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RESUMEN

Las pupusas son un alimento muy consumido por la poblacién por lo tanto es
necesario que se prepare y comercialice cumpliendo las Buenas Practicas
Higiénicas. El objetivo de este trabajo fue la determinacion de la calidad
microbiolégica de las pupusas que se comercializan en 13 establecimientos
ubicados en los alrededores de la Universidad de El Salvador ubicado en el
municipio de San Salvador, departamento de San Salvador, desde junio hasta
septiembre del afio 2017, debido a que, en cada acceso a las entradas de la
universidad, hay mas de dos establecimientos que comercializan pupusas
exponiendo este alimento a la contaminacién de la via publica provocando que
no sean alimentos seguros. Por lo anterior mencionado, previo a la recoleccion y
procesamiento de las muestras se realizé un diagndstico en un periodo de tiempo
de 4 meses, por observacion a través de una lista de chequeo, las condiciones
de higiene bajo las cuales se comercializan estos alimentos. Posteriormente se
realizé el muestreo en dos etapas haciendo un total de 39 muestras (13 muestras
de cada alimento) obteniéndose la siguiente conclusion: no se encontrd
Salmonella spp en las muestras de pupusas revueltas, encurtido y salsa;
tampoco se encontré Staphylococcus aureus en las muestras de encurtido, y si
se encontré Escherichia coli en el 30.8% de las muestras de pupusas revueltas,
en el 100% de las muestras de encurtido y en el 69.2% de las muestras de
salsas; Y con respecto a los parasitos, no se observé presencia en las muestras

de encurtido analizadas.

Por lo tanto, se recomienda a los consumidores de estos alimentos, buscar
lugares con las condiciones minimas de salubridad la cuales son, acceso a agua
potable, limpieza del local, personal con tareas distribuidas segun su puesto

(cajero, chef, aseo, etc.) para evitar la contaminacion de los alimentos servidos.
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1.0 INTRODUCCION

La calidad sanitaria de los alimentos esta determinada por una diversidad de
atributos que deben ser controlados y verificados desde que se producen,
preparan, procesan y se sirven al consumidor. En muchos procesos el alimento
pierde la calidad a la hora de servirlo al consumidor debido a que el ambiente,

condiciones de manipulacion o almacenamiento, no son las adecuadas.

Los microorganismos tienen acceso a los alimentos a través de una diversidad
de fuentes y mecanismos. En ellos pueden simplemente sobrevivir sin dar lugar

a modificaciones aparentes en sus caracteristicas sensoriales.

Las pupusas son una tortilla de maiz o arroz gruesa hecha a mano, normalmente

se sirve con una salsa y el encurtido.

Debido a que estos alimentos son muy comercializados en los alrededores de la
Universidad de El salvador se realizd6 la determinacion de la calidad
microbiolégica de las pupusas que se comercializan en 13 establecimientos
ubicados en los alrededores de la Universidad de El salvador, debido a que, en
cada acceso a la Universidad, hay mas de dos establecimientos que
comercializan pupusas exponiendo este alimento a la contaminacion de la via
publica provocando asi que no sean alimentos seguros. Por lo anterior
mencionado, previo a la recoleccién y procesamiento de las muestras se realizé
un diagnostico por observacion a través de una lista de chequeo para determinar
las condiciones de higiene bajo las cuales se comercializan estos alimentos.
Posteriormente Se realiz6 un muestreo en dos etapas, haciendo un total de 39

muestras (13 muestras de cada alimento).

Se tomaron muestras representativas de estos alimentos que son
comercializados en los alrededores de la sede central de la Universidad de El
Salvador, a primeras horas de la mafiana y realizando los respectivos analisis en

el Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD).


https://es.wikipedia.org/wiki/Zea_mays
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El periodo de estudio de dicha investigacion se efectu6 en cuatro meses durante
junio-septiembre del 2017, recolectando las muestras (pupusas revueltas, curtido
y salsa) de los establecimientos que se encuentran alrededor del Campus
Universitario obteniéndose los siguientes resultados: no hubo presencia de
Salmonella spp en todas las muestras analizadas de pupusas revueltas,
encurtido y salsa; con respecto a Staphylococcus aureus, se determiné que no
se encuentra presente en las muestras analizadas de encurtido; y para
Escherichia coli, si hubo presencia de esta bacteria en el 30.8% de las muestras
de pupusas revueltas, en el 100% de las muestras de encurtido y en el 69.2% de
las muestras de salsas; Y con respecto a los parasitos, no se observo presencia

en las muestras de encurtido analizadas.

Los resultados obtenidos durante el andlisis se compararon con las
especificaciones del Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.04.50:08.
Alimentos. Criterios microbiolégicos para la inocuidad de alimentos demostrando

gue estos alimentos no son aptos para el consumo humano.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad microbiologica de las pupusas que se comercializan en

los alrededores de la Universidad de El Salvador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Investigar en los establecimientos seleccionados, si los
manipuladores de alimentos aplican las Buenas Practicas

Higiénicas, a través de una lista de chequeo.

Identificar la presencia o ausencia de microorganismos patégenos,

Salmonella spp en las muestras seleccionadas.

Realizar recuento de microorganismos patégenos, Staphylococcus

aureus y Escherichia coli, en las muestras seleccionadas.

Verificar la presencia o ausencia de parasitos, en las muestras de

encurtidos.

Comparar los resultados obtenidos durante el andlisis, con los
limites establecidos por el Reglamento Técnico Centroamericano
RTCA 67.04.50:08. Alimentos. Criterios microbiologicos para la

inocuidad de alimentos.
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3.0 MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de los alimentos

3.1.1 Qué es un alimento

Se define como alimento a cualquier sustancia sélida o liquida normalmente
ingerida por los seres vivos con fines nutricionales y psicolégicos. Entre los
primeros encontramos: la regulacion del metabolismo y el mantenimiento de las
funciones fisioldgicas como la temperatura corporal, la frecuencia cardiaca y la
tensidon arterial; entre los segundos podemos mencionar: la satisfaccion y la

obtencion de sensaciones gratificantes.

Los alimentos se clasifican en tres grandes grupos basicos, segun la funcién que
cumplen los nutrientes que contienen:

Alimentos plasticos o reparadores - Contienen en mayor cantidad proteinas
la leche, carnes (de res, aves, caceria), huevos, pescado, embutidos, queso,

yogurt.

Alimentos reguladores - Contienen en mayor cantidad vitaminas y minerales. Las
frutas (meldn, patilla, naranja, manzana) y las hortalizas (lechuga, zanahoria,

repollo, tomate).

Alimentos energéticos - Contienen en mayor cantidad carbohidratos y grasas.
Los cereales (maiz, arroz, trigo, sorgo), granos (caraotas, frijoles, lentejas),
tubérculos (también llamadas verduras como ocumo, papa, yuca), platano,

aceites, margarina, mantequilla, mayonesa.s)

3.1.2 Los Nutrientes
Proteinas: Son los ladrillos necesarios para crecer y reparar dafios en el cuerpo.

Se encuentran en las carnes (de res, aves, de caceria), pescado, mariscos,
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crustaceos, huevos, leche, quesos, embutidos (mortadela, salchichas,
salchichon), granos como las caraotas, frijoles, arvejas, lentejas.

Carbohidratos: Nos dan energia y calor para movernos y desarrollar todas las
actividades diarias. Son de origen vegetal. Se encuentran en los cereales: maiz,
trigo, arroz, sorgo y sus productos (harinas, pastas) tubérculos o verduras: papa,
flame, apio, yuca, ocumo, ocumo chino, mapuey, batata; platano; azucar (blanca
0 morena), miel y papelon, granos como las caraotas de todos los colores,
arvejas, lentejas, garbanzos, frijoles, quinchonchos.

Grasas: Son la fuente mas concentrada de energia para nuestro cuerpo y
cerebro. Participan en diferentes funciones especificas y forman parte de los
tejidos del cuerpo y de algunas vitaminas y hormonas. Son fuente de calorias
para los nifios, pero los adultos deben consumirla con moderacion. Se
encuentran en las carnes rojas, piel del pollo, leche, mantequilla y queso, aceites
vegetales (de girasol, maiz, ajonjoli, algodén), margarina, aguacate, aceitunas,

algunas semillas como el mani, merey, pistacho, almendras, nuez.

Vitaminas: Ellas son las vitaminas A, D, E, K, C, complejo B y el acido Fdlico.
Cumplen funciones esenciales para el organismo. Ayudan en el proceso de
transformacion de energia y favorecen el sistema de defensa del cuerpo contra
las enfermedades. Se encuentran en casi todos los alimentos en especial en las

frutas, hortalizas y alimentos de origen animal.

Minerales: Entre los principales minerales se encuentran: calcio, hierro, yodo y
el zinc. Ellos participan en diversas funciones especificas y forman parte de los
tejidos del cuerpo (Ej.: el calcio forma y mantiene los huesos y dientes; el hierro
forma parte de la sangre). Los minerales intervienen en el crecimiento,
reproduccion del ser humano, la funcibn muscular, entre otros. Se encuentran

principalmente en los alimentos de origen animal.
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Fibra: La fibra ayuda a expulsar las heces con facilidad, previene el cancer de
colon y reduce el colesterol en la sangre. Se encuentra en los alimentos de origen
vegetal como hortalizas (zanahoria, tomates, lechugas, pepino), frutas (melon,
naranja, manzana), granos (caraotas, arvejas, lentejas, frijoles), verduras (yuca,

apio, batata) y cereales integrales. s)

Existen sustancia contenida en los alimentos y que bioquimicamente son
esenciales para el mantenimiento de los organismos vivos, al proporcionarles la
energia y la materia prima necesarias para la sintesis de innumerables

sustancias fundamentales para el crecimiento y la supervivencia de estos.

En El Salvador, se suelen frecuentar diversidad de alimentos para los tres
tiempos de comida e inclusive, para pequefos entremeses en las mafianas y en
las tardes. Una de las comidas mas atractivas de los salvadorefios, y como
alimento nacional, son las pupusas las cuales llevan su respectivo
acompafnamiento del curtido y salsa. Cada pupusa tiene un valor nutricional
aproximado de 350 calorias, por lo cual un par de ellas, constituyen un tiempo de
comida para una persona promedio. En tal sentido, la Organizacion de Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) considera que es una parte
esencial en la dieta bésica salvadorefia, siendo un medio adecuado de
alimentacion por su reducido costo. Este alimento tan popular en la poblacién
salvadorefia presenta nutrientes como (para una cantidad por 100
gramos):Calorias 256, Grasas Totales 13g, Acidos grasos saturados 6g, Acidos
grasos poliinsaturados 1.6 g, Acidos grasos mono insaturados 3.4 g, Acidos
grasos trans 0.4g, Colesterol 32 mg, Sodio 400 mg, Potasio 120 mg, Hidratos de
carbono 22 g, Fibra alimentaria 2.9 g, Azucares 1.2 g, Proteinas 12 g, Vitamina
A 291 IU, Calcio 325 mg, Hierro 0.6 mg, Vitamina B6 0.1 mg, Vitamina B12 0.5
Hg, Magnesio 36 mg. (34



27

Sin embargo, este alimento es tan accesible a la poblacion salvadorefia que se
puede encontrar puestos de pupusas en locales comerciales como también en
las aceras de la calle; estos ultimos puestos tienen la desventaja que estan
exponiendo todo el alimento a contaminacion ambiental, microbiana, etc. No se
descarta que los establecimientos de locales comerciales no estén expuestos a
estos contaminantes, pero es mucho mas reducida la contaminacién ambiental y

se tiene un mayor control de plagas (moscas), etc.

