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RESUMEN

La presencia de Escherichia coli en bebidas
de frutas mixtas indica que las mismas
tienen contaminacion fecal, la cual puede
provenir de las mismas frutas, el agua para
la elaboracion de los batidos o las manos del
manipulador.

El objetivo de la investigacion fue
determinar la presencia o ausencia de
Escherichia coli en las bebidas de frutas
mixtas no pasteurizadas comercializadas en
establecimientos especializados en San
Ramén de Alajuela.

Para la investigacion se analizaron seis
bebidas mediante el método del nimero méas
probable, en donde un resultado <3 NMP/g
representa la ausencia de E. coli. Se utilizé
el caldo lauril sulfato, en el cual la aparicin
de gas y turbidez indica la presencia de
coliformes totales; seguido del caldo EC, en
donde igualmente el gas y la turbidez, pero
a mayor temperatura, sefiala la existencia de
coliformes fecales.

Todas las bebidas dieron un resultado
negativo para coliformes fecales, por lo
tanto no presentan contaminacion fecal y
por ende, E. coli. Sin embargo, hubo
crecimiento  de  coliformes  totales
ambientales, quienes son parte de la flora
normal de las frutas. Para reducirlos, se
recomienda aplicar una desinfeccion a las
frutas después del lavado.

Palabras clave: Intoxicaciones
alimentarias, E. coli, Bebidas.
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ABSTRACT

The presence of Escherichia coli in mixed
fruits beverages indicates that they have
fecal contamination, which could come
from the fruits themselves, the water for
making the beverages, or the hands of the
food handler.

The objective of the investigation was to
determine the presence or absence of
Escherichia coli in the mixed non-
pasteurized fruit beverages sold in
specialized stores in San Ramon,
Alajuela.

Six beverages were analyzed according to
the most probable number, where a result
of <3 MPN/g represents the absence of E.
coli. Lauryl sulfate broth was used, in
which the appearance of gas and turbidity
indicates the presence of total coliforms;
this was followed by EC broth, in which
gas and turbidity also point to the
existence of fecal coliforms, but at higher
temperature.

All the beverages had a negative result for
fecal coliforms; therefore, they did not
have fecal contamination, nor E.coli.
However, they had total coliform growth,
which is part of the fruits' normal flora. To
reduce them, it is recommended to apply
disinfection to the fruits after they are
washed.
Keywords:
disease, E. coli.

Beverage, Foodborne
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INTRODUCCION

Las bebidas de frutas mixtas no
pasteurizadas o0 batidos  estan
elaboradas con dos o més frutas
diferentes trituradas, agua y/o hielo y,
opcionalmente, azlcar. En Costa
Rica, el consumo de estas bebidas ha
aumentado considerablemente desde
hace pocos afios debido a la presencia
de gran cantidad de pequefos
negocios que se dedican Unicamente a
la venta de este producto.

Estas bebidas al ser altamente
manipuladas  podrian  presentar
contaminacion fecal y con ello,
enfermar al consumidor. Dicha
contaminacion puede provenir de las
frutas, de la preparacion de los batidos
con agua o hielo contaminados, o de
las malas préacticas de higiene del
manipulador. Al  contener agua,
nutrientes y no estar pasteurizadas son
el medio ideal para el crecimiento de
microorganismos.

Escherichia coli, también conocida
como E. coli, es una bacteria que
pertenece al género de las
enterobacterias y al grupo de los
coliformes fecales. Mas
especificamente, es una bacteria gram
negativa de forma de baston, que se
dispone en forma de racimos, no
forma esporas, es aerobia y anaerobia
facultativa y reduce los nitratos a
nitritos. Su crecimiento se puede dar
enunrango de pH de 4.4 a8.8yauna
temperatura desde los 9 °C hasta los
45 °C. Se encuentra especialmente en
el intestino de los seres humanos y en
el de los animales como la res.

La E. coli fermenta la lactosa
produciendo indol, lo que Ila
diferencia de otras bacterias.
Sobrevive a las temperaturas de
refrigeracion y es bastante tolerante a

la sal, la sequedad y la acidez, siendo
mas sensible al calor (1).

