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RESUMEN

Se evalud la efectividad del uso de agua de plata en la reduccion de microorganismos
indicadores de contaminacion (Mesdéfilos aerobios, Escherichia coli, Coliformes totales y
Staphylococcus aureus) procedentes de manipuladores de alimentos que preparaban los
alimentos en diferentes cafeterias de un centro de educacion superior.

El estudio se realizd un estudio con 24 muestras resultantes del lavado de manos de
manipuladores de alimentos que se encontraban en su jornada laboral, se cuantificé la carga
bacteriana de Mesofilos aerobios, Coliformes totales/Escherichia coli y Staphylococcus
aureus en sus manos. Se encontro que el 100% de las muestras presentaron un crecimiento
>3000 UFC/mano incumpliendo el limite permisible para Mesofilos aerobios, para
Coliformes totales el 50 % de las muestras se encontraron por encima del limite permisible
de <100 UFC/mano, Escherichia coli estuvo presente en 4.16% de las muestras mientras que
Staphylococcus aureus se encontrd dentro del limite permisible de <100 ufc/mano en
58.33% de las muestras.

Después de la aplicacion de agua de plata, usando un disefio de experimento factorial de dos
factores y el andlisis de varianza (ANOVA) se encontrd que la variable que interviene en la
una reduccion significativa (p<0,05) de la carga bacteriana es el tiempo de contacto, excepto
para el indicador de contaminacion Staphylococcus aureus. En este caso ninguna de las
variables (tiempo y concentracion, ni la interaccion de ambas variables) reduce
significativamente su contaje inicial.

En conclusion, la aplicacion del agua de plata durante 5 minutos es efectiva para la
reduccion o eliminacion de microorganismos indicadores de contaminacion presentes en las
manos de manipuladores de alimentos.

Palabras clave: Indicadores de contaminacion; Mesofilos aerobios; Coliformes

totales/Escherichia coli; Staphylococcus aureus; Agua de plata.
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ABSTRACT

The effectiveness of the use of silver water was assessed in reducing pollution indicator
organisms (aerobic mesophilic, Escherichia coli, total coliforms and Staphylococcus aureus)
from food handlers preparing food in different cafes of higher education centre. The study
was conducted with 24 samples resulting from hand washes of food handlers who were in
his day's work; the bacterial load of aerobic mesophyll was quantified, total
coliforms/Escherichia coli and Staphylococcus aureus in their hands. It was found that
100% of the samples showed a growth of > 3000 CFU/hand breaching the permissible limit
for aerobic mesophilic, for total coliforms, 50% of the samples were found above the
permissible limit <100 cfu/hand, Escherichia coli was present at 4.16% of the samples while
that Staphylococcus aureus was found within the permissible limit <100 cfu/hand in 58.33%
of the samples.

After the application of silver water, using an experiment design factor of two factors and
the analysis of variance (ANOVA) was found that the variable involved in the significant
reduction (p < 0.05) of the bacterial load was the contact time except for the contamination
indicator Staphylococcus aureus. In this case none of the variables (time and concentration,
or the interaction of both variables) significantly reduced its initial count. In conclusion, the
application of silver water for 5 minutes was effective for the reduction or elimination of

contamination indicators microorganism presented in the hands of food handlers.

Keywords: Indicators of contamination; Aerobic mesophyll; Coliforms total/Escherichia

coli; Staphylococcus aureus; Silver water.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA’s) generan grandes gastos para los
sistemas de control de la salud a nivel mundial, debido a la ingestion de alimentos
preparados en condiciones insalubres, un gran nimero de personas enferman y muchas de
ellas mueren (OMS, 2014). Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), la
contaminacion bacteriana de los alimentos a causa de las malas practicas de manipulacion es
el factor mas importante que ha sido asociado a la aparicion de brotes de ETA’s en América
Latina y el Caribe (OPS, 2002). Esta situacion refleja una falta de compromiso de los
productores alimenticios en implementar las Buenas Practicas de Manufactura que
garanticen alimentos seguros para el consumidor (OPS, 2002; Valdivieso, 2008).

En el Ecuador, el numero de intoxicaciones alimentarias ha variado en los ultimos afios. En
2007 el Ministerio de Salud Publica (MSP) registr6 10199 casos de intoxicaciones
alimentarias (MSP, 2008). Por otro lado, el sistema de vigilancia SIVE-ALERTA del MSP
reporta la existencia de 8 090 casos de intoxicaciones alimentarias en todo el pais en el 2014
(MSP, 2014). Pese a que la tasa de intoxicacion alimentaria ha decrecido, la tasa disminuy6
de 66,3 por 100000 habitantes en 2006 a 30,7 en 2010 (OPS, 2012), aun sigue siendo

preocupante su permanencia en las listas de enfermedades mas importantes dentro del pais.

De acuerdo a la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos de
Norteamérica, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, C. perfringens, los diferentes
patotipos de Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Norovirus (Virus del tipo Norwalk),
Salmonella enteritidis, S. typhimurium, Shigella, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, V.
parahaemolyticus, V. wvulnificus y Yersinia enterocolitica constituyen los principales
patogenos transmitidos por los alimentos que puede afectar la salud de las personas (FDA,
2014). De todos ellos, Staphylococcus aureus y Escherichia. coli son las bacteria mas
reportadas como agentes responsables de intoxicacion alimentaria. En particular,
Staphylococcus aureus se caracteriza por la produccion de enterotoxinas preformadas en el
alimento a consumirse lo que causa intoxicacion alimentaria a las personas. La intoxicacion
estafilococica es una de las ETA’s mas frecuentes en todo el mundo (Hennekinne, De
Buyser & Dragacci, 2012).Esto se debe principalmente a que Staphylococcus aureus puede

estar presente en la piel y fosas nasales de los seres humanos formando parte de su flora



normal; sin embargo puede ser transferido a los alimentos por las personas como
consecuencia de una mala manipulacién y una higiene deficiente (Madigan, Martinko&
Parker, 2003).Por otro lado, Escherichia coli, en particular sus diferente patotipos, es otra
de las bacteria causante de ETA’s. La presencia de esta bacteria en los diferentes tipos de
alimentos se la ha asociado a procesos de elaboracion de alimentos en condiciones
antihigiénicas asi como también a la utilizacion de aguas contaminadas (Di Pietro et al.,
2004).

Las medidas de control para prevenir o minimizar la aparicion de estas enfermedades
incluyen la implementacion de técnicas de lavado de manos y concientizacion de los
profesionales envueltos en la preparacion, almacenamiento y expendio de diferentes tipos de
alimentos. Una de las medidas mas usadas es el uso de antisépticos después del lavado de
manos que garanticen una reduccion significativa de microorganismos para considerar que
el alimento serd inocuo para los consumidores. En este sentido, varios estudios han
demostrado la eficacia de antisépticos para la higiene de manos en manipuladores de
alimentos (Almeida, Kuyaye, Serrano & Almeida, 1995).No obstante, el uso de jabones
ordinarios debido a composicion quimica puede estar asociado con la colonizacién con
bacilos Gram-negativos de manos (Sartor, Jacomo, Duvivier, Tissot-Dupont, Sambuc &
Drancourt, 2000). Otros tipos de desinfectantes méas utilizados son los alcoholes al 60 % y
95% que resultan ser los méas eficaces contra la actividad antimicrobiana debida a su
capacidad de desnaturalizar las proteinas. Sin embargo, su actividad se ve limitada al
aumentar las concentraciones debido a que la presencia de agua es necesaria para

desnaturalizar las proteinas (CDC, 2002).

La pérdida de sensibilidad por parte de las bacterias a ciertos agentes antisépticos puede ser
una caracteristica normal de una especie bacteriana o un mecanismo adquirido (Russell,
2001).Por lo que es necesario el estudio de nuevas e interesantes soluciones desinfectantes
como lo es el agua de plata ionica. Esta solucion se caracteriza por su accion oligodinamica
(Negroni, 2009) con efecto bactericida a bajas concentraciones y un menor tiempo de
contacto (Simonetti, Simoneyti, Bougnol &S calzo, 1992; Negroni, 2009).Esta actividad
antimicrobiana de particulas de plata ha sido estudiada y probada sobre diferentes
microorganismos como Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Bacterias que han sido
consideradas de gran importancia en la salud humana por ser los principales patdgenos

involucrados en infecciones toxico alimentarias (Jung et al., 2008).



Aunque hay varios estudios relacionados con la actividad bacteriana del agua de plata a
nivel mundial, en el pais no existen estudios sobre la actividad antimicrobiana de las
particulas de plata y su efecto bactericida sobre microorganismos indicadores de
contaminacion; en particular, de los microorganismos aislados de manipuladores de
alimentos. Por lo que, el proposito del presente trabajo es responder a la pregunta: ¢Cudl es
la concentracion y el tiempo de contacto del agua de plata que presenta mayor efecto
antimicrobiano sobre microorganismos indicadores de contaminacién aislados de manos de

manipuladores de alimentos de cuatro cafeterias de un centro de educacion superior?



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antibacteriano del agua de plata sobre microorganismos indicadores de
contaminacion aislados de manos de manipuladores de alimentos decuatro cafeterias de una

institucion de educacion superiormediante analisis microbioldgicos.

1.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Aislar e identificar los microorganismos indicadores de contaminacion presentes en

las manos de manipuladores de alimentos.

o Determinar el efecto antimicrobiano del agua de plata a una concentracion de 4 ppm
y dos tiempos de contacto sobre Mesdfilos aerobios, Coliformes totales/Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

o Determinar el efecto antimicrobiano del agua de plata a una concentracion de 10 ppm
y dos tiempos de contacto sobre Mesdéfilos aerobios, Coliformes totales/Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.



2. MARCO TEORICO

2.1. Contaminacién de los alimentos

La contaminacién se puede definir como la presencia de cualquier compuesto diferente o
extraiio al producto de origen donde este se encuentra. Estos contaminantes pueden ser
agentes bioldgicos, fisicos, quimicos o cualquier otro componente que comprometa la
inocuidad del alimento a ser consumido. Los contaminantes pueden provenir de las propias
materias primas o a las practicas inadecuadas de manipulacién de los alimentos (Cameédn &
Repetto, 2012; Correia et al, 2012; Villagbmez, 2011).

La contaminacion biologica de los alimentos se puede dar por diferentes vias como se
muestra en la Figura. 1, siendo el hombre la via méas frecuente de contaminacién de
alimentos por ser portador habitual de microorganismos, a este contacto también se lo puede
considerar un tipo de contaminacion cruzada.

Figura 3. Principales vias de contaminacion de los alimentos. Mataix (2005).



2.2. Mecanismos de contaminacion

Tenemaza, (2014) sefiala que los mecanismos de contaminacion se pueden clasificar de la

siguiente manera:

2.2.1. Contaminacion primaria o de origen: la cual se da durante el proceso de

produccién del alimento.

2.2.2. Contaminacion directa: en la cual los contaminantes llegan al alimento mediante

las personas que manipulan alimentos mediante expulsion de gotas de saliva, heridas

infectadas o contaminadas por falta de una correcta higiene, por vectores como moscas u

otras plagas, y cuando cuerpos extrafios se introducen al alimento.

2.2.3. Contaminacion cruzada: es el paso de cualquier contaminante (fisico, quimico,

bioldgico), desde un alimento contaminado a un alimento que no lo estd mediante el uso de

utensilios, equipos 0 mesones para procesar los diferentes alimentos (Ver Tabla 1.).

