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Resumen

Con el objetivo de garantizar la inocuidad de las ensaladas servidas en los menus del Comedor
Universitario, se estudi6 la calidad microbioldgica de la materia prima. Se analizaron 200
muestras (80 de lechuga, 40 de tomate, 40 de repollo, y 40 de zanahoria) siguiendo la metodologia
oficial (Recuento de Aerobios Meso6filos, NMP/g de Escherichia coli, deteccién de Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, E. coli productora de toxina SHIGA (STEC) 0157, E. coli STEC no 0157 y
Shigella spp.), Se aislaron tres cepas de Listeria monocytogenes (una de repollo y dos de lechuga),
dos L. seeligeri, cinco L. welshimeri y una L. ivanovii. Una cepa de Salmonella y una de Shigella
flexneri, ambas provenientes de lechuga. Se aislaron 2 cepas de E. coli 0157 provenientes de
repollo (1 cepa positiva a stx 1, y la otra cepa positiva a stx;). Tres aislamientos de STEC no 0157:
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una cepa 045 positiva a stx ; de zanahoria, una cepa 0145 positiva a stx 1 y a stx » de zanahoria, y
una cepa serotipo 045 positiva a stx ; de lechuga. Los recuentos de meséfilos fueron entre 105 y
108 UFC/g para repollo y zanahoria, 102 a 107 UFC/g en tomate y entre 103 y 107 UFC/g para
lechuga. Los recuentos de E. coli superaron los limites permitidos en 14 muestras. Estos datos
ponen de manifiesto la necesidad del control en la recepcién de materia prima, planificaciéon de
una estrategia de saneamiento y control posterior.

Palabras clave: inocuidad, vegetales minimamente procesados, buenas practicas de
manufactura, patégenos transmitidos por alimentos

Abstract

To ensure the safety of the salads served in the University Cafeteria menus, the microbiological
quality of the raw materials was studied. Two hundred samples (80 lettuce, 40 tomato, 40
cabbage, and 40 carrot) were analyzed following the official methodology (Mesophilic Aerobic
Count, MPN/g of Escherichia coli, detection of Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli STEC
0157, E. coli STEC non-0157, and Shigella spp.). Three strains of Listeria monocytogenes were
isolated (one from cabbage and two from lettuce), two of L. seeligeri, five of L. welshimeri, and one
strain of L. ivanovii. One strain of Salmonella and one strain of Shigella flexneri, both from lettuce.
Two strains of E. coli 0157 strains were isolated from cabbage, one stx-1 positive, and the other
stx-2 positive. Three non-0157 STEC were isolated: a stx-2 positive 045 strain from carrots, and
stx-1 and stx-2 positive 0145 strain from carrots, and an stx-2 positive serotype 045 strain from
lettuce. Mesophilic counts ranged from 105 to 108 CFU/g for cabbage and carrots, 102to 107 CFU/g
for tomatoes, and from 103 to 107 CFU /g for lettuce. E. coli counts exceeded the permissible limits
in 14 samples. These data highlight the need for control upon receipt of raw materials, planning
a sanitation strategy, and subsequent safety control.

Keywords: food safety, minimally processed vegetables, good manufacturing practices,
foodborne pathogens

Resumo

Com o objetivo de garantir a inocuidade das saladas servidas nos menus do Restaurante
Universitario, foi estudada a qualidade microbioldgica da materia-prima. Foram analisadas 200
amostras (80 de alface, 40 de tomate, 40 de repolho e 40 de cenoura), seguindo a metodologia
oficial Contagem de Aerdbios Meséfilos, NMP/g de Escherichia coli, detec¢do de Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, E. coli STEC 0157, E. coli STEC no 0157 e Shigella spp.Trés cepas de
Listeria monocytogenes foram isoladas (uma de repolho e duas de alface), duas de L. seeligeri, trés
de L. welshimeri e uma cepa de L. ivanovii. Uma cepa de Salmonella e uma de Shigella flexneri,
ambas de alface. Duas cepas de E. coli 0157 foram isoladas de repolho, uma positiva para stx-1 e
a outra positiva para stx-2. Trés STEC ndo-0157 foram isolados: uma cepa 045 positiva para stx-
2 de cenouras, uma cepa 0145 positiva para stx-1 e stx-2 de cenouras e uma cepa 045 positiva
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para stx-2 de alface. (As contagens de meséfilos variaram de 105 a 108 UFC/g para repolho e
cenoura, 102 a 107 UFC/g para tomates e entre 103 e 107 UFC/g para tomates e entre 103 e 107
UFC/g para alface.) As contagens de E. coli excederam os limites permitidas em 14 amostras.
Esses resultados evidenciam a necessidade de controle na recep¢ao de materia-prima, do
planejamento de uma estratégia de higienizacdo e de monitoramento posterior

Palavras-chave: inocuidade, vegetais minimamente processados, boas praticas de fabricacao,
patégenos transmitidos por alimentos.