La preparacion de este alimento es de manera manual, es decir que, se prepara
con las manos; por lo que, de igual manera, la persona que sera la encargada de
hacer la preparacion de tan suculento alimento debe de tener una muy buena
higiene. Esto implica, de igual manera, que para la preparacion del encurtido
como la salsa se debe tener el mismo cuidado higiénico.

La coccion puede darse sobre un comal de barro calentado con lefia, planchas
de lamina, teflébn o aluminio calentadas con llama de gas propano o cocinas
eléctricas. La superficie debe estar a unos 80 °C, puede ser lubricada con aceite

de cocina y eventualmente debe limpiarse para evitar que la masa se pegue. (34

3.2 Conservacién en vinagre de los encurtidos

Las hortalizas y otros alimentos de baja acidez como los pepinos, cebollas,
zanahorias, ajies, coles, remolacha, huevos y otros, se pueden conservar con la
adicién de vinagre. El vinagre comercial que se obtiene de vinos, o el preparado
artesanalmente a partir de frutas o sus cascaras, contiene entre 4 y 6% de acidez
(gramos de acido acético por 100 gramos de vinagre), lo cual es suficiente para
preparar conservas envasadas o0 encurtidos. Para facilitar el proceso de
conservacion de los alimentos de baja acidez y mejorar el sabor, se afiade
alrededor de 5% de sal a la solucion de vinagre que se utiliza de relleno para
cubrir los alimentos. También se puede incluir azucar al gusto. La efectividad del

vinagre en la conservacion de los vegetales, se logra cuando se alcanza una
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concentracion final del 4cido entre 2-3% en la conserva. Los condimentos y
aromatizantes a emplear, dependen también del gusto de los consumidores. Es
posible usar plantas aroméaticas de condimento frescas o especias secas como:
orégano, culantro, albahaca, semillas de mostaza, eneldo, jengibre, aji picante,
ajo, romero y otras. Siempre es preferible utilizar plantas frescas enteras para
aromatizar y condimentar el vinagre de relleno de los vegetales. Esto permite
lograr un sabor mas fuerte y agradable y oscurece menos los productos. Si se
desea, los condimentos pueden permanecer en el vinagre de relleno cuando se
procede a envasar los frascos aunque se oscurezcan ligeramente las conservas.
Por lo general, el envase se llena hasta cubrir aproximadamente las 2/3 partes
de los frascos de vidrio, dejando un espacio de cabeza de 1-2 cm. Asi, si el
vinagre contiene 5% de acidez, la acidez final de la conserva sera 2%
aproximadamente. En este caso, la acidez final serd baja y se procede
sometiendo la conserva a esterilizacion en bafio de agua hirviendo o bafio de
Maria durante 10-15 min., en dependencia del tamafio del envase. No se

aconsejan envases grandes para la conservacion de vegetales en vinagre. )

La mayoria de los vegetales que se conservan en vinagre se escaldan antes de
envasarlos, es decir, se introducen durante breves minutos en agua hirviendo. El
tiempo varia de acuerdo con las caracteristicas y textura de los vegetales. Se
procura no cocinarlos o ablandarlos demasiado y enfriarlos rapidamente en agua
corriente después que ha pasado el tiempo de escaldado para evitar el
crecimiento de los microorganismos residuales. En la tabla se puede encontrar

el tiempo de escaldado de algunas de las hortalizas mas populares.)
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Tabla N°1: Tiempo de escaldado de algunas hortalizas antes de conservarlas

en vinagre.
Hortaliza Tiempo de escaldado (minutos)
Pepino 1
Col 1-2
Zanahoria 3-5
Cebolla No
Pimenton 1

3.2.1 Encurtido de Pupusas

El encurtido de pupusas es un alimento que acompafa y da sabor a las pupusas,
para su preparacion se requieren de los siguientes ingredientes tales como
vinagre, sal y hojas secas de orégano, repollo verde, repollo morado, pimiento

rojo, cebolla, zanahorias. (Ver anexo N° 1)

Para elaborar el curtido se necesita repollo, el cual se pica con un cuchillo o se
raya con un rayador; se le agrega opcionalmente zanahoria, cebolla, coliflor, chile
jalapefio. Todos estos ingredientes se unen, se pasan sobre agua caliente y se

les aflade vinagre. )
3.3 Salsa de tomate para pupusas

La salsa de tomate o salsa roja es una salsa o pasta elaborada principalmente a
partir de pulpa de tomates, a la que se le afiade, cilantro, cebolla, vinagre, limén
y sal, ajo y varias especias. La salsa de tomate hoy en dia puede adquirirse
envasada en multiples formas. También existe una version llamada salsa a base
de tomate, la cual se expende al igual que el kétchup y a menor precio que este

altimo; sin embargo, su calidad es muy inferior.
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Para elaborar la salsa para pupusas se necesitan tomates, cebolla, relajo, ajo y
un poco de especias. Estos ingredientes se muelen o se licuan para elaborar una
salsa a la cual se le afiade un poco de agua y se cose hasta hervirla. (Ver anexo
N° 1) (3

3.4 Pupusas

Las pupusas son el platillo tipico mas conocido y consumido de El Salvador y
también son conocidas a nivel internacional. Para elaborar las pupusas
primeramente se necesita una masa, que en El Salvador es elaborada por lo
general de maiz molido; aunque también se puede usar arroz molido. Si lo desea
también puede usar harina de maiz o harina de arroz. Son basicamente una
tortilla, pero la diferencia es que en su interior se les agregan otros ingredientes
que le dan un sabor Unico. Estos ingredientes suelen ser los siguientes y varian

segun el tipo de pupusa a elaborar:

Pupusas revueltas: Queso achiclado, frijoles molidos fritos, chicharrén molido.
Pupusas de queso: Queso achiclado.
Pupusas de frijol con queso: Queso achiclado y frijoles molidos fritos.

Pupusas de ayote: Ayote rayado (conocido en otros lugares como calabacin) y

gueso achiclado.
Pupusa de pollo: Carne de pollo molida y queso achiclado.

Pupusa de chicharron con queso: Chicharron molido y queso achiclado.
Pupusa de frijol con chicharron: Frijoles molidos fritos y chicharrén molido.
Pupusa loca: Incluye todos o la mayoria de los ingredientes mencionados
anteriormente.

Procedimiento:
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1. Limpiar la plancha con un poco de aceite 0 manteca, para evitar que las
pupusas se peguen.

2. Preparar la harina, la cual se revuelve con agua caliente para formar la
masa.

3. Setoma un poco de masay se golpea con la palma de la mano hasta darle
la forma de una tortilla.

4. Cologué en la palma de la mano y en el centro agréguele los ingredientes
mencionados anteriormente.

5. Este es el paso mas dificil en el cual debe cerrarse la masa y los
ingredientes deben quedar en el interior.

6. Con la préactica se logra perfeccionar la técnica.
Después se tira en la plancha para darle su cocimiento por un tiempo

maximo de 5 minutos ().

3.5 CONTAMINACION ALIMENTARIA

3.5.1 DEFINICION
La contaminacion alimentaria se define como la presencia de cualquier materia

anormal en el alimento que comprometa su calidad para el consumo humano. s

3.5.2 TIPOS DE CONTAMINACION

3.5.2.1 CONTAMINACION FISICA

Cuando se habla de contaminante fisico se refiere a todo aquello que es ajeno al
alimento en si, como trozos de metal, vidrio, papel, arena, polvo, insectos, cabello
humano, etc. Y que, accidentalmente durante la elaboracion se ha mezclado con

el alimento.a7)
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3.5.2.2 CONTAMINACION QUIMICA

La contaminacion quimica se da por la presencia de determinados productos
guimicos en los alimentos, que pueden resultar nocivos o toxicos a corto, medio
o largo plazo. Dentro de la contaminacién quimica, existen diferentes tipos de

contaminantes téxicos:

- Contaminantes téxicos naturales.
- Contaminantes toéxicos ambientales.
- Contaminantes toxicos agricolas.

- Migracién de los compuestos de los envases.(13)

3.5.2.3 CONTAMINACION BIOLOGICA

Es un fendmeno que se presenta por la invasion de microbios patégenos durante
la elaboracién, la manipulacién, el transporte y la distribucion al pablico de los
alimentos, u originada por el mismo consumidor.

Los microorganismos son capaces de producir alteracion o contaminacién en un
alimento. La contaminacion biolégica se produce por la presencia de
microorganismos presentes en el ambiente, componentes de la flora natural de
las materias primas, y microorganismos patdégenos, que causan enfermedades
infecciosas; o de las toxinas que producen la descomposicion de los alimentos
causando intoxicaciones 0 envenenamientos.

Las alteraciones producidas en los alimentos algunas veces son beneficiosas,
como la acidificacion de la leche para la produccién de quesos y yogurt. En otras
ocasiones las bacterias ocasionan la descomposicion alimenticia, rompiendo en
moléculas mas pequeiias, aquellas que componen estructuralmente los
alimentos, haciéndose ellas mismas de nutrientes que ayudan a su proliferacion,

siendo este fendmeno el que produce la infeccién alimentaria.a7)



33

3.5.3 FUENTES DE CONTAMINACION

3.5.3.1 EL AIRE

Los microorganismos pueden ser transportados rapidamente, en forma de
bioaerosoles, a través de grandes distancias con el movimiento del aire que
representa el mejor camino de dispersion. Algunos han creado adaptaciones
especializadas que favorecen su supervivencia y su dispersion en la atmosfera.
El transporte se realiza sobre particulas de polvo, fragmentos de hojas secas,
piel, fibras de la ropa, en gotas de agua o en gotas de saliva eliminadas al toser,
estornudar o hablar.(17)

El aire no constituye un hébitat microbiano; las células bacterianas existen en el
aire, como contaminantes accidentales o como esporas de hongos dispersadas
en él. Muchas bacterias patdégenas son transportadas por el aire sobre particulas
de polvo, o sobre residuos secos de gotitas de saliva.ay)

Algunos microorganismos se encuentran en forma de células vegetativas, pero
lo mas frecuente son las formas esporuladas, ya que las esporas son
metabdlicamente menos activas y sobreviven mejor en la atmdsfera porque
soportan la desecacién. Las producen hongos, algas, liqguenes, algunos
protozoos y algunas bacterias.(17)

3.5.3.2 EL SUELO

El suelo se comporta como un agente contaminante importante. Desde el punto
de vista microbiolégico, bacterias, mohos y levaduras asientan facilmente en
suelos himicos.23)

En el suelo habita la mayor variedad de microorganismos, principalmente en
forma de esporas. Un gramo de suelo fértil tipico contiene varios millones de
bacterias, un millébn de esporas de hongos, 50000 algas y 25000 protozoarios.
Los 15cm de dicho suelo, en su capa superior pueden contener mas de 50g de

Microorganismos por metro cuadrado.a7)
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3.5.3.3 EL AGUA

El agua es fuente de contaminacion de las cadenas alimentaria en diferentes
puntos: en vegetales el agua de riego contaminada aporta no solo bacterias
saprofitas sino también algunos patdégenos como Salmonella, Escherichia coli o
Clostridium. perfringens; también el agua es fuente de contaminacion de los
animales productores de alimentos a partir del agua que beben, de los procesos
tecnoldgicos, en los que es utilizada en las plantas de procesado.(7)

El uso de aguas contaminadas para la limpieza y los procesos de elaboracion y
conservacion de alimentos provocaria una contaminacion irremediable en todos
los productos elaborados. El agua empleada siempre debe ser potable y de
caracteristicas quimicas y biolégicas adecuadas al tratamiento o proceso para el

gue sera usada.(3)

3.5.3.4 MANIPULADORES
Los alimentos pueden contaminarse con bacterias personales procedentes de la
nariz, la boca, la piel, las heces y las manos de manipuladores, cuando estos no
siguen unas adecuadas normas Yy condiciones higiénicas durante su
manufacturado, preparacion y servicio.(2)
Entre los manipuladores podemos distinguir un grupo de particular interés
sanitario, el cual esta formado por los manipuladores de mayor riesgo, que son
aquellos cuyas préacticas de manipulacion pueden ser determinantes en relaciéon
con la seguridad y salubridad de los alimentos.(17)
Se consideraran manipuladores de mayor riesgo los dedicados a las siguientes
actividades:
- Elaboracion y manipulacion de comidas preparadas para venta, suministro
y servicio directo al consumidor o a colectividades.
- Agquellas otras que puedan calificarse como de mayor riesgo por la
autoridad sanitaria competente, segun datos epidemioldgicos, cientificos

o técnicos.
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El manipulador debe cumplir las normas de higiene en cuanto a actitudes, habitos
y comportamiento. Asi, las manos son el vehiculo principal de transmision, por lo
que se han de lavar tan a menudo como sea necesario y en un lugar
especialmente preparado para este fin. Se deben lavar entre la manipulacion de
diferentes tipos de alimentos o alimentos crudos y cocinados, después de
manipular desperdicios o basuras, después de tocar utensilios sucios o ajenos a
la actividad desarrollada, después de un periodo de descanso y muy
especialmente después de comer o fumar, y por supuesto tras usar el servicio

sanitario o sonarse la nariz y siempre antes de incorporarse al puesto de trabajo.