Su resistencia a la acidez ha sido
investigada en estudios como el de
Kanjee y Houry (2). Cuando la E. coli
se enfrenta a un estrés por acidez, su
membrana exterior se dafia debido a
que es la que se encuentra en contacto
directo con el medio. Por esta razon,
la bacteria sufre adaptaciones fisicas,
gue incluyen un cambio en la
composicion de sus membranas
mediante una disminucién en su
fluidez y permeabilidad. Esto se logra
a causa de una reduccion en los acidos
grasos insaturados y aumentando la
concentracién del &cido graso
ciclopropano (2). Esta resistencia a la
acidez es la que hace posible que la E.
coli pueda sobrevivir en bebidas de
frutas acidas. Por ejemplo, en la
investigacion llevada a cabo por Rai et
al (3), de 30 muestras de jugos de
naranja y zanahoria el 20%
presentaron E. coli. Estos jugos tenian
un pH que oscilaba entre 4,34-5,89.
También se ha observado la
supervivencia de la bacteria en sidra
de manzana a un pH de 4 vy
temperatura de 8 °C durante 31 dias
(4).

Como se mencioné anteriormente, la
E. coli puede vivir en refrigeracion.
En este sentido, se ha observado su
sobrevivencia en mangos, papayas y
manzanas refrigeradas hasta por un
mes, asi como en frutas congeladas y
cortadas hasta por 180 dias (4). Se ha
reportado también que la E.coli
enterohemorragica puede sobrevivir
hasta 120 horas en jugos de frutas
tropicales, tanto a temperatura
ambiente como en refrigeracion (4).
La FAO menciona que “debido a su
alta presencia en el intestino, la E. coli
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se utiliza como el indicador principal
para  detectar 'y medir la
contaminacion fecal en la evaluacién
de la inocuidad del agua y de los
alimentos” (5). Al respecto, cuanto
mayor es la cantidad de bacterias E.
coli en el alimento, mayor es la
contaminacion fecal. Ademaés, la
presencia de la bacteria no significa
una contaminacion fecal reciente, sino
que esta se dio en cualquier etapa de
la produccion del alimento.

En los alimentos, las infecciones se
han relacionado méas cominmente con
productos lacteos y jugos no
pasteurizados, carne manipulada vy
cocinada insuficientemente, frutas,
embutidos fermentados, agua
contaminada y vegetales crudos como
la espinaca y lechuga.

El proposito de la investigacion es
identificar la calidad microbiolégica
de estas bebidas, especificamente la
ausencia o presencia de Escherichia
coli como indicador de contaminacion
fecal; y para reconocer,
indirectamente, si los manipuladores
de alimentos aplican sus
conocimientos sobre buenas practicas
de higiene.

METODOS

Para el estudio el muestreo fue no
probabilistico de tipo intencional, ya
gue las muestras no se eligieron al
azar, sino de acuerdo al criterio de la
investigadora.

En el cantén de San Ramon, distrito
central, existen seis establecimientos
especializados en la venta de bebidas
de frutas mixtas no pasteurizadas. Por
ello, se tomé una muestra de cada
establecimiento  seleccionando la
mayor variedad de frutas posible. En
total se tomaron seis muestras, las
cuales se caracterizan en la tabla 1.
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Tabla 1. Composicién de las

muestras.

Muestra Composicién
#1 Banano, fresa, mango
#2 Limén, naranja, pifia
#3 Sandia, fresa, melocoton
#4 Sandia, fresa, limon
#5 Mango, banano, papaya
#6 Fresa, guanabana, banano

Fuente: Elaboracion propia.

Para la recoleccion de las muestras se
lavo y desinfectd con cloro la hielera
en la cual se iban a transportar las
bebidas. Seguidamente, se llen6 la
hielera con 3,5 kg de hielo en cubos.
Se visitd6 cada establecimiento
especializado en la venta de bebidas
de frutas mixtas en la ciudad de San
Ramon. Cada muestra se compro en
su envase original de 500 mL e
inmediatamente se llevd a la hielera,
tratando de cubrir el envase
completamente con hielo.

