente de poder para camaras de electroforesis
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DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO
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RESULTADOS Y DISCUSION

Monitoreo

Con base a la Figura 2, se seleccionaron 10 muestras de cada uno de los cuadrantes sobre la

zona a muestrear, en las cuales se eligié comprar 2 jugos de naranja, 2 jugos verdes, 2 jugos

de guayaba, 2 jugos de betabel y 2 jugos de zanahoria, para que al final, multiplicado por

cada region dieran un total de 40 muestras obtenidas de manera homogénea. Para una mejor

comprension del muestreo se representa de forma grafica en la Figura 5.

NO

oy

NO: Noroeste

NE: Noreste

SO: Suroeste

SE: Sureste
il
SO SE
Muestra NO | NE | SE | SO
Naranja 2 2 2 2
[ Jugo verde 2 2 2 2
o Betabel 2 2 2 2
[ Guayaba 2 2 2 2
[ ) Zanahoria 2 2 2 2
Total global: 40 muestras

(Elaboracion propia)

Figura 5. Representacion grafica del muestreo de la zona metropolitana de Puebla

A partir de la recoleccion de cada muestra, se les fue asignando un codigo, asi mismo se fue
registrando de que area se estaba recolectando. Por lo que, en la Tabla 4 se muestra el codigo
que se le asign6 a cada muestra de jugo fresco y el area de donde se obtuvo.
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Tabla 4. Codigos y zonas procedentes de cada jugo procesado de la Zona Metropolitana de

Puebla.

Codigo Zona Tipo de jugo Codigo Zona Tipo de jugo
Jo1 NE Naranja J21 NO Jugo verde
JO2 NE Zanahoria 122 NO Naranja
JO3 NE Jugo verde 123 NO Naranja
Jo4 NE Betabel J24 NO Jugo verde
JO5 SO Zanahoria J25 NE Guayaba
JO6 SO Jugo verde 126 NE Jugo verde
JO7 SE Betabel 127 NE Betabel
JO8 SE Zanahoria 128 NE Guayaba
JO9 SE Jugo verde J29 NE Naranja
J10 SE Guayaba J30 NE Zanahoria
J11 SE Naranja J31 NO Zanahoria
J12 SE Guayaba J32 NO Guayaba
J13 SE Jugo verde J33 NO Betabel
J14 SE Naranja J34 NO Guayaba
J15 SO Naranja J35 SE Zanahoria
J16 SO Betabel J36 SE Betabel
J17 SO Zanahoria J37 SO Guayaba
J18 SO Guayaba J38 SO Betabel
J19 NO Zanahoria J39 SO Naranja
J20 NO Betabel J40 SO Jugo verde

En México, es comin encontrar en un puesto ambulante de jugos frescos la presencia de
carencias en relacion a las buenas practicas higiénicas, como lo menciona Figueroa-Ducoing
etal. (2022), lo que resalta en este tipo de negocios es el poco conocimiento de los vendedores
sobre el cuidado de la higiene y la salud del consumidor, ya sea al momento de conservar
las frutas, el proceso de lavado o utilizacion de agua corriente, la limpieza de procesadoras o
utensilios, el envasado y la conservacion del producto final. Lo que arrojé como resultado en
este trabajo de investigacion que el 25% de las muestras fueron preparadas al momento y el
75% restante ya se encontraban preparados, en cuestion de las practicas higiénicas, el 65%
presenta practicas deficientes y el 35% buenas practicas, resultados muy similares a los que
obtuvo Figueroa-Ducoing et al. (2022) en su investigacion en jugos frescos de naranja en la

ciudad de México.
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Analisis microbiologico

Para la determinacion de bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales es necesaria la
preparacion de diluciones, basandose en la NOM-110-SSA1-1994. Se determin6 que se
realizarian la dilucion primaria agitando la muestra manualmente con 25 movimientos de
arriba a abajo en un arco de 30 cm efectuados en un tiempo de 7 segundos. Posteriormente,
tomar 10mL de la muestra y diluir con 90mL del diluyente (agua de peptona) el cual debe
encontrarse a una temperatura similar a ésta, evitando el contacto entre la punta de la

micropipeta y el diluyente.

Para la preparacion de las diluciones decimales adicionales, se transfirio ImL en un tubo
conteniendo nueve veces el volumen del diluyente estéril a la temperatura apropiada,
evitando el contacto entre la punta de la micropipeta y el diluyente. Las muestras de jugos
frescos elaborados con frutas mas acidas (ej. naranja, guayaba y jugo verde) se les realizo6 3
diluciones (1:1000), mientras que para los jugos elaborados con vegetales menos acidos (ej.

zanahoria y betabel) se requirieron 4 diluciones (1:10000), como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Diluciones ocupadas segun el tipo de jugo fresco

Tipo de jugo Diluciones
Naranja Directa 1:10 1:100 1:1000
Jugo verde Directa 1:10 1:100 1:1000
Betabel 1:10 1:100 1:1000 1:10000
Guayaba Directa 1:10 1:100 1:1000
Zanahoria 1:10 1:100 1:1000 1:10000

Colocando ImL de cada dilucion en una placa Petri para el procesamiento de BMA y
coliformes totales, se obtuvieron 4 placas de diluciones por cada muestra. En el caso de los
jugos que se les realizaron 3 diluciones se colocé ImL de muestra directa para observar su
crecimiento; todo esto se hizo en el fin de que la placa contable se encontrara entre estas
diluciones y reducir el margen de error al momento de contar las unidades formadoras de

colonias (UFC) de cada placa.
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Cuantificacion de bacterias mesofilas aerobias (BMA) por la técnica de

vertido en placa

Siguiendo la metodologia de la NOM-092-SSA1-1994, se ocup6 el medio de cultivo de
métodos estandar porque este es un medio de cultivo universal que brinda los nutrientes y
condiciones necesarias para el crecimiento de una variedad de bacterias. Este medio de
cultivo contiene peptona de caseina que provee de aminodcidos y nitrogeno para el
crecimiento bacteriano, asi como extracto de levaduras (contiene vitaminas B y otros

nutrientes) y glucosa que actia como fuente de carbono y energia para las bacterias (Casado,
2012).

Después de incubar las cajas inoculadas en agar de método estdndar en posicion invertida (la
tapa hacia abajo) a una temperatura de 35 + 2°C por un tiempo de 48 + 2 horas, se realizo la
lectura en un contador de colonias seleccionando aquellas placas donde aparezcan entre 25 a

250 UFC, como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Seleccion de la placa representativa de BMA entre 25 a 250 UFC

A partir del conteo de UFC de cada dilucion conocida en placa (Anexo 2), se multiplica el
numero de colonias por el factor de dilucidn para obtener el conteo total de UFC por volumen
(mL o g) de la muestra original, para que sucesivamente de forma mas clara se reflejan los

resultados de cada muestra para comprender mejor los datos (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del conteo de UFC de bacterias mesoéfilas aerobias por mililitro de

muestra en jugos frescos de la Zona Metropolitana de Puebla

Codigo | Tipo de jugo | BMA (UFC/mL)
JO1 Naranja 3120
JO2 Zanahoria 154000
JO3 Jugo verde 6900
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Jo4 Betabel 90
JOS Zanahoria 384000
JO6 Jugo verde 14300
JO7 Betabel 47000
JO8 Zanahoria 870000
JO9 Jugo verde 3114000
J10 Guayaba 89000
J11 Naranja 4900
J12 Guayaba 52000
J13 Jugo verde 20600
J14 Naranja 0

J15 Naranja 7200
J16 Betabel 326000
J17 Zanahoria 3720000
J18 Guayaba 7100
J19 Zanahoria 5460000
120 Betabel 4380000
J21 Jugo verde 2034000
122 Naranja 7100
J23 Naranja 160
124 Jugo verde 45400
125 Guayaba 9500
126 Jugo verde 20800
127 Betabel 320
J28 Guayaba 4700
J29 Naranja 1040
J30 Zanahoria 185000
J31 Zanahoria 10870000
J32 Guayaba 6100
J33 Betabel 2030000
J34 Guayaba 3100
I35 Zanahoria 7810000
J36 Betabel 1454000
J37 Guayaba 2200
J38 Betabel 8900
J39 Naranja 140
J40 Jugo verde 25000

*UFC/mL: Unidad formadora de colonias/mililitro, Valores dentro de norma
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En México, no existe una norma oficial especifica que establezca limites maximos permitidos
de bacterias mesofilo las aerobias en jugos frescos en puestos ambulantes. Sin embargo, se
pueden aplicar los limites establecidos en la NOM-218-SSA1-2011, Productos y servicios.
Bebidas saborizadas no alcoholicas, sus congelados, productos concentrados para prepararlas
y bebidas adicionadas con cafeina. Especificaciones y disposiciones sanitarias. Métodos de
prueba, menciona que el limite maximo permitido para el recuento de bacterias mesoéfilas
aerobias para este tipo de bebidas similares debe ser de 1000 UFC/mL vy, por lo tanto, con
base a la Tabla 6 se determina que 35 muestras de 40 no cumplen con los requerimientos
microbianos permitidos, equivalente al 87.5% de las muestras de jugos frescos muestreados.
Asi mismo, se obtuvo que el 100% de las muestras de jugo verde, zanahoria y guayaba
sobrepasan este limite microbiano, mientras que betabel fue del 75%, siendo naranja el

porcentaje mas bajo con 62.5% como se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones de bacterias mesoéfilas aerdbicas (BMA) con los valores minimo,
mediana y maximo en logio UFC/mL en cada tipo de jugo fresco y el nimero de muestras

fuera de norma.