Estas normas de higiene incluyen no fumar, comer ni masticar chicle mientras se
manipulan alimentos, y tampoco estornudar o toser sobre ellos: la saliva es un
excelente vehiculo de transmisién de microorganismos. Tampoco deben llevarse
anillos o pulseras durante el desarrollo de la actividad, ya que se evitard que
puedan entrar en contacto directo con los alimentos y contaminarlos.

Por ultimo, debe evitarse la presencia no justificada de personas ajenas a la
actividad de la empresa en los locales donde ésta se desarrolle y en cualquier
caso estas personas deberan en todo momento respetar las normas relativas a

la higiene.

Si se sufre cualquier enfermedad susceptible de contaminar o ser transmitida a
través de los alimentos (heridas infectadas, infecciones de la piel, diarrea o
trastornos gastrointestinales, entre otros), debe informarse a los responsables

para valorar el riesgo y establecer las pautas que se seguiran. (s,

3.5.4 MECANISMOS DE CONTAMINACION.

3.5.4.1 CONTAMINACION DE ORIGEN

Es aquella contaminacioén que ya esta implicita en el alimento, adquirida durante
el proceso de cosecha o produccion de las materias primas, 0 como componente

de la flora natural.a7)
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3.5.4.2 CONTAMINACION CRUZADA
Se entiende por contaminacion cruzada al proceso por el cual las bacterias de un
area, son trasladadas, generalmente por un manipulador alimentario a otra area

antes limpia, de manera que infecta alimentos o superficies.@7)

3.6 BUENAS PRACTICAS HIGIENICAS

Las Buenas Practicas Higiénicas o BPH, son comunes a todos los procesos, con
diferencias de acuerdo con el tipo de labor que se desempefia; en este caso la
elaboracion y manipulacion de los alimentos.

Establecen los fundamentos para sistemas de limpieza y desinfeccion de todos
aquellos elementos que tienen alguna relacién con el producto comestible, sean
estas personas, utensilios o estructuras. Algunas de las situaciones que deben
tomarse en consideracion son de orden estructural. Cuando se va a disefiar una
instalacién de acondicionamiento, empaque y almacenamiento, deben tenerse
en cuenta aspectos como el flujo de personal, la ubicacion de servicios sanitarios,
reservorios para agua potable, ubicacién o acceso y disefio de las bodegas,
almacenes y otros. El personal debe ser frecuentemente capacitado para cumplir
con los aspectos de limpieza y desinfeccion de manos y ropa, el uso y
mantenimiento de sanitarios, comportamiento durante el empaque de productos,

evitar el uso de articulos potencialmente peligrosos como aretes, anillos y otros.

La implementacion de las BPH lleva consigo la necesidad de establecer un
sistema para limpieza y desinfeccion del sitio de trabajo y su equipo. Se incluyen
pisos, paredes, mesas, tarimas, ventanas, cuchillos, tijeras, cajas plasticas y
demas, en momentos y de formas particulares. 3,

Toda persona que tenga contacto con los alimentos crudos o procesados debe
tener ciertos cuidados en su higiene personal, como los que se enumeran a
continuacion:

- Bafiarse y asearse correctamente todos los dias.
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- Mantener las ufias cortas y limpias, sin esmalte.

- Cambiarse la ropa de calle por indumentaria limpia y adecuada.

- Volverse a cambiar la ropa al ir al bafio y al terminar las labores.

- Evitar conversaciones mientras se preparan refrescos.

- No toser ni estornudar en direccion a los refrescos.

- Taparse la boca con un pafiuelo al toser o estornudar.

- No tocarse ni rascarse otras partes del cuerpo como la nariz, la cabeza, el
pelo o las orejas mientras se preparan refrescos.

- No usar maquillaje, uilas o pestafias postizas.

- No usar objetos personales que puedan acumular residuos de alimentos,
sudor suciedad; como relojes, pulseras o anillos.

- No usar bigote, barba y usar el pelo bien recogido o recortado y limpio.

- Abstenerse de fumar, comer, probar los alimentos con el dedo y/o masticar
chicle durante la preparacion de los alimentos. ;o)

3.7 MICROORGANISMOS INDICADORES DE LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA DE LOS ALIMENTOS

El concepto de microorganismos indicadores se basa en la afirmacion hecha por
Shardinger en el afio 1892, segun la cual las bacterias de las especies que hoy
denominamos Escherichia coli podian ser utilizadas como indice o indicadores
de contaminacién fecal, ya que podian ser aislados con mayor facilidad que las

especies de Salmonella.@7)

La calidad microbioldgica de los alimentos es fundamental porque influye en su
conservacion y vida de anaquel y, sobre todo, porque los microorganismos
presentes en ellos, pueden ser causantes de enfermedades transmitidas por

alimentos.@s)
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3.7.1 COLIFORMES TOTALES

Para saber la calidad sanitaria de los alimentos se tiene el analisis microbiolégico
de los mismos, para esto se utilizan los llamados grupos indicadores, estos
grupos nos dicen el tipo de bacteria que esta contaminado el alimentos y cuanta

cantidad de dicha bacteria existe en esos momentos.(19)
Coliformes (se reproducen en el intestino).

Las bacterias que se denominan Coliformes, forman un grupo que crecen con
oxigeno y se alimentan de lactosa produciendo gas. De este grupo se tienen dos

divisiones:

a) Los Coliformes totales. Estos se desarrollan a 35 +/- 2°C. Incluye este
grupo a bacterias como Klebsiella, Enterobacter, entre otros. Estas
bacterias no tienen necesariamente origen intestinal, pero la presencia de
ellas en los alimentos indica deficientes practicas de sanitizacién de
superficies inertes y un mal proceso de desinfeccion de frutas, verduras y
legumbres. Estos organismos se deben reportar como UFC g o mL para
todos los alimentos excepto el agua; en este caso se debe reportar como
NMP ml. (NMP = Numero mas probable)

b) Coliformes fecales. Estos se desarrollan a 44.5 +/- 2°C. En este grupo se
encuentran como principal especie la Escherichia coli siendo un
organismo de origen intestinal. La presencia de este grupo en los

alimentos indica:

- Deficiente higiene personal

- Principalmente mala o nula préactica de lavado de manos
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Las bacterias del grupo coliforme se definen como: bacilos cortos,
Gramnegativos, anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la
lactosa a 35 °C, en menos de 48 h, con produccion de acido y gas. Incluye los
géneros: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter. Durante mucho
tiempo se consideraron evidencia de contaminacion fecal, pero se ha demostrado
gue muchos de ellos pueden vivir e incluso crecer en el suelo, el agua y otros
ambientes. Actualmente se consideran un excelente indicador de la eficiencia de
los procesos de sanitizacion y desinfeccion, asi como de calidad sanitaria en

agua, vegetales y diversos productos procesados.(27)

3.7.2 COLIFORMES FECALES
El término coliformes fecales ha surgido como un intento de encontrar métodos
rapidos y fiables para establecer la presencia de Escherichia coli y variantes
estrechamente relacionados sin necesidad de purificar los cultivos obtenidos en
las pruebas para coliformes o de aplicar las relativamente costosas pruebas
confirmatorias. Los “coliformes fecales” comprenden un grupo de
microorganismos seleccionados por incubacion de los in6culos procedentes de
un caldo de enriquecimiento de coliformes a temperaturas superiores a las
normales (44-45.5°C), dependiendo del método. Tales cultivos de
enriquecimiento contienen por lo general un alto porcentaje de Escherichia coli
tipos | y Il y son, por ello, muy indicativos de una probable contaminacién de
origen fecal del alimento.2s)
En los alimentos que han recibido un tratamiento para garantizar su sanidad, la
presencia de niveles considerables de Enterobacteriaceae o de coliformes indica:
- Tratamiento inadecuado y/o contaminacion posterior al tratamiento; mas
frecuentemente a partir de materias primas, equipos sucios o0 manejo no
higiénico.
- Multiplicacién microbiana que pudiera haber permitido el crecimiento de

toda la serie de microorganismos patdgenos y toxigénicos. Con todo lo
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valiosa que esta informacion pueda ser, nunca deberd interpretarse como
indicacién cierta de que ha tenido lugar una contaminacion de origen fecal

de tales alimentos.

La determinacion se hace a partir de la segunda etapa (confirmativa) del método
de NMP, cultivando en caldo lactosado con incubacion a 44.5 °C. Generalmente

se combinan las determinaciones, segun se requiere.(14)

3.7.3 Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria cuyo habitat natural es el tracto entérico del
hombre y de los animales. Por ello, la presencia de este microorganismo en un
alimento indica generalmente una contaminacion directa o indirecta de origen
fecal. E. coli es el indicador clasico de la posible presencia de patégenos
entéricos en el agua, en los moluscos, en los productos lacteos y en otros
alimentos.

La presencia de E. coli en un alimento no constituye una connotacion directa de
la presencia de un patégeno, sino que implica Unicamente un cierto riesgo de que
pudiera estar presente. En otras palabras, la presencia de E. coli en los alimentos
no guarda siempre una estrecha correlacion con la presencia de salmonelas o de

otros microorganismos patégenos.

3.7.3.1 Clasificacion

Se distinguen seis cepas segun su poder patdégeno, también se les puede llamar
virotipos:

- Escherichia coli enteropatogénica (ECEP): es el agente causal predominante
de diarrea en nifios que viven en paises en via de desarrollo (Nataro y Kaper,
1998) .27

- Escherichia coli enterotoxigénica (ECET): se parece mucho a Vibrio cholerae,

se adhiere a la mucosa del intestino delgado, no la invade, y elabora toxinas que
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producen diarrea. No hay cambios histologicos en las células de la mucosa y muy
poca inflamacién. Produce diarrea no sanguinolenta en nifios y adultos, sobre
todo en paises en vias de desarrollo, aunque los desarrollados también se ven

afectados.

- Escherichia coli enteroinvasiva (ECEI): es inmdévil, no fermenta la lactosa.
Invade el epitelio intestinal causando diarrea sanguinolenta en nifios y adultos.
Libera el calcio en grandes cantidades impidiendo la solidificacion 6sea,
produciendo artritis y en algunos casos arterioesclerosis.

