Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. XVIII, N° 6, 739 - 744, 2008

EVALUACION MICROBIOLOGICA Y DETECCION DE
ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCCICAS EN ENSALADAS
DE MOLUSCOS Y VEGETALES

Microbiological Evaluation and Staphylococcus aureus Enterotoxin Detection in Shellfish
and Vegetable Salads

Maria M. Torres

Fundacién La Salle de Ciencias Naturales. Estacion de Investigaciones Marinas de Margarita, EDIMAR. Apdo. Postal 144,
Porlamar. Estado Nueva Esparta, Venezuela, 6301. E-mail: mariafachon@yahoo.es.

RESUMEN

Un importante renglon de la pesca en el oriente de Venezuela
es el de los moluscos. Las inadecuadas condiciones higiénicas
cuando se preparan alimentos con estos productos y su venta
en las playas sefialan la importancia de ejercer un estricto con-
trol sanitario. El objetivo del trabajo fue evaluar la calidad micro-
biolégica y detectar enterotoxinas de Staphylococcus aureus en
ensaladas de moluscos con vegetales vendidas en las playas
de la Isla de Margarita, Venezuela en los afios 2004-2005. Se
analizaron 63 unidades de muestra pertenecientes a 21 mues-
tras. El 47,6% de las unidades super6 los 10 NMP/g de E coli.
El 79,3% tuvo recuentos mayores a 10* UFC/g de microorganis-
mos aciduricos y el 57,1% mayor a 10° UFC/g de aerobios me-
sofilos. Se detectaron enterotoxinas estafilococcicas en el 8%
de las muestras, (4,8% del tipo A'y 3,2% del tipo B). En general,
el 64,3% de las muestras no cumplié alguno de los requisitos in-
ternos del laboratorio de microbiologia. Se hallé relacion signifi-
cativa (r de Pearson) entre los recuentos de aerobios mesofilos
y los de microorganismos aciduricos (r= 0,52; P<0,05), al igual
que entre los coliformes fecales y S. aureus (r= 0,43; P<0,05),
sugiriendo el incumplimiento de varias normas higiénicas, esta-
blecidas por organismos de la salud publica. Se concluye que
estas ensaladas presentan un alto riesgo de generar problemas
de salud a quienes las consumen.
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ABSTRACT

Mollusks represent an important fishing product in Venezuela’s
easthern region. Inadequate hygienic conditions applied in its
preparation and sale at the beaches indicate the importance of
a strict sanitary control. The objective of this research was to
evaluate the microbiological quality and detect enterotoxins of
Staphylococcus aureus in mollusks and vegetable salads sold
at Margarita Island beaches during 2004-2005. Sixty three
sample units were analyzed from to 21 samples, finding that
47.6% of them surpassed the 10 MPN/g of E coli. 79.3% had
counts higher than 10°CFU/g of aciduric microorganisms, and
57.1% higher than 10*CFU/g of mesophilic aerobic. Staphylo-
coccal enterotoxins were detected in 8% of the samples (of
4.8% type A and 3.2% of type B). In general, 64.3% of the
samples did not fulfill some of the microbiological require-
ments. A significant relation (r of Pearson) exists between the
counts of mesophilic aerobic and those of aciduric microorga-
nisms (r= 0.52; P<0.05), as well as between fecal coliforms
and S. aureus (r= 0.43; P<0.05). These findings suggest the
breach of several hygienic norms. As a conclusion, these sa-
lads convey a high risk of generating health problems to those
who consume them.

Key words: Mollusks salad, enterotoxins, Staphylococcus au-
reus, food handling.

INTRODUCCION

Los moluscos no solo son muy apetecidos e importantes
dentro de una dieta equilibrada, pues su composicién en pro-
teinas y minerales es alta [21]. Ademas, es uno de los renglo-
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nes de la pesca que mas se consume en la region oriental de
Venezuela.