CONTAMINACION DIRECTA

CONTAMINACION INDIRECTA

e Alimentos procedentes de animales
enfermos o portadores sanos (Carnes,

huevos, lacteos, etc.)

e Arrastre por el viento de heces fecales,

residuos, presencia de roedores, insectos y

animales domésticos.

e Ingreso de microorganismos
procedentes de organismos enfermos

0 portadores sanos.

e Utensilios y/o

equipos  sucios ylo
contaminados en industrias, comedores o

expendio de comidas.

e Ingreso de microgotas respiratorias de

los manipuladores.

e Uso del agua residual no tratada para

riego.

e Ingreso de microorganismos del

tracto  digestivo de  animales

sacrificados o de tierras de cultivo.

e Contacto con alientos contaminados, malas

condiciones de transporte, almacenaje y/o

malas précticas de manipulacion.

Tabla 1.Mecanismos de contaminacion de los alimentos. (MSP, 2012)




2.3. Manipuladores

Un manipulador de alimentos es toda persona, que por su actividad laboral, tiene contacto
directo con los alimentos durante su produccion, elaboracion, envasado, almacenamiento,
distribucion y/o expendio (Ministerio de Salud Pdblica de Chile, 2013, Direccion General
para la Salud Publica, 2012).

2.4. Enfermedades de transmision alimentaria

Las enfermedades transmitidas por alimentos se adquieren cuando se consumen alimentos
que se han contaminado, por microorganismos o sustancias quimicas (OMS, 2014), en
alguna etapa de su proceso de produccion tal como un mal manejo de los alimentos al
momento de prepararlos (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y

Tecnologia Médica, s.f.)
2.4.1. Clasificacion de las enfermedades alimentarias

Los alimentos contaminados que son ingeridos pueden causar dos tipos de enfermedad

infeccion e intoxicacion (Ver Tabla 2).

2.4.1.1. Infeccién alimentaria
Las infecciones de tipo alimentario son un tipo de enfermedad que se puede producir por la
ingestion de alimentos o agua que contengan agentes infecciosos tales como bacterias, virus,

hongos y parasitos, los cuales pueden multiplicarse y producir toxinas(Parham, 2006).

2.4.1.2. Intoxicacion alimentaria

La intoxicacion es un tipo de enfermedad transmitida por alimentos producidas por la
ingestion de toxinas. Las toxinas son productos metabdlicos de microorganismos en los
alimentos en cualquier momento desde su produccion hasta su consumo (INPPAZ - OPS -
OMS, 2001). Los principales microorganismos relacionados con este tipo de intoxicaciones
son Clostridium botulinum, C. perfringens, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus
(Heymann, 2005).



TIPO DE ENFERMEDAD
ALIMENTARIA

MICROORGANISMO

FUENTE DE
CONTAMINACION
HABITUAL

INFECCIONES
ALIMENTARIAS

Salmonella spp.

Huevos crudos y
ovoproductos, carnes
(principalmente de aves),
leche no- pasteurizada,

aguas.

Shigella spp.

Via fecal — oral, moscas

Listeria monocytogenes

Productos lacteos

Vibrio parahemolyticus

Mariscos

INTOXICACIONES
ALIMETARIAS

Bacillus cereus

Alimentos secos (harinas,

cereales, etc.)

Clostridium botulinum

Alimentos térmicamente de
forma insuficiente

(conservas).

Staphylococccus aureus

Piel, fosas nasales y garganta

del ser humano

TOXIINFECCIONES
ALIMENTARIAS

Vibrio cholerae

Aguas contaminadas,

producto de origen marino.

Escherichia coli

Contaminacion fecal

Tabla 2. Microorganismos mas comunes asociados a los diferentes tipos de enfermedades

alimentarias. Modificado por: Verdnica Jara. Fuente: (Dominguez, 2007).

2.5. Principales microorganismos involucrados en ETA’s

De acuerdo a la Food and Drug Administration (FDA),Campylobacter jejuni, Clostridium

botulinum, C. perfringens,

los diferentes patotipos de Escherichia coli,

Listeria

monocytogenes, Norovirus (Virus del tipo Norwalk), Salmonella enteritidis, S. typhimurium,




Shigella, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificus y
Yersinia enterocolitica constituyen los principales patdgenos transmitidos por los alimentos
involucrados en intoxicaciones alimentarias que puede afectar la salud de las personas
(FDA, 2014).

A continuacion se describen los microorganismos méas comunes asociados a enfermedades

de trasmision alimentaria:
2.5.1. Staphylococcus aureus

Generalidades: Cocos dispuestos en racimos, Gram positivos, aerobios. Bacteria de
importancia clinica ya que puede producir coagulasa, proteina que es capaz de coagular el
plasma., también es productora de toxinas termoestables que provocan sintomas a las pocas
horas de haber ingerido el alimento contaminado. La bacteria se aloja en heridas o
erupciones de la piel y forma parte de la flora normal de nariz, garganta y la piel. Se
transmite mediante secreciones nasales o salivales y manos mal higienizadas (Armendériz,
2012).

2.5.2. Escherichia coli

Generalidades: Bacilo, Gram negativo, posee flagelos peritricos, se encuentra en el intestino
del hombre y de animales. Esta bacteria es una de las principales causantes de intoxicacion
que se da como resultado de una mala higiene por parte del manipulador o por falta de
temperatura adecuada en la coccion de dicho alimento. La transmision se debe a
contaminacion fecal y/o deficiente higienizacién por parte del personal que prepara estos

alimentos (Armendariz, 2012).

2.6. Medidas higiénico- sanitarias

En la industria alimentaria se deben controlar los posibles agentes que puedan contaminar
los productos. En la etapa de produccidn, las empresas desarrollan planes de limpieza y
desinfeccion para garantizar la inocuidad del producto. Estas acciones se las toma
principalmente con los manipuladores que constituyen una de las principales vias de
contaminacion debido a que estan directamente relacionados a la manufactura de productos
alimenticios para el consumo humano (Cabrera, Gémez & Zufiga, 2007; Castro,
2013).Adicional al procedimiento de limpieza, las empresas mantienen las condiciones
higiénico-sanitarias de los manipuladores de alimentos para reducir la cantidad de

microorganismos potencialmente patdgenos. Para esto, las empresas usan tres acciones



correctivas-preventivas como la  higiene de manos, uso de antisépticos y uso de
desinfectantes (Ministerio de salud de Chile, 2008).

2.6.1. Lavado de manos

El lavado de manos se ha considerado la medida primaria preventiva mas efectiva para
evitar la transmision de infecciones a nivel comunitario. La falta de concientizacion por
parte de la ciudadania y muchas veces por parte de instituciones o industrias es la que
conduce a la transmision de agentes patdgenos y estos desencadenan infecciones (Coelho,
Silva &Faria, 2011; MSP, 2012a).Las manos de las personas pueden contaminarse con
patégenos como Staphylococcus aureus y bacilos Gram negativos por varias vias. La
contaminacion de las manos puede ser mediante el contacto con sitios o superficies
contaminadas o con desechos corporales humanos. Ademas, si la persona tiene lesiones
cutaneas pueden permanecer colonizadas por los microorganismos adquiridos por un largo
tiempo. Por otro lado, las ufias propias o artificiales, el uso de anillos representan lugares
que estan mas colonizados que otras areas de las manos (Allegranzi, Kilpatrick & Pittet,
2011).

2.6.1.1. Higiene de las manos
Segun Cosgrove & Perencevich (2007) y Allegranzi (2011), para la higiene de las manos se

han descrito cinco momentos especificos para los que se requiere lavado de manos:
1. Con el fin de minimizar el arrastre de agentes contaminantes de una matriz a otra.
2. Los manipuladores deberan lavar las manos antes de tocar un alimento.
3. Antes de realizar procedimientos limpios o asépticos.
4. Después de exposicion o riesgo de exposicion a fluidos corporales.
5. Después de tocar un alimento y al cambiar de actividad.

Para esto, la técnica del lavado de manos consiste en una friccion mecanica que implica la
utilizacion de agua y jabén o un limpiador a base de alcohol. Esta accién es importante
porque confiere el poder de eliminacion de microorganismos patdgenos transitorios. La
disminucion o eliminacion de los microorganismos no solo depende de la composicion
quimica del agente en si. Ademas, para que un agente limpiador (jabén o base de alcohol)
sea efectivo requerira de la cantidad y la calidad asi como también de la duracion de la
friccion. Es asi que la técnica de lavado de manos con agua y jabon requiere un tiempo de
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duracién de 40 a 60 segundos (WHO, 2009b); mientras que, la técnica de lavado de manos

con preparaciones alcohdlicas tiene un tiempo de duracién de 20 a 30 segundos (Figura. 2).

,Como lavarse las manos?
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Figura 4. Poster, Correcto lavado de manos. OMS (2009).
2.7. Antisepticos y desinfectantes
2.7.1. Antiséptico

Antiséptico es un desinfectante solo para la piel u otro tejido vivo que previene o detiene el
crecimiento o la accion de microorganismos por inhibicion de su actividad o por
destruccion. Los antisépticos no tienen actividad selectiva y a altas concentraciones pueden

ser toxicos para los tejidos vivos (Ministerio de Salud de Chile, 2008; Tancara, 2010;
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Hernandez, 2014).Las soluciones antisépticas disponibles y utilizadas con més frecuencia
son los alcoholes (60 — 90%)como el alcohol etilico isopolico o “alcohol metilado”,
gluconato de clorehexidena (4%), exaderofeno (3%), los yodos (1 — 3%) que pueden ser
yodo foros, yodo povidona en diferentes concentraciones entre otros (Tancara, 2010;
Suanca, 2008).

2.7.1.1. Normas de utilizacidn y conservacion de los antisépticos

Para la utilizacion y conservacion de los antisépticos hay que considerar los diferentes
factores (pH, concentracion, tiempo de actuacion, microorganismo sobre el cual debe actuar
etc.) que puedan afectar la actividad del antiséptico. Para garantizar la eficacia de estos
compuestos quimicos es necesario aplicar ciertas normas. Una de las normas importantes es
asegurarse de que la persona a utilizar dicho antiséptico no sea alérgica y que el tiempo de
actuacion debe ser considerado como punto clave tomando en cuenta que no debe
desencadenar respuestas contraproducentes para la salud de quien los utiliza. Ademas, otras
normas es que la piel debe limpiarse antes de aplicar la solucidn antiséptica, respetar la
concentracion recomendada por el fabricante, no mezclar diferentes antisépticos.
Finalmente, las condiciones de envasado deben prevenir al madximo una contaminacion a
partir del ambiente, su evaporacion o cambios en su concentracion (Alvarez, 2014;
Martinez, 2013; Kehr, 2012).

2.7.2. Desinfectante

El desinfectante es una sustancia que se aplicada sobre objetos inanimados y destruye
microorganismos, a excepcion de las esporas bacterianas (Tancara, 2010). Segun la Agencia
para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA) de los Estados Unido de Norteamérica, los
desinfectantes se clasifican por su efectividad sobre los microorganismos estos son de alto,
intermedio y bajo nivel. Un desinfectante de alto nivel es aquel como el glutaraldehido y
acido peracético mata a todos los microorganismos patdgenos y algunas veces llegando a
eliminar bacterias formadoras de esporas. Los desinfectantes de nivel intermedio como son
el cloro y iodoforos son los que eliminan a microorganismos patégenos pero no destruyen a
bacterias formadoras de esporas. El desinfectante de bajo nivel es aquel que mata a la
mayoria de bacterias no esporuladas, algunos virus y hongos; por ejemplo, los componentes

cuaternarios de amonio.
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2.7.2.1. Criterios a considerar para la eleccion de un desinfectante

Para que un desinfectante se lo considere ideal debe cumplir con varias caracteristicas. Los
desinfectantes deben ser faciles de usar, tener un olor agradable, gran capacidad de
limpieza, accion rapida y tener amplio espectro de actividad. Por otro lado, los
desinfectantes no deben ser toxicos, volatiles, corrosivos, contaminar el medio ambiente ni

requerir proteccion especial para su preparacion o uso (Soto et al., 2001; Bagur, 2013).
2.7.3. Mecanismo de accion de los antisépticos y desinfectantes

Los antisépticos y desinfectantes quimicos pueden actuar de diferentes maneras sobre los
microorganismos dependiendo de las caracteristicas quimicas y fisicas de estos productos
quimicos. Estos compuestos afectan a los microorganismos causando dafio a nivel de la
pared celular, generan alteracion de la permeabilidad de la membrana y pared celular y de
las moléculas de proteinas y acidos nucleicos y provocan la inhibicion de la sintesis de acido

nucleicos e inhibicion enzimética — solubilidad (Tancara, 2010).