Numero de muestras fuera de

Tipo de jugo ~ Minimo Mediana Maximo
norma por jugo (%)
Jugo verde 3.83 4.35 6.49 8 (100)
Zanahoria 5.18 6.36 7.03 8 (100)
Guayaba 3.34 3.81 4.94 8 (100)
Naranja <0.1 3.31 3.85 5(62.5)
Betabel 1.95 5.27 6.64 6 (75)

La cantidad de BMA presente en estos alimentos indica el nivel de contaminacion bacteriana
de forma general, por ejemplo, los jugos con mayor contenido de BMA podrian estar
relacionados con frutas mas maduras o con dafios en la pulpa, lo que favorece el crecimiento
microbiano. Ademas, la falta de una adecuada desinfeccion o el contacto con utensilios y
superficies contaminadas durante el procesamiento pueden contribuir al aumento de este
grupo microbiano; a su vez también se asocia a los prolongados tiempos de exposicion de los

jugos en los puestos ambulantes a temperatura ambiente, tal y como lo menciona Figueroa-
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Ducoing et al. (2022). En este estudio los rangos de concentraciones de BMA (Tabla 7) en
jugo de naranja esta entre <0.1 a 3.85 logio UFC/mL con una mediana de 3.31, dichos
resultados son similares a los obtenido en estudios anteriores realizados en jugos de naranja

en diferentes entidades de México (Figueroa-Ducoing et al., 2022; Ocana de Jesus et al.,

2022).

Los resultados obtenidos por Figueroa-Ducoing et al. (2022) muestran que todas las muestras
de jugo de naranja recién exprimido de vendedores ambulantes presentaron crecimiento de
bacterias mesoéfilas aerobias (AMB), con concentraciones que oscilaron entre 1 y 6.8 log
UFC/mL. Este hallazgo pone en evidencia que la carga microbiana en jugos expendidos en
la via publica puede alcanzar niveles considerablemente altos, lo cual representa un riesgo

potencial para la inocuidad del alimento.

De manera similar, el estudio de Ocafia de Jesus et al. (2022) report6 recuentos de mesofilos
aerobios en todos los minoristas evaluados, con un valor promedio de 3.98 + 0.08 log
UFC/mL, estableciendo ademas diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
analizados (p < 0.05). Estos resultados, aunque muestran un valor medio menor al reportado
por Figueroa-Ducoing, confirman la presencia constante de una carga microbiana en los

jugos recién preparados, independiente del punto de venta.

En conjunto, ambos estudios coinciden en que la presencia de mesofilos aerobios en jugos
de naranja frescos es inevitable bajo las condiciones actuales de manipulacion y expendio
ambulante. La diferencia en los rangos reportados podria atribuirse a factores como el origen
de la fruta, las condiciones higiénicas de preparacion, el agua utilizada, la calidad del

exprimidor, asi como la temperatura y tiempo de almacenamiento previo a la venta.

Estos hallazgos refuerzan la necesidad de establecer mejores practicas higiénicas y controles
microbioldgicos en la elaboracion de jugos frescos vendidos en espacios publicos. Asimismo,
sugieren que el monitoreo de mesoéfilos aerobios puede considerarse un indicador confiable
de la calidad microbiologica general, ya que su presencia refleja contaminacion ambiental y

deficiencias en el manejo del producto.
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Cuantificacion de coliformes totales por la técnica de vertido en placa

Siguiendo la metodologia de la NOM-113-SSA1-1994, se utilizo el agar-rojo-violeta-bilis-
lactosa (RVBA) debido a que este medio de cultivo estd disefiado para seleccionar y
diferenciar el crecimiento de coliformes totales, mientras inhibe el crecimiento de otras
bacterias. Este medio de cultivo contiene cristal violeta y sales biliares que permiten la
inhibicion de bacterias grampositivas, asi mismo, contiene lactosa para que mediante su
fermentacion se pueda identificar a las bacterias coliformes. Por otro lado, se realiza una capa
de anaerobiosis en la determinacion de coliformes totales para crear un entorno sin oxigeno

y asi, favorecer el crecimiento de ciertos tipos de bacterias (Casado, 2012).

Después de incubar las muestras a 35°C, durante 24 + 2 horas, de manera invertida (con la
tapa hacia abajo), se identifican las colonias de coliformes como aquellas colonias rojas o
rosadas, debido al viraje del indicador de pH rojo neutro y a la posible precipitacion de bilis
se forma una zona rojiza alrededor de las colonias. Se contaron las colonias con el contador
de colonias, buscando seleccionar las placas de cada muestra que contengan entre 15 y 150

colonias, para que sea la caja representativa, como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Eleccion de la placa representativa de coliformes totales entre 15y 15 UFC

A partir del conteo de UFC de cada dilucion conocida en placa (Anexo 3), se multiplica el
numero de colonias por el factor de dilucidn para obtener el conteo total de UFC por volumen
(mL o g) de la muestra original, para que sucesivamente de forma mas clara se reflejan los

resultados de cada muestra para comprender mejor los datos (Tabla 8).
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Tabla 8. Resultados del conteo de UFC de coliformes totales sobre mililitro por la técnica

de vertido en placa de muestra en jugos frescos de la Zona Metropolitana de Puebla

Codigo | Tipo de jugo | Coliformes Totales (UFC/mL
e
JO2 Zanahoria 171000
JO3 Jugo verde 380000
Jo4 Betabel
JO5 Zanahoria 262000
JO6 Jugo verde 75000
Jo7 Betabel 1900000
JO8 Zanahoria 770000
JO9 Jugo verde 768000
J10 Guayaba 79000
| Norarys [ 0 S
J12 Guayaba 108
J13 Jugo verde 70000
14| Namnja [0
J15 Naranja 70
J16 Betabel 110
J17 Zanahoria 2090000
J18 Guayaba 1600
J19 Zanahoria 630000
120 Betabel 320000
J21 Jugo verde 680
J22 Naranja 130
123 Naranja
124 | Jugo verde
J25 Guayaba
126 Jugo verde 20000
127 Betabel 15000
128 Guayaba 1900
129 | Naramja [0
J30 Zanahoria 104000
J31 Zanahoria 50000
J32 Guayaba 190
J33 Betabel 8100
J34 Guayaba 1300
J35 Zanahoria 64000
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J36 Betabel 2400
J37 Guayaba 270
J38 Betabel 1120000
J39 Naranja 380
J40 Jugo verde 83000

*UFC/mL: Unidad formadora de colonias/mililitro, Valores dentro de norma
La evaluacion de coliformes totales en jugos frescos es un criterio fundamental para
determinar la calidad microbioldgica y la seguridad de este tipo de productos. Los jugos, al
ser alimentos de consumo directo y sin tratamiento térmico posterior, representan un medio
propicio para el crecimiento microbiano, debido a su contenido de aziicares, nutrientes y agua

disponible.

En la NOM-218-SSA1-2011, Productos y servicios. Bebidas saborizadas no alcohélicas, sus
congelados, productos concentrados para prepararlas y bebidas adicionadas con cafeina.
Especificaciones y disposiciones sanitarias. Métodos de prueba, menciona que el limite
maximo permitido para el recuento de coliformes totales para este tipo de bebidas debe ser
de 10 UFC/mL. En este contexto, la presencia de coliformes totales en concentraciones
superiores a los limites establecidos por la NOM-218-SSA1-2011 (para jugos y bebidas no
alcohdlicas) o por organismos internacionales, evidencia fallas en la higiene durante el lavado
de frutas, la desinfeccion, el exprimido, la manipulacion del personal o la calidad del agua
empleada. Incluso valores bajos, aunque no necesariamente implican la presencia de

patégenos, son indicativos de una posible contaminacion fecal o ambiental.

