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1. INTRODUCCION

Staphylococcus es un género de bacterias grampositivas,

Resumen.

Introduccion: Staphylococcus aureus es un microorganismo responsable de ocasionar
patologias en la piel, infecciones entre otras. Puede crecer en entornos con o sin presencia
de oxigeno, lo que permite su facil proliferacion en los alimentos.

Objetivo: Determinar la presencia o ausencia de Staphylococcus aureus en lasensaladas
cocidas que se expenden en el mercado 12 de abril de la ciudad de Cuenca.
Metodologia: El estudio fue cuantitativo, observacional, descriptivo, de campo yde corte
transversal. El universo estuvo conformado por 7 puestos expendedores de ensaladas
cocidas del Mercado 12 de abril, de los cuales se recolectaron 32 muestras en el mes de
julio del 2023. Asi, por medio de placas Compact Dry SA fue posible cuantificar unidades
formadoras de S. aureus.

Resultados: EI 5% de las muestras de ensaladas cocidas inoculadas no presentaron un
crecimiento de UFC/mg en el alimento, cumpliendo con los pardmetros requeridos,
mientras que un 95% de las muestras presentan un crecimiento considerable superando
los valores normales permisibles segiin la Norma Sanitaria Peruana NTS N° -N-
MINSA/DIGESA-V.XIV.1.

Conclusion: Se determino la presencia de S. aureus en ensaladas cocidas expendidas en
el Mercado 12 de abril de la ciudad de Cuenca, por medio de placas Compact Dry SA.
Palabras Clave: Staphylococcus aureus, ensaladas cocidas, microorganismos,
manipuladores, enfermedad de transmision alimentaria.

Abstract:

Introduction: Staphylococcus aureus is a microorganism responsible for causing skin
pathologies, infections, among others. It can grow in environments with or without
oxygen, which allows its easy proliferation in food, for example, in cooked salads, due to
incorrect handling during the entire preparation and packaging phase.

Objective: To determine the presence or absence of Staphylococcus aureus in the cooked
salads sold in the “12 de Abril” Market in Cuenca.

Methodology: The study was quantitative, observational, descriptive, field, and cross-
sectional. The universe consisted of 7 stalls selling cooked salads at the “12 de Abril”
Market, and 32 samples were collected in July 2023. Thus, it was possible to quantify
forming units of this microorganism using Compact Dry SA plates.

Results: The results showed that 5% of the inoculated cooked salad samples did not
present growth of CFU/mg in the food, meeting the required parameters. In comparison,
95% of the samples presented a considerable growth exceeding the average permissible
values according to the Peruvian Sanitary Standard NTS N° -N-MINSA/DIGESA-
V.XIV.1.

Conclusion: The presence of S. aureus was determined in cooked salads sold in the “12
de Abril” Market in Cuenca using Compact Dry SA plates.

Keywords: Staphylococcus aureus, cooked salads, microorganisms, handlers, foodborne
illness.

pertenecientes a la familia

Staphylococcaceae, que se caracterizan por su estructura esférica (cocos), por formar racimos que pueden
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observarse microscopicamente y ademas por ser anaerobias facultativas, es decir que crecen en presencia
0 ausencia de oxigeno. S. aureus es una de las especies mas estudiadas y conocidas de su género, dado que
se encuentra comunmente en la piel y en las mucosas del ser humano. Y pese a que varias personas son
portadoras asintomaticas, ello no exime su capacidad para ocasionar una amplia variedad de infecciones y
enfermedades en el organismo: desde patologias leves en la piel hasta infecciones graves a nivel sanguineo,
0seo, cardiaco, respiratorio (neumonia), entre otras (Ulusoy et al., 2017; Hennekinne et al., 2012; Torres et
al., 2021).

Una caracteristica distintiva de Staphylococcus aureus es la produccion de la enzima catalasa, estas
especies son bacterias anaerobias facultativas, que pueden crecer en presencia o0 ausencia de oxigeno, gran
parte de las especies de Staphylococcus son fermentadoras de glucosa, la cual la utilizan como fuente de
energia por procesos de fermentacion, presentan una alta capacidad para crecer en ambientes ricos en sal,
Ilegando a colonizar alimentos salados. (Camparia, 2021; Tong et al., 2015).