2.8. Laplata
2.8.1. Generalidades de la plata

La plata es un elemento de transicion que puede estar presente dentro de los metales nobles,
es ductil, maleable y buen conductor de calor y electricidad (Valle, s.f.).El nimero atomico
de la plata es 47, su peso atomico es 107,868. La plata puede existir en dos estados de
valencia Ag*y Ag**(Lantagne, 2001).A la plata se la puede encontrar en diversas formas

tales como nanoparticulas de plata, plata idnica y plata coloidal.

2.8.1.1. Plata coloidal

Una solucién coloidal se compone de macromoléculas coloidales y solventes. La solucién
coloidal es termodindmicamente estable y facilmente reconstituido después de la separacion
de las macromoléculas del disolvente. La plata coloidal es una solucion estable de particulas
de plata muy pequefias en suspension utilizando agua destilada. Las concentraciones altas de

plata se suspenden en proteinas ya que en el agua no son estables (Pancorbo, s.f).

2.8.1.2. Plata i6nica

Esta es una disolucién de iones de plata en un medio acuoso (Pancorbo, s.f).
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2.8.1.3. Mecanismos de accion de la plata
Russell& Hugo (1994) y Morones (2009) describen tres mecanismos principales de accion

de la plata los cuales son responsables de la inactivacion bacteriana:

o Reacciona con grupos tiol (sulfhidrilo, SH) en la célula bacteriana; en particular en

grupos estructurales y proteinas funcionales
o La plata origina cambios estructurales en las membranas celulares de las bacterias

o Los iones de plata al enlazarse con grupos sulfhidrilos de biomoléculas y con

compuestos fosforosulfurados como el ADN pueden llegar a inactivar a la bacteria.

o Los iones de plata provocan la liberacion de iones K * a partir de las bacterias siendo
su blanco de accion el plasma bacteriano o la membrana citoplasmatica ya que estan
asociados con enzimas importantes (Rayman, Lo &Sanwal, 1972; Schreurs & Rosenberg,
1982).

2.8.2. Agua de plata

Es una solucion que esta compuesta de la mayoria de iones de plata. Los iones de plata
son atomos individuales de plata que han perdido 1 electron permitiendo que se pueda

disolver en un medio acuoso como lo es el agua.
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3. MARCO METODOLOGICO

El presente estudio experimental — descriptivo formé parte del Proyecto con cddigo

K13101, financiado por la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador.
3.1. MATERIALESY EQUIPOS

3.1.1. Materiales Fase de campo

e Fundas plésticas con cierre hermético

e Marcadores permanentes

e Agua peptonada al 1 %, estéril

e Canastilla

3.1.2. Materiales Fase de laboratorio

¢ Puntas desechables 100 pL -1000 pL

e Placas Petrifilm™ para Recuento de Aerobios

e Placas Petrifilm™ para el Recuento de Coliformes/E. coli
e Placas Petrifilm Sistema de Recuento 3MPetrifilmStaph Express
¢ Cepa Escherichia coli ATCC 35218 Lote 495-51-10

¢ Cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 Lote 360-129-1
e Agua de plata ARGENTUM 4ppm

e Agua de plata ARGENTUM 10 ppm

e Frascos de vidrio

3.1.3. Equipos

e Incubadora cddigo 02162337

e Congelador cdédigo 02250573

¢ Cocineta codigo 0226148

¢ Autoclave

¢ Balanza granitaria
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¢ Pipeta automatica

3.2. METODOS

3.2.1. AREA DE ESTUDIO

Las cafeterias y las muestras pertenecientes a un centro de estudios superiores en la ciudad
de Quito (Figura. 3.), se codificaron para guardar absoluta confidencialidad de los resultados

obtenidos en este estudio.
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Figura 5. Plano Campus Centro de educacion superior. (Sitios de muestreo color amarillo)
3.2.2. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

3.2.2.1. Codificacion

Las cafeterias y las muestras fueron codificadas para guardar absoluta confidencialidad de
los resultados obtenidos en este estudio, la codificacion incluyo las iniciales del proyecto
PAP (Proyecto agua de plata) seguido del numero que indica la cafeteria muestreada, para la
codificacion de los manipuladores se utilizé la letra M (Manipuladores) seguida del nimero
que corresponde al orden de muestreo (Ver Anexo 8). Se muestrearon al total de

trabajadores involucrados en la manipulacion de alimentos en las cuatro cafeterias de una
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institucion de educacion superior PAP 1 (n=14) (Ver Anexo 1), PAP 2 (n=4) (Ver Anexo2),
PAP 3 (n=2) (Ver Anexo 3), PAP 4 (n=4) (Ver Anexo 4); teniendo un muestra total n= 24.

Para la toma de muestras de las manos de los manipuladores de alimentos se usé la técnica
de enjuague descrita en la Guia técnica para analisis microbiologico de superficies en

contacto con alimentos y bebidas del Pert (Ver Anexo5).

3.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

3.3.1. Fase pre analitica

3.3.1.1.Preparacion hojas de registros
e Cada cafeteria proporciono los datos de todos sus trabajadores que incluyeron nombres y
apellidos completos, funcion que cumplen en su lugar de trabajo, la existencia o no de carnet
de salud vigente entre otros. Estos datos seran considerados para la toma de muestras. (Ver
Anexo 6)

3.3.1.2.Preparacion de agua peptonada
e Preparacion de agua peptonada (volumen depende de las muestras que se procesaran).
(Ver Anexo 7)

e Llenar frascos de vidrio con 100ml y 90 ml de agua peptonada y autoclavar.

e Trasvasar el agua peptonada, cuando este tibia, de los frascos que contienen 100 ml a

fundas Ziploc.
¢ Rotular el material de trabajo con fecha de preparaciéon.

o Refrigerar el material de trabajo hasta su utilizacion.

3.3.1.3.Preparacion de material de trabajo
Autoclavar pipetas seroldgicas de 10ml, tubos de ensayo con tapa rosca de 20 ml y puntas

para pipeta automatica.

3.3.1.4.Preparacion de placas Petrifilm
e Rotular las placas con el cddigo de la cafeteria seguido del cddigo de la persona
muestreada, tipo de tratamiento que recibe la muestra, fecha de toma de muestra y cdédigo

del proyecto. (Ver Anexo 8)

e Antes de usarlas dejar a temperatura ambiente durante unos 10 minutos.
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3.3.2. Fase analitica

3.3.2.1.Toma de muestras
o Se acudi6 a la cafeteria programada para el muestreo llevando el material necesario
para la toma de muestras (fundas Ziploc con 100ml en su interior y la nébmina de personas
que trabajan en dicha cafeteria). EI muestreo se di6 de forma aleatoria para evitar que los

operadores tomen medidas preventivas y el muestreo no represente su realidad cotidiana.

o Se llam6 a cada uno de los trabajadores y se les realiz6 un enjuague de
aproximadamente 1 minuto de sus dos manos utilizando 100 mL de agua peptonada que se

encontraba en la bolsa plastica estéril. (Ver Anexo 9)

o Las muestras fueron rotuladas adecuadamente, las mismas que contaron con el
codigo del sitio donde se colectd de muestra, la fecha de toma de muestra y el cddigo de la
persona de la cual procede la muestra.

3.3.2.2.Analisis de las muestras
Las muestras fueron transportadas a temperatura ambiente al laboratorio de Microbiologia
N° 107 de la carrera de Microbiologia de la Escuela de Bioandlisis de la PUCE para su
procesamiento inmediato. Para que no se den cambios en la carga microbiana inicial el

procesamiento no debe superar los 20 minutos.

De cada bolsa de plastico perteneciente a la muestra de un trabajador se tomaron 10 ml y se
colocaron en el frasco de vidrio que contiene los 90 ml de agua peptonada estéril con el fin

de realizar y trabajar con la dilucion 10 1. (Ver Anexo 10)

Del frasco se tomaron 10 ml para colocarlos en los tubos de ensayo de 20 ml de capacidad,
en total se utilizaron 2 tubos y cada uno contuvo 10 ml de la dilucion10 “de la muestra.

En uno de los tubos que contiene los 10 ml de la dilucién se colocaron 10 ml del agua de
plata de concentracion de 4ppm y al otro se le coloc6 10 ml del agua de plata de

concentracion de 10ppm. (Ver Anexo 11)

Con la ayuda de un cronometro de sembraron en placas Petrifilm para los 3 diferentes
indicadores de contaminacion: Mesofilos aerobios, Coliformes totales/Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, al minuto y los 5 minutos de contacto de la dilucion con las
diferentes concentraciones del agua de plata, asi como se sembro la dilucion sin tratamiento.

El volumen que se sembro fue de 1 ml de la dilucién con y sin tratamiento.
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Posteriormente, las placas fueron incubadas a 35+2 °C para los tres indicadores de
contaminacion, variando el tiempo de incubacion siendo 48 horas de incubacion para
Mesofilos aerobios y 24 horas Coliformes totales/Escherichia. coli y Staphylococcus aureus
segun las indicaciones de cada guia de Placas 3M Petrifilm (3M, 2014). (Ver anexos 12,
13,14)

3.3.2.3.Control de calidad
o Analisis del agua de plata: El agua de plata a diferentes concentraciones fue
proporcionada de forma gratuita por la empresa ARGENTUM donde se realizaron los

controles de calidad respectivos. (Ver Anexo 15)

o Control de placas 3M Petrifilm y agua de plata: Para la validacién de las Placas
3M Petrifilm y el agua de plata se uso el método de referencia para andlisis de desinfectantes
(Actividad sanitaria germicida y detergente de los desinfectantes —Método AOAC 960.09
AOAC (Official Method: Germicidal and Detergent Sanitation Action of Desinfectants,
1960). Para la validacion tanto de las Placas3M Petrifilm para los 3 diferentes indicadores de
contaminacion: Mesofilos aerobios, Coliformes totales/Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, y del agua de plata utilizaran cepas ATCC (American Type Culture Collection ©
2014) de Escherichia coli ATCC35218 y Staphylococcus aureus ATCC25923. (Ver Anexo
16 y 17) Las cepas de coleccion ATCC fueron enfrentadas a dos concentraciones del agua
de plata, 4ppm y 10 ppm, y en los dos tiempos diferentes, 1 minuto y 5 minutos, para cada

concentracion.

e Control de calidad de agua peptonada: Para el control de calidad del agua peptonada
se sembr6 1 mL sobre Placas 3M Petrifilm para los 3 diferentes indicadores de
contaminacion: Mesofilos aerobios, Coliformes totales/Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. Para el recuento de Staphylococcus aureus se utilizd el Sistema de Recuento
3MPetrifilmStaph Express el cual contiene las placas y un disco de confirmacion el Disco
STX 3M.Las placas Fueron incubadas a 35+2 °C durante 48 horas para Aerobios, 24 horas

para Coliformes totales/Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

3.4. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS DATOS

Los analisis estadisticos se realizaron con los datos obtenidos después del estudio total, el
estudio se lo realizo a nivel individual de cafeteria y a un nivel global o macro, es decir,

independientemente de la cafeteria que se haya tomado la muestra, se usé un disefio de
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experimento factorial de dos factores se realiz6 el Analisis de Varianza (ANOVA) para
determinar significancia de los resultados obtenidos, Graficos de Pareto que muestran en
orden creciente la importancia de los factores que se estudiaron (tiempo y concentracion).
Para todos los analisis estadisticos se utilizo el Software STATGRAPHICS Centurion XVII.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento de Mesdfilos aerobios, Coliformes totales, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus de manos de manipuladores de alimentos
pertenecientes a PAP 1, PAP 2, PAP 3y PAP 4

Antes del tratamiento con agua de plata a las 24 muestras pertenecientes a PAP 1, PAP 2,
PAP 3y PAP 4, comparando con los limites permisibles de contaje total de Mesofilos
aerobios (MA) en superficies vivas de < 3000 UFC/mano (Aguayo & Gamboa, 2013),
ningun contaje producto del analisis de las muestras se encuentra por debajo del limite
permisible de <3000 UFC/mano. El elevado nimero de aislamientos con contajes superiores
a 3000 ufc/mano refleja la calidad sanitaria de un alimento, las condiciones de manipulacion
asi como las condiciones higiénicas de la materia prima. Asi como cabe recalcar que un
recuento bajo de Mesofilos aerobios no asegura la ausencia de patégenos o sus toxinas, asi
como un recuento elevado no significa presencia de flora patégena (Osorio et al., 2004
&Cabezas et al., 2008).