Los resultados de la Tabla 8 muestran que 33 de 40 muestras sobrepasan en limite microbiano
ya antes mencionado, lo que equivale al 82.5% de las muestras totales de jugos frescos. A su
vez, también se determind que 100% de las muestras de jugo verde y zanahoria no cumplen
con la norma, seguido del jugo de betabel y guayaba con un 87.5% y, por ultimo, el jugo de
naranja con un 37.5% de muestras fuera del rango de aceptacion microbiana, siendo esté

ultimo el jugo con menor porcentaje del resto, como se muestra en la Tabla 9.
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Tabla 9. Concentraciones de coliformes totales (CT) con los valores minimo, mediana y

maximo en logio UFC/mL en cada tipo de jugo fresco y el nimero de muestras fuera de

norma.
Tipodejugo  Minimo Mediana Maximo Namero de muestras fuera de
norma por jugo (%)
Jugo verde 2.83 4.86 5.88 8 (100)
Zanahoria 4.69 5.33 6.32 8 (100)
Guayaba 0.69 2.89 4.89 7 (87.5)
Naranja <0.1 0.77 2.57 3(37.5)
Betabel <0.1 4.06 5.27 7 (87.5)

Con los resultados obtenidos en la Tabla 9, se muestra que los valores de CT puede variar
dependiendo del tipo de jugo, como lo menciona Hernandez-Anguiano et al. (2017), por
ejemplo, el jugo que presento los valores mas elevados de CT fue el de zanahoria con un
rango de 4.69 a 6.32 logio UFC/mL, a comparacion del jugo de naranja que fue el tipo de
jugo con valores mas bajos entre <0.1 a 2.57 logio UFC/mL de CT.

Sin embargo, los resultados de este ultimo tipo de jugo difieren de algunos estudios
publicados, como el de Figueroa-Ducoing et al. (2022) y Ocafia de Jesus et al. (2022) en
donde informaron que el 58,3% de las muestras fueron positivas a CT en muestras de jugo
de naranja fresco recolectadas de vendedores ambulantes, mientras que en el otro se reportod

que el 71% de las muestras de jugo de naranja estaban por encima del limite normal.

El jugo verde se prepara a base de nopal, apio, pifia, perejil, entre otros ingredientes, y
diversos estudios sobre jugos frescos con nopal han reportado conteos elevados de coliformes
totales, lo que indica que este ingrediente puede actuar como vector de contaminacién si no
se aplican procesos adecuados de limpieza y desinfeccion. Un estudio publicado
anteriormente coincide con los resultados obtenidos en este trabajo en relacion con el andlisis
de CT en jugo verde a base de nopal (Hernandez-Anguiano et al., 2017), ya que detectaron
coliformes totales en todas las muestras de distintos jugos de nopal (100%) con un valor

promedio de 4,5 Log UFC/mL.

58



Cuantificacion de coliformes fecales por el método del nimero mas

probable (NMP)

Resultados de la prueba presuntiva

La metodologia que se ocup6 en este procedimiento se bas6é en la NMX-042-SCFI-2015,
especificamente se sigui6 la metodologia para muestras liquidas, donde por cada muestra se
obtuvieron cinco tubos con medio selectivo de enriquecimiento (Caldo lauril sulfato de sodio
al 200%) con una campana de Durham previamente sumergida sin presencia de burbujas en
su interior, a los cuales se le transfiri6 a cada uno de estos tubos 10mL de la muestra de jugo

fresco (Figura 8).

Figura 8. Tubos de caldo lauril sulfato de sodio al 200% con la muestra inoculada de jugo

Posteriormente se incubaron los tubos a 35 + 0,5 °C por 24-48 + 2 horas, para determinar los
tubos positivos (+) de los negativos (-) a partir de la formacion de gas dentro de la campana
de Durham y la turbidez, como se muestra en la Figura 9. Debido a que el medio de cultivo
contiene lauril sulfato de sodio se inhibe el crecimiento de bacterias grampositivas, asi como
también algunas gramnegativas, permitiendo el crecimiento de coliformes y asi fermenten la

lactosa, produciendo gas en el caldo (Casado, 2012).
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Figura 9. Tubos de la muestra J21 positivos (+) y un tubo de la muestra J11 negativo (-)

De esta manera se realiza la observacion de cada uno de los tubos incubados de todas las

muestras y se registré el resultado de la prueba presuntiva en la Tabla 10, recordando que los

tubos positivos (+) seran aquellos que tengan la formacion de gas dentro de la campana de

Durham y la turbidez, como se muestra:

Tabla 10. Resultados de la prueba presuntiva del método del N.M.P. en jugos frescos de la

Zona Metropolitana de Puebla.

Codigo | Tipo de jugo Prueba presuntiva
Jo1 Naranja Tubo I (+) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J02 Zanahoria Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
JO3 Jugo verde | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J04 Betabel Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
JO5 Zanahoria Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (-)
JO6 Jugo verde | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
JO7 Betabel Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
JO8 Zanahoria Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J09 Jugo verde | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J10 Guayaba Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J11 Naranja Tubo 1 (-) | Tubo2(-) | Tubo3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J12 Guayaba Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 ()
J13 Jugo verde | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J14 Naranja Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J15 Naranja Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J16 Betabel Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
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J17 Zanahoria Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J18 Guayaba Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J19 Zanahoria Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
120 Betabel Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
21 Jugo verde Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
122 Naranja Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 ()
123 Naranja Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 () | Tubo 5 (-)
124 Jugo verde Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
125 Guayaba Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
126 Jugo verde | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
127 Betabel Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
128 Guayaba Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
129 Naranja Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
130 Zanahoria Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J31 Zanahoria Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J32 Guayaba Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J33 Betabel Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
134 Guayaba Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J35 Zanahoria Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
136 Betabel Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
137 Guayaba Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J38 Betabel Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J39 Naranja Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J40 Jugo verde | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)

*positivo (+) *negativo (-)
Resultados de la prueba confirmativa

De cada tubo que mostré formacion de gas y turbidez en la prueba presuntiva, se tomoé de 3
a 5 asadas y se inoculd en dos tubos con medio de confirmacion, los cuales son el caldo EC
y el caldo lactosa verde brillante bilis al 2% (VBB 2%), ambos tubos contendran una
campana de Durham respectivamente. Los tubos caldo lactosa verde brillante bilis 2% se
incubaron a 35 + 0,5 °C por 24 + 2 horas y una vez transcurrido el tiempo se examino6 la
produccion de gas y turbidez, como se observa la diferencia entre un tubo positivo (+) y uno
negativo (-) en la Figura 10. Este medio es crucial en esta prueba, ya que ayuda a confirmar

la presencia de coliformes, asegurando la seleccion de estas bacterias frente a otras.
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Figura 10. Tubos positivos (+) y negativos (-) de caldo VBB 2%

De esta manera, se registraron los resultados de cada uno de los tubos positivos y negativos

de cada una de las muestras respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados de la prueba confirmativa del método del N.M.P. en caldo verde
brillante bilis 2% (VBB 2%) en jugos frescos de la Zona Metropolitana de Puebla.

Codigo Prueba confirmativa en caldo VBB 2%
701 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
() NO NO NO NO
J02 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J0O3 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J04 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) Tubo 4 Tubo 5
JO5 ) NO
J0O6 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
JO7 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J08 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J09 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J10 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
111 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
NO NO NO NO NO
Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
J12 NO
J13 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J14 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J15 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
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116 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
()
J17 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J18 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J19 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
120 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
)
1 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
)
Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
122 NO
123 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
NO NO NO
J24 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J25 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J26 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J27 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J28 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
Tubo 1 (+) | Tubo2 (+) | Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
2 0 0 0
J30 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J31 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 ()
J32 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J33 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J34 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
135 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
()
Tubo 1 (+) | Tubo2 (+) | Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
6 o) 0 0
137 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
()
J38 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
139 Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5
)
J40 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)

*positivo (+) *negativo (-) *NO: No se inoculo

Posteriormente se compararon en la Tabla 12 los resultados obtenidos en la prueba presuntiva
junto con la prueba confirmativa con las tablas estandarizadas de la norma NMX-042-SCFI-

2015 (Anexo 4) para buscar determinar el N.M.P. de cada muestra. Por ejemplo, la muestra
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J36 tuvo 5 tubos positivos de la prueba presuntiva y en la prueba confirmativa tuvo 2 tubos

positivos, arrojando un el N.M.P. para esa muestra de 6 NMP/100mL.