La importancia de estas bacterias es tal que en varios paises se han realizado multiples estudios
sobre su presencia en ensaladas cocidas y en otros alimentos, principalmente enfocados en la frecuencia de
contaminacion alimentaria, la carga bacteriana y la presencia de cepas resistentes a antibioticos. Uno de
ellos es el realizado en 2021 en Brasil, el cual desarroll6 modelos predictivos para el crecimiento de
Staphylococcus aureus en ensalada de brocoli cocido. El proceso consistio en inocular 10 g de brécoli, que
fueron almacenados a cuatro distintas temperaturas: a 10 °C, el microorganismo mostré un desarrollo lento;
por el contrario, a 20 °C, 30 °C y 37 °C alcanz6 un crecimiento de 9 log UFC/g. Los resultados demuestran
entonces que S. aureus es capaz de producir una cantidad de enterotoxina suficiente para provocar
intoxicacion alimentaria, considerandose asi un riesgo potencial para los consumidores (Kothe et al., 2021;
Cisterna et al., 2018).

En Ecuador también existen varias investigaciones efectuadas en los tltimos afios relacionadas con
la calidad microbioldgica de los alimentos. Una de ellas es la de Salazar-Llorente et al. (2021), quienes
analizaron 450 muestras de carne molida, pollo crudo, queso fresco, encebollado, bolon, ensaladas frias,
jugos de frutas, entre otras de mercados populares ubicados al aire libre en Quito, Guayaquil y Cuenca.
Tras el andlisis llevado a cabo por el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador, ubicado en
Guayaquil, se evidencié que los niveles de bacterias aerobias mesofilas fueron de 0.3 log UFC/gy 7.0 log
UFC/g en todas las muestras, mientras que los recuentos generales de Coliformes totales, Coliformes
fecales y Escherichia coli se encontraban por debajo del limite de deteccion permitido (0.48 log CFU/Q).

Las muestras de Guayaquil alcanzaron niveles de bacterias aerobias mesofilas totales bastante
elevados en comparacion con las demas; el conteo de coliformes totales de las muestras de Quito y
Guayaquil fue mucho mayor que las de Cuenca; finalmente, los niveles de coliformes fecales superaron a
las de Quito (Salazar-Llorente et al.). (2021). En resumen, la alta prevalencia de microorganismos es
consecuencia de la incorrecta manipulacion, mal almacenamiento, falta de higiene y contacto directo con

los alimentos.
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Otro estudio realizado en el afio 2022 en San Pablo, se considero cuatro grupos de alimentos como
el arroz cocido, ensaladas frescas, frutas frescas y pescado cocido, de los cuales se tomé dos muestras de
60gr, colocados en bolsas de plastico estériles. Los resultados microbioldgicos determinaron elevadas
cantidades de coliformes en tres de los cuatro grupos de alimentos. Sin embargo, los demas
microorganismos evaluados estan en los rangos normales establecidos en la Norma Peruana. (Guadalupe
et al., 2022; Norma Sanitaria de Calidad Sanitaria e Inocuidad, 2008)

Cabe destacar, que los resultados corresponden a Staphylococcus aureus, E. coli y Salmonella spp.
no coinciden con los del estudio anterior, ya que, dichos valores se encuentran dentro de los valores exigidos
por la Normativa. No obstante, la presencia de coliformes totales revela que las practicas de fabricacion y
manipulacion de alimentos podrian tener fallas, ya que, son susceptibles a la contaminacion de otro tipo de
bacterias patdgenas. (Guadalupe et al., 2022).

Es importante acotar que Staphylococcus aureus tiene varios factores de virulencia y gran variedad
de exoproteinas que permiten la colonizacion de nuevos habitats. Ademas, posee enterotoxinas
estafilocOcicas, organismo que puede ingerirse en alimentos contaminados, causar infecciones e
intoxicaciones agudas, producir cuadros clinicos a nivel de la piel y de tejidos blandos y desencadenar
algunos sintomas asociados como vomitos, nauseas, dolores abdominales, diarrea y, en casos Severos,
dolores de cabeza, calambres musculares, cambios en la presion arterial, por nombrar unos cuantos. Sin
embargo, no siempre se presentan sintomas, ello depende de la susceptibilidad del individuo, la cantidad
de alimento ingerido, las toxinas presentes en el alimento y de la salud general de la persona. Ademas,
tampoco hay una dosis tdxica exacta, pues determinados casos han ingerido un nanogramo de toxina por
gramo de alimento, lo que ha sido suficiente para desarrollar sintomatologia (Paparella et al., 2018).