Se debe tomar en cuenta que el contaje total para Coliformes Totales y Escherichia. coli en
superficies vivas, deben ser < 100 UFC/mano y ausencia respectivamente segun La guia
técnica para el analisis microbioldgico de superficies en contacto con alimentos y bebidas de
Per( (2007), comparando con estos limites el 50 % y el 95.84%de las 24 muestras
sembradas mostraron un valor por debajo del limite permisible para superficies vivas, tanto
para C. totales, pese a estos resultados se debe considerar que lo méas correcto seria la
ausencia total de este tipo de indicadores de contaminacion. Galindo (2008) asegura que ni
el cambio de guantes ni el comudn lavado de manos después de cada actividad elimina no

asegura ni elimina al 100% de estos microorganismos (Ver tabla 3).

En el estudio solo se encontrd un caso en las 24 muestras analizadas que presentd el
crecimiento de Escherichia colide 1 UFC/mano, representando al 4.16% de muestras que
incumplid con el requisito de la norma, indicando un problema de deficiente aseo de las
manos después de haber tenido contacto con algin tipo de materia fecal representando una
fuente de contaminacion. Realizar analisis microbiol6gico en las manos de manipuladores
de alimentos permite identificar la presencia de flora patdgena con el fin de asegurar todos
los estandares de calidad y salubridad necesarios para la manipulacion, elaboracion vy

expendio de un producto de consumo masivo buscando disminuir los indices de
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enfermedades en el consumidor (Ramirez, L., Angel., V & Caicedo. D. 2008; Avalos, E.,
Portillo, D. 2013).

Antes del tratamiento con agua de plata al 100 % de las manos de manipuladores de
alimentos, si tenemos en cuenta los limites de contaje total Staphylococcus aureus en
superficies vivas, deben ser < 100 UFC/mano segun la guia técnica para el analisis
microbioldgico de superficies en contacto con alimentos y bebidas de Perd (MINSA, 2007),
comparando con estos limites el 58.33% de las 24 muestras sembradas mostraron un valor
por debajo del limite permisible para superficies vivas. Lugo y col. (2006) sefialan que la
tasa de prevalencia de este microorganismo en manipuladores de alimentos es cercana al
35,6 %por lo cual se le considera un parametro de estudio para determinar las condiciones

sanitarias en las que se procesa un alimento. (Ver tabla 3 y Anexo 21-24)

Tabla 3. Resultado del cumplimiento de los requisitos microbioldgicos por microorganismo

en superficies vivas (n=24)

Requisito
Microorganismo microbioldgico? Log N (ufc/mano) Cumplimiento
(ufc/mano)
Bacterias aerobias
o < 3000 <347 0%
mesofilas
Coliformes totales <100 <2 50%
E. coli Ausencia - 95.84%
S. aureus <100 <2 58.33%

!Guia técnica para el analisis microbioldgico de superficies en contacto con alimentos y
bebidas (2007).

Con los datos obtenidos del andlisis de las muestras sin estar sometidas ningun tipo de
tratamiento, se puedo observar el comportamiento de las muestras y se procedié a estudiar
estadisticamente el problema y asi poder ver el efecto que producen las variables que se
tomaron en cuenta en este estudio como son el tiempo de contacto (A) y la concentracion
del agua de plata (B). Lo que se desed es crear una configuracion optima de los factores que
influyen en el modelo, para esto mediante una tabla ANOVA (analisis de varianza) que sirve
para determinar la significancia estadistica de los efectos, el modelo de regresion estimado
y la optimizacion de los factores principales que consiste en minimizar en promedio la

cantidad de bacterias despueés de aplicar el factor A y B 6ptimamente.
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4.2. Efecto de la aplicacion de agua de plata a concentraciones de 4ppm y
10ppm y tiempos de contacto de 1 minutos y 5 minutos sobre Mesofilos
aerobios (MA) aislados de manos de manipuladores de alimentos
pertenecientes a PAP 1, PAP 2, PAP 3y PAP 4.

La aplicacién del agua de plata a concentraciones de 4ppm y 10ppm Yy diferentes tiempos de
contacto 1 y 5 minuto, reduce el numero de bacterias viables de Mesoéfilos aerobios
presentes en las muestras analizadas como se puede observar en las Figuras 4-7. La variable
concentracion del agua de plata no ejercen una reduccion significativa (p>0.05) asi como
tampoco la relacion entre las dos variables del estudio (Tiempo + concentracion) (p>0.05),
se establecio que el parametro o variable que se relaciona directamente y significativamente
(p=0.0394) con la reduccion o eliminacion de la carga bacteriana inicial es el Tiempo (Ver
Anexo 18).

MESOFILOS AEROBIOS PAP 1
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1234567 891011121314
N° muestras

Autor: V. Jara S.

Figura 6.Mesofilos Aerobios PAP1: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de plata

a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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MESOFILOS AEROBIOS PAP 2
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Autor: V. Jara S.

Figura 7. Mesofilos Aerobios PAP2: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de
plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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Figura 8. Mesofilos Aerobios PAP3: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de
plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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MESOFILOS AEROBIOS PAP 4
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Figura 9. Mesofilos Aerobios PAP4: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de

plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.

Con los datos obtenidos sabiendo que el valor de p < 0.05 para la variable tiempo se cumple,
se procede a relacionar y estimar la reduccién de la carga bacteriana en los distintos tiempos
de aplicacion del agua de plata indicando que la reduccion se produciria en 5 minutos siendo
este el valor optimo de tiempo de contacto (Fig. 8).
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Autor: V. Jara S.
Figura 10. Grafica de efectos para Mesofilos aerobios: Relacion UFC/mano en relacion al

tiempo de contacto.
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En la Fig. 9 se puede observar un ejemplo de la relacién de la carga bacteriana de Mesofilos
aerobios recuperados de la muestra pura o sin tratamiento asi como la reduccion de las

mismas en los diferentes tiempos de contacto y concentraciones.
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Autor: V. Jara S.

Figura 11. Placas Petrifilm para contaje de Mesotfilos aerobios: UFC/mano antes
(izquierda) y después del tratamiento (derecha) con agua de plata a concentraciones de 4ppm

y 10ppm con tiempos de contacto de 1 y 5 minutos.

Luego del tratamiento con el agua de plata, resultados que se pueden apreciar en la Tabla 4
(s6lo en cuanto a Mesofilos aerobios) de estos valores obtenidos de la aplicacion del
tratamiento podemos observar que el tratamiento que se muestra relativamente efectivo
contra MA cuyo numero se reduce considerablemente después del su aplicacion es el
tratamiento de 10 ppm con un tiempo de aplicacion de 5 minutos con una diferencia

logaritmica de hasta 5 log entre el resultado de la muestra pura y la muestra tratada.

Los datos con mayores diferencias logaritmicas se pueden observar que se los encuentra en
los tratamientos con tiempo de contacto de 5 minutos independiente de la concentracion del

agua de plata.

Los datos de reduccion méas notoria se encuentran en el tratamiento con agua de plata de 10
ppm a 5 minutos corroborando que el tiempo es el factor influyente en el decrecimiento de

carga bacteriana.
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Tabla 4.Resultados generales de Mesofilos Aerobios presentes en las muestras puras y las muestras bajo tratamiento de agua de plata.

MESOFILOS AEROBIOS MANIPULADORES

ANTES DESPUES
4ppm 10ppm
Sitiode | N° Muestras Muestra Log Log |Diferencia Log | Diferencia Log | Diferencia Log | Diferencia
muestreo | Manipuladores pura ,\3'?3 1 min 10g deLog 10 | 5min 10g deLog 10 | 1 min 10g de Log 10 | 5 min 109J de Log 10
(a)) | (MP-ay) (a2) | (MP-a2) (as) (MP-as) (a4) (MP-ay)
1 100000 5 22000 4 1 18000 4 1 26000 4 1 5400 4 1
2 100000 5 4000 4 1 3000 3 2 14000 4 1 2000 3 2
3 100000 5 26000 4 1 6100 4 1 4600 4 1 1* 0 5
4 100000 5 36000 5 0 13200 4 1 1600 3 2 800 3 2
5 90000 5 2500 3 2 1000 3 2 100 2 3 1000 3 2
6 100000 5 9900 4 1 3100 3 2 800 3 2 1000 3 2
7 100000 5 11900 4 1 14200 4 1 36000 5 0 1* 0 5
PAPL 8 100000 5 2900 3 2 3300 4 1 36000 5 0 1* 0 5
9 100000 5 11100 4 1 14100 4 1 1300 3 2 4300 4 1
10 100000 5 24000 4 1 22000 4 1 2600 3 2 2500 3 2
11 100000 5 100000 5 0 34000 5 0 5000 4 1 16000 4 1
12 100000 5 32000 5 0 25100 4 1 12000 4 1 16000 4 1
13 100000 5 10000 4 1 36000 5 0 48000 5 0 7200 4 1
14 97000 5 4700 4 1 1700 3 2 1* 0 5 1* 0 5
UFC/mano

*Los resultados de crecimiento con valor = 0 se reportaran como 1.
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Tabla 4. Resultados generales de Mesofilos Aerobios presentes en las muestras puras y las muestras bajo tratamiento de agua de plata.