Tabla 12. Determinacion de coliformes fecales (CF) en N.M.P./100mL en jugos frescos de

la Zona Metropolitana de Puebla.

Cédigo T“ggssg‘:‘;fo‘f,zde Tubos p@j;t]‘;;’;)de caldo |\ M.P/100mL
JO1 1 0 2
JO2 5 5 >18
JO3 5 5 >18
JOo4 5 5 >18
JO5 4 3 9
JO6 5 5 >18
JO7 5 5 >18
JO8 5 5 >18
JO9 5 5 >18
J10 5 5 >18
J11 0 0 <1
J12 4 4 16
J13 5 5 >18
J14 5 5 >18
J15 5 5 >18
J16 5 4 16
J17 5 5 >18
J18 5 5 >18
J19 5 5 >18
J20 5 4 16
J21 5 4 16
122 4 4 6
J23 2 2 6
J24 5 5 >18
J25 5 5 >18
126 5 5 >18
127 5 5 >18
J28 5 5 >18
J29 5 2 6
J30 5 5 >18
J31 5 5 >18
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J32 5 5 >18
J33 5 5 >18
J34 5 5 >18
J35 5 4 16
J36 5 2 6

J37 5 4 16
J38 5 5 >18
J39 5 4 16
J40 5 5 >18

*Caldo lauril sulfato de sodio 200% (CLSNa al 200%) * Verde brillante bilis al 2% (VBB 2%), Valor dentro

de norma

La deteccion de coliformes fecales en jugos frescos constituye un indicador de contaminacion
de origen fecal y refleja fallas en las practicas de higiene durante la produccion, manipulacion
o procesamiento. Con base en la NOM-218-SSA1-2011, Productos y servicios. Bebidas
saborizadas no alcoholicas, sus congelados, productos concentrados para prepararlas y
bebidas adicionadas con cafeina. Especificaciones y disposiciones sanitarias. Métodos de
prueba, se establece que los jugos frescos no deben existir la presencia de coliformes fecales,
por lo tanto, el resultado debe ser 0 0 <1 NMP en 100mL de coliformes fecales. Sin embargo,
analizando los datos de la Tabla 12 se determind que solo 1 de las 40 muestras totales cumple
con esta norma, es decir que el 97.5% de las muestras esta fuera del limite microbiano
permitido de coliformes fecales en jugos frescos. Estos resultados difieren completamente de
otro estudio previo relacionado, el cual se realiz6 en productos de vendedores ambulantes
afuera de diferentes primarias en Sonora, México y se reportod que solo el 40% de las muestras

fueron detectadas con CF (Paredes A. & Rivero M., 2023).

Tabla 13. Concentraciones de coliformes fecales (CF) con los valores minimo y maximo en

NMP/100mL en cada tipo de jugo fresco y el nimero de muestras fuera de norma.

Numero de muestras fuera de

Tipo de jugo Minimo Maximo
norma por jugo (%)
Jugo verde 16 >18 8 (100)
Zanahoria 9 >18 8 (100)
Guayaba 16 >18 8 (100)
Naranja <1 >18 7 (87.5)
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Betabel 6 >18 8 (100)

A partir de las Tabla 13 se puede observar que 4 de 5 diferentes tipos de jugos frescos
presentaron coliformes fecales (CF) y que estuvieron fuera de norma en su totalidad (100%)
con un rango entre 6 a>18 NMP/100mL, pero en el jugo de naranja solo una muestra presento
<1 NMP/100mL, por lo que, solo el 87.5% estuvo fuera de norma en un rango de 2 a >18
NMP/100mL. Estos tltimos resultados sobre las muestras de jugo de naranja son respaldados
por el trabajo previamente publicado de Ocana de Jests et al., (2022), en donde se obtuvieron
datos muy similares a este trabajo, ya que se reportd que el 86% de las muestras presentaron

CF que superaban el limite microbiano permitido.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio muestran valores superiores de
coliformes fecales en jugos de naranja frescos en comparacion con lo reportado por
Herndndez-Anguiano et al. (2017), quien reportd que el 45% de sus muestras analizadas
dieron positivo para CF. Esta discrepancia puede deberse a diferencias en el tipo de muestreo,

condiciones de higiene durante la elaboracion o métodos de analisis empleados.

La presencia de coliformes fecales en alimentos constituye un hallazgo de gran relevancia,
pues este grupo microbiano se asocia directamente con contaminacion de origen fecal y
representa un riesgo para la salud del consumidor. Dentro de este grupo se busco la deteccion
de Escherichia coli, ya que es particularmente significativa, debido a que se considera como
un indicador mas preciso de contaminacion fecal reciente y ayuda a evidenciar las
deficiencias en la higiene durante la produccion, manipulacion o procesamiento de los

alimentos.

A partir de la prueba presuntiva, se realiz6 otra prueba confirmativa con tubos de caldo EC
(Escherichia coli), el cual es un medio selectivo y diferencial, ya que contiene sales biliares
que inhiben el crecimiento de otro tipo de bacterias que no sean coliformes fecales y
especificamente E.coli. Ademads de que se distingue del resto de medios, ya que se incuba a
44,5 °C + 0,2 °C, lo que permite que sea una prueba especialmente eficaz para aislar E. coli

(Casado, 2012).
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Después del periodo de incubacion, los tubos de caldo EC que presenten gas dentro de la
campana de Durham y estén turbios se les determinard como positivos (+), de lo contrario

seran negativos (-) tal y como se muestra en la Figura 11.

(+) gas
(+) turbidez

Figura 11. Tubos positivos (+) y negativos (-) de caldo EC

A continuacidn, en la Tabla 14 se presenta el resultado de todos los tubos que se resembraron

en caldo EC en relacion con los tubos positivos de la prueba presuntiva de la Tabla 10.

Tabla 14. Resultados de la prueba confirmatoria en caldo EC para cada muestra de jugos

frescos de la Zona Metropolitana de Puebla.

Codigo Prueba confirmativa en caldo EC
701 Tubo 1 (-) Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
NO NO NO NO
JO2 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
JO3 Tubo 1 (-) | Tubo2 () | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J04 | Tubo 1(-) | Tubo2(-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
Tubo 1 (-) | Tubo2(-) | Tubo3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5
JO5 NO
JO6 | Tubo 1(-) | Tubo2(-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
JO7 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
JO8 | Tubo 1(-) | Tubo2(-) | Tubo3 (-) | Tubo4 () | Tubo 5 (-)
J09 | Tubo1(-) | Tubo2(-) | Tubo3(-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J10 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
111 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
NO NO NO NO NO
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Tubo 1 (-) | Tubo2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5
J12 NO
J13 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J14 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J15 Tubo 1 (-) | Tubo2(-) | Tubo3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J16 | Tubo 1 (-) | Tubo2(-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 () | Tubo 5 (-)
J17 | Tubo I (+) | Tubo2 () | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J18 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J19 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J20 | Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J21 | Tubo I (+) | Tubo 2 () | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
Tubo 1 (+) | Tubo2(-) | Tubo3(-) | Tubo4(-) | Tubo 5
122 NO
123 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5
NO NO NO
J24 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
125 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J26 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J27 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (-)
J28 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J29 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J30 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J31 | Tubo I (+) | Tubo2(-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J32 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J33 | Tubo I (+) | Tubo2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J34 | Tubo I (+) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J35 Tubo 1 (-) | Tubo 2 (-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J36 | Tubo 1 (-) | Tubo2(-) | Tubo 3 (-) | Tubo4 (-) | Tubo 5 (-)
J37 | Tubo 1 (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J38 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)
J39 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (-) | Tubo 5 (-)
J40 | Tubo I (+) | Tubo 2 (+) | Tubo 3 (+) | Tubo 4 (+) | Tubo 5 (+)

*positivo (+) *negativo (-) *NO: No se inoculo

Otra prueba que se realizé para determinar la presencia de E. coli ademas de la produccion
de gas y turbidez en los tubos de caldo EC, es la prueba de indol y fluorescencia en los tubos
de caldo EC. La prueba de indol detecta la capacidad de una bacteria para descomponer
triptofano en indol mediante la enzima triptofanasa y se realiza, afiadiendo el reactivo de

Kovac al caldo ya incubado, y si aparece un anillo rojo en la superficie, el resultado es
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positivo para indol como se muestra en la Figura 12. Mientras que, para la prueba de
fluorescencia, después del periodo de incubacidn, se observa los tubos bajo la luz UV, la
presencia de fluorescencia azul brillante indica la presencia de E.coli, esto se debe a la
capacidad de E.coli para hidrolizar la sustancia MUG (4-metilumbeliferona-p-D-
glucurdnido) y producir un producto flourogénico, asi como se observa en la Figura 12

(Bailon, 2003).