- Escherichia coli enterohemorragica o verotoxigénica (ECEH): produce
verotoxinas que acttan en el colon. Sus sintomas son: primero colitis
hemorragica, luego sindrome hemolitico ureico (lo anterior mas infeccion del
rifién, posible entrada en coma y muerte), y por altimo, purpura trombocitopénica
trombatica (lo de antes mas infeccion del sistema nervioso central). Esta cepa no
fermenta sorbitol y posee un fago, donde se encuentran codificadas las
verotoxinas, también llamadas "Toxinas Shiga", no posee fimbria formadora de

mechones, en vez de esto posee una fimbria polar larga que usa para adherencia.

- Escherichia coli enteroagregativa (ECEAgQQ) para sobrevivir largo tiempo en el
intestino humano y la produccién de una o mas de las toxinas descritas, pudiera
explicar la persistencia de las diarreas por ellas producidas. Estudios recientes
muestran la existencia de una toxina que es capaz de producir lesiones
hemorragicas severas cuando se inoculan ratas con la toxina purificada. Esto
pudiera apoyar la capacidad de cepas de ECEAgg para causar diarrea con
sangre en humanos. Estudios realizados en México identifican el 51 % de
pacientes con diarrea persistente como portadores de ECEAgg y so6lo el 5 % en

nifos asintoméaticos CHPG.
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-Escherichia coli Adherencia difusa (ECAD): Se adhiere a la totalidad de la
superficie de las células epiteliales y habitualmente causa enfermedad en nifios
inmunoloégicamente no desarrollados o mal nutridos.

No se ha demostrado que pueda causar diarrea en nifilos mayores de un afio de

edad ni en adultos.@7)

3.7.5 Salmonella

Las enfermedades bacterianas de origen alimentario, son aquellas que resultan
de la presencia de bacterias infectivas o sus toxinas en un alimento y que actian
cuando son ingeridas. Las enfermedades bacterianas que son consecuencia de
la ingestion de alimentos contaminados se dividen en dos categorias:

- Enfermedades ocasionadas por la ingestion de ciertas bacterias vivas en
una dosis adecuada que, previamente, han logrado crecer y multiplicarse
en el alimento ingerido.

- Enfermedades ocasionadas por la absorcién intestinal de toxinas
sintetizadas por ciertas bacterias al crecer y multiplicarse sobre un
alimento.

Algunas enfermedades de origen alimentario, conocidas desde hace muchos
afios, han resurgido recientemente y se han hecho mas comunes: Esto ha
ocurrido, por ejemplo, con la salmonelosis, enfermedad cuyos brotes han
prevalecido durante décadas pero que, en los Ultimos 25 afios, se ha
incrementado en muchos paises debido a la presencia del serotipo Salmonella
enteritidis, que ha llegado a ser la cepa predominante.

Los signos de la enfermedad incluyen: dolor abdominal, diarrea, fiebre moderada
y escalofrios; a veces hay vomitos, dolor de cabeza y malestar general. Pueden
producirse también complicaciones. El sindrome dura normalmente de 2 a 5 dias,

aungque, en ocasiones, persiste varias semanas.
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La mayoria de los casos de salmonelosis resultan del consumo de:
- Alimentos de origen animal (carnes de abasto, pollo, mariscos, pescado,
leche y huevos).
- Subproductos de origen animal (ovoproductos no pasteurizados,
productos lacteos no pasteurizados).
- Alimentos sanos que se contaminan con productos en malas condiciones
de salubridad o son mal manipulados.
Muchos alimentos, sobre todo los de origen animal o contaminados con aguas
residuales, han servido como vehiculos en brotes de salmonelosis.
Salmonella es un género de bacteria que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos,
con flagelos peritricos y que no desarrollan capsula ni esporas. Son bacterias
moviles que producen sulfuro de hidrogeno (H2S). Fermentan glucosa por poseer
una enzima especializada, pero no lactosa, y no producen ureasa.
Es un agente zoondtico de distribucion universal. Se transmite por contacto
directo o contaminacion cruzada durante la manipulacion, en el procesado de
alimentos o en el hogar, también por via sexual.
La Salmonella spp crece con facilidad en agar sangre formando colonias de 2 a
3 milimetros. En laboratorios de microbiologia clinica se aisla con medios
selectivos, Selenito, Hektoen, SS o XLD para inhibir el crecimiento de otras
bacterias patégenas y de la flora intestinal saprdfita.
Tienen los siguientes antigenos:
- Somético “O”, del lipopolisacarido en la pared celular, termoestable y es la base
de la clasificacién en subgrupos.
- Flagelar “H”, de la proteina flagelina, termolabil, es la base de la clasificacion de
especies.
- Envoltura “Vi", termolabil, responsable de la virulencia de varias especies

patogénicas.(27)
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3.7.6 PARASITOS

Los parasitos son microorganismos que pueden encontrarse en el medio
ambiente, los alimentos y los animales. A pesar de que los mecanismos de
contagio de los parasitos dependen de la naturaleza de cada uno de ellos, la
mayoria se produce por la ingesta de agua o alimentos contaminados con sus
quistes o huevos (Ver Anexo 20) (9).

Numerosos Helmintos y sus formas larvarias depositados o fijados en hortalizas
y en algunas frutas en contacto con los suelos, pueden actuar como soportes,
portadores y vehiculos de pardsitos y larvas y constituir riesgos para la salud
publica, cuando los productos hortofruticolas son regados con aguas fecales o

residuales, o abonados con estiércoles contaminados (7).

Los parasitos siguen un curso biolégico, del huevo al quiste, en cuyas etapas se
produce una importante resistencia a las altas temperaturas, la radiacion natural,
los productos quimicos y los desinfectantes. Estos contaminantes se pueden
introducir en los alimentos debido a practicas inadecuadas de manipulacion, ya
sea en el primer paso de la produccién, en la granja, o durante el proceso de

elaboracion al que se someten los alimentos (2s).
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4.0DISENO METODOLOGICO

4.1 TIPO DE ESTUDIO.

El estudio realizado es de tipo experimental y transversal.

Experimental se realiz6 una investigacion tedrica y analisis microbioldgico
de las muestras de pupusas, salsas y encurtidos en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Salud (CENSALUD) ubicado en la Universidad de El Salvador.
Transversal debido a que la investigacion se realizé en un periodo de
tiempo de mayo a agosto de 2017.

4.2. INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA.

La investigacion se realiz6 en las siguientes bibliotecas.

Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

Central de la Universidad de El Salvador.

Facultad de Ciencias Agrondémicas, Universidad de El Salvador (UES).
Universidad Salvadorefia Alberto Masferrer (USAM).

Universidad Centroamericana José Simeon Cafias (UCA).

Internet.

4.3 INVESTIGACION DE CAMPO.
4.3.1 UNIVERSO

El universo lo conforman todas las pupusas revueltas de arroz y su complemento

salsa y encurtido de los 13 establecimientos ubicados en los alrededores de la

Universidad de El Salvador sede central (Ver anexo N° 2).

4.3.2 MUESTRA

Las muestras de pupusas revueltas de harina de arroz, salsa y encurtido que se

tomaron de los establecimientos seleccionados.
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4.3.3 MUESTREO

Se realizé6 un muestreo aleatorio en cada uno de los 13 establecimientos,
tomando 1 muestra de pupusa revuelta, salsa y encurtido por establecimiento,

haciendo un total de 39 muestras.

Las muestras se recolectaron de la misma manera que son comercializadas. Se
adquirieron las pupusas revuelta de arroz (que llevan como relleno chicharron,
qgueso Yy frijoles) envueltas en plastico y colocada en bolsa, con encurtido y salsa.
Las cuales para su traslado al laboratorio se clocaron en bolsas herméticas con
su respectiva vifieta (Ver anexo N° 3); las muestras se trasladaron en hielera,

previamente lavada y desinfectada.

4.4 Parte Experimental

Se aplicé una lista de chequeo donde se visualiza 13 criterios para evaluar los
establecimientos y las buenas préacticas de higiene de los manipuladores, entre
los cuales tenemos: ubicacion, Instalaciones fisicas, Instalaciones sanitarias,
limpieza, desinfeccién, salud de los manipuladores, control de insectos y
roedores, conservacion de los alimentos y almacenamiento que influyen en la

calidad sanitaria del alimento preparado.

Previo a la toma de la muestra, el analista recolecté la informacién requerida por

las listas, por medio de observacion a los a los establecimientos y manipuladores.

441 TOMA, MANEJO Y TRANSPORTE DE MUESTRAS DE ALIMENTOS
PARA ANALISIS MICROBIOLOGICO

- Las muestras de los alimentos fueron tomadas tal cual como se

comercializan, colocandolas en bolsas estériles de poliestireno,

separando cada una de las muestras a analizar.



48

- Seidentifico la bolsa, que contenia la muestra (pupusa, salsa o encurtido)
mediante etiquetas indelebles, con los siguientes datos: Fecha, codigo de
identificacion de muestra (para el caso de la toma de muestra en el
establecimiento este cddigo serd el mismo codigo de identificacion del
establecimiento), lugar, nombre de la persona que tomoé la muestra, cédigo
de identificacion de establecimiento hora de muestreo, temperatura de

muestreo (con ayuda de un termémetro de mercurio), y analisis a realizar.

- Se procedio a ubicar las bolsas identificadas en una hielera portatil.

- Las muestras identificadas se colocaron y transportaron en una hielera al
laboratorio de microbiologia situado en el Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD).

- En el laboratorio se clasificaron por grupo de alimento y separaron las

muestras (pupusas, salsa y encurtido).

- Se tomaron 25 g de muestra correspondiente a cada alimento (pupusas,

salsa y encurtido) en una bolsa estéril de polietileno.

4.4.2 Determinaciones a realizar.

En la tabla N° 2 se detallan las determinaciones microbiologicas que se realizaron
en las pupusas, salsa y encurtido de los puestos de venta ubicados en los
alrededores de la Sede Central de la Universidad de El Salvador, de acuerdo con
las especificaciones del RTCA 67.04.50:08 Alimentos. Criterio Microbiolégico
para la Inocuidad de Alimentos correspondiente al grupo 12 sub grupo 12.2 salsa,

subgrupo 17.1 encurtido y 17.3 pupusas. (Ver anexo N°4)
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Tabla N° 2: Determinaciones microbioldgicas realizadas a las muestras de
pupusa salsa y encurtido

Alimento
Pupusa Salsa Encurtido

Andlisis a realizar

E. coli v v v
Salmonella spp v v v
Staphylococcus N/A N/A v
aureus

Parasitos N/A N/A v

4.4.3 Preparacion de diluciones de las muestras (Ver anexo N° 9)

-Dilucion 10-1: se pesaron 25 gramos de la muestra en bolsa plasticas estériles.
Luego se adicionaron 225 mL del diluyente (agua peptonada). Después se

homogenizara por medio de un Stomacher, por 2 minutos.

-Dilucioén 10-2: se transfirid, con una pipeta estéril, una alicuota de 10 mL de la

dilucion 10-1 en un frasco con 90 mL del diluyente estéril

-Dilucién 10-3: de la dilucion 10-2 se tom6 una alicuota de 10 mL y se transfirié a

un frasco con 90 mL del diluyente.

4.4.4 DETERMINACION DE PRUEBAS MICROBIOLOGICAS
4.4.4.1 DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES
Técnica del numero mas probable (NMP)

Muestra: Pupusa (revuelta), salsa de tomate y encurtido.

4.4.4.1.1 Coliformes totales

- Se tomaron tres tubos conteniendo 9 mL de caldo Fluorocult LMX.
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Luego se pipeted y transfirié a cada uno de estos tubos 1mL de la dilucion
1071,

De la misma forma se repitieron los pasos anteriores para cada una de
las diluciones hasta completar 9 tubos.