Pero también muchos son los factores asociados a en-
fermedades transmitidas por su consumo, destacando los mo-
luscos crudos o apenas cocidos, cuyo almacenamiento y co-
mercializacion han sido inadecuado. Una de las formas de pre-
sentacion de este alimento, las ensaladas de moluscos y ve-
getales, se convierte en un medio favorable para la prolifera-
cion de agentes patdgenos para la salud publica, que dan ori-
gen a brotes de enfermedades y también, de otras bacterias
que causan el deterioro o alteracién del producto [27].

Las causas por las que en un alimento se desarrollen las
bacterias patdégenas en numeros significativos pueden ser va-
rias, entre las cuales estan el mantenimiento de los alimentos
a temperaturas que permiten el crecimiento de los microorga-
nismos potencialmente peligrosos [2], coccidén y/o recalenta-
miento insuficientes, equipos de cocinas contaminados, defi-
ciente higiene del personal y preparaciéon de alimentos con un
dia 0 mas tiempo de antelacion. Todo ello debido principal-
mente, a manipuladores de alimentos que no conocen las nor-
mas respectivas [19].

Las enfermedades transmitidas por alimentos pueden ge-
nerarse a partir de un alimento o de aguas contaminadas. Son
llamadas asi porque el alimento actia como vehiculo de trans-
mision de organismos dafiinos y sustancias tdxicas. Una bacte-
ria que produce una sustancia tdxica, denominada enterotoxina,
es el Staphylococcus aureus [28].

Las enterotoxinas son proteinas de cadena simple no ra-
mificada, solubles en agua y con un peso molecular relativa-
mente bajo. Las enterotoxinas estafilocdcicas son producidas
por cepas muy especificas, sin embargo una de ellas es capaz
de sintetizar mas de un serotipo. Actualmente se diferencian por
su actividad seroldégica no menos de 7 enterotoxinas que se de-
signan A, B, C1, C2, C3, D, E y F. La produccién de enterotoxi-
nas por cepas de S. aureus depende de la calidad del sustrato,
el pH, ademas de otros compuestos quimicos y de los microor-
ganismos competidores. Los alimentos asociados con los bro-
tes de intoxicaciones alimentaria son las ensaladas frias, pro-
ductos avicolas, dulces de crema, productos lacteos entre otros
[18]. Luego de una a seis horas de ingerida se presentan nau-
seas, dolores abdominales, vomitos, diarrea, dolor de cabeza,
sudoracion y en casos severos, postracion, deshidratacion y
shock, pero raramente resultan fatales [4].

La venta de alimentos en las calles puede constituir un
factor positivo si se toma en cuenta la capacidad de generar
empleo, movilizar recursos y satisfacer la obtencion de comi-
das rapidas. Sin embargo, las frecuentemente inadecuadas
condiciones higiénicas en la preparacion y venta hacen impor-
tante mantener el control sanitario de esta actividad [29].

Varios alimentos preparados se expenden de manera
ambulante en las calles y balnearios de la Isla de Margarita;
uno de ellos es la ensalada de moluscos con vegetales, que
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es consumida, tanto por la comunidad local como por los turis-
tas. El objetivo de este trabajo consistié en evaluar la calidad
microbioldgica y detectar la presencia de toxinas producidas
por S. aureus en ensaladas de moluscos y vegetales, conoci-
das popularmente con el apelativo de "siete potencias”, que se
expenden en las playas de la region. La informacion obtenida
dara a conocer a las autoridades sanitarias si este producto
acata las normas higiénicas conocidas como buenas practicas
de manipulacion de alimentos.