Py

Prueba de indol

Prueba de fluorescencia en luz UV

Figura 12. Tubos positivos y negativos de caldo EC en la prueba de fluorescencia en luz

UV e indol.

Al final se obtuvieron un total de 57 tubos positivos de caldo EC y a partir de estos se buscod
aislar las bacterias que crecieron dentro del medio, para después realizar las pruebas
fenotipicas necesarias para la identificacion de las cepas de E.coli, tal y como se menciona a

continicaacion.

Aislamiento e Identificacion fenotipica de E.coli en jugos frescos de la Zona

metropolitana de Puebla

A partir de los tubos positivos de caldo EC inoculados, se tomé una asada del tubo y se
resembrd en medios selectivos y diferenciales para E.coli (agar MacConkey y agar eosina

azul de metileno).

El medio de cultivo MacConkey es un medios selectivo y diferencial, cominmente utilizado
para el aislamiento e identificacion de enterobacterias, ya que inhibe las bacterias

grampositivas por su composicion de sales biliares y cristal violeta. asi mismo, contiene
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lactosa y un indicador a rojo neutro para la identificacion de enterobacterias capaces de
fermentar la lactosa, los cuales producen la acidificacion del medio y como resultado las
colonias adquieren un color rosa intenso a rojo (Figura 13), mientras que las enterobacterias
que no son capaces de fermentar la lactosa se observardn como colonias incoloras o

amarillentas. (Casado, 2012)

El medio de cultivo eosina azul de metileno (EMB) es un medio de cultivo utilizado para el
aislamiento y diferenciacion de enterobacterias, la composicion de este medio permite
diferenciar las colonias fermentadoras de lactosa de las no fermentadores por su formulacién
de eosina y azul de metileno, de este modo los organismos coliformes (ej. E.coli) se
diferencian por la formacion de colonias de 2 a 3 mm de didmetro y la presencia de color
purpura oscuro en el centro y un brillo verde metdlico muy caracteristico, como se muestra

en la Figura 13, (Rodriguez, 2018).

Figura 13. Placas de agar MacConkey lactosa positiva (imagen izquierda) y agar EMB

inoculada con colonias brillosas metalicas (imagen derecha).

A partir de las cepas posiblemente caracteristicas de E. Coli, se tomo6 un inoculo de las
colonias aisladas en el medio MacConkey para la realizacion de pruebas bioquimicas para
confirmar el aislamiento de E.coli en las muestras de jugos frescos de puestos ambulantes.
Las pruebas que se realizaron a las muestras fueron tincion de Gram, TSI, LIA, citrato de

Simmons, urea, MIO y OF.

Con base en el Anexo 5 la bacteria E.coli frente a las pruebas bioquimicas presenta las

siguientes caracteristicas fenotipicas: es una bacteria en forma de bacilo gramnegativo, en la
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prueba de TSI da como resultado A/A con produccion de gas, LIA es K/K, con movilidad
positiva, produccién de indol positivo, descarboxilacion de ornitina positivo, negativo a la

prueba de citrato y urea (Figura 14).

MIO
Movil (+)
Indol (+)

Ornitina (+)

Figura 14. Resultado de las pruebas bioquimicas incubadas durante 24 horas de una

muestra positiva a E. coli

Se realizaron otras pruebas bioquimicas complementarias para identificar con mayor certeza
a E.coli como la prueba de rojo de metilo (RM) y Voges Proskauer (VP), dichas pruebas se
realizaron en caldo RM/VP.

En la Figura 15 se muestra la prueba de RM, la cual se basa en la capacidad de la bacteria de
fermentar glucosa y producir una variedad de acidos (4cido lactico, acético y féormico), para
que a partir del indicador rojo de metilo se pueda detectar estos acidos, mostrando un color

rojo en el medio, caso de E. Coli (Bailén, 2003).
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Figura 15. Resultados de la prueba de rojo de metilo en caldo RM-VP

Mientras que la prueba de VP se basa en la deteccion de acetona, como producto final
derivado de la fermentacion de glucosa, para que al momento de la presencia de hidroxido
de potasio (KOH) y oxigeno, la acetona se oxida a diacetilo, el diacetilo reacciona con a-
naftol y la guanidina de la peptona generando un polimero de color rojo o rosado. Este
compuesto final rosado indica una prueba positiva a la produccion de acetoina de una
bacteria, asi como se muestra en la Figura 16, en el caso de E.coli no se presenta este cambio

de coloracion (Bailon, 2003).

Figura 16. Resultados de la prueba de Voges Proskauer en caldo RM-VP

Al final de realizar todas estas pruebas para la identificacion de cepas de E. Coli en muestras
de jugos frescos de puestos ambulantes, de un total de 57 tubos positivos de caldo EC, se
obtuvieron 13 muestras que corresponden con cada una de las caracteristicas anteriormente

mencionadas (recordando que las 13 cepas de E.coli obtenidas, son a partir de los subtubos
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de la prueba por el NMP correspondientes a 6 muestras diferentes de jugos frescos), asi como

se muestra en la Tabla 15.

La presencia de Escherichia coli en jugos frescos refleja deficiencias higiénicas a lo largo de
la cadena de elaboracion, desde el lavado inadecuado de frutas y vegetales hasta el uso de
agua no potable y la falta de sanitizacidon en utensilios y equipos. En este sentido, los
resultados obtenidos evidencian que la ausencia de controles sanitarios adecuados en la
preparacion de jugos frescos no solo incrementa el riesgo de contaminacion, sino que también
representa una amenaza para la salud del consumidor, al favorecer la posible transmision de

cepas patogenas o resistentes a antibioticos.

Tabla 15. Muestras de jugos frescos de puestos ambulantes en las que se identifico

fenotipicamente a Escherichia coli

Tipo de jugo Codigo No. Tubo | Bacteria aislada e identificada
muestra

| Escherichia coli
gD e e = 11 Escherichia coli
| Escherichia coli
II Escherichia coli
Jugo verde 124 111 Escherichia coli
v Escherichia coli
Vv Escherichia coli
11 Escherichia coli
ATED VTS 12 Vv Escherichia coli
Betabel J33 I Escherichia coli
111 Escherichia coli
Sueyelbe b Vv Escherichia coli
Betabel J38 Vv Escherichia coli

Las 6 muestras positivas a la identificacion de E.coli equivalen al 15% del total de muestras
de jugos frescos analizados, si hablamos segun los tipos de jugos frescos, se identifico E.coli
en 1 muestra de jugo de guayaba (12.5%), en 2 muestras de jugos de betabel (25%) y en 3
muestras de jugo verde (37.5%); Herndndez-Anguiano et al. (2017) en su estudio en jugos a
base de nopal en establecimientos comerciales de Texcoco, Estado de México, menciona que
la elaboracion de forma inocua de jugos frescos es inaceptable, debido a que reportd la

presencia de E.coli en 148 de 162 muestras equivalente al 91%, lo que respalda a los
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resultados obtenidos en este estudio sobre el jugo verde, que entre sus ingredientes esta

compuesto por nopal, ya que fue el jugo del que se aislé mas muestras con E.coli.

Contrario a lo que se reportado previamente en otros estudios sobre la presencia de E.coli en
jugos de naranja, en este trabajo no se encontrd la presencia de la bacteria indicadora de
contaminacion fecal en ninguna muestra de jugo de naranja. Dichos articulos mencionan la
presencia E.coli en este tipo de jugo, desde un 8.3% hasta un 85% reportado en diferentes

zonas de México (Figueroa-Ducoing et al., 2022; Ocafia de Jesus et al., 2022).