(Continuacion)

MESOFILOS AEROBIOS MANIPULADORES

ANTES DESPUES
4ppm 10ppm
Sitio de N° Muestras Log
muestreo | Manipuladores | Muestra | = 5 Log |Diferencia Log |Diferencia Log |Diferencia Log |Diferencia
pura | vp | 1 min 10 |delog10| 5min 10 |[delLog10| 1min 10 |delog10 | 5min 10 | de Log 10
(a1) | (MP-a1) (a2) | (MP-a2) (as) (MP-a3) (a4) (MP-ay)

1 26900 4 6600 4 0 3200 4 0 1500 3 1 1300 3 1

2 46000 5 13800 4 1 12700 4 1 7700 4 1 7800 4 1

PAP 2 3 25400 4 2300 3 1 1200 3 1 1000 3 1 1000 3 1

4 18000 4 7100 4 0 3300 4 0 1* 0 4 6000 4 0

1 76000 5 13000 4 1 88000 5 0 1* 0 5 1* 0 5

PAP3 2 22000 4 9000 4 0 3000 3 1 1* 0 4 2000 3 1

1 92000 5 4800 4 1 7400 4 1 16000 4 1 14000 4 1

2 32000 5 7600 4 1 1600 3 2 1000 3 2 400 3 2

PAP 4 3 100000 5 13000 4 1 3800 4 1 10000 4 1 6000 4 1

4 100000 5 26000 4 1 7600 4 1 16000 4 1 1700 3 2

UFC/mano

*Los resultados de crecimiento con valor = 0 se reportardn como 1.
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4.3. Efecto de la aplicacion de agua de plata a concentraciones de 4ppmy
10ppm y tiempos de contacto de 1 minutos y 5 minutos sobre Coliformes
totales (CT)/Escherichia coli aislados de manos de manipuladores de
alimentos pertenecientesa PAP 1, PAP 2, PAP 3y PAP 4.

Al igual que en el caso de MA, en el andlisis estadistico realizado a las diferentes variables
del estudio el tiempo es quien se relaciona significativamente (p= 0.02) a la reduccién de
CT, Siendo descartado el efecto independiente de la concentracion asi como la relacion de

tiempo + concentracion (Fig.10-13.y Anexo 19).
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Autor: V. Jara S.
Figura 12. Coliformes totales PAPL: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de

plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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Figura 13. Coliformes totales PAP2: Actividad bactericida de la aplicacién de agua de

plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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Figura 14. Coliformes totales PAP3: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de

plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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Figura 15.Coliformes totales PAP4: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de

plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.

Con los datos del andlisis estadistico del efecto del tiempo sobre la reduccién de las
bacterias de interés se realizé la estimacion de la reduccion con la aplicacion del tiempo
optimo (5min) ver Fig. 14. Por tanto para minimizar la cantidad de CT se requiere poner

cualquier tipo de concentracion por 5 minutos.
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Figura 16. Grafica de efectos para Coliformes Totales: Relacion ufc/mano en relacion al
tiempo de contacto.

En la Fig. 15 se puede observar un ejemplo de la relacion de la carga bacteriana de
Coliformes totales/ Escherichia coli recuperados de la muestra pura o sin tratamiento asi

como la reduccién de las mismas en los diferentes tiempos de contacto y concentraciones.

Para el caso de Escherichia coli como su presencia fue nula en los manipuladores luego de
la aplicacion del agua de plata, entonces podemos asumir que el valor dptimo se obtiene al

aplicar la minima concentracion al menor tiempo posible.
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Figura 17. Placas Petrifilm para contaje de Coliformes totales: UFC/mano antes
(izquierda) y después del tratamiento (derecha) con agua de plata a concentraciones de 4ppm

y 10ppm con tiempos de contacto de 1 y 5 minutos.

31



Los datos que se obtuvieron del crecimiento de CT que se indican en la Tabla 5. Revelan
que la mayor diferencia de reduccion o inhibicion de crecimiento del nimero inicial de
contaje y el resultado del contaje de la muestra tratada con el agua de plata, expresada en

Logl0, es de 3 log 10, datos que se ubican en la variable 10ppm , 5minutos.
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Tabla 5. Resultados generales de Coliformes totales presentes en las muestras puras y las muestras bajo tratamiento de agua de plata.

COLIFORMES TOTALES MANIPULADORES

ANTES DESPUES
Sitio de N° Muestras 4ppm 10ppm
muestreo | Manipuladores | Muestra | Log 10 Log |Diferencia Diferencia Diferencia Log | Diferencia
Pura | MP | L | 10 |deLog10 | 5min L‘(’gz)lo de Log 10 | 1 min L‘(’gs)lo deLog10 | 5min | 10 | deLog10
(@) | (MP-ai1) (MP-a2) (MP-as) (as) (MP-as)
1 100 2 1* 0 2 1* 0 2 6 1 1 1* 0 2
2 200 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2
3 300 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2
4 400 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3
5 500 3 100 2 1 1* 0 3 1* 0 8 1* 0 3
6 600 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 8 1* 0 3
PAP 1 7 700 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 8 1* 0 3
8 800 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3
9 900 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3
10 1000 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3
11 1100 3 1* 0 3 1* 0 3 1 0 3 1* 0 3
12 1200 3 1* 0 3 1* 0 3 1 0 3 1* 0 3
13 1300 3 500 3 0 1* 0 3 2 0 3 1* 0 3
14 1400 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3
UFC/mano

*Los resultados de crecimiento con valor = 0 se reportaran como 1.
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Tabla 5. Resultados generales de Coliformes totales presentes en las muestras puras y las muestras bajo tratamiento de agua de plata.

(Continuacion)

COLIFORMES TOTALES MANIPULADORES

ANTES DESPUES
4ppm 10ppm
Sitio de N° Muestras PP PP
muestreo | Manipuladores | Muestra | Log 10 Diferencia Diferencia Diferencia Diferencia
Pura MP mlin Lc()g )10 de Log 10 | 5min L(()g )10 deLog 10 | 1min L(()gs)lo de Log 10 | 5min L(()i)lo de Log 10
. (MP-a1) 2 (MP-a) (MP-a3) (MP-as)

1 1000 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3

PAP 2 2 300 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2

3 900 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3

4 200 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2

1 1* 0 1* 0 0 100 2 0 1* 0 0 1* 0 0

PAP'3 2 1* 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0

1 1 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0

PAP 4 2 1* 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0

3 1* 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0

4 1 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0

UFC/mano

*Los resultados de crecimiento con valor = 0 se reportaran como 1.
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4.4. Efecto de la aplicacion de agua de plata a concentraciones de 4ppmy

10ppm vy tiempos de contacto de 1 minutos Yy 5 minutos sobre

Staphylococcus aureus (SA) aislados de manos de manipuladores de
alimentos pertenecientesa PAP 1, PAP 2, PAP 3y PAP 4.

La aplicacion del agua de plata a concentraciones de 4ppm y 10ppm reduce el nimero de

bacterias viables de Staphylococcus aureus presentes en las muestras analizadas como se

puede observar en las Fig. 16-19.
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Figura 18.Staphylococcus aureus PAPL: Actividad bactericida de la aplicacion de agua de

plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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Figura 19. Staphylococcus aureus PAP2: Actividad bactericida de la aplicacion de agua

de plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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Figura 20. Staphylococcus aureus PAP3: Actividad bactericida de la aplicacion de agua
de plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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Figura 21. Staphylococcus aureus PAP4:Actividad bactericida de la aplicacion de agua de

plata a concentraciones de 4ppm y 10 ppm a diferentes tiempos 1 minuto y 5 minutos.
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En la Fig. 20 se puede observar un ejemplo de la relacion de la carga bacteriana de
Staphylococcus aureus recuperados de la muestra pura o sin tratamiento asi como la

reduccion de las mismas en los diferentes tiempos de contacto y concentraciones.

PAPLRnEL, Apgm ' BEAS
®ive

Phr) met Wpw VLA

Autor: V. Jara S.

Figura 22. Placas Petrifilm para contaje de Staphylococcus aureus: UFC/mano antes
(izquierda) y después del tratamiento (derecha) con agua de plata a concentraciones de 4ppm

y 10ppm con tiempos de contacto de 1 y 5 minutos.

Como se puede observar en el Anexo 20 ningun factor como tiempo (B), concentracién (A)
ni la relacion de A+B tiene un efecto significativo en la reduccion de carga bacteriana inicial

y después del tratamiento con el agua de plata, pues su valor p >0.05.

El total de unidades formadoras de colonias de Staphylococcus aureus se redujo hasta 3 log
10 ufc/mano de su contaje inicial indistintamente del tiempo de aplicacién y concentracion
del agua de plata evidenciando lo obtenido en el anélisis estadistico (Tabla6).

La eficacia de la aplicacion del agua de plata se puede relacionar a la naturaleza o tipo de
bacteria, al pertenecer al grupo de Gram positivos, por su estructura de la capa de
péptidoglicano previene o dispone el paso de los iones de plata a través de la pared celular
bacteriana provocando una lisis celular y un cambio en la densidad electronica del
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citoplasma , estos resultados son constantes en otros estudios realizados como el de Jung, et
al 2008, teniendo una reduccién logaritmica de hasta 5 log 10 UFC/mano, cabe recalcar que
este resultad se obtuvo con una concentracion mas baja que la utilizada en este estudio

(0.2ppm) con un tiempo de contacto de 90 minutos.

En este caso ningun efecto es estadisticamente significativo, la interaccion del modelo con

todos los factores seria el que se muestra en la Fig. 21.

15 =
tiempo=1
13 .
hoLlE .
09 tiempo=5 -
tiempo=1
0.7 tiempo=5 _
4 10

concentracion

Autor: V. Jara S.
Figura 23. Grafica de efectos para Staphylococcus aureus: Relacion UFC/mano en

relacién al tiempo de contacto.
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Tabla 6. Resultados generales de Staphylococcus aureus presentes en las muestras puras y las muestras bajo tratamiento de agua de plata.

Staphylococcus aureus MANIPULADORES
ANTES DESPUES
Sitio de N° Muestras Lo 4ppm 10ppm
i Muestra 9 - . - . . . . .
muestreo | Manipuladores 10| 4 Log | Diferencia 5 Log | Diferencia 1 Log | Diferencia 5 Log | Diferencia
pura | \vip in| 10 | deloglo | = | 10 | delogl0 | + | 10 | delogl0 | = | 10 | deLog 10
(a) | (MP-a1) (a2) | (MP-ay) (a3) | (MP-as3) (as) | (MP-as)
1 100 2 |100| 2 0 1* 0 2 200 | 2 0 0 1* 1
2 200 2 |100| 2 0 1* |0 2 1* 0 2 0 1* 2
3 300 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2 0 1* 2
4 400 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
5 500 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
6 600 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
7 700 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
PAP 1
8 800 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
9 900 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
10 1000 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
11 1100 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
12 1200 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
13 1300 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
14 1400 3 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3 0 1* 3
UFC/mano

*Los resultados de crecimiento con valor = 0 se reportaran como 1.
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Tabla6. Resultados generales de Staphylococcus aureus presentes en las muestras puras y las muestras bajo tratamiento de agua de plata.