Introduccion

El incremento en la demanda de alimentos de elaboracién rapida, simple y saludables constituye
uno de los grandes desafios de la industria alimentaria, principalmente representado por los
productos frescos minimamente procesados y listos para el consumo. Entre ellos los productos
vegetales minimamente procesados, denominados vegetales de IV-gama (1). El hecho de presentar
indicadores de contaminacion y bacterias patégenas convierte a las materias primas de origen
vegetal en productos con una inadecuada calidad sanitaria para la elaboracién de alimentos LPC,
que por deficiencias en la aplicaciéon de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) podrian ser
causales de ETA 23).

En el Comedor Universitario de la UNLP se elaboran 9500 raciones diarias bajo un sistema
operativo estandarizado. La elaboraciéon de alimentos vegetales minimamente procesados,
inocuos y con la calidad solicitada, plantea un importante reto para la seguridad alimentaria. La
materia prima puede estar contaminada con peligros biolégicos, en especial las bacterias
patogenas tales como Escherichia coli productoras de toxina Shiga, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes, Shigella spp. Las exigencias reglamentarias del Cédigo Alimentario Argentino ()
establecen en el Articulo 925 quater los limites microbiolégicos para hortalizas frescas (E. coli
NMP/g: n=5, c=2, m=10, M=100; Salmonella spp.: ausencia en 25 g; E. coli 0157: H//NM: ausencia
en 25g; E. colino 0157: ausencia en 25g), (16)-De las cepas de E. coli productor de toxina Shiga el
CAA contempla los siguientes serogrupos: 0145, 0121, 026, 0111 y 0103, teniendo en cuenta
s6lo los aislamientos positivos para los genes stx, eae, de los serogrupos mencionados.

Con el fin de producir alimentos LPC (ensaladas) inocuos y de calidad para la comunidad
universitaria que almuerza en el Comedor Universitario, este trabajo busca conocer la calidad
microbiolégica de las materias primas: determinar el RAM (recuento de aerobios meséfilos) como
indicadoras de contaminacion, el nimero mas probable NMP/g de E. coli, y la presencia/ausencia
de bacterias patégenas como Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Shigella spp., y STEC 0157
y STEC no 0157 (045, 0145,0121, 026, 0111 y 0103) positivas stx.
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Materiales y Métodos

Entre septiembre 2023 a diciembre 2024 se realizaron 10 muestreos de 20 muestras cada uno,
de lechuga, repollo, zanahoria y tomate, de las materias primas recepcionadas en el Comedor
Universitario Universidad Nacional de La Plata, UNLP que provienen del mercado regional que es
el centro de distribucién a donde llevan sus cosechas los productores del Cinturén Frutihorticola
Platense. El muestro se realiz6 de acuerdo al siguiente detalle:

Lechuga: se tomo un pool de muestras de hojas de lechuga de 4 cajones diferentes; cada muestra
conformada por 25 g de hojas (100 g totales por cada pool). Total: 8 muestras (25 g c/u) en 2
pools de 100 g c/u para cada muestreo.

Repollo: un pool de muestras de hojas de repollo de 4 cajones diferentes; cada muestra se
conformd por 25 g de hojas (100 g totales por cada pool). Total 4 muestras por dia en 1 pool de
100g.

Zanahorias: se tomé un pool de 4 muestras de superficie de 4 bolsas diferentes (100 gramos por
cada pool), cada muestra conformada por 25 g de la superficie externa, utilizando un pelador
estéril (100 g cada pool). Total 4 muestras por dia en 1 pool de 100g.

Tomate: se recogié un pool de 4 muestras de 4 cajones diferentes (100 gramos por cada pool);
cada muestra conformada por 25 g de la superficie externa, utilizando un cuchillo estéril (100 g
cada pool). Total 4 muestras por dia en 1 pool de 100g.

Las muestras recolectadas en bolsas de polietileno estériles, se transportaron en forma
refrigerada al Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Facultad de Ciencias
Veterinarias UNLP para su procesamiento dentro de las 12 horas.