Una vez recolectadas todas las
muestras estas se llevaron hasta la
ciudad de San José, ya que es alli
donde se encuentra el laboratorio.
Cuando se llegé al mismo (alrededor
de 2 horas después), se sacaron las
muestras de la hielera y se les tomo la
temperatura con un termdémetro
infrarrojo.

Posteriormente se tomd la muestra #1,
se desinfect6 la tapa con alcohol y se
secO con una toalla de papel
desechable. Sobre la balanza se
coloco un recipiente plastico y dentro
de él una bolsa estéril. El envase se
abrié, se agitd la bebida con una
pipeta desechable de 10 mL y con la
misma se tomo una alicuota de 10 mL,
la cual se deposit6 dentro de la bolsa
estéril. La balanza se tar6 y se agregd
buffer fosfato en la bolsa hasta
alcanzar 90 g.
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Seguidamente, la bolsa se cerrd y se
Ilevo a agitar al stomacher durante dos
minutos, con el objetivo de
homogenizar la mezcla y los
microorganismos. Los restantes 490
mL de bebida se depositaron en una
bolsa estéril y se les midi6 el pH
mediante un pH-metro portéatil. Luego
la bolsa se cerré y se almacend en
refrigeracion.

Después del homogenizado en el
stomacher, se tomé con una
micropipeta desechable 1 mL de la
mezcla y se agreg6 a 9 mL de caldo
lauril sulfato, que se encontraba en un
tubo de ensayo de vidrio con campana
Durham; luego se tap6 el tubo. Esto se
hizo asi para 3 tubos, y asi se
obtuvieron las diluciones de 10-1.

A continuacioén, se tomé 1 mL de la
mezcla (bebida mas buffer fosfato) y
se agregd a un tubo de ensayo de
vidrio con 9 mL de buffer fosfato.
Esto se agitdé en un vortex para
homogenizar la nueva mezclay asi se
obtuvo la dilucion de 10-2. Se
tomaron otros 3 tubos con caldo lauril
sulfato y campana Durham, se
deposité en cada uno 1 mL de la
dilucion 10-2 con wuso de wuna
micropipeta desechable, y se taparon.
De la tltima mezcla realizada (mezcla
original mas 9 mL de buffer fosfato),
se tomé 1 mL y se deposit6 dentro de
otro tubo de ensayo con 9 mL de
buffer fosfato, se agit6 en el vortex y
asi se obtuvo la dilucion 10-3. Se
tomaron otros 3 tubos con caldo lauril
sulfato y campana Durham, en cada
uno se colocé 1 mL de la muestra
anterior con una  micropipeta
desechable y se taparon.

El procedimiento anterior se llevo a
cabo con cada muestra, que eran seis
en total. En seguida se llevaron todos
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los tubos (9 de cada muestra) a la
incubadora a una temperatura de 35
°C por 48 horas.

Pasados los dos dias, se observo con
detenimiento cada tubo y para
aquellos que produjeron gas se
empez6 un nuevo procedimiento. Se
agitd cada tuvo en el vortex, y con una
micropipeta desechable se tomaron 50
ML de cada uno y se depositaron en
tubos con 6,5 mL de caldo E.C y
campana Durham. Los tubos se
llevaron al bafio Maria por 24 horas a
44,5 °C. Un dia después, se observd
cada tubo para detectar si tenian
produccién de gases.

RESULTADOS

En las figuras 1 y 2 se detallan los
resultados de la medicion de
temperatura y pH de las muestras.
Para el procesamiento de las muestras
se utilizd6 primero el caldo lauril
sulfato mediante la dilucion seriada.
Cada dilucion estuvo conformada por
3 tubos, entendiéndose un resultado
positivo como la formacién de gas, el
cual se observd dentro de las
campanas Durham, asi como
presencia de turbidez en el caldo; y un
resultado negativo como la ausencia
de gas y turbidez. En la tabla 2 se
detallan los resultados de cada
muestra y dilucion.

Los tubos positivos en la prueba
anterior se sometieron a la prueba con
caldo E.C. Al respecto, se interpreta
un resultado positivo como la
produccion de gas y un resultado
negativo como la ausencia de este.
Los datos obtenidos se anotan en la
tabla 3.

