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Palabras claves: Resumen

Mohos, Levaduras, Introduccion: Los hongos y levaduras son organismos de gran
Enteroparasitos, interés clinico, ya que originan sustancias toxicas para la salud
hortaliza, humana, las micotoxinas. Las enteroparasitosis son
intoxicacion infecciones intestinales producidas por parasitos. La principal
alimentaria, fuente de transmision de estos microorganismos son los
Compact Dry YM. alimentos crudos. La lechuga es una importante hortaliza de

cultivo a nivel mundial, ya que es parte de una dieta saludable.
Objetivo: Determinar la presencia de mohos, levaduras y
parésitos en Lactuca sativa (lechuga) expendidos en el
mercado 9 de octubre, ubicado en el centro historico de
Cuenca, provincia del Azuay. Metodologia: Estudio
descriptivo transversal, con informacion en el andlisis
realizado de las hortalizas expendidas en el mercado 9 de
octubre. Para la identificacion y cuantificacion de hongos se
empled placas Compact Dry YM y mediante microscopia se
determiné la existencia de parasitos en las 30 muestras de
lechuga recolectadas. Resultados: En base al estudio
realizado, se evidencio el crecimiento de mohos y levaduras en
las 30 muestras analizadas en las placas Compact Dry YM. Se
demostro que son aptas para el consumo humano puesto que
se encuentran dentro de los limites permisibles de la normativa
del gobierno vasco Por otro lado, con relacion al analisis
parasitario, alrededor del 60% de las muestras presentaron
quistes de Entamoeba coli. Conclusion: Se determind la
contaminacion de levaduras, mohos y parasitos en la lechuga
demostrando que en este establecimiento publico no esta
teniendo una correcta practica higiénica. Estd contaminacion
puede darse en cualquier etapa, durante el cultivo, transporte
y/o almacenamiento y manipulacién de por parte de los
vendedores que expenden esta hortaliza en dicho mercado.
Area de estudio general: Bioquimica y Farmacia. Area de
estudio especifica: Microbiologia de alimentos. Tipo de
estudio: Articulo original.

Keywords: Abstract

Molds, Yeasts, Introduction: Fungi and yeasts are organisms of great clinical
Enteroparasites, interest since they originate toxic substances for human health
vegetables, food (mycotoxins). Enteroparasites are intestinal infections caused
poisoning. by parasites. The primary source of transmission of these
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microorganisms is raw food. Lettuce is a crucial cultivated
vegetable worldwide, as it is part of a healthy diet. Objective:
To determine the presence of molds, yeasts, and parasites in
Lactuca sativa (lettuce) sold in the ‘9 de Octubre’ market,
located in the historic center of Cuenca, province of Azuay.
Methodology: A cross-sectional descriptive study was
conducted through the analysis of vegetables sold in the ‘9 de
Octubre’ market. Compact Dry YM plates and microscopy
were used to identify and quantify fungi in the 30 lettuce
samples collected to determine the existence of parasites.
Results: Based on the study, the growth of molds and yeasts
was evidenced in the 30 samples analyzed. It was demonstrated
that they are suitable for human consumption since they are
within the permissible limits of the Basque Government
regulations. On the other hand, in the parasitic analysis, about
60% of the samples showed Entamoeba coli cysts. Conclusion:
The contamination of yeasts, molds, and parasites in lettuce
was determined, demonstrating that this public establishment
does not have a correct hygienic practice. This contamination
can occur at any stage, during cultivation, transport, and/or
storage and handling by vendors. General study area:
Biochemistry and Pharmacy. Specific area of study: Food
microbiology. Study type: Original article.

Introduccion

Los hongos estan distribuidos ampliamente en la naturaleza. Son agentes contaminantes
capaces de degradar una gran variedad de sustratos organicos, como lo son las frutas,
verduras y hortalizas. Podemos diferenciar dos tipos de organismos fungicos con
caracteristicas propias que los difieren, mohos y levaduras (1).

Los mohos u hongos filamentosos, como su nombre indica, son organismos pluricelulares
conformados por filamentos microscopicos ramificados con paredes celulares definidas.
Son heterdtrofos, es decir se alimentan de otros organismos. Una caracteristica para
destacar de estos seres vivos es la produccién de esporas, mecanismo que les permite
sobrevivir como células resistentes hasta lograr mejores condiciones de crecimiento. Por
otra parte, las levaduras son hongos unicelulares, con una apariencia esférica. Se
identifican por la formacion de las hifas y pseudohifas. Su crecimiento se observa a las
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24 0 36 horas despues de su incubacion, rasgo distintivo que la diferencia de los mohos
puesto que estos crecen mas lentamente (1, 2).