Se incubaron los tubos a 35 = 0,5 °C por 24 = 2 horas y se observa la
formacion de una coloracion verde azulada, la cual indica presencia de

coliformes totales. (Ver anexo N°10).

4.4.4.1.2 Escherichia coli.(11)

Para verificar la posible presencia de Escherichia coli se observé bajo una
lampara de luz UV, los tubos positivos de caldo Fluorocult LMX
provenientes de la prueba de Coliformes totales. La emision de
fluorescencia indicé la presencia de Escherichia coli.

A cada tubo con fluorescencia, se agregaron unas gotas del reactivo de
Kovac y se observo la formacion de un anillo color violeta, que confirma la

presencia de Escherichia coli. (Ver anexo N° 11).

4.4.4.2 Determinacién de Salmonella spp.

Muestra: Pupusa (revuelta), salsa y encurtido.

44421 Método para la determinacion de Salmonella. )
4.4.4.2.1.1 Aislamiento

- Se peso6 en forma directa y aséptica 25 gramos de muestra en un frasco
esteril
- Luego se adicionaron 225 mL de caldo lactosado.

- Se incubaron por 24 h a 35°C.

Se utilizé la diluciéon 101 preparada con caldo lactosado y se realizé lo siguiente:
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Se tomé 1 mL e inoculé en un tubo que contenga 10 mL de caldo
Tetrationato (TT); luego se tom6 0.1 mL e inocul6 en otro tubo que
contenia 10 mL de caldo Rappaport Vassilidius (RV).

Luego se incubaron los tubos anteriores por 24 horas a una temperatura
de 35°Ct 2°C, y 42 °C para Rappaport. Son medios de enriquecimiento
para Salmonella spp.

Se utilizo el tubo con caldo Tetrationato, se sembr6 por método de estrias
en una placa petri que contenga agar Sulfito-Bismuto y Salmonella-
Shigella.

De igual manera se procedio con el tubo que contiene caldo Rappaport
Vassilidius en otra placa de petri.

Se incubaron ambas placas de 18 a 48 h a una temperatura de 35°C +
2°C.

Luego se observaron el tipo de colonias formadas caracteristicas de
Salmonella spp.

Las colonias tipicas de Salmonella spp. en medio de cultivo Salmonella-
Shigella son incoloras, generalmente con centro de color.

En medio de cultivo Sulfito-Bismuto Colonias verdes o azul verdes con o
sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer

completamente negras. (Ver Anexo N° 12)

4.4.4.2.1.2 Pruebade identificacion bioguimica

Se realizaron pruebas IMVIC ( Indol, Rojo de metilo, Voges-Proskauer y Citrato)

a las muestras que presentaron colonias caracteristicas de Salmonella o que se

sospechaban que fuera esta bacteria.

Pruebade TSIy H,S

Las colonias se pasan a un medio nutritivo y se seleccionaron dos colonias

tipicas de cada medio selectivo, tocando levemente el centro de cada


https://es.wikipedia.org/wiki/Indol
https://es.wikipedia.org/wiki/Rojo_de_metilo
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colonia e inoculdndolo en tubos con agar triple azucar hierro (TSI), por
estria en la superficie inclinada y por puncion en el fondo. Se incubaron
por 24 a 35°C.

Se observo el crecimiento en el tubo, el vire del indicador y la formacion
de una coloracién negra a lo largo de la puncién. (Ver anexo N° 13).

Prueba de indol

Se sembrd una colonia sospechosa en un tubo para la prueba de Indol e
incubo por 24h a 37+1°C.
Luego se agregaron 0.5mL de reactivo de Kovac y se observo la formacién

de un anillo rojo-violeta, el cual indica prueba positiva. (Ver anexo N° 13).

Prueba de rojo de metilo

Se inoculé la prueba con una colonia y posteriormente se incubaron
durante 24h a 37t£1°C.

Después de dicho tiempo se agregaron 2 gotas de reactivo rojo de metilo
y se observo el viraje de color naranja claro a rojo. (Ver anexo N° 13).

Prueba de movilidad

Se inoculé una colonia sospechosa con un asa en punta, sobre medio
solidificado, picando hasta el fondo del tubo.
Se incubd por 24h a 37+1°C para después observar la formacion de

crecimiento en forma de sombrilla alrededor de la picadura. (Ver anexo N° 13)

Prueba de Voges Proskauer

Se inoculd una colonia sospechosa, e incub6 durante 24h a 37+1°C.
Pasado el tiempo de incubacion se agregaron 3 gotas de solucién

alcoholica de alfa naftol y 2 gotas de hidréxido de potasio.
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Se observo luego de 15 minutos, el posible viraje de color rosado, el cual

indicd una reaccion positiva (Ver anexo N° 13)

Los resultados obtenidos de las pruebas bioguimicas se compararon con el

Cuadro de caracterizacion bioquimica de Salmonella sp. (Ver anexo N° 14)

4.4.4.3 Determinacion de Staphylococcus aureus

Muestra: encurtido.

4.4.4.3.1 Prueba para Staphylococcus aureus

De la dilucién 107! anteriormente preparada se transfirieron, con una
pipeta estéril 0.3mL, 0.3mL y 0.4mL en 3 placas de Agar Bair Parker
respectivamente (por duplicado).

Con la ayuda de una varilla en L previamente limpia se esparcio la
muestra.

Se incubd a 35 ° C. por 24 — 48 horas

Se observaron las colonias sospechosas de Staphylococcus aureus que
deberian de ser de color negro con halo claro, en cada placa (Ver anexo
N° 15).

4.4.4.3.2 Conteo y registro de las colonias sospechosas.

Se contaron las colonias sospechosas de Staphylococcus aureus de cada
placa por separado.

Cuando las placas de la dilucibn mas baja contenian <20 colonias, estos
podian ser utilizadas, sin necesidad de realizar el recuento. Si las placas
contienen > 200 colonias, las colonias con la apariencia tipica de

Staphylococcus aureus se les realizaba el recuento.
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4.4.4.3.3 Prueba de la coagulasa. (Ver Anexo N° 15).

Se seleccionaron las colonias sospechosas, y se sembrd en BHI e incubd
por 18 a 24 horas a 35°C.

A las 24 horas se sembré en tubos con plasma e incubé a 35° C por 24
horas.

Se observo la formacion de un coagulo, que no se deshace al invertir el

tubo, esto indicd prueba positiva para Staphylococcus aureus.

4.4.4.3.4 Prueba de la catalasa (prueba complementaria).

Se uso el crecimiento de la inclinacién, para prueba de catalasa

En el portaobjetos de vidrio o en una placa se colocé una porcién con el
asa.

Se iluminé adecuadamente para observar la produccion de burbujas de

gas, al agregar peroxido de hidrogeno.

4.4.4.4 Método de identificacion de parasitos

Procedimiento para método cualitativo (tincion con Lugol)

Se tomaron dos asadas directamente de la dilucion 10! de la muestra,
colocarlas sobre un portaobjetos.

Luego se agregd una gota de Lugol, se colocé la muestra y se cubrié con
un cubre-objetos.

Se coloco la muestra sobre el carro de un microscopio y se observo con
el objetivo 40X.

Para determinar la presencia de parasitos en la muestra, se compararon
las imagenes observadas al microscopio con laminas ilustrativas de

parasitos. (Ver anexo N° 16).
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4.5 Recopilacion de datos

Se realizaron los respectivos registros de los resultados para posteriormente
procesarlos y compararlos con el Reglamento Técnico Centroamericano
67.04.50:08 (Ver anexo N° 4).



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION
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5 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Lista de chequeo para el cumplimiento de las Buenas Précticas

Higiénicas por parte de los manipuladores de alimentos.

Previo a la recoleccion y procesamiento de muestras se realizé un diagndéstico
por observacion en los 13 establecimientos que comercializan pupusas, y sus
complementos salsa y encurtido, ubicados en los alrededores de la Universidad
de El Salvador.

El diagnédstico incluia diferentes pardmetros, que permitieron recolectar
informacion de las condiciones higiénicas bajo las cuales operan dichos
establecimientos; ver cuadro N°1.

Cuadro N° 1: Lista de chequeo para diagnostico de las condiciones higiénicas

bajo las cuales operan los establecimientos que comercializa
pupusas en los alrededores de la Universidad de El Salvador

PARAMETROS PORCENTAJE PORCENTAJE QUE
QUE CUMPLE NO CUMPLE

1. ¢ Los puestos estan ubicados en lugares 7.7 92.3
libres de contaminacién?
2. ¢ Cuentan con el espacio adecuado para 7.7 92.3
el desarrollo de las actividades?
3. ¢ Proveen proteccion a los alimentos ya 7.7 92.3
preparados contra agentes externos?
4. ¢ El establecimiento esta construido con 7.7 92.3
materiales que no contaminen los
alimentos?
5. ¢ Cuentan con suministro de agua 7.7 92.3
potable?
6. ¢ El personal utiliza redecillas en el 7.7 92.3
cabello?
7. ¢ El personal utiliza indumentaria 7.7 92.3
adecuada?
8. ¢ El personal usa objetos personales o 100 0
magquillaje?
9. ¢ El personal se lava las manos después 76.93 23.07
de recibir el dinero?
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PARAMETROS PORCENTAJE PORCENTAJE QUE
QUE CUMPLE NO CUMPLE

10. ¢ Los utensilios son adecuados? 100 0

11. ¢ Los utensilios se encontraban 100 0

limpios?

12. ;Se mantienen los alimentos a una 100 0

temperatura adecuada para su

conservacion?

13. ¢ Poseen recipientes con tapadera 7.7 92.3

para los desechos sélidos?

13.00
12.00
11.00
10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

Cantidad de Establecimientos

Lista de Chequeo

I|I|I|I|I|I|I|‘ ‘ ‘ ‘ ‘ I|
1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12 13

Preguntas de la lista de chequeo

B CUMPLE m NO CUMPLE

Figura N° 1: Gréfico de los resultados obtenidos de la lista de chequeo

De los resultados obtenidos de la lista de chequeo (cuadro N° 1) se observa que

el 92.3% de los establecimientos ubicados en los alrededores de la Universidad

de El Salvador no cumplen con las condiciones minimas necesarias para la

manufactura y comercializacion de estos alimentos (Ver figura N° 1).
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Esto se debe a la ubicacidn y estructura de los mismos (Ver anexo N° 8) el 92.3%
estan sobre los andenes exponiéndolos a humo de vehiculos, polvo de las calles,
hojas de arboles e insectos; y estan construidos con materiales que acumulan

polvo y humedad, sin darles una limpieza adecuada de manera frecuente.

Respecto a la indumentaria utilizada por los manipuladores, no utilizan
indumentaria adecuada como redecillas o gorros para recogerse el cabello,
mascarillas en ambientes con riesgos de higiene sanitario, guantes en ocasiones

puntuales; se limitan a utilizar solo un delantal de tela.

En el 100% de los establecimientos los manipuladores mantienen las ufas

cortas, sin esmaltes y no usan maquillaje.

El 76.93 % de los establecimientos tienen personal suficiente para que una
persona se encuentre Unicamente manipulando los alimentos y otra persona se
encarga de cobrar y recibir el dinero. Sin embargo, el 92.3 % no tiene suministro
de agua potable lo que desfavorece en las practicas higiénicas minimas de los

manipuladores como el lavado de manos.

Se determina que en base a la observacion realizada por medio de la lista de
chequeo se puede determinar que el 92.3% de los establecimientos no son aptos
para la elaboracion y comercializacion de pupusas por no cumplir con los
minimos requerimientos de sanidad necesarios, haciendo que sean ellos mismos
fuente de origen de contaminacion de dicho alimento por las condiciones

precarias en las que se encuentran dichos establecimientos.
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5.2 Identificacién de presencia o ausencia Salmonella spp.