Se realizé una dilucién 1/1 con solucién fisiologica estéril (SF) con cada pool de muestras
(100 g/100 ml), seguido se aplicaron 2 minutos de homogenizador de palas tipo Stomacher
(Bagmixer, Interscience). Posteriormente se realiz6 la dilucién correspondiente a cada marcha
bacteriolégica segin los métodos oficiales como se detalla en el Manual de Analisis
Microbioldgicos de los Alimentos ANMAT Recuento de Aerobios Mesofilos (RAM), determinacién
del NMP/g de Escherichia coli, deteccién de Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Shigella spp.,
STEC 0157 y no 0157 (045, 0145, 0121, 026, 0111 y 0103) positivas stx segun metodologia
analitica oficial (56),

-Técnica de recuento en placa de aerobios mesofilos segiin 1SO 4833-2: 2013. Método horizontal
para el recuento de Microorganismos Parte II: Recuento de colonias a 30°C mediante la técnica
de siembra en superficie

-Determinacién del Numero Méas Probable/g de E. coli: Bacteriological Analytical Manual (BAM)
Capitulo 4 Enumeracion de E. coli y bacterias coliformes, octubre de 2020.
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-Detecciéon de Salmonella spp.: Método horizontal para la deteccion de Salmonella spp en
alimentos ISO 6579 en agar XLD (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) y Hektoen
(Biokar, Paris, Francia).

- Deteccidn de Listeria monocytogenes y Listeria spp. Microbiologia de la cadena alimentaria:
método horizontal para la detecciéon y enumeracion de Listeria monocytogenes y de Listeria
spp.Parte 1: Método de deteccion. SO 11290-1: 2017 y se utilizé agar PALCAM (Difco, BD (Becton,
Dickinson and Company)).

-Deteccidn de Shigella spp. Bacteriological Analytical Manual (BAM) Capitulo 6: Shigella con la
utilizacidn de caldo Shigella con novobiocina (Acumedia; Neogen Lansing, Michigan, USA) y agar
Mc Conkey (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido).

-Deteccién de E. coli STEC 0157 ISO 16654:2001 Microbiologia de alimentos: método horizontal
para la deteccién de E. coli 0157, se realiz6 la inmunocaptura mediante la técnica de separacion
con perlas Inmunomagnética (Neogen, Lansing, Michigan, USA) y siembra en agar Mc Conkey
sorbitol (Britania, CABA, Argentina) con cefixima telurito (Biokar, Paris, Francia).

-Deteccién de E. coli STEC no 0157 (serogrupos 045, 0145, 0121, 026, 0111 y O 103), se
siguieron los pasos de la norma ISO 16654:2001 y del caldo de enriquecimiento TSBm con
novobiocina (Acumedia; Neogen Lansing, Michigan, USA) se realizd la inmunocaptura mediante
la técnica de separacion con perlas Inmunomagnética SDIX no 0157 STEC inmunomagnetic
separation (Sigma, St. Louis USA). A todas las cepas de E. coli STEC aisladas se realizé PCR en
tiempo real para la deteccidon de los genes stx1 y stx..

Resultados

En relacién con la deteccion de patégenos se han aislado tres cepas Listeria monocytogenes (una
de repollo y dos de lechuga), y dos cepas de Listeria seeligeri (una de lechuga y una de tomate),
tres cepas L. welshimeri (dos de lechuga y una de repollo), dos cepas de L. ivanovii (una de lechuga
y otra de repollo). Una cepa de Salmonella de una muestra de lechuga, y una cepa de Shigella
flexneri de una muestra de lechuga.

Se aislaron 2 cepas de E. coli 0157: 1 cepa de repollo positiva a positiva a stx 1, y la otra muestra
de repollo a stx».

De las marchas bacterioldgicas para la deteccion de E. coli no 0157, se determinaron una cepa
045 positiva a stx ; de zanahoria, una cepa serotipo 0145 positiva a stx 1 y a stx » aislada de
zanahoria, y una cepa serotipo 045 positiva a stx ; aislada de lechuga.

La determinacion del NMP/g de Escherichia coli arrojo los siguientes resultados

-Tomate: una muestra tomada en época de clima calido y lluvioso obtuvo un recuento superior a
4 NMP/g, el resto de las muestras arrojo resultados inferiores a 3 NMP/g;
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-Repollo: dos muestras mostraron valores de 9 NMP/g y el resto de los resultados fueron
inferiores a 3 NMP/g;

-Zanahoria: dos muestras mostraron un valor mayor a 9 NMP/g, una muestra mostré un valor de
4 NMP/g y el resto de los resultados fueron inferiores a 3 NMP/g;

-Lechuga: 5 muestras obtuvieron valores superiores a 23 NMP/g, dos muestras superiores a 9
NMP/g, una muestra superior a4 NMP/g, y el resto de los resultados fueron inferiores a 3 NMP/g.

Los valores inferiores de E. coli se obtuvieron en los muestreos que coincidieron con los meses en
que las temperaturas fueron mas bajas. De cada uno de los tubos positivos de confirmacion se
logré aislar la cepa de E. coli correspondiente (14 cepas).