MATERIALES Y METODOS

Toma de Muestras

Las muestras de ensaladas de moluscos con vegetales,
del tipo denominado “siete potencias” se preparan con varios
moluscos, previamente sometidos a una coccion para extraer-
los de las conchas. Entre ellos estan: mejillon verde (Perna vi-
ridin), pepitona (Arca zebra), tripa perla (Pinctada imbricata),
vaquitas (Strombus pugilis), botuto (Strombus gigas) y otros,
aderezados con vinagre, pimenton, cebolla y aji. Las ensala-
das analizadas se adquirieron directamente a un total de 16
vendedores ambulantes que comercializaban su producto en
ocho playas de la Isla de Margarita durante los afios 2004-
2005. En varias oportunidades, y por vendedores, se captaron
tres unidades de muestra, cada una con un peso aproximado
de 100 g. Inmediatamente después de adquiridas, se traslada-
ron hasta el laboratorio en una cava de plastico con hielo. Se
analizaron un total de 63 unidades de muestra pertenecientes
a 21 tomas de muestras del producto.

Métodos de Analisis

Para la preparacion de las muestras se siguieron los
procedimientos de acuerdo a la normativa vigente [10]. Se lle-
varon a cabo determinaciones del nimero mas probable
(NMP/g) de coliformes fecales y de Escherichia coli [14]. Tam-
bién se hicieron recuentos (UFC/g) de aerobios mesdfilos a
32°C [9], de S. aureus [11], de mohos y levaduras [12] y micro-
organismos aciduricos [13]. Por otra parte se determin6 el pH
[8] y se detecto la presencia de enterotoxinas de S. aureus A,
B, C y D, mediante el inmunoensayo de aglutinacion latex [15]
(Kit Reversed Passive Latex Agglutination de la Oxoid Ltd.,
Hampshire, Reino Unido).

Analisis estadisticos

Los datos fueron transformados a log base 10 y luego se
aplico un andlisis de varianza (ANOVA de una sola via) con
a<0,05 para determinar si existian diferencias significativas en
cada uno de los parametros evaluados. En aquellos donde
existian diferencias significativas se realiz6 la prueba a poste-
riori de rango multiple y se aplicé un analisis de coeficiente de
correlacion de Pearson (r de Pearson) para verificar si habia o
no relacién entre las diferentes variables evaluadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la TABLA | se expone la distribucién porcentual de la
determinacion del nimero mas probable (NMP/g) de coliformes
fecales y E. coli. En lo que se refiere a este Ultimo grupo de mi-
croorganismos, un 47,6%, excedidé el valor limite (m) de 10
(NMP/g) [16]. Esto revela una inadecuada manipulacion del ali-
mento durante la preparacion y/o comercializacion, pues la mis-
ma se realiza a temperaturas que contribuyen a la multiplicacién
de las bacterias. En la normativa venezolana se especifica que
esta temperatura deberia ser inferior a 7°C [23], para minimizar el
crecimiento de las bacterias. Tanto de las patdgenas como las de
deterioro. La E. coli es un microorganismo cuyo habitat natural es
el tracto digestivo del hombre y de otros animales de sangre ca-
liente. La presencia de esta bacteria en un alimento se interpreta
generalmente como contaminacién directa o indirecta de origen
fecal [26]. Sin embargo, puesto que los coliformes pueden multi-
plicarse fuera del cuerpo animal, su presencia en alto nimero en
un producto alimenticio puede indicar no una contaminacién ini-
cial intensa, sino mas bien, un manejo inapropiado que permitié
la multiplicacion de estos organismos [2], particularmente debido
a la temperatura ambiente de la regidbn neoespartana que es de
unos 26°C [22].

En la TABLA Il se presenta la distribucion porcentual de
los recuentos (UFC/g) de microorganismos aciduricos, aero-
bios mesdfilos, mohos, levaduras y S. aureus. Se encontraron
recuentos de aciduricos superiores a 10* UFC/g en un 79,3%
de las unidades de muestra analizadas y mayores a 10° UFC/g
de aerobios mesofilos en un 57,1% de las mismas [5, 26]. Un
recuento de aerobios mesofilos por encima de los valores per-
mitidos no significa necesariamente que se hallen presentes
bacterias patégenas. No obstante, una operacion que produce
alimentos que exceden a un estandar de calidad particular,
mas a menudo de lo que es esperado, pudiera ser visto como
falta de control y como tal, presentar un alto riesgo de preparar
alimentos que contengan patdégenos [25]. Ademas son poco
aconsejables recuentos superiores de 108 - 107 UFC/g pues
suelen ser ya inicio de descomposicion del alimento [30].