El peligro de estos microorganismos esta relacionado a la produccion de micotoxinas,
sustancias causantes de intoxicaciones agudas en animales y poseer acciones
mutagénicas, neurotoxicas, inmunosupresoras y cancerigenas sobre la salud humana. Los
principales géneros de mohos que producen micotoxinas son: Aspergillus spp., Fusarium
spp. y Penicillium spp; los cuales originan sustancias como: aflatoxinas, ocratoxinas A,
fumonisinas, toxina T-2 y la Zearalenona, encontradas con mayor frecuencia en alimentos
contaminados de origen vegetal, cereales, frutos secos, verduras y frutas; y de origen
animal, en el caso de animales que hayan consumido piensos contaminados (3, 4).

Los pardsitos son individuos comensales alojados en el interior de otro ser vivo
denominado huésped. Su relevancia refiere a las infecciones intestinales ocasionados por
la ingestion de quistes de protozoos y huevos de helmintos, denominadas como
enteroparasitosis (5).

Los protozoos, son parasitos con una gran variedad de formas y tamafios. Su principal
cualidad es la formacion de quistes, responsables de su diseminacion en vista de que
tienen la capacidad de resistir periodos largos de tiempo en el medio ambiente sin perder
su eficacia para ocasionar enfermedades a través de la infeccion del animal o el ser
humano, o a su vez mediante vehiculos como alimentos contaminados. Los helmintos son
parasitos en forma de gusano que viven en el interior de su huésped (5, 6).

Las manifestaciones clinicas distintivas de las parasitosis son la desnutricion, diarrea,
malabsorcion, dolor abdominal y nduseas. Montenegro Concha et al, en su investigacion
establece una relacion entre el parasito que causa la dolencia y la sintomatologia que
presenta, asi indica que infecciones producidas por Entamoeba hystolitica experimentan
cuadros diarreicos severos (7).

La principal fuente de transmision de estos organismos son los alimentos crudos, estos
sirven como vehiculos para los microorganismos para ingresar al organismo humano. La
salud e higiene de los trabadores, las malas practicas sanitarias ejecutadas; y el empleo de
aguas contaminadas son factores relevantes puesto que facilitan la contaminacion del
alimento. Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son afecciones originadas
por la ingestion de alimentos contaminados por microorganismos o sustancias quimicas.
Constituyen gran relevancia dentro de la salud publica en vista de que ocasiona elevadas
tasas de mortalidad a nivel global. En el afio 2021, en Ecuador se determiné cerca de
3.152 casos de ETA, la provincia de El Oro fue la ciudad més afectada con 1.257 casos,
seguido de Guayas con 436 casos, Loja (124 casos) y Azuay (43 casos) (8).
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En Ecuador y a nivel mundial, el agua es muy importante en la agricultura. A pesar de ser
un recurso fundamental existe deficiencia en su calidad ya que esta no es sometida a
ningun proceso tecnoldgico. El agua de riego, comunmente conocida, es captada del rio
y se utiliza para el regadio de alimentos de origen vegetal. Al ser un tipo de agua no
tratada puede llegar a presentar malos olores, sabores extrafios, turbidez, inclusive
investigaciones han determinado la presencia de productos tdxicos y microorganismos
patdgenos, estos Ultimos, provenientes de la contaminacion a través de excretas de seres
humanos y animales. La forma parasitaria habitual de transmisién son los huevos o
quistes, capaces de ocasionar enfermedades de interés clinico. Entamoeba coli es el
parasito con mayor frecuencia observado en el agua de riego (9).

La lechuga (Lactuca sativa) es una importante hortaliza de cultivo a nivel mundial, ya
que es parte de una dieta saludable. Por lo antes mencionado es importante determinar la
presencia de mohos, levaduras y parasitos en hortalizas comunmente expendidas en estos
establecimientos y conocer los riesgos que derivan su ingesta en el ser humano. Esta
investigacion se realizo en la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay, en el mercado 9 de
octubre, estancia publica muy visitada por su gran variedad de productos y su costo
economico bajo, y se considero a la lechuga como una de las hortalizas mas vendidas en
vista de que es empleada en diferentes tipos de platos como verdura fresca, ademas de su
valor nutricional rico en vitaminas y proteinas.

Metodologia

Esta investigacion fue de corte transversal, de tipo observacional descriptivo. El estudio
se elabor6 a partir de muestras obtenidas del mercado 9 de octubre de la ciudad de Cuenca
- Azuay, Ecuador. Se llevé a cabo un muestreo de tipo no probabilistico por conveniencia.
En este contexto se recolectaron 30 muestras de lechugas, obtenidas de manera aleatoria
de los puestos de venta pertenecientes al establecimiento publico ya mencionado.