Ante lo expuesto, se considera importante efectuar un estudio en el Mercado 12 de Abril de Cuenca,
lugar en el que existen alrededor de cinco puestos expendedores de ensaladas cocidas y que ademas es uno
de los mas grandes proveedores de alimentos cocidos a nivel local. El objetivo es determinar la presencia
de Staphylococcus aureus en estas ensaladas a través de un analisis microbiol6gico de laboratorio por medio
30 muestras recolectadas en julio de 2023. Los resultados son relevantes tanto a nivel académico como
social, ya que develan la calidad de los alimentos expenden al publico y los riesgos para la salud de los
consumidores.

2. METODOLOGIA O MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque de la investigacion
La presente investigacion es cuantitativa, de tipo observacional, de disefio descriptivo, de campo y de
corte transversal.

2.2. Unidades de analisis
Las unidades de analisis para el estudio son:

e Staphylococcus aureus: microorganismos Gram positivos, esféricos, presentes de forma aislada en

cadena o en racimo. La produccion de su enzima catalasa es muy distintiva dado que crece en
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presencia o0 ausencia de oxigeno; ademas, es fermentadora de glucosa, elemento usado como

fuente de energia (Campafia, 2021).

e Muestra de ensalada cocida: porcion de alimento tomada directamente de los puestos
expendedores. En el estudio se la concibe como una variable cualitativa nominal, con una escala
de medicidn que sefiala si existe 0 no la presencia de microorganismo.

2.3. Técnicas de recoleccion
La recoleccion de las muestras de ensaladas se baso en la Normativa Técnica Ecuatoriana NTE

INEN 1529-2-2013 Control microbiol6gico de los alimentos, toma, envio y preparacion de muestra para
el analisis microbioldgico (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2013). Todas se tomaron
directamente con asepsia: de cada una se colocaron 100 g en bolsas estériles con su respectiva rotulacion,
almacenadas en un contenedor para protegerlas de condiciones ambientales que alteren las condiciones
microbioldgicas. Luego, en el lapso de una hora se transportaron a los laboratorios de microbiologia de
alimentos de la carrera de Bioguimica y Farmacia de la Universidad Catdlica de Cuenca para el respectivo
analisis.

Con respecto a las diluciones de trabajo también estuvieron alineadas a la normativa antes
mencionada:

Primera dilucion 1/10: con una pinza estéril se colocaron 10 g de la muestra con 90 mL de agua
de peptona en un stomacher. Se homogenizé durante 30 segundos y sin superar los dos minutos para evitar
el sobrecalentamiento de las cuchillas.

Segunda dilucién 1/100: con el apoyo de una pipeta estéril se colocd 1 mL de la dilucion 1/10 en
un tubo con 9 mL de agua de peptona.

Tercera dilucion 1/1000: con una pipeta estéril se dispuso 1 mL de la dilucion 1/100 en un tubo
con 9 mL de agua de peptona.

- Pruebas bioquimicas confirmatorias: Una vez realizada la siembra en las placas Compact Dry
SA, y al observar las colonias, fue necesario verificar que sean de Staphylococcus aureus mediante
las siguientes pruebas confirmatorias:

Catalasa: la prueba se lleva a cabo a temperatura ambiente para corroborar la presencia de la enzima
que cataliza la descomposicion del peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Para tal efecto, es necesario
contar con agua oxigenada al 30 %, colonias de interés y portaobjetos.

- Procedimiento: se colocan tres gotas del agua oxigenada sobre el portaobjeto. Con un aza se toma
la muestra de la colonia que mejor caracteristicas posea, y una vez gque entra en contacto genera una
reaccion de efervescencia, lo que indica resultado positivo para la presencia de Staphylococcus
aureus.

Coagulasa: enzima capaz de desnaturalizar la fibrina del plasma. El proceso consiste en colocar

500 uL de plasma citratado en un tubo de ensayo; posteriormente, con una aza microbioldgica se toma una
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colonia significativa y se homogeniza e incuba entre dos a cuatro horas. El resultado es positivo al formarse
un coagulo, tal como lo expone el Grafico 2.
2.4. Procesamiento y analisis de la informacion
Los datos se organizaron en Microsoft Excel 2019. A través de estadistica descriptiva se
clasificaron los resultados en tablas de doble entrada con el propoésito de determinar la ausencia y/o
presencia de Staphylococcus aureus, asi como para detallar las pruebas bioquimicas realizadas para la
confirmacion del microorganismo y determinar si cumplen o no con los parametros establecidos por la
Norma Sanitaria Peruana NTS N° -N-MINSA/DIGESA-V.XIV.1.
3. RESULTADOS Y DISCUSION
Resultados
Una vez analizadas las 30 muestras de los cinco puestos expendedores de ensaladas cocidas del
Mercado 12 de abril, se registraron los resultados expuestos a continuacion.