(Continuacion)

Staphylococcus aureus MANIPULADORES
ANTES DESPUES
Sitio de N° Muestras Lo 4ppm 10ppm
i Muestra 9 - . - . . - . .
muestreo | Manipuladores 10 Log | Diferencia 5 Log | Diferencia 1 Log | Diferencia 5 Log | Diferencia
pura | \vp | 1min | 10 | de Log 10 | 10 | deloglo | . | 10 | delogl0 | = | 10 | deLog 10
(a1)) | (MP-a1) (22) | (MP-a2) (a3) | (MP-as) (as) | (MP-as)

1 2900 3 2100 3 0 200 2 1 900 | 3 0 300 2 1

2 400 3 100 2 1 500 | 3 0 100 | 2 1 400
PAP 2

3 900 3 100 2 1 100 2 1 200 | 2 1 1* 0 3

4 500 3 100 2 1 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3

1 100 2 1* 0 2 100 | 2 0 1* 0 2 1* 0 2
PAP 3

2 1* 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0 1* 0 0

1 900 3 300 2 1 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3

2 700 3 400 3 0 1* 0 3 1* 0 3 1* 0 3
PAP 4

3 100 2 100 2 0 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2

4 300 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2 1* 0 2

UFC/mano

*Los resultados de crecimiento con valor = 0 se reportardn como 1.
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CONCLUSIONES

o Los microorganismos indicadores de contaminacion que se aislaron de las manos de
manipuladores de alimentos con un rango superior al limite permisible fueron Mesdfilos

aerobios, evidenciando un incorrecto proceso de higiene de sus manos.

o Los resultados obtenidos en las cuatro cafeterias no reflejaron un predominio de la

especie Escherichia coli descartando asi una contaminacion producida por una fuente fecal.

o La presencia de Coliformes en la mitad de las muestras del estudio demuestran que
su sistema de higienizacion no es capaz de mantener este indicador por debajo del limite

permisible.

o Los manipuladores presentaron S. aureus coagulasa positiva en méas del 50% dentro
del limite permisible, sin embargo el resto de muestras no alcanzaron este limite y esto se
puede deber a que no se usan guantes para las distintas actividades y/o las manos poseian
heridas y estas tenian contacto directo con el producto.

o Se determiné la relacion que ejerce la variable tiempo, entre el contaje de bacterias
Mesdfilas aerobias, Coliformes totales y Escherichia coli en las muestras antes y después de
la aplicacion del agua de plata, siendo el factor que provoca este fendmeno independiente de
la concentracion, pudiendo determinar el tiempo éptimo de contacto en 5 minutos para una

reduccion significativa de la carga bacteriana inicial y la final.

o Para el caso de Staphylococcus aureus antes y después de ser tratada la muestra con
agua de plata no existio un factor que provoque este fendmeno que sea de significancia alta,
por lo tanto para su reduccién no se conoce un tiempo éptimo de contacto ni una

concentracion especifica.
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RECOMENDACIONES

o Realizar estudios acerca de la toxicidad de la plata y los efectos secundarios que

conlleva su aplicacion tdpica a corto y largo plazo sobre superficies vivas.

o Evaluar la actividad bactericida del agua de plata en microorganismos indicadores de
contaminacion de manos de manipuladores de alimentos aplicando el lavado directo con el
agua de plata para ver si el efecto sigue siendo el mismo que el que se obtuvo al tratar la

muestra con la metodologia descrita en este estudio.

o Realizar pruebas con cepas bacteriana resistentes a antibidticos para evaluar si es

factible eliminarlas con distintas dosis de agua de plata.

o El empleo de la solucién de ion de plata pueda tener usos valiosos en varios campos,
como la desinfeccion de manos de personas involucradas en cualquier proceso de
produccion de alimentos para disminuir el riesgo de contaminacion por malas practicas

higiénico-sanitarias.
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ANEXOS

Anexo 1: Codificacion manipuladores PAP1

Codificacion Nombre de iersona muestreada

M2 AR

. 0= @ |

M4 CR

> @@= @ ]

M6 HW

- 0= ]

M8 GV

> = ]

M10 MR

- @@= @ ]

M13 RO

- 0= @]
M20 RG
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Anexo 2: Codificacion manipuladores PAP2

Codificacion Nombre de iersona muestreada

M2 PS
M4 EG
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Anexo 3: Codificacion manipuladores PAP3

Codificacion Nombre de persona muestreada
M1 PS
M2 RR
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Anexo 4: Codificacion manipuladores PAP4

Codificacion Nombre de iersona muestreada

M2 SZ
M4 SV
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Anexo 5: Seleccién del método de muestreo. Guia técnica para el analisis
microbioldgico de superficies en contacto con alimentos y bebidas

en contacto con Alimentos y Bebidas™

RESOLUCION MINISTERIAL
N® 461-2007/MINSA

Uma, 5 de junio del 2007
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Seleccion del método de muestreo

Guia técnica para el analisis microbiologico de superficies en contacto con alimentos y
bebidas (Continuacion).

METODO DE MUESTREO SUPERFICIES A MUESTREAR

Se utiliza para superficies inertes regulares e irregulares, tales
como tabla de picar, bandejas, mesas de trabajo, utensilios,

Método del Hisopo cuchillas de equipos, cortadora de embutidos, cortadora de

pan de molde, fajas transportadoras, tolvas, mezcladoras,

pisos, paredes y otros.

El método de la esponja se utiliza preferentemente para

Método de la Esponja o ]
muestrear superficies de mayor area.

Metodo del Enjuague Se utlliza para superticies vVivas (manos) Yy para objetos

pequefios o para el muestreo de superficies interiores de

envases, botellas, bolsas de plastico, etc.

Meétodo del enjuague
Descripcion:

Dependiendo de la muestra, el método consiste en realizar un enjuague (botellas, frascos,

utensilios, similares) o inmersion (manos, objetos pequefios) en una solucion diluyente.

b) Materiales:

Frascos con tapa hermética de boca ancha de 250 mL de capacidad, con 100 mL de solucion
diluyente estéril. o Bolsas de polietileno de primer uso. o Pinzas estériles. o Guantes
descartables de primer uso. o Protector de cabello. o Mascarillas descartables. o0 Plumén

marcador indeleble (para vidrio). o Caja térmica. o Refrigerantes.

¢) Procedimiento:

Para manos

Vaciar el diluyente del frasco (100 mL) en una bolsa plastica de primer uso.

Introducir las manos a muestrear hasta la altura de la mufieca.
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Solicitar al manipulador que realice un frotado de los dedos y particularmente alrededor de
las ufias y la palma de la mano, adicionalmente el muestreador debera realizar la misma

operacion a través de las paredes de la bolsa, durante un (01) minuto aproximadamente.

Luego de retirar las manos se regresa el liquido al frasco o se anuda la bolsa y ésta se coloca

en otra bolsa para que esté segura; en este caso, la bolsa que se utilice debe ser estéril.
d) Conservacion y Transporte de la muestra

Las muestras se colocaran en un contenedor isotérmico con gel refrigerante, el cual se
distribuird uniformemente en la base y en los laterales, para asegurar que la temperatura del
contenedor no sea mayor de 10°C, a fin de asegurar la vida util de la muestra hasta su
llegada al laboratorio. El tiempo de transporte entre la toma de muestra y la recepcion en el
laboratorio estara en funcion estricta de dicha temperatura, no debiendo exceder las 24 horas
y excepcionalmente las 36 horas. Se deberd registrar la temperatura del contenedor al
colocar las muestras y a la llegada al laboratorio con la finalidad de asegurar que las mismas
hayan sido transportadas a la temperatura indicada. Las temperaturas superiores a 10°C

invalidan la muestra para su analisis.
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Anexo 6: HOJA DE DATOS INFORMATIVOS PROYECTO k13101

Manipuladores

cODIGO PAP FECHA RESPONSABLE
NUMERO DE F SEXO F M JB JL TT TP DM C
TRABAJADOR NUMERO DE INSUMOS
ES MANIPULADOR
ES
Codificacion APELLIDO NOMBRE CS ACTIVIDAD VESTIMENTA OBSERVSACIONE
RT G/R| D M| G

Abreviaturas: JB jabon de barra/JL jabon liquido/TT toalla de tela/TP toalla de papel/DM desinfectante de manos/C cepillo/CS carnet de

salud/RT ropa de trabajo/G/R gorro/redecilla/D delantal/M mascarilla/G guantes
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Anexo 7: Preparacion de agua peptonada al 0,1 %

Pesar 0,1 gramos del medio y aforrar a 100 ml de solvente

En una probeta medir los 100 ml necesarios de agua purificada Tipo Il (solvente)
Mezclar los dos componentes y llevar al calor solamente hasta que se disuelva
totalmente.

Trasvasar a frascos Scott de vidrio con 100 ml'y 90 ml de agua peptonada, los que
sean necesarios.

Mantener las tapas de los frascos a medio cerrar.

Llevar a esterilizar en autoclave a 121°C, 15 psiy 15’

Sacar el material con cuidado cuando las condiciones del equipo sean las permitidas
Rotular el material de trabajo con fecha de preparacién

Llevar a refrigeracion el material de trabajo hasta que se ocupe en el muestreo.
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Anexo 8: Codificacion de las muestras

Etiqueta
PROYECTO AGUA DE PAP E] X E]' 401Elppm| dd/mm/za FECHA DE SIEMBRA DE
PLATA LA MUESTRA
K13101 I_ ‘
—— - CONCENTRACION
CODIGO DEL . NUMERO DE DEL AGUA DE
PROYECTO MUESTRA PIATA
MUESTREQ
M: manipulador
TIPO DE E: Ensalada
MUESTRA 5: Superficie
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Anexo 9: Toma de muestras

Enjuague de manos
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Anexo 10: Procesamiento de las muestras

Siembra de muestra sin tratamiento con agua de plata
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Anexo 11: Procesamiento de las muestras

Siembra de las muestras con tratamiento con agua de plata
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Anexo 12: Petrifilm Mesoéfilos aerobios.

Guia de interpretacion de resultados y uso.

The Petnfilm Aerobic Count (AC) plate is a ready-made culture medium system that contains Standard Methods

nutrients, a cold-water-soluble gelling agent. and an indicator that facilitates colony enumeration. Petrifilm AC
plates are used for the enumeration of aerobic bacteria.

Aerobic Bacteria Count =152
A red mdicator dye m the plate colors the colomes.
» -4 Count a1l red colomes regardless of their s1ze or
- : - .c -
» . . - '
. F f
. > * g S “'f’"
Rt 3 Pl
- ') - . - ‘ - 113
. .i.. p
e Y E la @ .. :
4=
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Count=0

It 15 easy to interpret the Pemfilm AC plate. Figure 2
shows a Petnifilm AC plate without colonies.

Count =143
The preferable counting range on a Petrifilm AC plate
15 25-250 colonies. See figure 4.

68

Count =16

Figure 3 shows 2 Pemfilm AC plate with a few

Estimated Count = 560

When colonies number more than 230, as in figure 5,
estimate the count. Determime the average number of
colontes in one square (1 cm?) and multiply it by 20
to obtain the total count per plate. The moculated area
on a Petrifilm AC plate 15 approximately 20 ey’



Count = TNTC (Estimated count = 10°)

Figure 6 shows a Pemfilm AC plate with colonies that are
too numerous to count (TNTC).

Count = TNTC (Estimated count = 10°)
Occasionally, distnbution of colonies appears uneven,

as shown m figure 8. This is also an mdication

of a TNTC result.
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Count=TNTC (Estimated count = 10%)

With very high counts, the entire growth area may tum
pink, as shown in fizure 7. You might observe mdnadual
colonies only at the edge of the zrowth area Record this
as a INTC result.

Count=TNTC (Estimated count = 10°)

The colonies on the Petrfilm AC plate m fizure 9 appear
countable at first glance. However, when you look closely
at the edge of the zrowth area. you can see a lugh
concentration of colomes. Record this as a TNTC result.
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Estimated Count = 160

A few species of bacteria hquify the gel in the
Petnfilm AC plate, as shown m fizure 10. When
this occurs, determme the average count in a few
wunaffected squares and then multiply 1t by 20 to

Count =83

Because colonies on Pemfilm AC plates are red. you

can distinguizh them from opaque, mregularly shaped
food particles (see circles 1 and 2).



3M Petrifilim™ Aerobic Count Plates Reminders for Use

For detailed CAUTIONS, DISCLAIMER OF WARRANTIES / LIMITED REMEDY, LIMITATION OF 3M LIABILITY, STORAGE AND
DISPOSAL information, and INSTRUCTIOMS FOR USE see Product's package insert.

1 Store unopened packages at <8°C To seal opened package, fold end 3 Feep resealed packages at <25°C
(=46°F). Use before expiration over and tape shut (=77°F) and <50%RH. Do not
date on package. In areas of high refrigerate opened packages.
humidity where condensate may Use Petrifilm plates within one
be an issue, it is best to allow manth after opening.

packages to reach room
temperature before opening.