Para su facil identificaciéon, se codificaron las muestras (Ver anexo 7)

Tabla N° 3: Resultado de la identificacion de presencia o ausencia de Salmonella
spp en muestras de pupusas, encurtido y salsa

Cdédigo de la muestra Normativa: RTCA 67.04.50:08
pupusas Resultados
para
Salmonella spp
1A-MA1 ausencia
1B-MA1 ausencia
1C-MA1 ausencia
2C-MA1 ausencia
3C-MA1 ausencia Ausente en 25¢
1D-MA1 ausencia de
2D-MA1 ausencia muestra
3D-MA1 ausencia
1E-MA1 ausencia
2E-MA1 ausencia
1F-MA1 ausencia
2F-MA1 ausencia
10-MA1 ausencia
Resultados Normativa: RTCA 67.04.50:08
Codigo de la muestra para
Encurtido Salmonella
spp
1A-MA2 ausencia
1B-MA2 ausencia
1C-MA2 ausencia
2C-MA2 ausencia
3C-MA2 ausencia
1D-MA2 ausencia
2D-MA2 ausencia Ausente en 25g
3D-MA2 ausencia de
1E-MA2 ausencia muestra
2E-MA2 ausencia
1F-MA2 ausencia
2F-MA2 ausencia
10-MA2 ausencia
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Tabla N° 3: Cont.

Cédigo de la Resultados para Salmonella Normativa: RTCA
muestra spp 67.04.50:08
Salsa

1A-MA3 ausencia

1B-MA3 ausencia

1C-MA3 ausencia

2C-MA3 ausencia

3C-MA3 ausencia

1D-MA3 ausencia Ausente en 25¢

2D-MA3 ausencia de

3D-MA3 ausencia muestra

1E-MA3 ausencia

2E-MA3 ausencia

1F-MA3 ausencia

2F-MA3 ausencia

10-MA3 ausencia

Para las muestras de pupusas, encurtido y salsa que presentaban crecimiento de
colonias sospechosas en el medio Salmonella-Shigella y sulfito bismuto, se
realizaron pruebas bioquimicas para confirmar la presencia de Salmonella spp
obteniéndose como resultados la ausencia de dicho microorganismo en el 100%
de las muestras analizadas tal como se observa en las Tablas N°1, 2, y 3 (Ver

anexo N° 18).

Respecto a las muestras de pupusas se puede decir que este alimento no
presenta contaminacién porque en su proceso de elaboracién se somete al color
suficiente para que el microorganismo que pueda existir por contaminacion de

origen sea destruido por el calor.

Respecto a las muestras de encurtido este no presenta salmonella pues entre los
ingredientes principales y a quien debe sus caracteristicas se encuentra el

vinagre que le proporciona un porcentaje de acidificacion suficiente para que la
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mayoria de bacterias no resistentes a PH acidos como la Salmonella sp no pueda

crecer en este alimento.

Respecto a las muestras de salsa no presentan contaminacion debido a que para
la preparacion de la salsa esta se lleva a punto de ebullicion y luego la dejan
enfriar un poco para ser almacenada en bolsas plasticas y tenerla lista para ser

despachada cual disminuye significativamente la contaminacion de la misma.

Esto indica que las muestras analizadas cumplen con los limites permitidos
segun el Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50.08, Ciriterio

Microbioldgico para la Inocuidad de Alimentos.

5.3 Recuento de microorganismos patégenos, Staphylococcus aureus, en
muestras seleccionadas

Tabla N° 4: Resultado del recuento para Staphylococcus aureus para encurtido.

Coédigo de la Resultado Normativa: RTCA
muestra 67.04.50:08
Limite
10?2 UFC/g
Tipo de Muestra:
1A-MA2 Encurtido <10 UFC/g 102 UFCl/g
1B-MA2 <10 UFC/g 102 UFCl/g
1C-MA2 <10 UFC/g 102 UFCl/g
2C-MA2 <10 UFC/g 102 UFCl/g
3C-MA2 <10 UFC/g 102 UFCl/g
1D-MA2 <10 UFC/g 102 UFC/g
2D-MA2 <10 UFC/g 102 UFC/g
3D-MA2 <10 UFC/g 102 UFC/g
1E-MA2 <10 UFC/g 102 UFCl/g
2E-MA2 <10 UFC/g 102 UFC/g
1F-MA2 <10 UFC/g 102 UFC/g
2F-MA2 <10 UFC/g 102 UFCl/g
10-MA2 <10 UFC/g 102 UFC/g
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En los resultados obtenidos para la determinacion de Staphylococcus aureus,
exclusivamente para las muestras de encurtidos segun RTCA 67.04.50:08
Criterio Microbiolégico para la Inocuidad de Alimentos. Grupo 17, subgrupo 17.1.:
Alimentos preparados, listos para consumir que no requiere tratamiento térmico;
se verifico el crecimiento de colonias negras sin halo claro, en todas las placas
de Baird Parker; de las cuales, luego de realizar la prueba confirmatoria de la
coagulasa, ninguna muestra presentdé formacion de coagulo por lo tanto el
recuento de Staphylococcus aureus fue menor de 10?2 UFC/g, cumpliendo asi con
el parametro de referencia. (Ver Anexo N° 4). Esto se debe a las a la acidez que
presenta el encurtido normalmente 4.0-3.0 que se debe al vinagre que utilizan
para su preparacion, mientras que el pH Optimo de crecimiento para
Staphylococcus aureus es de 7.0-7.5.

Tabla N° 5: Resultado del recuento para Escherichia coli para muestras de
Pupusas. (Niumero Mas Probable)

Cdédigo de la Tipo de Normativa: RTCA
NMP Resultado

muestra Muestra 67.04.50:08
1A-MA1 Pupusa <3 Conforme <3 NMP/ g
1B-MA1 Pupusa <3 Conforme <3 NMP /g
1C-MAl Pupusa 4 No Conforme <3 NMP/ g
2C-MA1 Pupusa <3 Conforme <3NMP/ g
3C-MA1 Pupusa <3 Conforme <3 NMP/ g
1D-MA1 Pupusa <3 Conforme <3NMP/ g
2D-MA1 Pupusa <3 Conforme <3NMP/ g
3D-MAl Pupusa 9 No Conforme <3 NMP/ g
1E-MA1 Pupusa 150 No Conforme <3 NMP/g
2E-MA1 Pupusa <3 Conforme <3 NMP/g
1F-MA1 Pupusa <3 Conforme <3 NMP/g
2F-MA1 Pupusa 23 No Conforme <3 NMP/g
10-MA1 Pupusa <3 Conforme <3 NMP/g
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Dado a los resultados obtenidos para la determinacion de Escherichia coli, para
las muestras de pupusas segun RTCA 67.04.50:08 Criterio Microbioldgico para
la Inocuidad de Alimentos. Grupo 17, subgrupo 17.3: Tamales, tortillas (trigo,
maiz), pupusas; Luego de observarse bajo luz Ultravioleta los tubos positivos
para coliformes totales, aquellos que presentaron fluorescencia se les agrego el
reactivo de KOVAC para confirmar la presencia de E. coli dando como resultado
gue de 13 muestras de diferentes establecimientos, 4 muestras con cédigo 1C-
MA1, 3D-MAL, 1E-MA1, 2F-MAL1 dieron valores superiores a 3 NMP/g el cual es
el limite establecido por el RTCA. (Ver anexo N° 4).En comparacion con otro
andlisis realizado a este alimento comercializado dentro de un centro escolar
ubicado en Soyapango ) indicaron que el alimento no presentaba contaminacion
por E. coli lo que indica que dicha variacion en los resultados es debida
principalmente a las condiciones higiénicas en las que son elaboradas las
pupusas en los establecimientos que se encuentran afuera de la universidad
puesto que el 92.3% de los establecimientos no cumplen con los requerimientos
minimos necesarios para la elaboracion de este alimento siendo este el origen
de la contaminacion del alimento puesto que los establecimientos no cuentan con
servicio de agua potable por lo tanto es dificil cumplir con las condiciones
higiénicas minimas como el lavado constante de manos existiendo la posibilidad

gue la contaminacion sea directa del manipulador.

Tabla N° 6: Resultado del recuento para Escherichia coli para muestras de
Encurtidos. (NUmero Méas Probable)

Cédigo de la Tipo de NMP Resultado Normativa: RTCA
muestra Muestra 67.04.50:08
1A-MA2 Encurtido >1100 No Conforme <3 NMP/g
1B-MA2 Encurtido >1100 No Conforme <3 NMP/g
1C-MA2 Encurtido >1100 No Conforme <3 NMP/g
2C-MA2 Encurtido >1100 No Conforme <3 NMP/g
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Tabla N° 7: Cont.

Cédigo de Tipo de NMP Resultado Normativa: RTCA
la muestra Muestra 67.04.50:08
3C-MA2 Encurtido 43 No Conforme <3 NMP/g
1D-MA2 Encurtido >1100 No Conforme <3 NMP/g
2D-MA2 Encurtido 43 No Conforme <3 NMP/g
3D-MA2 Encurtido >1100 No Conforme <3 NMP/g
1E-MA2 Encurtido 43 No Conforme <3 NMP/g
2E-MA2 Encurtido 75 No Conforme <3 NMP/g
1F-MA2 Encurtido 23 No Conforme <3 NMP/g
2F-MA2 Encurtido 4 No Conforme <3 NMP/g
10-MA2 Encurtido 43 No Conforme <3 NMP/g

Dado a los resultados obtenidos para la determinacion de Escherichia coli, para
las muestras de Encurtido segun RTCA 67.04.50:08 Criterio Microbiologico para
la Inocuidad de Alimentos. Grupo 17, subgrupo 17.1: Alimentos preparados, listos
para consumir que no requieren tratamiento térmico; Luego de observarse bajo
luz Ultravioleta los tubos positivos para coliformes totales, aquellos que
presentaron fluorescencia se les agrego el reactivo de KOVAC para confirmar la
presencia de E. coli dando como resultado que las 13 muestras analizadas dieron
valores superiores a 3 NMP/g el cual es el limite establecido por el RTCA (Ver
anexo N° 4). En comparacion con un estudio realizado a encurtidos que se
consumen en las pupuserias del area metropolitana de San Salvador@zo) se
encontro presencia de E. coli nada mas en el 50% de las muestras lo que en
nuestro analisis se puede deber a que en la mayoria de los establecimientos las
practicas de higiene no son las ideales pues no poseen las condiciones minimas
necesarias para preparar y comercializar el alimento, se observé que el curtido
lo embolsan directamente con la mano lo cual puede originar que aunque el
alimento tenga un PH acido ocurra una contaminacion cruzada a la hora de
manipular el alimento. También puede influir en los resultados la forma de

preparacion del encurtido debido a que se observdé que solo mezclan los
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vegetales con el vinagre sin pasarlos por calor y siendo la bacteria en estudio una
de las més resistentes a diferentes condiciones.