Tabla 1. Distribucion de la muestra segun tipo de crecimiento de Staphyloccocus aureus en el Mercado 12 de
abril, julio del 2023

DILUCION  CRECIMIENTO UFC DES. CRECIMIENTO UFC DES. TOTAL
POSITIVO AUREUS /G NEGATIVO AUREUS / G

1:10 | 25 (95%) MNPC 5 (5%) 0 UFC 30 (100%)

1:100 | 25 (95%) MNPC 5 (5%) 0 UFC 30 (100%)

1:1000 | 25 (95%) MNPC 5 (5%) OUFC 30 (100%)

La Tabla 1 evidencia que 25 muestras tuvieron resultado positivo para la presencia de
Sthapyloccocus aureus con placas MNPC (muy numeroso para contar) y apenas 5 no presentaron
crecimiento de colonias de este microorganismo.

Tabla 2: Requerimiento de criterios microbioldgicos, permisible establecido por la Norma Sanitaria
Peruana NTS N° -N-MINSA/DIGESA-V.XIV.1.

REQUERIMIENTO MUESTRAS PORCENTAJE TOTAL
PERMISIBLE

NO | 25 95 % 30 (100%)

Sl | 5 5% 30 (100%)

La tabla 2 indica que 25 muestras tuvieron un crecimiento considerable e incontable de colonias de
Staphylococcus aureus que, en relacién a la normativa esta no es apta para el consumo humano.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas confirmatorias: Catalasa y Coagulasa.

DILUCION CATALASA COAGULASA TOTAL
1:10 | Positivo (95%) Negativo (5%) 30 (100%)
1:100 | Positivo (95%) Negativo (5%) 30 (100%)

1:1000 | Positivo (95%) Negativo (5%) 30 (100%)

La Tabla 3 detalla los resultados de las pruebas bioquimicas confirmatorias realizadas en el

laboratorio de alimentos de la Universidad Catélica de Cuenca.
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Gréafico 2: Formacion del codgulo de tipo 2+ como lo indica la normativa NTE INEN 1529-1 como

resultado de la prueba biogquimica positiva para Staphylococcus aureus.

Grafico 3: Resultado de la prueba de catalasa que indica si el contacto de una colonia —seleccionada al
azar— con agua oxigenada al 15 % genera una reaccion de efervescencias y, por ende, es positiva para
Staphylococcus aureus.

Discusiones

Una vez concluida la revision bibliografica referente al tema de investigacién, no se encontraron
trabajos y/o investigaciones que hablen de manera especifica de la presencia de S. aureus en ensaladas
cocidas. Sin embargo, se recolect6 informacidn de algunos trabajos y/o investigaciones similares, que
sirvieron de referencia para el desarrollo del presente articulo.

El estudio examind la presencia de Staphyloccocus aureus en ensaladas cocidas del Mercado 12
de abril de Cuenca. Los analisis determinaron que en el 95 % de las muestras crecia S. aureus, hecho que

implica un riesgo de contaminacion considerable, por lo que se procedio a efectuar pruebas bioguimicas,
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especificamente de coagulasa y catalasa (Tabla 2), que confirmaron la presencia del microorganismo.
Apenas el 5 % de las muestras obtuvieron un resultado negativo de la bacteria.

La identificacion y presencia de Staphyloccocus aureus en ensaladas cocidas es un dato crucial,
dado que demuestra la inadecuada manipulacion por parte de los expendedores y/o el mal empaquetado del
producto que ocasiona que el microrganismo se propague facilmente y produzca infecciones y
enfermedades gastrointestinales graves a quien consuma esos alimentos contaminados. Es importante
destacar que el crecimiento de S. aureus fue variado segun las diluciones: 1:10, 1:100 y 1:1000. En 25
muestras se detecto crecimiento de colonias, un nivel de contaminacién considerable que afecta la calidad
del producto listo para el consumo humano; por otro lado, solo 5 muestras no evidenciaron crecimiento
alguno, por lo que tuvieron un adecuado manejo sin un ambiente apto para el crecimiento de la bacteria.
Los hallazgos demuestran la necesidad de adoptar de manera emergente normas y acciones de control y
prevencion para asegurar la calidad microbioldgica de las ensaladas cocidas comercializadas en el mercado.