Sampm"ation

Prepare a 1:10 or greater dilution of Add appropriate quantity of one of the Blend or homogenize sample per

food sample. Weigh or pipetie food following sterle diluents: Butterfield's 6 cument procedurs.

product into an appropriate container phosphate buffer (IDF phosphate buffer,

such as a siomacher bag, dilution 0.0425 g/l of KHzFOy adjusied to pH Adjust pH of the diluted sample

bottie, Whir-Pak® bag, or other sterle 7.2}, 0.1% peptone water, pepione salt betwesan .6 and 7.2 -

container. diluent (150 method GBAT), buffered « for acid products, use 1N MaOH,
peptone water (150 method &578), - for alkaline products, use 1M HCL
=aline solution (0.85 - 0.90%), bisulfate—

free letheen broth, or distiled water.

Tuocalation

Place Petrifilm plate on level 8 With pipette perpendicular to Release top film; allow it to drop.
surface. Lift top film. Petrifilm plate, place 1 mL of sample Do mot reldl top film down.

onto center of botiom filmn.
r Canfinued - aver
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spreader on top film over incculum.

1 Genthy apply pressure on spreader io

Do oot twist or slide the spreader.

InMon

Imcubate plates with cear side up in 14 Petrifilm plates can be counted on a

stacks of no more than 20. It may
be necessary to humidify incubator
to minimize moisture loss.

standard colony counter or other
magnified light source. Refer to the

Interpretafion Guide section when
reading resulis.

Incubation time and temperature vares by
method. Most commen approved methods:

= ADAC® Official Method 386.33

{milk and dairy products)

Incubate 48h + 3h at 322°C £ 1°C

= ADACY Official Method 590.12
Incubate 4Bh £ 3h at 35°C £ 1°C

= AFNOR Validated Method

3M 011-09/89

Incubate 72h £ 3h at 20°C £ 1°C

= NMKL Method 1461993
Incubate 72h £ 3h at 30°C

Microbiology Products

M Center

Bldg. 275-5W-05

5t. Paul, MIN 55144-1000
USA

1 B00 228-3957

www 3N commicrobiology

Lift spreader. Wait at least one
minute for gel to formn.

Colonies may be isclated for further
identification. Lift top film and pick
the colony from the gel.

AddiﬁMments

= Questions? L5, call 1-800-328-6553, Canada, call 1-800-563-2921
for technical service.

* To order Petrifim plates in the U.5., call 1-800-328-1671.

=  Latin America / Africa and Asia Pacific regions, call 1-651-733-7562.

M Canada, Imc.

Post Office Box 3757
London, Omtario M&A 4T1
Canada

1 BOO 364-35T77

3M Eunrope

Labaoratoires 3M Santé
Boulevard de I'Oise

F-25029 Cergy-Pontoise Cedex
Framce

33130318571
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Anexo 13: Petrifilm E.coli/Coliformes.

Guia de interpretacion de resultados y uso.

Las placas Petrifilm para Recuento de E. coli / Coliformes contienen nutrientes de Bilis y Rojo Violeta (VRB), un agente
gelificante soluble en agua fria, un indicador de Ia actividad de glucuronidasa, y un indicador que facilita la enumeracion
colonial. La mayoria de las E. coli (cerca del 97%) producen beta-glucuronidasa l1a cual produce un precipitado azul asociado
con la colonia. El film superior atrapa el gas producido por los coliformes fermentando la lactosa y 1a E. coli. Cerca del 95%
de las E. coli producen gas, indicado por las colonias de color rojo a azuloso asociadas con el gas atrapado sobre la placa
Perifilm EC (con el didmetro aproximado de de una colonia).

La AOAC INTERNATIONAL y el Bacteriological Analytical Manual (BAM) de 1a FDA definen a los coliformes como
bacilos gram neganvos que producen acido y gas de la lactosa durante la fermentacion metabélica. Las colonias de
coliformes creciendo en la placa Petrifilm EC producen dcido el cual ocasiona que el indicador de pH tifia el gel de color
rojo obscuro. El gas amrapado alrededor de las colonias de coliformes indica coliformes confirmados.

La identificacion de la E. coli puede variar por pais
(ver 1a Seccion Instrucciones de Uso para tiempos y
temperaturas de incubacion):

Método Validado AOAC INTERNATIONAL

E. coli =49 (colonias azules con gas)
Coliformes totales = 87(mpsyazu1esoongas)

USaT esta placa solamente para la deteccion de 1a E. coli O157. Como omos medios para E. coli /coliformes, esta placa no|
a especificamente si esta presente alguna cepa de O157.
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No crecimiento = 0

Note los cambios en el color del gel en las figuras 2 a 8.
Conforme 1a cuenta de E. coli y coliformes se
incrementa, el color del gel se toma desde rojo obscuro
hasta azul purpura.

Las burbujas del fondo son caracteristicas del gel y no
son el resultado del crecimiento de coliformes o E. coli.
Ver cuadro 1.

Recuento de E.coli=3

Cualquier coloracion azul (azulosa a rojo-azul) indica la
presencia de E. coli. La luz frontal aumenta la deteccion
del precipitado azul formado por cualquier colonia.

El circulo 1 muestra una colonia rojo-azul usando luz
posterior. El circulo 2 muestra la misma colonia con
luz frontal. El precipitado azul es mas evidente en el
circulo 2.

Recuento de E. coli= 13
Recuento de coliformes totales = 28

El rango de conteo para la poblacion total en las placas
Perrifilm EC es de 15-150

No cuente las colonias que aparecen en la barrera
de hule espuma porque estin fuera de la influencia
selectiva del medio. Ver circulo 1.

Recuento de E. coli=17

Recuento de coliformes totales = 150

El drea de crecimiento circular es de aproximadamente 20
cm?.

La estimacion se puede hacer sobre placas conteniendo
mas de 150 colonias contando el mimero de colonias

en uno 6 mas cuadrados representativos y determinando
el mimero promedio por cuadro. Multiplicar el numero
promedio por 20 para determinar el recuento estimado por
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Recuento real ~ 106

Las placas Petrifilm EC con colonias que son
TNTC tienen una 6 mas de las siguientes
Muchas colonias pequenas, muchas burbujas de
gas, y un obcurecimiento del color del gel desde
rojo a azul purpura..

Recuento presuntivo de E. coli ~8

Recuento de coliformes totales ~ 108

Cuando estan presentes altos niveles de coliformes
(>108 ), algunas cepas de E. coli pueden producir
menos gas V las colonias azules pueden estar menos
definidas. Cuente todas las colonias azules sin gas y/o
Colonias azules como E. coli presuntivas. Repique las
colonias azules sin gas y confirme si es necesario.

Recuento real ~ 106

Altas concentraciones de E. coli pueden causar que
el area de crecimiento se tore azul purpura.

Recuento real ~ 108

Cuando estan presentes altos numeros de organismos no
coliformes como las Pseudomonas en la placa Petrifilm
EC, el gel puede cambiar a amarillo.



Recuento de coliformes totales =3 Recuento total de coliformes = 78

Las particulas de alimento son de forma irregular y Los patrones de burbujas pueden variar. El gas

o estan asociadas a burbujas de gas. puede desorganizar a la colonia de tal forma que la
colonia queda rodeada por la burbuja.
Ver circulos 1y 2.

Las burbujas de artefacto pueden resultar de
inoculacion inapropiada o del atrapamiento de aire
dentro de la muestra. Son de forma irregular y no

estan asociadas a colonias.
Ver circulo 3.
O OO
o [} g 0 o 05
0.8 gmg 2 &3
1 o 4
2

z O 3

Los ejemplos mostrados del 1-10 muestran diversos
patrones de burbujas asociadas con las colonias
productoras de gas. Todas deben ser enumeradas.

@9@

76



Instrucciones de Uso
Para informacién detallada sobre ADVERTENCIAS, PRECAUCIONES, GARANTIAS/ REMEDIOS LIMITADOS,
LIMITACION DE RESPONSABILIDAD DE 3M, ALMACENAMIENTO Y DESECHO, e INSTRUCCIONES DE USO, ver el
instmactivo del producto dentro del paguete.

Il

Almacene los paquetes sin abrir a<8°C .

1 {<46°F). Usar antes de la fecha de Para scllar mmmmm Mantener cemados los paquetes a
expifacion en &l paquete. Ena areas de mbb_dmamdalmmymhq.le -ﬁf}ﬂ?‘ﬂyicﬁmﬁdzﬂm
alta humedad donds las condensacian una cinta. Relativa. No refrigerar los paquetes
puede ser un problema, es mejor dejar mmmmplm_mm
que los paquetes alcancen la dentro de un mes despues de

temiperatura de habitacion antes de abrir.

Prepa‘ la Muestra

Preparar una dilucian 1:10 o mayor Adicionar la cantidad apropiada de uno Mezckar u homogenizar las
del alimeno. Pesar o pipetear &l 5 de los siguientes diuyenies estenies: 6 muestas por &l procedimiento
products alimenticio en un contensdor Bufier de fosfatos de Butterfield s (buffer nomial.
apropiade como una bolsa de fosfatos [DF, 000425 gl de KH2PO4
digestor, botella de dilucian, bolsa ajustado a pH 7.2), agua peptonada Para productos acidos ajustar el pH
Whirl-Pak, u otro contenedor estésil al 0.1%, diluyente de peptona sal de la muestra diluida a 6.5-7.5 con
{método 150 6887), agua peponada NaOH 1. Para productos alcainos
bufferada (metdo 150 6579), solucion ajustar &l pH con HCI 1ML
salirea (0.85-0.900:), caldo lethesn lore
e bisulfitos, 0 agua destilada.

Mo usar buifers que contengan
diraios, bisulfitos & tosulfaios,
pueden inhibir crecimiento.

Con la pipeta perpendicular a la placa
Perifilm, colocar 1mil de la muesta en
&l centro del fim infesior.
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l Colocar el difusor con &l lado plano 1 Aplicar una ligera presion soore &l Retirar &l difusor. Esperar un minimao

hacia la placa hacia el film supesior difusor para distribuir & indculo sobre de un minute hasta que soidifique el
=obre & nocuo, &l drea circular antes de que se forme oel.
&l gel Mo mover o deslizar el difusor.

~ Incubar las placas con el lado claro Las placas Petrifilm pusden contarse Las colonias pueden ser aisiadas
hacia arriba en columnas no mayores 14 soibre un contador estandar u oo para identficacion posterior. Levantar
a 20. Puede ser necesanio humidificar tipo de lupa con luz. Aeferiss a el film superior v repicar ka colonia del
la incubadora para minimizar la pesdida [a Guia de Bterpretacion cuando s gel.

de humedad. lean los resultados

Los tiempos y temparaturas da incubscion varian de
acusdo al matodo.

ADAL Matodo Oficial 991 .04

Para cofiformee: incubar 24h +- 2h @ 35°C +41°C
Para E. coli: incubar 4Bh +- 2h @ 35 "CG+-1°C

ADAC Matodo Oficial 993.08
Para E. coll (para camicos, polle y comida dal mar):
Incubar a 24h +- 2h @ 35°C +- 1°C

AFNOR Matodo Validado 3M 014 0992
Para E. col: incubar 24h +/- 2h @ 42°C +-1°C

NMEL Metodo (147.1953)
Para coliformes © incubar 24h +- Zh @ 37°C
Para E. col: incubar 48h +- 2h @ 37°C

3M

Productos Microbiclogices 300 México, 5.4, de .V,

30 Cenger Blde. 275-5W-03 Av. Santa Fe No.53 Petrifim e ura marca de S,
5t Paul, MIY 55144-1000 Col. Santa Fe munmm
UsA Del. Alvaro Obregén '

1-800-228-3857 CP 01210 México DF. R

niicrobiolosy @ mmm com (525) 52-70-20-80 TO-B008-4574-1 [TE 5) D
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Anexo 14: PETRIFILM Staph Express Count Plate.