Tabla N° 8: Resultado del recuento para Escherichia coli para muestras de Salsa.
(NUumero Mas Probable)

Cédigo de la Tipo de NMP Resultado Normativa: RTCA
muestra Muestra 67.04.50:08
1A-MA3 Salsa <3 Conforme <3 NMP/g
1B-MA3 Salsa >1100 No Conforme <3 NMP/g
1C-MA3 Salsa >1100 No Conforme <3 NMP/g
2C-MA3 Salsa <3 Conforme <3 NMP/g
3C-MA3 Salsa 240 No Conforme <3 NMP/g
1D-MA3 Salsa 43 No Conforme <3 NMP/g
2D-MA3 Salsa 240 No Conforme <3 NMP/g
3D-MA3 Salsa 23 No Conforme <3 NMP/g
1E-MA3 Salsa 240 No Conforme <3 NMP/g
2E-MA3 Salsa 43 No Conforme <3 NMP/g
1F-MA3 Salsa <3 Conforme <3 NMP/g
2F-MA3 Salsa <4 No Conforme <3 NMP/g
10-MA3 Salsa <3 Conforme <3 NMP/g

En los resultados obtenidos, de la determinacion de Escherichia coli, para las
muestras de salsas segun RTCA, de 13 muestras de diferentes establecimientos,
9 muestras con cbédigo 1B-MA3, 1C-MA3, 3C-MA3, 1D-MA3, 2D-MA3, 3D-MA3,
1E-MA3, 2E-MA3, 2F-MA3 dieron valores superiores a 3 NMP/g el cual es el
limite establecido por el RTCA. (Ver anexo N° 4). Lo cual indica que una posible
fuente de contaminacion primaria puede ser el agua con la que la preparan pues
estos establecimientos no cuentan con abastecimiento de agua potable, asi como
también puede ser causa de contaminacion cruzada de utensilios y superficies
contaminado, dado que en un estudio que se realiz6 a muestras de salsa para

pupusas hinguna presento contaminacion por E. coli lo cual puede deberse a que
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estos estadn mejor ubicados y con un riesgo menor de contaminacién por el

ambiente puesto que no se encuentran sobre los andenes.

5.4 Verificacion de la presencia o0 ausencia de parasitos, en las muestras de

encurtidos

Para la verificacion de la presencia o ausencia de parasitos, en las muestras de
encurtidos, se tomaron dos asadas de la diluciéon 10! las cuales colocabamos en
el porta-objetos, adicionandole una gota de lugol y posteriormente observabamos
en el microscopio con objetivo 40x. Sin embargo, de todas las muestras
analizadas, no se encontraron ni quistes (fase primaria de los parasitos) ni una
morfologia adulta de parasitos en las muestras de encurtido. Cabe recalcar que
esta prueba no estd establecida dentro de los criterios de inocuidad para el
analisis de encurtidos segun el RTCA 67.04.50:08 Alimentos. Criterio
Microbiolégico para la Inocuidad de Alimentos, sin embargo, por el origen de las
materias primas de dicho alimento y estudios anteriormente realizados a este
alimento donde se mostraba presencia de parasitos en algunas muestras de este

alimento, se decidio realizar este analisis.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6 CONCLUSIONES

En los resultados obtenidos en la lista de chequeo solo el 7.7% de los
establecimientos cumple con los requerimientos minimos sanitarios para la

elaboracion y comercializacion de las pupusas, y el 92.3% no lo cumplen.

No hay presencia de Salmonella spp en todas las muestras analizadas de
pupusas revueltas, encurtido y salsa cumpliendo asi con el parametro

establecido por el RTCA 67.04.50:08 para estos alimentos.

Para Staphylococcus aureus, se determind que no se encuentra presente el
microorganismo en las muestras analizadas de encurtido, estos resultados
nos permiten determinar que esto se debe a la acidez del alimento puesto que
el pH 6ptimo de crecimiento de este microorganismo es de 7.0-7.5.

Respecto a Escherichia coli, hay presencia en el 30.8% incumpliendo asi con
los parametros establecidos por el RTCA 67.04.50:08, el otro 69.2%(9
muestras) si cumplen con el criterio establecido por el RTCA 67.04.50:08. El
100% (13 muestras) de las muestras de encurtido y el 69.2% (9 muestras) de
las muestras de salsas estaban contaminadas con E. coli lo cual hace que
estos sean un riesgo para la salud al ser consumidos, dicha contaminacion es
originada por los manipuladores debido a que los establecimientos no
cumplen con las condiciones minimas sanitarias y por lo tanto no permite que

las practicas minimas higiénicas tales como el lavado de manos se cumpla.

No se observo ninguna morfologia que pudiera indicar presencia de parasitos
en ninguna de las muestras de encurtido analizadas; por lo se descarta la

presencia de estos microorganismos en las muestras encurtido.
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6. Dada la comparacion que se realiz6 con el RTCA 67.04.50:08 con respecto a
los resultados obtenidos de los andlisis de las muestras de pupusas,

determinamos que el alimento no es apto para consumo humano.

7. El establecimiento que se encuentra fuera de los alrededores de la
Universidad, el cual se codific6 como 10-MA1, resultdé conforme para
muestras de pupusas y salsa, siendo alimentos aptos para el consumo
humano. Sin embargo, el resultado obtenido para muestras de encurtido salié
fuera de los pardmetros establecidos por lo que no es un alimento apto para

el consumo humano.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES



7 RECOMENDACIONES

Que los responsables de los establecimientos en coordinacion con la
Alcaldia Municipal y las autoridades de la Universidad de El Salvador,
deben solicitar permiso ante el Ministerio de Salud, para la construccion
de locales adecuados con materiales que acumulen poca humedad y
polvo (los cuales propician el crecimiento de diferentes microrganismos),
con acceso a agua potable y energia eléctrica, a fin de que las personas
gue preparan estos alimentos (pupusa, salsa y/o encurtido) cuenten con

las condiciones sanitarias minimas, para la elaboracion de los mismos.

Que las personas encargadas de preparar los alimentos utilicen
indumentaria apropiada (guantes, red para cabello o gorros, delantal, etc)

para la manipulacién de todos los alimentos.

Impartir charlas sobre Buenas Practicas Higiénicas a los manipuladores,
impartidas por los organismos responsables tales como el Ministerio de
Salud y la Alcaldia Municipal.

Realizar futuros estudios para los distritos cercanos de la zona
metropolitana de San Salvador analizando las pupusas, el encurtido y la

salsa.

Que las autoridades competentes establezcan planes de vigilancia para
el control de los alimentos que se comercializan en los alrededores de la

Universidad de El Salvador.

Que el Ministerio de Salud lleve un registro de los negocios que venden
alimentos alrededor de la Universidad de El Salvador con el fin de
implementar un plan de monitoreo de salud de los manipuladores de

alimentos de dichos locales.
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ANEXOS



ANEXO N° 1

Recetas de encurtido de repollo para pupusas y salsa para pupusas



Cuadro N° 2: Receta de encurtido de repollo para pupusas

Cantidad

Ingrediente

Y, de taza

Vinagre blanco

1 cucharadita

Sal

15 cucharadita

Hojas secas de orégano

4 tazas Repollo verde, troceado y escaldado
1 unidad Chile verde mediano, cortado en tiras
1taza Cebolla en anillos
1taza Zanahorias en lascas

Cuadro N° 3: Receta de salsa de tomate para pupusas

Cantidad Ingrediente
5 unidades Tomates maduros
% unidad Chile verde

% unidad Cebolla

1 cucharada

Aceite de oliva

250 mL Agua
3 unidades Dientes de ajo
1 pizca Sal
1 pizca Orégano
1 pizca Pimienta
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ANEXO N° 3

Fecha: Cdédigo de muestra:

Lugar:

Nombre de quien toma la muestra:

Codigo de Establecimiento: Hora de muestreo:

Temperatura de muestreo:

Analisis a realizar:

Figura N° 2: Modelo de etiqueta para identificacion de muestras




ANEXO N° 4

Parametros microbiolégicos segun RTCA 67.04.50:08 para salsa de

tomate, encurtido y pupusas.



Cuadro N° 4: Parametros microbiologicos segin RTCA 67.04.50:08 Alimentos.
Criterio Microbiolégico para la Inocuidad de Alimentos grupo 12,

subgrupo 12.3 para salsa de tomate.

para sazonar.

12. Grupo de Alimentos: Salsas, aderezos, especias y condimentos: Se trata de una categoria amplia
gue incluye sustancias que se afiaden a un alimento para acentuar su aroma y gusto: mayonesa y
aderezos; especias, hierbas desecadas, consomés y condimentos; salsa de tomate, mostaza y salsas

12.3 Subgrupo del alimento: Salsa de tomate, mostaza y salsa para sazonar

Parametro Plan de muestreo Limite

Escherichia coli Tipo de Clase n c m M
riesgo

Salmonella C 2 5 0 <3 NMP/g

spp/25 g (salsa 2 0 Ausencia

para sazonar)

Cuadro N° 5: Parametros microbiologicos segin RTCA 67.04.50:08 Alimentos.
Criterio Microbiolégico para la Inocuidad de Alimentos grupo 17,
subgrupo 17.1y 17.3 para encurtido y pupusas respectivamente.

17. Categoria de Alimento: Alimentos listos para consumir

tratamiento térmico

17.1 Subgrupo del alimento: Alimentos preparados. Listos para consumir que no requieren

Parédmetro Plan de muestreo Limite
Tipode | clase n c m M
riesgo
Escherichia coli 2 0 < 3 NMP/g
Staphylococcus aureus 3 1 10 UFC/g 102 UFC/g
Salmonella spp/25 g 2 0 Ausencia
Clostridium perfringens A 3 5 1 10 UFC/g 10?2 UFC/g
(productos con carne)
Listeria 2 0 Ausencia
monocytogenes/25 g
17.3 Subgrupo del alimento: Tamales, tortillas (trigo, maiz), pupusas.
Parametro Plan de muestreo Limite
Tipo de | clase n c m M
riesgo
Escherichia coli B 2 5 0 <3 NMP/g ---
Salmonella spp/25 g 2 0 Ausencia




ANEXO N° 5

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
DETERMINACION DE LA CALIDAD MICROBIOLOGICA DE LAS PUPUSAS
QUE SE COMERCIALIZAN EN LOS ALREDEDORES DE LA UNIVERDIDAD
DE EL SALVADOR

Cuadro N° 4 Lista de chequeo

PARAMETROS CUMPLE NO CUMPLE

1. ¢ Los puestos estan ubicados en lugares
libres de contaminacion?

2. ¢ Cuentan con el espacio adecuado para
el desarrollo de las actividades?

3. ¢ Proveen proteccion a los alimentos ya
preparados contra agentes externos?

4. ¢ El establecimiento esta construido con
materiales que no contaminen los
alimentos?

5. ¢ Cuentan con suministro de agua
potable?

6. ¢ El personal utiliza redecillas en el
cabello?

7. ¢ El personal utiliza indumentaria
adecuada?

8. ¢ El personal usa objetos personales o
magquillaje?

9. ¢ El personal se lava las manos después
de recibir el dinero?

10. ¢,Los utensilios son adecuados?

11. ¢ Los utensilios se encontraban
limpios?

12. ;Se mantienen los alimentos a una
temperatura adecuada para su
conservacion?

13. ¢ Poseen recipientes con tapadera para
los desechos solidos?