Antibiograma

La deteccion de Escherichia coli en jugos frescos no solo implica un riesgo por su origen
fecal, sino que también cobra relevancia en el contexto de la resistencia a antibidticos. La
realizacion de antibiogramas en cepas aisladas de alimentos es fundamental para identificar
perfiles de resistencia que podrian transmitirse al microbiota intestinal del consumidor,
favoreciendo la diseminacion de genes resistentes. Este aspecto resulta critico para la salud
publica, ya que el consumo de alimentos contaminados con E. coli multirresistente puede
dificultar el tratamiento de infecciones entéricas y contribuir a la propagacion de la
resistencia antimicrobiana, lo que subraya la necesidad de integrar el andlisis de

susceptibilidad como parte de los estudios de inocuidad alimentaria.

De las muestras en las que se aislo e identifico cepas de Escherichia coli se realizé un método
de antibiograma disco-placa, el cual busca estudiar la sensibilidad de los microorganismos
frente a los antibioticos. En otras palabras, el antibiograma refleja la capacidad de un
antibiotico de inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacion bacteriana, con el fin de
aportar a la farmacologia de los antimicrobianos un resultado que sirva para el tratamiento
de infecciones microbianas, en relacion con el lugar de infeccion y los aspectos clinicos del

paciente y de la enfermedad (Ingraham et al., 1998).

En este caso, se realizd un antibiograma a todas las muestras aisladas de E.coli de jugos
frescos y se afiadié una cepa control (E.coli ATCC 11229), utilizando un multidisco para
bacterias gramnegativas con 12 antibioticos diferentes (amikacina, ampicilina, carbenicilina,
cefalotina, cefotaxima, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, netilmicina,

nitrofurantoina, norfloxacina, sulfametoxazol/ trimetoprim y ciprofloxacina) para su analisis
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después del periodo de incubacion, en donde se midio los halos de inhibicion de cada

antibidtico como se observa en la Figura 17.

Figura 17. Antibiograma de E.coli frente a un multidisco de antibidticos para bacterias

gramnegativas

Tras haber transcurrido las 18-24 horas de incubacion de las placas con los multidiscos de
antibidticos, se registrd en la Tabla 16 el didmetro (mm) de la zona de inhibicion alrededor
de los discos, para determinar si la cepa puesta frente al antibiotico es sensible, intermedia o

resistente con base en la tabla del Anexo 6.

Tabla 16. Resultado de los didmetros de inhibicion de cada antibidtico en las cepas de

E.coli
AM AK | CB CF CFX CPF CL | GE | NET | NOF | NF | STX
E.coli
R I R R R S I I R S R S
ATCC
J21
| R 1 R R R R R S 1 1 1 S
J21
- R R R R R 1 R S R 1 R S
J24
| R 1 R R 1 S S S 1 S S R
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J24
. R I R | R I S S S I S R R
J24
R R | R | R I S S I R S R R
I
J24
R I R | R I S S S R S R R
v
J24
v R I R | R I S S S R S R R
J26
. R I R | R I S S S R S R S
J26
v R R | R | R I S S I I S R R
J33
. R R | R | R I S S S S I R S
J37
I R I R | R I S S S S S R S
J37
v R R | R | R I S I S I S R S
J38
v R I R | R I S S S I S R S

* AK: Amikacina, AM: Ampicilina, CB: Carbenicilina, CF: Cefalotina, CFX: Cefotaxima, CL: Cloranfenicol,
CPF: Ciprofloxacina, GE: Gentamicina, NET: Netilmicina, NF: Nitrofurantoina, NOF: Norfloxacina, STX:

Sulfametoxazol/ Trimetoprim*

Es importante resaltar, con base en la Tabla 16, que la cepa J21-1I present6 el mayor nimero
de antibidticos a los que mostrd resistencia, alcanzando un total de ocho: amikacina,
ampicilina, carbenicilina, cefalotina, cefotaxima, cloranfenicol, netilmicina vy
nitrofurantoina. Este hallazgo resulta particularmente relevante, ya que evidencia un patron
de multirresistencia que reduce significativamente las alternativas terapéuticas disponibles y
refleja la posible adquisicion de multiples mecanismos de resistencia. La presencia de una
cepa con este perfil en un alimento de consumo directo, como los jugos frescos, constituye
un riesgo potencial para la salud publica, dado que puede actuar como reservorio y vehiculo

de genes de resistencia transferibles a otras bacterias patdgenas en el intestino humano.

Los resultados obtenidos evidencian que el 100% de las cepas de Escherichia coli aisladas

de jugos frescos presentaron resistencia a amikacina (AK), carbenicilina (CB) y cefalotina
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(CF), lo que refleja un perfil preocupante de resistencia multiple y sugiere la posible
exposicion de estas bacterias a antibioticos de uso frecuente en el ambito clinico. Por el
contrario, en la Figura 18 se observada la alta sensibilidad frente a ciprofloxacina (CPF) y
gentamicina (GE) (84.6%) indica que aln existen opciones terapéuticas efectivas, aunque el
hallazgo subraya la importancia de realizar antibiogramas como herramienta de vigilancia.
Estos resultados destacan la necesidad de un control riguroso en la cadena alimentaria, ya
que el consumo de jugos contaminados con cepas resistentes podria favorecer la

diseminacion de genes de resistencia y representar un riesgo emergente para la salud publica.

4 N
AK

AM

@
s}

@
eS|

@)
"
>

B Resistencia

@
0
-

OIntermedia

@
o

Antibidtico

@ Sensible

Q
[%5]

NOF

|
[ ]
[ ]
I
NET = [
T
—

STX

N 0% 20% 40% 60% 80% 100% /

Figura 18. Grafica del porcentaje de resistencia y sensibilidad antibidtica en cepas de
E.coli de jugos frescos. (AK) Amikacina, (AM) Ampicilina, (CB) Carbenicilina, (CF)
Cefalotina, (CFX) Cefotaxima, (CL) Cloranfenicol, (CPF) Ciprofloxacina, (GE)
Gentamicina, (NET) Netilmicina, (NF) Nitrofurantoina, (NOF) Norfloxacina, (STX)

Sulfametoxazol/ Trimetoprim.
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Analisis molecular

Cuantificacion del aislamiento de ADN bacteriologico

El aislamiento de ADN es un paso crucial para la realizaciéon de una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), ya que antes se necesita obtener una muestra de ADN limpia y de alta
calidad, con el fin de permitir una amplificacion mucho mas precisa y obtener un analisis
confiable. Una vez que se realizd el protocolo de aislamiento del Wizard genomic DNA
Purification Kit A1120 Thermo Fisher Scientific, y obtener una muestra libre de proteinas,
ARN y otros agentes impuros que pueden interferir en la PCR. Debido a las bases
nitrogenadas que se encuentran a lo largo de la hebra de ADN, absorben la radiacion
ultravioleta (UV) a una longitud de onda de 260 nm, lo que es proporcional a la concentracion
de ADN en la solucion; por lo tanto, se prosiguid a cuantificar la cantidad de ADN en el

nanodrop a una absorbancia de A260, y los datos se registraron en la siguiente Tabla 17.

Tabla 17. Cuantificacion del ADN bacteriologico de las muestras de Escherichia coli

Codigo | g ype | CONCentracion de ADN | 5 6o/ 4 980 | 426074230
muestra (ng/pL)
i I 146.0 2.02 1.91
11 374 1.96 -5.86
I 15.7 1.88 1.48
11 46.3 2.04 1.97
124 11 128.8 2.02 2.01
v 63.1 2.00 221
v 31.3 1.97 2.50
126 11 56.7 2.05 2.10
v 59.9 2.00 2.54
133 I 214.5 2.05 2.47
17 111 161.9 2.03 2.40
v 166.5 2.01 2.40
138 v 328.0 1.94 1.66
E. coli ATCC 222.1 2.01 2.28
11229

**Nanogramo/microlitro (ng/uL), Absorbancia (A)**

Para evaluar la pureza del ADN se ocupd la relacion de absorbancia de A260/A280 y
A260/A230, ya que la A260 nm nos permite detectar la presencia de 4cidos nucleicos en

solucion, mientras que si se mide a una absorbancia de 280 nm nos permite determinar la
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presencia de proteinas y la A230 nos permite determinar la presencia de cualquier otro
componente insoluble que disperse la luz. El célculo de la relacion entre lecturas obtenidas a
diferentes absorbancias (A260/A280) nos da la estimacion de pureza del ADN, un ADN puro,
libre de proteina contaminante tendra una relacion de A260/A280 cercana a 1.8, pero si hay
presencia de proteinas o fenol serd menor a 1.8 o si es mayor, indica la presencia de ARN

(Stephenson, 2010).