Los recuentos de mesofilos arrojaron resultados entre 105 y 108 UFC/g para repollo, entre 104y
107 para zanahoria, mientras que tomate fue 102 a 107 UFC/g y para lechuga entre 103 y 107
UFC/g. Los valores mas bajos coinciden con los muestreos que fueron en época invernal y con
escasas precipitaciones (mayo-junio).

Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio revelaron que el 5% de las muestras eran
positivas para Listeria. La mayoria de los aislamientos correspondieron a lechuga. Hallazgos
similares fueron encontrado por otros autores en nuestro pais donde aislaron L. monocytogens
en el 25% de los vegetales minimamente procesados(. Aunque el CAA establece la obligatoriedad
de ausencia de Listeria spp. s6lo en vegetales congelados y supercongelados desde 20204, resulta
importante remarcar el riesgo elevado que significa su presencia la materia prima vegetal
destinada a la elaboracién de productos listos para ser consumidos.

En un estudio anterior sobre 50 ensaladas cortadas frescas para la venta en la ciudad de La Plata
encontr6é que el 88% no estaban en condiciones de higiene y seguridad requeridas para el
consumo humano debido a que superaron el recuento de coliformes fecales permitido por la
reglamentacion, del 64% de las mismas se aislé Escherichia coli y del 2% Listeria
monocytogenes®. De la misma manera esto concuerda con un reporte de Colombia en el que se
aislo L. monocytogenes en el 11% de un total de 600 muestras de alimentos LPC analizadas (®);
Aunque estos estudios evaluaron alimentos LPC y no se defini6 el origen de la contaminacién de
estos productos con Listeria, los hallazgos del presente trabajo refuerzan la necesidad de
implementar un buen procedimiento de lavado y desinfecciéon de las materias primas que se
utilizan en su elaboracidn.

Respecto a E. coli se encontré que el 7% de las muestras super? el limite permitido (>23 NMP/g)
por el CAA. Todas las muestras que superaron el limite pertenecian a lechuga y correspondian a
En Venezuela y Guatemala estudios similares mostraron una alta incidencia de coliformes y
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patégenos en vegetales tipo hoja, encontraron que el 81,33% de las muestras presentaron
recuentos de coliformes totales entre 103y 105 UFC/g, con una recuperacién de E. coli fue de 10%
y, un 28% resultaron positivas a enteropatégenos como Aeromonas, Salmonella y E. coli®-3). E. coli
y Enterococcus fecalis han sido aislado en niimeros muy elevados en Colombia si se compara con
la normativa argentina, de ensaladas listas para comer (19,

Las dos cepas de E. coli 0157 encontradas fueron aisladas de muestras de repollo recolectadas en
meses de elevada temperatura y humedad (marzo y noviembre respectivamente). Las cepas de
E. colino 0157 aisladas de zanahoria y de lechuga, también pertenecian a la misma época del afio.

La cepa de Salmonella spp. y la de Shigella flexneri que fueron aisladas de muestras de lechuga
coincidieron también con los meses de elevada temperatura y humedad (marzo). Otros autores
no han detectado Salmonella spp., E. coli 0157:H7 y no 0157 STEC en muestras de vegetales
crudos y LPC en nuestro pais. (. Estas diferencias podrian deberse a la época del afio del
muestreo y la calidad de origen de las materias primas

Shigella spp. no esta contemplada dentro de los criterios microbiolégicos establecidos por el CAA
para materia primas vegetales y vegetales minimamente procesados. Sin embargo, este patégeno,
estuvo entre los cuatro principales agentes etiol6gicos en brotes de ETA causados por ensaladas
de hojas verdes en USA (11), y en Argentina es uno de los principales agentes causales de diarreas
bacterianas (12). La presencia de Shigella spp. en las muestras de lechuga analizadas revela la
importancia de la bisqueda de este patégeno. Ha sido reportado el riesgo que implica su
aislamiento (13), incluso otros autores han encontrado Shigella en el 8,1% de vegetales LPC
estudiados (4.

De los vegetales analizados el que presentd mayor porcentaje de aislamientos positivos de
patogenos fue la lechuga. También fue el tnico producto vegetal que superd durante algunos
meses del afio la carga microbiolégica de E. coli permitida. Por lo expuesto, se remarca el énfasis
necesario en su lavado y desinfeccion al momento de preparar vegetales minimamente
procesados ya que presenta un riesgo mayor de contaminacion.

Conclusiones

Debido a la carga microbiolégica que presenta la materia prima, el riesgo de que por deficiencias
en la aplicacion de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) por ejemplo contaminacién cruzada
a través de las manos de operarios o utensilios estos gérmenes puedan llegar al LPC (ensalada)
es muy elevado.

La implementacion de Buenas practicas en toda la cadena de elaboracion de vegetales
minimamente procesados resulta indispensable debido a la presencia de microorganismos
patogenos relacionados con diarreas bacterianas.
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