Aunque los hongos toleran mejor la acidez que las bac-
terias [7], los recuentos, tanto de mohos como de levaduras,

no superaron a los de aerobios mesdfilos. En un 69,8% de las
muestras no crecieron mohos (<10 UFC/g, recuento estima-
do), mientras que en solo el 19% de los recuentos de levadu-
ras supero la cifra de 10* UFC/g. Generalmente, las levaduras
suelen crecer mejor bajo las condiciones intrinsecas que se
dan en el producto analizado, particularmente por los valores
de pH obtenidos (de 4,1 a 7,7, con un promedio de 5). Una de
las causas de los altos recuentos de aerobios mesdfilos y mi-
croorganismos aciduricos pudiera haber sido, que estos gru-
pos de bacterias encontraron los nutrientes y el medio ambien-
te requeridos para su desarrollo y por tanto se multiplicaron en
mayor cantidad que los mohos vy las levaduras [17]. Como es
de conocimiento general, la tasa de crecimiento de las bacte-
rias es mayor que la de levaduras o mohos. Solo cuando exis-
ten condiciones que restringen el crecimiento de las bacterias,
por ejemplo, una actividad de agua reducida, o valores de pH
extremos, es que los hongos (mohos y levaduras) suelen mul-
tiplicarse y llegan a ser dominantes [2].

En el caso de los recuentos de S. aureus, todos los re-
cuentos fueron menores de 10° UFC/g y en el 75,5% de las
muestras, no crecié este organismo. Entre las bacterias paté-
genas, se estima que E. coliy S. aureus suelen ser las mas re-
sistentes cuando se someten a ambientes con bajos valores
de pH. La bacteria S. aureus, aunque resiste un pH de 4,2, su-
fre una fuerte reduccion de su crecimiento [7]. Se conoce que
el pH 6ptimo para el desarrollo de esta bacteria se encuentra
entre 6 y 7, con valores extremos de 4 y 10; aunque la produc-
cion de toxinas se lleva a cabo entre unos valores de pH mas
limitados, y escasamente en valores por debajo de 6 [20]. Se
ha sugerido que S. aureus enterotoxigénico no compite bien
contra la microflora normal presente en muchos tipos de pro-
ductos agricolas [3] y ésta podria ser la causa de que esta
bacteria no haya obtenido altos recuentos en las muestras
analizadas.

Las deteccion de enterotoxinas estafilococcicas (FIG. 1)
en la mayoria de los reportes es del tipo A [17]. En el presente
trabajo, solo el 8% de las muestras evaluadas fueron positivas
para la prueba 4,6% para el tipo Ay 3,2% del tipo B. La inges-
ta de alimentos contaminados con toxinas de S. aureus puede
generar un cuadro de intoxicacion. Muchas veces, al analizar

TABLA |
DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA DETERMINACION DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP/G) DE COLIFORMES
FECALES Y E. COLIEN 63 UNIDADES DE MUESTRA DE ENSALADA A BASE DE MOLUSCOS Y VEGETALES (DE MAYO
2004 A MARZO 2005) / ECAL COLIFORMS AND E. COLI DISTRIBUTION (MPN/G) IN 63 SAMPLE UNITS OF SHELLFISH AND VEGETABLE’S
SALAD (FROM MAY 2004 TO MARCH 2005).