Con relacién a la concentracion, para la mayoria de las PCR, se recomienda por lo menos
una concentracion entre 30 y 100 ng/uLL de ADN, pero este rango puede varias dependiendo

del protocolo de PCR a utilizar y en este caso fue suficiente para realizar el siguiente analisis.

Identificacion gendmica de E.coli mediante PCR y electroforesis

En el caso de este estudio se realizaron dos tipos diferentes de PCR: rep-PCR y PCR del gen
16s. En el caso del proceso de amplificacion de ADN por PCR del gen 16s rRNA (ARN
ribosomal 16s), es una técnica molecular que se utiliza para detectar, identificar y clasificar
bacterias, debido a que el gen 16s rRNA esté presente en todas las bacterias y es el encargado
de codificar una parte del ribosoma, lo que produce que esta técnica produzca regiones
altamente conservadas entre bacterias y a su vez, tenga regiones variables especificas para
cada especie, lo que la hace ideal para identificar bacterias. En esta técnica se utilizan
cebadores (primers) especificos para las regiones conservadas del gen 16s, para demostrar si
existe la presencia de bacterias al obtener una banda de ADN amplificado al realizar la

electroforesis (Sontakke et al., 2009).

Se prepararon en microtubos de PCR de 0.2mL la mezcla aproximada a 50uL para llevar a
cabo la PCR, donde se afiadieron los componentes del Kit DreamTaq PCR Mster Mix (2x)
de la siguiente manera: 22uL de agua libre de nucleasas, 25uL. de DreamTaq PCR Mster Mix
(2x), 1uL de primer forward (63F), 1uL de primer reverse (1389R) y 1uL del ADN extraido.
Los primers 63F y 1389R que mencionan anteriormente son oligonucle6tidos universales
disefiados por Sigma para amplificar un fragmento del gen 16S rRNA bacteriano, y presentan
la siguiente secuencia: 63F (5'-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3") y 1389R (5'-ACG
GGC GGT GTG TAC AAG-3). Son conocidos como primers universales bacterianos, que

amplifican aproximadamente un fragmento de 1300 pb.
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Al obtener la mezcla final, se realizaron las amplificaciones de PCR en un termociclador de
la marca Labnet modelo MultiGene, bajo las condiciones de la Tabla 2. Pero para obtener un
analisis mas claro y preciso, de cada producto de PCR, se purifico con un kit de purificacion
de PCR Wizard (Promega) utilizado de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Seguido
del corrimiento de las muestras por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 1000A /98V

durante 35 minutos.
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Figura 19. Electroforesis de la PCR del gen 16s rRNA en gel de agarosa al 0.8%

Los primers 63F y 1389R que se utilizaron para amplificar un fragmento del gen 16S rRNA
bacteriano, son conocidos como primers universales bacterianos, ya que amplifican
aproximadamente un fragmento entre 1500 a 1300 pb. Como se observa en la Figura 19, se
colocaron en un pozo del gel de agarosa el marcador de peso molecular, en otros las muestras
y en el tltimo se coloco el control negativo de la PCR, con el fin de analizar la presencia de

bacterias como E.coli dentro de la posicion especifica que se indico anteriormente.

La electroforesis de todas las muestras sometidas (Figura 19) demostré que la reaccion de
PCR gener6 un resultado positivo de amplificacion del gen 16s sobre todas las muestras
dentro del rango de 1500 a 1300 pb, determinado que la bacteria de principal interés en este
estudio se encuentra presente en los jugos frescos de puestos ambulantes que se muestrearon

en este trabajo de investigacion.
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La segunda técnica de amplificacion que se realizd fue rep-PCR, esta técnica consiste en
obtener bloques de secuencias repetitivas intercaladas en diferentes sitios del genoma
bacteriano, para la generacion de una huella dactilar o un perfil unico para las cepas
involucradas. Estos fragmentos amplificados de ADN, cuando se separan por electroforesis,
construyen un cddigo gendémico que puede emplearse para la discriminacion de subespecies

y definicidn de cepas bacterianas (Caugant, 2009).

Marcador

E.coli ATCC
11229
Marcador

Figura 20. Electroforesis de rep-PCR en gel de agarosa al 0.8%

Se prepararon en microtubos de PCR de 0.2mL la mezcla aproximada a S0uL para llevar a
cabo la PCR, donde se afiadieron los componentes del Kit DreamTaq PCR Mster Mix (2x)
de la siguiente manera: 21puL de agua libre de nucleasas, 25uL de DreamTaq PCR Mster Mix
(2x), 1uL de primer forward (REP1), 1uL de primer reverse (REP2) y 2uL del ADN extraido.
Los primers para el método de rep-PCR que se utilizaron provienen de Versalovic et al.
(1994), ademés de que presentan la siguiente secuencia: Rep 1 (5'-1I1 ICG ICG ICA TCI
GGC-3")yRep 2 (5-ICGICT TTA TCI GGC TAC- 3"). Y una vez obtenida la mezcla final,
se realizaron las amplificaciones de PCR en un termociclador de la marca Labnet modelo

MultiGene, bajo las condiciones de la Tabla 3. Seguido del corrimiento de las muestras por
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electroforesis en gel de agarosa al 0.8% a 1000A/98V por 50 minutos, para la observacion

de resultados bajo la luz UV (Figura 20).
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Figura 21. Dendrograma a partir de la electroforesis de rep-PCR

La electroforesis de secuencias repetitivas permitio realizar un analisis filogenético mediante
la construccidon de un dendrograma, con el cual se representaron graficamente las relaciones
de similitud y diferenciacion entre las cepas analizadas. En la Figura 21 se observa el
dendrograma correspondiente a las 13 cepas de E. coli aisladas de seis jugos frescos
diferentes, en el cual se distinguen claramente dos grupos principales. El grupo sefialado en
color naranja muestra una mayor similitud entre las muestras J21-1, J21-I1 y J24-III, asi como
entre las cepas J24-1, J24-11, J24-1V y J24-V, aunque estas ultimas se encuentran separadas
de las primeras. Por su parte, el grupo verde se subdivide en dos conjuntos: el primero

integrado por J37-V, J26-11 y J33-1, y el segundo por J37-I1I1, J26-V y J38-V.
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Estos resultados permiten interpretar que las cepas obtenidas de una misma muestra, en
particular las de la serie J24, corresponden a clonas estrechamente relacionadas, lo que
sugiere una contaminacion comun o una fuente compartida durante la elaboracién de los
jugos. La excepcion es la cepa J24-I11, que presenta mayor similitud con las cepas de la
muestra J21, lo que indica la posible coexistencia de diferentes linajes de E. coli en un mismo
producto o en condiciones de elaboracion similares. Asimismo, el hecho de que cepas
provenientes de una misma muestra se encuentren distribuidas en diferentes subgrupos
evidencia la presencia de variabilidad genética intra-muestra, lo que puede estar relacionado
con la existencia de subespecies o clones distintos de E. coli circulando en los jugos frescos

analizados.

Este hallazgo tiene implicaciones relevantes para la inocuidad alimentaria, ya que la
diversidad genética observada podria reflejar la exposicion de los jugos a multiples fuentes
de contaminacion (agua, utensilios, superficies, manipulaciéon humana) en lugar de un tnico
foco. Ademas, la identificacion de grupos clonales refuerza la importancia de implementar
estudios moleculares de tipificacion, ya que estos permiten trazar rutas de transmision y
establecer vinculos epidemioldgicos que no se podrian detectar Uinicamente con pruebas

convencionales de cultivo.

Este analisis filogenético no solo confirmo la relacion clonal entre varias cepas, sino que
también puso en evidencia la heterogeneidad genética de E. coli en jugos frescos, lo que
subraya la necesidad de reforzar las buenas practicas de manufactura y los sistemas de control
sanitario para reducir la diseminacion y persistencia de multiples linajes de esta bacteria en

alimentos de consumo directo.
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CONCLUSIONES

Se determind la presencia de bacterias mesofilas aerobias, coliformes totales y coliformes
fecales en jugos frescos expendidos en establecimientos ambulantes de la zona metropolitana

de Puebla, observandose niveles variables de contaminacion microbiana.

De acuerdo con los parametros de la NOM-218-SSA1-2011, las muestras no cumplieron con
la carga aceptable de bacterias mesofilas aerobias, coliformes totales y coliformes fecales, lo

cual pone en evidencia un riesgo significativo para la salud del consumidor.