En resumen, todos los tubos a los que
se les realiz6 la prueba en caldo E.C
dieron un resultado negativo.
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Figura 1. Temperaturas de las muestras.
Fuente: Elaboracion propia.
5
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Banano, fresa, leon naranja Sandia, fresa,

Sand|a fresa, Mango banano
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mango pifia melocotén limén papaya guanabana,
banano
Figura 2. pH de las muestras.
Fuente: Elaboracién propia.
DISCUSION homogénea del hielo que rodeaba

Como se distingue en la figura 1, la
temperatura de las bebidas a la llegada
al laboratorio se encontrd en un rango
de 3,7 a 5,7 °C, lo que corresponde a
una temperatura de refrigeracién. La
diferencia en las temperaturas puede
deberse a una distribucion no
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cada envase.

Todas las bebidas de frutas
presentaron un pH &cido que se
encontré entre 3,23 y 4,41. La bebida
de mayor acidez fue la compuesta por
limon, naranja y pifia, lo cual se debe
a la gran cantidad de &cido citrico que

i)
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contienen las tres frutas. La bebida de
menor acidez fue la de mango, banano
y papaya, ya que las tres son frutas
mucho mas dulces y con menor
contenido de &cidos totales.

Para la presente investigacion se
utilizd la técnica del numero mas

probable (NMP), ya que como
mencionan Bartram y Pedley (6), “es
el Unico procedimiento que puede ser
utilizado si las muestras de agua son
muy turbias”. En este caso, las
muestras son un liquido turbio, debido
a la presencia de la pulpa de las frutas.

Tabla 2. Cantidad de tubos positivos, por serie, de cada muestra.

Bebida Serie 10 | Serie 10 | Serie 10~
Banano, fresa, mango 1 0
Limén, naranja, pifia 1 0
Sandia, fresa,

2 0
melocotén
Sandia, fresa, limon 1 0
Mango, banano,

2 0
papaya
Fresa, guanabana,

3 2
banano

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 3. Resultados por tube en caldo E.C.

— Serie 10-1 Serie 10-2 Serie 10-3
ebida

Tubo1 | Tubo2 | Tubo 3 | Tuboe1 | Tubo 2 | Tubo 3 | Tubo 1 | Tubo 2 | Tubo 3
Banano, fresa, mango N/A N/A N/A  |Negativo| N/A N/A N/A N/A N/A
Limén, naranja, pifia | Negativo | Negativo N/A  |Negativo N/A N/A N/A N/A N/A
Sandia, fresa, . .

Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo [ N/A N/A N/A N/A
melocoton
Sandia, fresa, limén N/A N/A N/A  |Negativo| N/A N/A N/A N/A N/A
Mango, banano, . .

Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo N/A N/A N/A N/A
papaya
Fresa, guanabana, . . i i
b Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo |Negativo| N/A N/A

anano

N/A (no aplica)= tubos con resultado negativo en la prueba con caldo lauril sulfato

Fuente: Elaboracién propia.

El NMP es de utilidad especialmente

cuando

la

cantidad

de

microorganismos en la muestra es
reducida. La misma se basa en el

enriquecimiento de la muestra con un

caldo

de

crecimiento,

el

cudl

favorecerd el desarrollo de ciertos

microorganismos,

en
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este

Ccaso
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Escherichia coli, el cual se distingue
por la produccién de gas y la aparicion
de turbidez.

El primer caldo utilizado fue el lauril
sulfato, que es especifico para los
coliformes totales ya que contiene
lauril sulfato de sodio que inhibe el
crecimiento de otros
microorganismos, y lactosa que lleva
a la produccion de gas debido a que es
el carbohidrato fermentable por los
coliformes. Como se observa en la
tabla 2, en todas las bebidas de frutas
mixtas hubo  crecimiento  de
coliformes totales, siendo la bebida de
fresa, guanabana y banano la que
presentd una mayor cantidad de tubos
positivos, con un total de 8.

En el caso de las bebidas de banano,
fresa y mango, y de sandia, fresa y
limén se observa que Unicamente
hubo crecimiento en un tubo de la
serie 10-2. Al respecto, aunque la
serie 10-1 contiene mayor cantidad de
muestra y haya otros dos tubos
idénticos (10-2), el dnico tubo
positivo se debe a que por azar, fue
este el que recibi6 una célula
bacteriana.