Analisis <10 >10a <100 Normativa 1
m M

Coliformes fecales 2 36,5% 63,5% - -

Escherichia coli 52,4% 47,6% 10 100

! Laboratorio de Microbiologia, especificaciones internas.
2 Expresado en NMP/g.
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TABLA Il
DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LOS RECUENTOS (UFC/G) DE MICROORGANISMOS ACIDURICOS, AEROBIOS
MESOFILOS (32°C), MOHOS, LEVADURAS Y STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN 63 UNIDADES DE MUESTRA DE
ENSALADAS A BASE DE MOLUSCOS Y VEGETALES (DE MAYO 2004 A MARZO 2005) / PERCENTAGE DISTRIBUTION
OF THE COUNTS (CFUIG) OF ACIDURIC MICROORGANISMS, MESOPHILICS (32°C), MOULDS, YEASTS AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN 63
SAMPLE UNITS SHELLFISH AND VEGETABLE’S SALAD (FROM MAY 2004 TO MARCH 2005).

Recuentos Microorganismos Aerobios'? Mohos' Levaduras'? S aureus™? Normativa '
Aciduricos'? mesofilos a 32°C m M
<10 0,0% 0,0% 69,9% 1,6% 75,5% 104 —
>10a <10? 0,0% 0,0% 30,1% 3.2% 24,5% 10°10°
>10°a <10° 0,0% 0,0% 0,0% 22,3% 10*
>10°a <10* 20,6% 21,6% 0,0% 53,9% 10" —
>10* 79,4% 7,9% 0,0% 19,0% 10 10°
>10*a <10° 13,4%
>10° 57,1%
1. Laboratorio de Microbiologia, especificaciones internas. 2. Expresado en UFC/g.
los alimentos sospechosos, no es posible detectar células via- 438
bles de esta bacteria pues, suelen eliminarse por la coccién, lo 64
que conduce a confusion cuando se quiere confirmar su origen
, ] 3,2

[28]. Se observé que las muestras en las que se detectaron T,
enterotoxinas, fueron las que reportaron los menores recuen- Z
tos de S. aureus. g

Esta comprobado que varias especies de Staphylococcus g 2

®

son capaces de crecer en condiciones que no favorecen la pro-
duccién de enterotoxinas. Aunque se cree que la produccién de
enterotoxinas generalmente esta relacionada con cepas de S.
aureus productoras de coagulasa y termonucleasa (TNasa), se
ha comprobado que algunas especies de Staphylococcus que
no producen ni coagulasa ni TNasa, si son capaces de producir
enterotoxinas [17].

A pesar de que la incidencia de S. aureus en el producto
analizado no fue alta, la deteccién de las enterotoxinas A y B
alerta acerca del peligro directo que representan para la salud
de los consumidores.

A través de los andlisis de varianza (ANOVA, una via) se
constaté la existencia de diferencias significativas (P <0,05) para
las variables microbianas entre las 8 playas evaluadas, a excep-
cion de los mohos, que no presentd diferencias significativas
(P>0,05). Esto pudiera ser el resultado de diferencias en las
fuentes de las materias primas utilizadas, variaciones en las con-
diciones de almacenamiento, en la forma de manipulacion, asi
como diferencias en el tiempo que llevaban preparadas las ensa-
ladas al momento de ser recolectadas para los analisis corres-
pondientes.

En el analisis de correlacion de Pearson (r de Pearson)
para cada uno de los parametros estudiados se determino,
que existia una relacion directa (r= 0,52; P <0,05) entre los re-
cuentos de microorganismos aciduricos y los de aerobios me-
sofilos, es decir que pudieran ser parte del mismo grupo de
bacterias capaces de desarrollarse a diferentes valores de pH.
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Tipos de enterotoxinas aisladas en cepas de S aureus
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FIGURA 1. INCIDENCIA DE LAS ENTEROTOXINAS DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS TIPOS A, B, C Y D EN CE-
PAS AISLADAS EN 63 UNIDADES DE MUESTRA DE ENSA-
LADAS A BASE DE MOLUSCOS Y VEGETALES ANALIZA-
DAS DURANTE LOS MESES DE MAYO 2004 A MARZO
2005 / INCIDENCE OF ENTEROTOXINS OF STAPHYLOCOCCUS
AUREUS TYPES A, B, C AND D IN STRAINS ISOLATED IN 63 SAMPLE
UNITS SHELLFISH AND VEGETABLE’S SALAD (FROM MAY 2004 TO
MARCH 2005).