Métodos y técnicas

Las placas Compact Dry YM son medios cromogénicos que diferencia a los distintos
microorganismos por medio de los sustratos que contienen: X-Phos, tienen una coloracién
azul caracteristica para el crecimiento de levaduras, en comparaciéon de los mohos que
toman una forma tridimensional de color pardo. Ambos organismos flngicos tienen un
tiempo de incubacion de 3 a 7 dias a una temperatura de 25 a 30°C (10).

La tincion de Lugol es una técnica empleada para la identificacion de parésitos
intestinales. Su fundamento se basa en la formacion de complejos con los carbohidratos
de los quistes y huevos de estos seres vivos, observando una coloracion marrén oscuro
de los componentes principales de los parasitos, facilitando asi su observacion al
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microscopio. Este método es utilizado principalmente para la determinacion de quistes de
Entamoeba histolytica (11).

Toma de muestra

Las muestras de lechuga se obtuvieron de forma directa, en condiciones asépticas. Al ser
un alimento formado en capas, se requiere tomar en proporciones iguales muestra de cada
una de sus hojas. Para su andlisis microbioldgico, el alimento se transportd hasta los
laboratorios de Microbiologia de la carrera de Bioquimica y Farmacia de la Universidad
Catolica de Cuenca.

Preparacion de la muestra

En primer lugar, se pesé 10 gramos del alimento (muestra) en una balanza calibrada y se
coloco en un stomacher con 90 mL de agua de peptona estéril, preparada con anterioridad.
A continuacion, se licu6 el alimento por dos minutos y posterior, se dejo en reposo durante
15 minutos para que las particulas grandes sedimenten. Para preparar las siguientes
diluciones se utilizé la capa superficial formada

e Dilucién inicial o 1/10: con ayuda de una pipeta estéril se transfirié 1 mL de la
suspension inicial a un tubo que contenia 9 mL de agua de peptona esterilizada,
previamente colocada y se procedio a homogenizar. De esta manera se obtuvo la
dilucién al 10%, cabe indicar que cada dilucién sucesiva disminuira 10 veces su
concentracion.

e Dilucion 1/100: repitiendo el mismo procedimiento, se traspasd 1 mL de la
dilucion 1/10 a otro tubo que contenga 9 mL de agua de peptona y se homogenizo.

e Dilucién 1/1000: asi mismo, se transfirio1 mL de la suspensién 1/100 a otro tubo
que contenga 9 mL de diluyente estéril y se homogenizo.

Para el andlisis parasitario, se tomd de la dilucién madre preparada al inicio, 5 mL de cada
muestra se colocd en un tubo de ensayo y se dejo en reposo durante 24 h para una mejor
visualizacion al microscopio. Transcurrido el tiempo de reposo, se llevo a centrifugacion
durante 10 minutos a 3000 rpm, posteriormente se descartd por decantacion el
sobrenadante y se procedié a preparar la muestra de analisis, para ello se colocé una gota
de la muestra final junto con una gota de reactivo de Lugol en un cubreobjetos y se
examind con los objetivos de 10X y 40X (12).

Norma técnica del Gobierno vasco

Debido a la falta de una normativa nacional que delimite el rango optimo permisible de
carga microbiana con relacion a mohos y levaduras para el consumo humano, se tomd
como referencia la norma técnica del Gobierno vasco, Portugal. EI Departamento de
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Salud de este gobierno ofrece una normativa de control para alimentos, evidenciando los
limites microbiolégicos y parametros de calidad de tipo fisico-quimico de cada uno de
ellos. Mediante este documento se regula el cumplimiento de los requisitos establecidos,
en este caso para el anélisis de verduras y hortalizas frescas aptas para el consumo humano
(13). Ver tabla 1.

Tablal. Requisitos microbioldgicos para verduras y hortalizas tomado de la Normativa del Gobierno
vasco.

Microorganismo Limite permisible

Mohos y levaduras Mohos /Levaduras: 10 x 10* UFC/g
Mohos: cepas no toxigénicas

Con relacién a los parasitos, estos se determinan debido a su presencia o ausencia en el
alimento de interés y por ello no presentan limites permisibles.