Adquirir la muestra de cada
establecimiento
seleccionadotal y como se
venden alos clientes
habitualmente

Figura N° 4: Procedimiento para el muestreo de pupusas, salsa y encurtido

ANEXO N° 6

Colocar las muestras de cada
establecimientoen un bolsa con cierre
hermético (tal como se obtuvieron del
establecimiento)y rotularla con una
etiqueta con los datos respectivos de el
establecimientoy muestra

Transportar al laboratorio en una hielera

Identificar la bolsa
inmediatamente con
la etiqueta

\ 4

Colocar fecha, lugar,
hora, codigo de
muestray nombre de
quien muestrea

Figura N° 5: Procedimiento para la identificacién de la muestra



ANEXO N° 7

Lugares de muestreo y cédigo de muestra asignados



Cuadro N° 5: Lugares de muestreo y cédigo de muestra asignados

No. Lugar de muestreo

Cddigo de Lugar

Cédigo de muestra
de muestreo

Entrada de Agronomia Pupusa
1A- MA2  Encurtido
1A- MA3 | Salsa

2 Entrada de Medicina 1B 1B- MA1 | Pupusa
1B- MA2 | Encurtido
1B- MA3 | Salsa

3 Entrada de la Minerva 1C 1C- MA1  Pupusa
1C- MA2  Encurtido
1C- MA3  Salsa

4 Entrada de la Minerva 2C 2C- MA1 | Pupusa
2C- MA2 | Encurtido
2C- MA3 | Salsa

5 Entrada de la Minerva 3C 3C- MA1 @ Pupusa
3C- MA2  Encurtido
3C- MA3  Salsa

6 Entrada de facultad de 1D 1D- MA1 | Pupusa

Jurisprudencia y Ciencias Sociales DAz | Encurido
1D- MA3 | Salsa

7 Entrada de facultad de 2D 2D- MA1  Pupusa

Jurisprudencia y Ciencias Sociales :
2D- MA2  Encurtido
2D- MA3  Salsa

8 Entrada de facultad de 3D 3D- MA1 | Pupusa

Jurisprudencia y Ciencias Sociales :
3D- MA2 | Encurtido
3D- MA3 | Salsa



Cuadro N° 6: Lugares de muestreo y codigo de muestra asignados

No. Lugar de muestreo Cédigo de Lugar  Codigo de muestra

de muestreo

Entrada de facultad de Ciencias de Pupusa
la Educacion 1E- MA2 | Encurtido
1E- MA3  Salsa
10 Entrada de facultad de Ciencias de 2E 2E- MA1 | Pupusa
la Educacion 2E- MA2 | Encurtido
2E- MA3 | Salsa
11 Entrada del Polideportivo 1F 1F- MA1  Pupusa

1F- MA2 | Encurtido
1F- MA3  Salsa

12 Entrada del Polideportivo 2F 2F- MA1 | Pupusa
2F- MA2 | Encurtido
2F- MA3 | Salsa

13 Establecimiento Fijo 10 10- MA1 | Pupusa
10- MA2 | Encurtido
10- MA3  Salsa




ANEXO N° 8

Fotografias de los establecimientos donde se tomoé la muestra



Figura N° 7: Establecimiento entrada de facultad de Jurisprudencia y Ciencias
Sociales

Figura N° 8: Establecimiento entrada de facultad de Jurisprudencia y Ciencias
Sociales.



ANEXO N° 8

Figura N° 10: Establecimiento entrada de la Minerva



Figura N° 12: Establecimiento fuera de los alrededores de la Universidad



ANEXO N° 9

_ [ 2.C0|ocar’e‘n ] |
ﬂ.@ bolsa estéril 3. Agregar 225 mL

de Agua peptonada

1. Pesar 25g

de muestra

( \ 5. Transferir a un / \

6.De 10" t
elO Lomar frasco hermético y 4. Operar Stomacher
m rotular 107 gy a 260RPM x 2 min
(gl "_'-,:s- ./i

\__ - 4

| f

7. Transferir a un
frasco con 90 mL 8. Agitar ! /
de agua i manualmente

peptonada | y rotular 10 ( [

9. De 107%tomar
10 mL

7. Transferir a un

11 Agitar frasco con 90 mL
manualmente | m
3 de agua
y rotular 10 =4
peptonada

Figura N° 13: Diagrama para de diluciones de la preparacion de la muestra.



1. Tomar 3 tubos
conteniendo 9
mL de caldo

Fluorocult LMX —_

ANEXO N° 10

2. Pipeteary
Transferir a cada
uno de los tubos 1
mL de la dilucion
10*

10mL

Observar la formacion
de una coloracion azul-
verdosa; la cual indica
presencia positiva de
Coliformes Totales.

A

3. Repetir los pasos
1y 2 paracada
dilucion hasta

obtener 9 tubos
para cada muestra

4. Incubar los tubos a
352+ 0592Cpor24+2
horas

Figura N° 14: Determinacién para Coliformes Totales.




ANEXO N° 11

1. Observar los tubos de
LMX con luz UV

2. Agregar unas gotas de
: KOVAC a los tubo que
presentaron fluorescencia

3. Observar formacion de
anillo violeta que

confirma la presencia
positiva de E. coli

. .

I -
I Fo-

Figura N° 15: Determinacién de Escherichia coli




ANEXO N° 12

Diagrama para el aislamiento y determinacion de Salmonella spp



1. Pesar 25 gramos de
muestra

-
|

Jil

=

2. Luego transferirlos a
un frasco con 225 mL
de caldo lactosado

Luego tomar 0.1 mLe
inocular en otro tubo
que contenga 10 mL de
caldo Rappaport

Vassilidius (RV). /

5.tomar1mLe
inocular en un tubo
que contenga 10 mL

de caldo Tetrationato. |€——

3. incubar por 24
ha 352C

FE

l

4. Utilizar la dilucion
preparada con caldo
lactosado parala
determinacion de
salmonella de la
siguiente manera:

6. Luego se incubaron
los tubos anteriores por
24 horas a una
temperatura de 35°Cy
para Rappaport 42°C.

Figura N° 16:

7. Utilizar el tubo con caldo
Tetrationato inoculado y
Sembrar por método de
estrias en una placa petri
que contenga agar
Salmonella- Shigella y en
otra que contenga agar
sulfito bismuto.

8. De igual manera
proceder con el
tubo que contiene
caldo Rappaport
Vassilidius
inoculado.

Diagrama para el aislamiento y determinacion de Salmonella spp.




9. Incubar ambas
placasde 18248 h a

una temperatura de
35°C + 2°C 10. Luego observar el tipo de

_— colonias formadas
caracteristicas de Salmonella

B O

12. En medio de cultivo sulfito bismuto colonias con borde claro
con centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer
completamente negras. (A)

11. Las colonias tipicas de Salmonella spp. en medio de cultivo
Salmonella-Shigella son incoloras, generalmente con centro de
color negro.(B)

Figura N° 17: Continuacion diagrama para el aislamiento y determinacién de

Salmonella spp.



ANEXO N° 13

Pruebas bioldgicas para identificacion de Salmonella spp.



Agar TSI

1. Inocular por punzada en 2.Incubar a 37+ 19Cpor
el fondo y en estriaen la 1a2dias
superficie en el tubo con el
del medio agar TSI
inclinadn —>
Reaccion Indol
2. Agregar 0.5 mL
de reactivo de
1. Adicionar 1 mL Erlich formacién
de medio a un tubo de anillo rojo
2. Incubar por 24 indica prueba
horasa37 +1°C positiva

Figura N° 18: Pruebas bioquimicas para la identificacién de Salmonella spp



Rojo de Metilo

2. Agregar 1-2 gotas de
reactivo rojo de

1. Seinocula la colonia en metilo, anillo color rojo

prueba en un tubo con indica prueba positiva.
medio y se incuba por 24
horasa 37+ 19C

LA

- . i
Prueba de Movilidad
1. Se inocula la colonia en pruebay 2. Se confirma porla
se incubapor 24 horasa27 +1 2C formacién de crecimiento en
forma de sombrilla en el
medio.
R

Figura N° 19: Continuacion pruebas bioquimicas para la identificacién de
Salmonella spp



VOGES PROSKAUER

1. Se inocua la colonia en pruebay 2. Luego se agrega 3

se incuba por 24 horasa 37+ 1°C gotas de solucidn
alcohdlica de alfa naftol y
2 gramos de solucién de
hidréxido de sodio

\ ——» | 3. Color rosado luego de
15 minutos indica
reaccioén positiva

Figura N° 20: Continuacion pruebas bioquimicas para la identificacion de

Salmonella spp



ANEXO N° 14

Cuadro N° 8: Cuadro de caracterizacion bioquimica de Salmonella spp.

Simmons

cambia color

Prueba o | Resultados Reaccion de
Sustrato — . especies de
positivo negativo
Salmonella spp
Glucosa (TSI) Fondo amarillo negativo +
Lisina Fondo puarpura Fondo amarillo +
descarboxilasa
(LIA)
H2S (TSl y LIA) | Ennegrecimiento | Noennegrecimiento | +
Ureasa Rosa maravilla No cambia color -
Prueba de Indol | Violeta en | Amarillo en |-
superficie superficie
Voges — | Rosado - rojo No cambia color -
Proskauer
Rojo de Metilo Rojo difuso Amarillo difuso +
Citrato de | Crecimiento, azul | No crecimiento, no | V




ANEXO N° 15
DETERMINACION Y PRUEBA CONFIRMATIVA DE Staphylococcus aureus.



1. Pipetear 2. Depositar sobre 3 placas de

03,03y agar Baird Parker; Extender 3. Incubar a 352C de 45
0.4 mLde con esparcidor sobre la a48h

10t superficie. Dejar que el indculo

se absorba y luego invertir.

4 4

P p——e

S \
6. Tomar varias 5. Tomar colonias :
asadas y sospechosas y 4. Obser}/a.r colonias
colocarlas en un colocarlas en un tubo caracteristicas
tubo que que contiene BHI,
contiene plasma incubar por 24 horas
e incubar. a35¢C.

Figura N° 21: Determinacién y prueba confirmativa de Staphylococcus aureus.



7. Incubar en BM 8. Si no hay 9. Observar
de 35-372Cy coagulo la presencia
observar 6 horas a observar a 24h de coagulo

intervalode 1 h

Figura N° 22: Continuacion determinacién y prueba confirmativa de

Staphylococcus aureus



ANEXO N° 16

y |
i —
1. Tomar con asa 2. Folocar en el porta 3. Cubrir con un
bacterioldgica de objetos una gota de cubreobjetos y observar
la dilucién 10™ Lugol. al microscdpio con
dos asadas Agregar el inoculo. objetivo 40X

Figura N° 23: Determinacién de parasitos por método directo, tincion con Lugol.



ANEXO N° 17

'

'

e LU B B

P TE

Figura N° 24: Presencia de fluorescencia con luz UV en la determinacion de

Escherichia coli.

Figura N° 25: Presencia de anillo rojo-violeta.



Anexo N° 18

Figura N° 26: Resultados positivos para determinacion de Salmonella en agar

Salmonella-Shigella y Tetrationato.

Figura N° 27: Crecimiento de colonias negras en Baird Parker



ANEXO N° 19

Cuadro N° 7 Resultados de pruebas bioquimicas para Salmonella spp.

Cddigo | Tipo de Pruebas Realizadas Resultado
de | Muestia = Tingol | V-P | RM | Citrato | Mv

Muestra
1A-MA2 | Encurtido + - + + + - Negativo
1B-MA3 Salsa + + - - + - Negativo
1C-MA3 Salsa + + - + + - Negativo
1D-MA1 | Pupusa + - - - + - Negativo
1D-MA2 | Encurtido + - + + - - Negativo
1D-MA3 Salsa + - - - + - Negativo
3D-MA1l | Pupusa + - - - + - Negativo
3D-MA3 Salsa + - - - + - Negativo
2E-MA1 | Pupusa + + + + + - Negativo
2E-MA3 Salsa + + + + + + Negativo
2F-MA2 | Encurtido + + - + - - Negativo
2F-MA3 Salsa + + + + + - Negativo

(+): Positivo, (-): Negativo, V-P: Voges Proskauer, RM: Rojo de Metilo, Mv: Movilidad




ANEXO N° 20

b) Ascaris lumbricoides ¢) Ascaris lumbricoides
huevo fértil huevo infértil adulto

d) Giardia intestinales, quiste  d) Entamoeba coli, quiste e) Entamoeba coli, quiste
dos nucleos cuatro nicleos

Figura N° 28: Imagenes de la morfologia de parésitos a), b) y c) Ascaris

lumbricoides, d) Giardia intestinalis y d) y e) Entamoeba coli