También se observa otra relacion, esta vez entre los nu-
meros de coliformes fecales y los de E. coli (r= 0,47; P< 0,05).
Esto era de esperarse, por cuanto la E. coli es parte del grupo
de los coliformes fecales. Pero al mismo tiempo también se
hall6 correlacién entre los coliformes fecales y S. aureus
(r=0,43; P< 0,05), lo cual revela que las normas o costumbres
de higiene personal de los preparadores y expendedores de
estas ensaladas de moluscos son inadecuadas. Por un parte,
la E. coli es un indicador de contaminacion fecal y por otra, el
S. aureus se encuentra en la piel, la saliva, la comisura de la
nariz, entre otros lugares. Esto hace sospechar que las ensa-
ladas bajo estudio fueron contaminadas por ambas vias, mien-
tras se preparaban y se comercializaban, y por ende, sefialaria
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que las personas que las prepararon cometieron faltas impor-
tantes en lo que se refiere a las buenas practicas de manipula-
cion en la elaboraciéon de las ensaladas de moluscos con ve-
getales, siendo posiblemente una, la correspondiente al lavado
de manos.

Un deficiente lavado de manos es un factor de riesgo im-
portante en los brotes de ETAs. Esto incluye las fallas referi-
das propiamente a la forma de lavarselas, como también al
momento en que debe hacerse tal operacién [1]. Varios auto-
res consideran que el mejorar el lavado de manos sea quizas
la tarea educativa mas dificil, y que son necesarios esfuerzos
repetitivos e infatigables por parte de los supervisores de los
manipuladores de alimentos, asi como de salud publica [6].

Pero ademas del lavado incorrecto de manos, otras fa-
llas que generalmente se presentan en la preparacion de ali-
mentos, que pudieran haber sido la causa de los resultados
microbioldgicos hallados en el presente estudio suelen ser la
contaminacién cruzada, al igual que la utilizacién de superfi-
cies de corte y/o utensilios que se encontraban sucios o no ha-
bian sido lavados y desinfectados correctamente [24].

CONCLUSIONES

Las muestras de ensaladas de moluscos y vegetales es-
tudiadas no cumplieron con algunos de los requisitos microbio-
l6gicos contemplados en un 64,3% de los casos.

Las enterotoxinas (tipos A y B) de S. aureus solo se de-
tectaron en un 8% de las muestras, sefialando un peligro di-
recto para la salud de los consumidores.

Se encontr6 una relacion significativa (r de Pearson) en-
tre los recuentos de aerobios mesdfilos y microorganismos aci-
duricos (r = 0,52; P <0,05) al igual que entre coliformes fecales
y S aureus (r = 0,43; P <0,05) indicando que al momento de
preparar las ensaladas los manipuladores incumplieron varias
normas de higiene.

Este tipo de producto tal y como se vende en las playas
de la Isla de Margarita presenta un alto riesgo de generar pro-
blemas de salud a los turistas que lo consumen.

RECOMENDACIONES

Se recomienda crear programas de educacion sanitaria
dirigidos a los manipuladores y/o vendedores y que contem-
plen, cada una de las etapas necesarias para la obtencion de
la materia prima, elaboracion y distribucion.

Establecer un control o programa permanente de las
condiciones higiénico-sanitarias durante su comercializacion,
particularmente las referidas a las temperaturas en las que se
mantiene las ensaladas.
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