Tomando en cuenta lo mencionado, se hizo una comparacién con el trabajo de investigacion de
Soto. (2015), en el cual se realiz6 un analisis de la presencia de S. aureus en los alimentos preparados en el
sector PECA, ubicado en la via Daule, parroquia Tarqui, de la ciudad de Guayaquil; en la cual, se analizd
20 muestras escogidas al azar, de distintos puestos de comida, que expendian comida como ceviches, queso,
salsas de mani, ensaladas (cocidas y frias), pasteles, salchipapas, entre otros; donde, el analisis de ensaladas
dio resultados de 110 UFC/g, 111 UFC/g y 120 UFC/qg, es decir, que todas se encontraban sobre el limite
de los valores permisibles establecidos en la Norma Sanitaria Peruana NTS N° -N-MINSA/DIGESA-
V.XIV.1; dando un resultado positivo para la presencia de S. aureus.

También, se constatd con el estudio anteriormente mencionado de Salazar-Llorente et al. (2021), en
el cual, el afio 2021 analizaron 450 muestras de carne molida, pollo crudo, queso fresco, encebollado, bolon,
ensaladas frias, jugos de frutas entre otras de mercados populares ubicados al aire libre en Quito, Guayaquil
y Cuenca. Tras el analisis llevado a cabo por el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador,
ubicado en Guayaquil, se evidenci6 que los niveles de bacterias aerobias mesoéfilas fueron de 0.3 log UFC/g
y 7.0 log UFC/g en todas las muestras, mientras que los recuentos generales de Coliformes totales,
Coliformes fecales y Escherichia coli se encontraban por debajo del limite de deteccién permitido (0.48
log UFC/qg).

Para identificar la presencia y crecimiento de Staphyloccocus aureus es crucial el rol del bioquimico
farmacéutico, pues se emplean una serie de protocolos, técnicas y procedimientos estandarizados durante
el andlisis microbiolégico. Ademas, se requiere un adecuado manejo de las muestras, la elaboracion de
medios de cultivo, la determinacién de resultados y la verificacion de valores en las normativas sanitarias
establecidas con el fin de garantizar la confiabilidad de los resultados.

En sintesis, los datos obtenidos en la cuantificacion de S. aureus hacen hincapié en la necesidad de

reforzar y tener mas vigilancia de las normas de control sanitarias, como también aplicar protocolos que
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garanticen el adecuado manejo y manipulacién del producto para evitar la propagacion de microorganismos
gue pongan en riesgo la salud del consumidor.
4. CONCLUSIONES:

El 95 % de las muestras de ensaladas cocidas recolectadas en el Mercado 12 de abril de Cuenca
durante el mes de julio del 2023 se determind la presencia Staphylococcus aureus; por medio de placas
Compact Dry SA donde se observo el crecimiento mesurado e incontable del microorganismo en todas las
diluciones, sobrepasando inclusive los niveles aceptables establecidos por la Norma Sanitaria Peruana NTS
N° -N-MINSA/DIGESA-V.XIV.1

Del 100% de las muestras procesadas, el 95% indican una contaminacion por Staphylococcus
aureus, y en comparacion con la normativa NTE INEN 1529-14 los parametros se encuentran sobre los
niveles establecidos, ya que, en las 25 placas se pudo evidenciar un crecimiento de numero estimado de
unidades formadoras de colinas (Ne de UFC ) de Sthapylococcus aureus / g= >1.0 x 10? y tan solo el 5%
no hubo crecimiento de Staphylococcus aureus Ne de UFC de Sthapylococcus aureus /g de alimento es <
1.01 x 102

Por medio de este estudio se determin que existe una contaminacion en el producto final ya sea
por factores externos, como la temperatura o el transporte, ya que, se requiere de 1 a 5 promedio para que
el microrganismo produzca la toxina para que contamine el alimento, aunque, la ensalada cocida sea un
alimento que se consuma de manera inmediata el tiempo transcurrido entre la elaboracion, el transporte,
la exhibicion y venta permite que la bacteria se desarrolle libremente por el alimento, segin la normativa
peruana NTS N° -N-MINSA/DIGESA-V.XIV.1, y los resultados obtenidos en esta investigacion se
puede indicar que el producto no cumple con los parametros permisibles por lo que su consumo puede
generar un riesgo para la salud del consumidor.

Este hecho da paso a plantear que existe una incorrecta manipulacion del producto y que las
condiciones de preparacion no son dptimas, situacion preocupante en vista de que pone en riesgo la salud
del consumidor. Es vital efectuar controles microbioldgicos y establecer medidas estrictas para la
dispensacidn de alimentos preparados y listos para el consumo humano. Ademas, es importante identificar
el punto critico de contaminacién para asi capacitar a los emprendedores sobre el manejo de materia prima,
empaque Yy distribucion.
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