Se logré aislar y caracterizar fenotipicamente Escherichia coli en las muestras analizadas
obteniendo una variabilidad genética, lo que indica la posible coexistencia de distintos linajes

en los jugos frescos evaluados.

El andlisis de resistencia a antibidticos de las cepas de E. coli aisladas demostro la presencia

de multirresistencia en jugos frescos, generando un riesgo en la salud publica.
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ANEXOS

Anexo 1. Checklist del puesto ambulante de jugos frescos que se muestreo

Caracteristicas Si | No

1 | (El puesto esta en un lugar con mucho polvo o viento?

(El puesto estd en un lugar con encharcamientos o humedad?

(El trapo que utilizan para limpiar se ve limpio?

(La tabla y cuchillo donde cortan la fruta se ven limpios?

(Las frutas o vegetales que ocupan para preparar los jugos estan en el suelo?

(Ocupan el mismo exprimidor o procesadora de alimentos para todos los jugos?

N N | B W

(Limpian el exprimidor o procesadora de alimentos para elaborar un diferente

jugo?

8 | ¢Los jugos fueron exprimidos al momento que se solicito?

9 | (Los jugos se encuentran en jarras?

10 | ¢(Usan la misma cuchara para mover el precipitado de los jugos?

11 | ¢El jugo lo entregan en envase con tapa?

12 | (La persona que prepardé el jugo tiene las ufias largas de las manos?

13 | ;La persona que preparo el jugo recibido el dinero con la mano directamente?

(Elaboracion propia)
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Anexo 2. Placas representativas para el recuento de BMA de cada muestra de jugo fresco
procesada

J011:10 | JO21:1000 | JO3 1:100 J041:10 | J051:1000 | JO6 1:100
312 UFC 154 UFC 69 UFC 9 UFC 384 UFC 143 UFC

J091:1000 | J10 1 1000 J111:100 | J12 1 1000
3114 UFC

J131:100 | J141:10 J15 1 100 | J16 1:1000 (J17 1:10000| J181:100
206 UFC 0 UFC 72 UFC 326 UFC 372 UFC 71 UFC

" s - -
CPTTTND

J19 1:10000 (J20 1: 10000 J21 1 1000 J221:100 | J231:10 | J241:100
546 UFC 438 UFC | 2034 UFC 71 UFC 16 UFC 454 UFC

J251:100 | J261:100 J271:10 J28 1:100 J29 1:10 | J301:1000
95 UFC 208 UFC 32 UFC 47 UFC 104 UFC 185 UFC
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(continuacion del Anexo 2)

gt

J311:10000| J321:100 |J331:10000| J341: 100 J351:10000| J36 1:1000
1087 UFC 61 UFC 203 UFC 31 UF 781 UFC | 1454 UFC

'zﬁ

J371:100 | J381:100 | J391:10 | J401:1000

22 UFC 89 UFC 14 UFC 25 UFC
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Anexo 3. Placas representativas para el recuento de BMA de cada muestra de jugo fresco
procesada

.

J07 1:10000|J08 1:10000

=

JO1 Directa | JO2 1:1000 | JO3 1:1000
0 UFC 171 UFC 380 UFC

J041:10
OUFC

750 UFC

o B

£

i

262 UFC

77 UFC

J09 1:1000
768 UFC

J10 1:1000
79 UFC

J12 1:100

190 UFC

108UFC

J131:1000 | J14 1:10 J151:10 J161:10 |J17 1:10000| J181:100
70 UFC 0 UFC 7 UFC 11 UFC 209 UFC 1 UFC
: -— _ = —
J191:10000|J20 1:10000| J211:10 J221:10 |J23 Directa| J241:100
63 UFC 32 UFC 68 UFC 13 UFC 2 UFC 141 UFC

J25 Directa
S UFC

J26 1:1000
20 UFC

J271:100
150 UFC

J28 1:100
19 UFC

J29 Directa
0 UFC

J30 1:1000
104 UFC
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(continuacion del Anexo 3)

"1 -

J311:10000| J321:10 | J331:100 | J341:100 | J351:100 | J36 1:100
SUFC 19 UFC 81 UFC 13 UFC 64 UFC 24 UFC

y

)
:
\

AL v

—~ — .' ‘L:‘ — - s
‘ J371:10 ‘J38 1:10000‘ J391:10 |J40 1:1000

27 UFC 112 UFC 38 UFC 83 UFC

Anexo 4. Tabla estandarizada del N.M.P. la NMX-AA-042-SCFI-2015

Nimero de tubos que NMP Limite de confianza al
dieron reaccion positiva 100 mL 95 %
1de50mL | 5de10mL | P°F Inferior Superior

0 0 <1

D 1 1 <1 4
0 2 2 <1 6
0 3 4 <1 11
0 4 5 1 13
0 =] 7 2 17
1 0 2 <1 6
1 1 3 <1 9
1 2 B 1 15
1 3 9 2 21
1 4 16 4 40
1 5 > 18

(SCFL, 2015)
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Anexo 5. Tabla de identificacion de las familias Enterobacteriaceae

Familia TSI LIA

Enterobacteriaceae H2S | Gas
Citrobacter freundii +
Citrobacter diversus (koseri)
Citrobacter amalonaticus
Enterobacter aerogenes
Enterobacter cloacae
Enterobacter agglomerans
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Salmonella (7 serotipos)
Salmonella typhi
Salmonella paratyphi A
Serratia marcencens
Escherichia coli
Escherichia coli (inactiva)
Shigella grupos A, B, C
Shigella sonei
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Klebsiella ozaenae
Klebsiella rhinozcleromatis
**S:superficie, F: fondo, M: movilidad, I: indol, O: ornitina, C: citrato, U: urea, RM: rojo de metilo,

=
o

VP

=
1+ |+ §

1
|+
|+ ]+ ]

+ [+ ]+
1

=+ [

1

o ol R o T B e T R o T S
1
=+ [
+
+ [+

1
[+
+
1

- + -
- - - - - + -

>w>>www>>www>w>>>w§>m

sdid g ggrdigbabgrgigrgbargrdigbaiegrdigic

alsiialialiaslislislialialiaslisiiaididisliaslialialialialil
sdidisiiaitdididiatigitgdiatliatbgrgidigiatiegrdig e

VP: Voges Proskauer, A: acido, K: alcalino, +: positivo, -: negativo**

*Elaboracion propia basada en Bergey s Manual of Determinative Bacteriology (Bergey & Holt,
1993).
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Anexo 6. Tabla de comparacion de halos de sensibilidad en mm (NCCLS), obtenida del
inserto del reactivo de multidisco para bacterias Gram (-) de Investigacion Diagnostica y/o
Gutiérrez Ramos Abel

TaBLA DE COMPARACIIN DE HALOS DE SENSIBILIDAD EM i (INCCLS)

Clave — antibidtica

(K}
[AM)

(CB)

ICF)
{CF¥)
(c1z)
cTH)
[CXM)
(CFF]
[ELM)
(Lt}

(ERIN]

(GE}

{NET}

(NF]

{NOF)
(PE}

(38T}

(WAl

Amikacing
Ampicilina
Enterabacterisceas
Staphylocadcud sp.
Enteracocod
Estreptocooos
Carbenicilina
Enterobacteriaceas
Pieudamanas sp.
Cefaloting
Cefotanima
Ceftazidima
Ceftrianona
Celuroxima
Ciprefioxacing
Clindamicina
Cloranfenicol
Dicloxkaciling
Staphylococcus sp.
Engixacina
Eritramicina
Gentamicing
Metilmicing
Hitrafurantaing
Mefflanscing
Penicilina
Enteracocos
Estreptococos
Staphylococcus sp.
N, ganarrhoeae

Meurmacacos
Sulfametanazal
Trimetroprim
Tetraciclina

Vancamicing

Enteracocod

Staphylococcus
Bureus

Concentracian

Jomcg
1l micg

100 meg

10 mcg
15 mcg

1l micg
100 meg

10 mcg
10U

15 mcg

30 mcg

R
lgual o
menar

14

11
1B
16
21

1B
13
14
14
14
13
14
15
14
13

10
14
13
12
12
14
12

14
149

1%
1%
0
14

14

18-22
14-16
15-17

15-17

15-17
16-20
15-20
15-17

11-12
15-17
16-17
15-14
1%-14
15-16
1%-16

10-27

11-1%

15-18

15-16

2%
17
18
3
18
21
18
21
11
18

15
18
18
15
15
17
17

15
18
18
10
10
16

19

iy
15
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