Resultados

En base al estudio realizado, se evidencio el crecimiento de mohos y levaduras en las 30
muestras analizadas en las placas Compact Dry YM. Ver figura 1.
(1 %

' [| % [ % ' 1 % !
0% | % ‘ %
ey 0% Lo

Dilucién 1:10 Dilucion 1:100 Dilucién 1:1000
®™ Mohos (P) ™ Mohos (a) ™ Levaduras (P) ™ Levaduras (a)

Figura 1. Representacion total de las muestras segun el crecimiento de mohos y levaduras del Mercado 9
de octubre de la ciudad de Cuenca. Las iniciales (P) hacen referencia a la presencia de tales
microorganismos en la muestra y la letra (a), la ausencia.

Partiendo de esto, identificamos la presencia del 100% de levaduras en las diluciones
1:100 y 1:1000 y al menos el 90% de presencia de mohos en los tres tipos de diluciones
y de levaduras en la dilucion 1:10. Cabe indicar que en la mayoria de las placas se
observaron valores incontables, es decir, hubo un crecimiento excesivo de colonias que
impidio su cuantificacion.
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Identificacion y cuantificacion de mohos y levaduras

Para la identificacion y cuantificacion de estos microorganismos se siguieron las
disposiciones declaradas por el fabricante. Para realizar el conteo desde la parte posterior
de la placa, debia contarse un nimero de 15-150 unidades formadoras de colonias (UFC),
caso contrario, se descartaban la dilucién. La mayoria de las levaduras se observaron con
una pigmentacion azul y para el caso de mohos de color marrén. Ver figura 2.

Figura 2. Crecimiento de mohos y levaduras en las placas Compact Dry YM. La primera imagen representa
la dilucién 1/10; la segunda, la dilucién 1/100 y la tercera la dilucion 1/1000. Las colonias de color café
simbolizan el crecimiento de mohos y las de color azul, hacen referencia a las levaduras.

Tomando como base lo mencionado, se pudo realizar el calculo de 11 muestras, en vista
de que el resto presento un crecimiento excesivo y se determiné como incontable. Como
resultado se obtuvo que las muestras se encontraban dentro de los limites permisibles
establecidos por la normativa del gobierno vasco, donde sefiala que un alimento no debe
exceder los 10 x 10* UFC de mohos y levaduras. Es importante indicar que se tomé como
referencia dicha normativa ya que a nivel nacional no existe ningdn manual que
establezca los limites aptos de estos organismos fungicos. Ver tabla 2.

Tabla 2. Calculos aplicados en las 11 muestras partiendo de la formula y su relacién con el limite
permisible de la normativa del gobierno vasco.

NUmero de Dilucion Aplicacion de la férmula Limite establecido, valor dentro del
muestra empleada (UFC/g) rango
10 x 10*
(Aceptable / No Aceptable)
1/1000 3,6 x 10* Si
4 1/1000 5x 10 Si
5 1/1000 2,9x10* Si
19 1/1000 5,1 x 10 Si
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Tabla 2. Calculos aplicados en las 11 muestras partiendo de la formula y su relacion con el limite
permisible de la normativa del gobierno vasco. (continuacion)

Numero de Dilucién Aplicacion de la formula Limite establecido, valor dentro del
muestra empleada (UFClg) rango
10 x 10*
(Aceptable / No Aceptable)

20 1/10 3,9 x 10 Si

1/1000
21 1/10 1,1 x10% Si

1/1000
22 1/1000 7,6 x 10* Si
23 1/100 3 x10* Si
24 1/1000 5,5 x 10* Si
25 1/100 8,2 x 10! Si

1/1000
26 1/100 6,1 x 102 Si

Por otro lado, con relacion a la determinacion de enteroparasitos en las lechugas, en
alrededor del 60% de las muestras, se observaron la existencia de quistes de Entamoeba
coli mediante microscopia. Ver figura 3.

Foto B:

-3 4‘6 B0 o i o ]
e =
SNEIE o ey

Figura 3. Fotografias tomadas al microscopio, levaduras (A), quiste de E. coli (B).
Discusion

El presente estudio realizado en el mercado 9 de octubre, Cuenca, tuvo la finalidad de
demostrar la presencia de mohos, levaduras y enteroparasitos en las lechugas expendidas
en este establecimiento. Se obtuvo la existencia positiva de un 100% de microorganismos
fangicos, y alrededor del 60% de Entamoeba coli, sugiriendo una alta contaminacion
microbiana, indicadora de una transmision fecal-oral indirecta, por parte de este mercado
(14).
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Un estudio realizado por Gabre RM, en Arabia Saudi, evidencia que las verduras frescas
utilizadas para ensaladas son los alimentos mas contaminados por parasitos. Asi se
determind la presencia de 184 parasitos (46%) en 400 vegetales, dentro de los cuales se
observo 23 quistes (12,50%) de Entamoeba coli (14). En Brasil, una investigacion donde
se recolectaron 32 muestras de lechugas de ferias agroecoldgicas y tradicionales, se
observo la existencia de 10 especies de parasitos en 23 muestras (71,8%), siendo la
principal Entamoeba coli con un 53% Yy menores porcentajes lodamoeba butschlii,
Endolimax nana y Entamoeba hartmanni. E. histolyrica/ E. dispar (15). De la misma
manera, en el mismo pais, Machado N et. recolectd 224 estructuras de parésitos en 38
muestras positivas entre 40 muestras analizadas, lo que resulté en un indice de
contaminacion del 95% por Entamoeba spp (16).