De las seis muestras, cinco no
presentaron crecimiento en los tubos
10-3, esto se debe a que es la serie mas
diluida y por tanto es mas dificil que
se hayan tomado bacterias con la
alicuota.

El segundo caldo utilizado fue el EC,
en el cual se incubaron alicuotas de los
tubos que dieron positivo en el caldo
lauril sulfato. El caldo EC contiene
sales biliares que evitan el
crecimiento de bacterias Gram
positivas y lactosa, que es el
carbohidrato fermentable.

Los tubos en caldo EC se incuban a
una temperatura de 44,5 °C para que

EpE
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sea especifica para coliformes fecales,
quienes producen gas y turbidez a
partir de la fermentacion de la lactosa.
Sin embargo, como se anota en la
tabla 3, todos los tubos incubados en
caldo EC dieron wun resultado
negativo, determinado por una
ausencia de gas, por lo que ninguna
bebida estd contaminada con
coliformes fecales y por ende, con
Escherichia coli.

En este sentido, las bebidas de frutas
mixtas analizadas contienen
coliformes totales ambientales, pero
no coliformes fecales. Por lo tanto, la
presencia de los coliformes totales en
las bebidas proviene del ambiente:
suelo, aire, superficies de trabajo y las
mismas frutas, como parte de su
microflora natural.

Acorde al Reglamento Técnico
Centroamericano  sobre  Criterios
Microbiolégicos para la Inocuidad de
Alimentos (7), las bebidas de frutas no
pasteurizadas  tienen un limite
maximo permitido de <3 NMP/g de
muestra, lo que de acuerdo a la tabla
del NMP se define como ningan tubo
positivo en el analisis. Debido a que
en la investigacién ningun tubo dio
positivo para Escherichia coli, se
demuestra que todas las bebidas
analizadas se encuentran libres de E.
coli.

La existencia de coliformes totales en
los batidos no indica contaminacion ni
amenaza a la salud del consumidor, ya
gue estos forman parte de la flora
normal de un alimento no
pasteurizado, asi como de la piel y
cascara de las frutas. Para reducir la
cantidad presente, ademas de aplicar
un lavado mas intenso a las frutas,
puede seguirse con una desinfeccion
con algin agente desinfectante apto
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para alimentos, como el cloro. Debido
a que los coliformes totales pueden
encontrarse también en las superficies
y utensilios de trabajo, debe
asegurarse el correcto saneamiento de
los mismos.

Los resultados obtenidos de la
presente investigacion son contrarios
a los derivados en otras
investigaciones sobre el mismo tipo
de productos. En el estudio llevado a
cabo por Olorunjuwon, Temitope,
Muibat y Afolabi (8), de un total de
120 muestras, el 6% present6 E. coli.
Sin embargo, en este estudio el
muestreo fue mucho méas amplio, se
buscaron otros microorganismos y se
utilizé la técnica de placas. Ademas,
se determind que solo un 45,83% de
los manipuladores tenian
entrenamiento en buenas practicas
higiénicas en la manipulacion de los
alimentos. Caso contrario es en Costa
Rica, en donde el 100% de los
manipuladores debe tener
conocimientos sobre el tema, ya que
€S un requisito para poder laborar en
los establecimientos de wventa y
elaboracion de alimentos.

En la investigacion elaborada por
Castellon y Torres (9) en El Salvador,
de 24 muestras analizadas mediante el
NMP el 100% tubo presencia de E.
coli. Finalmente, en el estudio llevado
a cabo por Cacay y Torres (10), de 12
bebidas analizadas mediante el NMP,
8 presentaron coliformes totales y
solo 2 tuvieron crecimiento de
coliformes fecales.

Con estos datos se demuestra que la
E.coli puede crecer en las bebidas de
frutas mixtas a pesar de la acidez que
suelen tener, sin embargo en la
presente investigacion la ausencia de
la bacteria se puede deber a la calidad

N. Morera Murillo

microbioldgica del agua que se
emplea para lavar las frutas y elaborar
los batidos, asi como a las buenas
practicas  higiénicas de  los
manipuladores durante la elaboracion
de las bebidas.
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