Las hortalizas tienen una carga microbiana propia de parésitos. Entoameba spp es el
organismo parasitario mas comun como se pudo observar, debido principalmente a las
practicas antihigiénicas de preparacion de alimentos y a las condiciones inadecuadas de
almacenamiento. Es un parasito patdgeno responsable de la mayoria de los casos de
amebiasis humana y sigue siendo una de las tres principales causas de mortalidad
parasitaria en todo el mundo asociadas con el consumo de verduras y frutas contaminadas
(17,18).

En Ecuador, la parasitosis afecta el 80% de la poblacion en areas rurales y al 40% en las
zonas urbano-marginal. El problema de esta situacion se relacién con la contaminacion
del agua mediante excretas y falta de condiciones sanitarias y costumbres socioculturales.
En la provincia de Manabi, expendieron 62 muestras de lechugas del mercado municipal
de Portoviejo observando la presencia de parasitos en lechugas de 51 muestras que
corresponde a un 82,3%; mientras que 11 lechugas no tenian presencia parasitaria
equivalente al 17,7%, dentro de las cuales se observd Entamoeba coli de 6,45% (19).
Otro estudio, realizado en la Ciudad de Cuenca, en cuatro mercados publicos con una
totalidad de muestras de 144 de lechugas, teniendo como resultado la presencia de
parasitos como los principales protozoarios observados son quistes de Entamoeba spp
19.03% (20).

Por otro lado, con relacion a la calidad microbiana de mohos y levaduras, Sirsat SA et al.
en un estudio realizado en Houston - EEUU con la finalidad de comparar la calidad y
seguridad microbiana de la lechuga en los diferentes puestos de venta de hortalizas de
ambitos socioeconomicos diferentes clasificados como alto y bajo mediante la aplicacion
de las placas Petrifilm 3M, examino un total de 90 muestras de lechuga en donde un total
del 100% dio positivo para los establecimientos de clase baja como por ejemplo mercados
publicos y un 53%, para establecimientos de clase alta (21). De igual forma, en Portugal -
Espafia una investigacion llevada a cabo por Ferreira C et al. se evidencio la existencia
del 100% positivo en mohos y levaduras, en 20 muestras de lechuga analizadas (22).
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A nivel nacional, no existen estudios actualizados que analicen levaduras y mohos en
lechugas, motivo por el cual se eligié este tema con el fin de obtener informacién sobre
estos microorganismos. Como se puso a observar, internacionalmente y en la presente
investigacion de campo, existe una presencia significativa en la lechuga llegando a ser
preocupantes para la salud de la poblacidn, en este caso de la Ciudad de Cuenca.

Conclusién

e En el mercado 9 de octubre, se determin6 que las muestras de lechuga (Lactuca
sativa) presentan levaduras, mohos y parasitos, lo que indica que no estan
aplicando practicas correctas de higiene por parte de los vendedores de dicho
establecimiento. Esta contaminacion puede darse en cualquier etapa durante el
cultivo, transporte, etc. La determinacion de contaminacion de levaduras y mohos
se realizO a través de placas Compact Dry YM, siendo particularmente
preocupante en la cual los porcentajes de todas las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000
excedieron los limites de concentracion aceptable para la normativa del gobierno
vasco. Por otro lado, se confirmo la existencia de parasitos en Lactuca sativa
mediante la visualizacion del microscopio utilizando Lugol en un cubreobjetos y
se examind con los objetivos de 10X y 40X evidenciando resultados positivos ante
estos microorganismos.

e Para garantizar un producto inocuo se debe aplicar buenas practicas de higiene
por parte de agricultores, vendedores y consumidores para evitar la
contaminacion. Siempre que sea posible, se debe fomentar al agricultor que debe
implementar estrategias de control mas efectivas en las lechugas considerando
factores como inhibidores de hongos, la seleccidn genética, los tratamientos de las
materias primas, la aplicacion de plaguicidas, buenas practicas de cosecha,
secado, distribucion y almacenamiento para asi garantizar la salud de los
consumidores.
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