Guia de Interpretacion de resultados y uso.

The Petnfilm™ Staph Express Count Plate is a sample-ready culture medium system which contains a cold-
water-soluble gelling agent. The chromogenic, modified Baird-Parker medium in the plate is selective and
differential for Staphylococcus aureus. Red-violet colonies on the plate are S. aureus.

If you encounter background flora in your staph testing, the 3M Petrifilm Staph Express Disk may be used to
identify S. aureus from all suspect colonies. The Petrifilm Staph Express Disk should be used whenever colonies
other than red-violet are present on the plate; for example, black colonies or blue-green colonies. The Petrifilm
Staph Express Disk contains a dye and deoxynbonucleic acid (DNA). S. aureus produces deoxyribonuclease
(DNase) and the DNase reacts with the dye to form pink zones. When the disk is inserted into the plate.

S. aureus (and occasionally, Staphylococcus hyicus and Staphylococcus intermedius) produce a pink zone.

S. aureus, S. hyicus. and S. intermedius comprise the majority of the group of organisms commonly known as
coagulase-positive staphylococci. Most other types of bacteria do not produce pink zones.

S. aureus Count =11
Thus prcture shows only red-violet colomes. Count all red-
violet colonies as S awrsus. The test 15 complete.
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S. aureus Count =0
Thus Petrifilm Plate has no colonies after 24 howrs of
incubation. The test 15 complete.

| |- T
':L. l.-._'. .
i .

S. aureus Count =122

The recommended counting linut on a Petmfilm Staph
Express Count Plate 15 150 5. aureus colonies. The plate m
Figzwre 4 15 approaching the counting limit The test 15
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S. aureus Count = 24

S. aureus colonies may vary m size. Count all red-violet
colontes regardless of size. Use an illuminated magmfier so
that the colomies are easier to see. The test1s complete.

Estimated S. aureus Count ~ 850E

When the mumber of S. aurens colonies exceeds 150, the
colontes become oo numerous to count (TNTC). Estmate
the count or dilute your sample further. To estimate the count,
count the colonies m one representztive square and multply
that number by 30.



The Petrifilm Staph Express Disk
should be used whenever colonies other
than red-violet are present on the plate
— for example, black or blue-green
colonies — as they may obscure

S. aureus. Black colonies may or may
not be S. aureus. Blue-green colonies
are not S. aureus.

When the disk is inserted into the plate
and they are incubated. pink DNase
zones form. Pink zones are S. aqureus
the majority of the time but
occasionally may be S. Avicus or

S. intermedius. The group of organisms
commonly known as coagulase -
positive staphylococci is mainly
comprised of S. aureus. S. hyicus and
S. intermedius.

S. aureus Count =7

Food particles in this fizure are mregularly shaped.
S. awrsus 15 ezsier to emummerate once the disk has been
from the food.
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S. aureus Count =17
Count pink zones as S. aureus, regardless of the size of the

zone. The amrows in the fizure show gel sphitting. Gel
sphtting does not affect the performance.

S. aureus Count=3

Individual colontes are difficult to see due to food and/or
large numbers of backzround bactena as depicted by
discoloration of the plate in this fizure. Insert the dick and
count pink zones as . awreus.



3M Petrifilm™ Staph Express Count Plates and Disks  Remunders for Use

For detailed WARMNINGS, CAUTIONS, DISCLAIMER OF WARRANTIES f LIMITED REMEDY, LIMITATION OF 3M LIABILITY,
STORAGE AMD DISPOSAL information, and INSTRUCTIONS FOR USE see Product's package insert.

Store unopened pouches of plates To seal openad pouch, fold end
and disks at <B° C [<46° F). Use owver and tape shut.

before expiration date on package. In

areas of high humidity where

condensate may be an issue, itis best

to allow pouches o reach room

temperature before opening.

Sampmaﬁnn

Prepare dilution of food product. Add appropriate quantity of one of
Weigh or pipetie food product into a the following sterile diluents:

sterile container such 35 3 Butterfislds phosphate buffer (IDF
homagenizer bag or dilusion botile. phosphate buffer, KHZFO4 @ 0.0425

gL, adjust to pH 7.2), 0.1% pepione
water, peptone salt diluent (150
method 8887-1), buffered peptone
water (150 §887-1). saline solution
(0.85 —D.90%), bisulfite-free letheen
broth or distilled water.

Do mot use buffers containing
citrate, bisulfite, or thiosulfate; they
can inhibit growth.

Place Petrifilm Plate on level ROLL top film down onto sample
surface. Lift top film. With 3M™ gently to prevent pushing sample
Electronic Pipettor or equivalent off film and to avoid entrapping air
held perpendicular to Pefrifilm bubbles. Do not let top film drop.
Plate, place 1 mL of sample or

diluted sample onto center of

bottom film.
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Plates and Disks: To prevent
exposure to moisture, do not
refrigerate opened pouches. Store
resealed pouches in a cool, dry
place. Use plates within one month
after opening. Use disks within &
maonths after opening. Avoid
exposure of plates and disks to
temperature =25° C (>77" F) andior
relative humidity =50%.

Blend or homogenize sample per
curment procedure.

Far optimal growth and recovery of
microorganisms, adjust the pH of
the sample suspension fo §-8.

- For acidic products, adjust the
pH with 1N NaOH

- For alkaline products, adjust the
pH with 1N HCL

Gently apply pressure on spreader to
distribute inoculum over circular area.

Do not twist or slide the spreader. Lift

spreader. Wait a minimum of 1 minute
fior gel to solidify.



|

Incubate plates with clear side up in 1 If no colonies are presant after
stacks of up to 20 at time and 24 + 2 hours of incubation, the
temperature listed below. count is zero and the test is

It may be necessary to humidify complete.

incubator to minimize maoisture loss.

INCUBATION TIME AND TEMPERATURE VARY BY METHOD.

Most common methods used in the United States:

= ADAC Official Method 2003.07 for the Enumeration of Sfaphylococcus
aureus in Selected Types of Processed and Preparad Foods

= ADAC Official Method 2003.08 for the Enumeration of Sfaphylococcus
auwreus in Selected Dairy Foods

= ADAC Official Method 2003.11 for the Enumeration of Sfaphylococcus
aureus in Selected Meat, Seafood and Poultry

Incubate 24h+ 2h at35°C 21" Cor3T Cx1°C
= If no colonies or only red-violet colonies appear, test is complete,
no need to use disk. Count red-violet colonies as 5. aureus.
= If colomy colors besides red-violet appear, insert disk and
re-incubate 1 to 3 hours at35° C 21" Cor 37" C £ 1° C.
Count pink zones as 5. ureus.

Most common methods used in Europe:
= Mordic System for validation of alternative microbiclogical methods,
Mordwval Validation (Ref. Mo.: 2003-20-5408-00012) for all foods. Refer to
MordVal validation for Petrifilm Staph Express Plate method details.
= AFMOR validated method (3M-01/18-04/03} Use the following details
when implementing the Instructions for Use.
= Sample Preparation: Use only IS0 listed diluents. See 150
GEET-1:1980 (peptone salt diluent and buffered peptone water)
= Incubation:
Incubation of tests: 37" C £ 1" Cfor24hx2h
Incubation of disks: 37° C £ 1° C for 3 hours
= Interpretation:
<150 red-violet colenies and'cr <300 total colonies
=150 pink zones
Read the plates within 3 hours after incubation is complete.
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Ciount red-violet colonies as

5. aureus. Pefrifilm Plates can be
counted on a standard colony
counter or other illuminated
magnifier.

DR

If colony colors besides red-violet
are present, they may cbscure
5. aureus. Use a Petrifilm Staph

Express Disk (see 13-18).

Remove a disk from its individual
package by grasping the tab. Lift
the top film of the Petrifilm Plate
and place the disk in the well of the
plate. Lower the top film.

Apply gentle pressure to the disk
area, including the edges of the disk,
by sliding a finger firmly across the
ftop film. This will ensure uniform
contact of the disk with the gel and
will eliminate any air bubbles.



Incubate plates with inserted disks 1
in stacks of no more than 20 plates
ses time and temperature listed on

previous page.

AdditiMments

» Questions? U.5., call 1-800-328-6553.
* To order Petrifilm Flates in the U.5., call 1-800-328-1671.

= 3M Microbiology offers a full line of products to accomplish a vanety of your microbial

Count all pink zones whether or
not & colony is present.

testing needs. For more information, visit us at www_3M_comi/microbiclogy

3M Microbiology

IM Center, BMg. 275-5W-05
Si_ Panal, MI 55144-1000
UsA

1-800-228-3057

microhiol oEy Emmm com
www 38 com microbiology
M Canada

Post Office Box 5757
London, Ontario MEA4TIL
Canada

1-800-563-2021

33130308571

M Latin America

Avenida Santa Fe 55, Santa Fe
CP. 01210 Mexico City
Mexico

5255-5270-0400

81-3-3709-8180
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1? If further identification is desired, lift
top film and pick the colony from

the gel.

1300 343 878

Bocyelod Paper

4 pre-comTumer

0 posrconsaeecy
Pefrifim s & radermark of 3.
Primbed In LS AL

© 3 2008
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Anexo 15: Documento de certificacion de las concentraciones de agua de plata de 4
ppm, 10 ppmy 15 ppm (Cortesia de Ing. Osvaldo Carbonari - ARGENTUM)

Argentum

AGUA COLOIDAL
DEPLATA

Quito, 5 de mayo de 2014

Master

Elena Granda

Escuela de Bioanalisis-Carrera de Microbiologia
Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
Presente

Saludos cordiales:

Yo, Osvaldo Carbonari, Gerente de la Empresa Argentum, procedo a entregar 4000 ml de Agua de
Plata Coloidal para cada concentracién (4PPM, 10PPM, 15PPM) a probar en el proyecto de
investigacién planteado para el afio 2014.

Deseosos de colaborar siempre con la investigacién y mejoras en procesos en los que se utilizara
este producto, adjunto como respaldo de la calidad del Agua de Plata Coloidal un anexos en el
que consta informacién acerca de equipos de medicion calibrados que confirman las
concentraciones enviadas.

Sin mas que afadir, me despido, esperando los resultados de esta investigacién conforme a lo

pactado.

Atentamente;

Coe~foat' O% ve&%' .
Ing. Osvaldo Carbonari
GERENTE EMPRESA ARGENTUM

Dir: Arteta y Calisto 68100 y Machala Talf: 601 2048 / Cel:099 070 8852 carbonariosvaldo@gmail.com
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Documento de certificacion de las concentraciones de agua de plata de 4 ppm, 10 ppm
y 15 ppm (Cortesia de Ing. Osvaldo Carbonari - ARGENTUM) (Continuacion).

Argentumn \ 7
AGUA COLDIDAL
DE PLATA

TDS METER

Water Quality Tester

HOW PURE .
IS YOUR
WATER?

Figaco ) Monitor TDS levels for:

eAquariums
sFood & Coffee
*Pools & Spas

sColloidal Silver. "¢

Features Include:

* Wide Range
{0-9990 ppm) /=20

A
Digital Thermometer |
= (TDSs

Z4TM only)

>
«Auto Shut-Off
sData Hold

«Auto Temperature
Compensation

+1000+ Hours of
Continuous Usage

«3 Year Limited
Warranty

sFactory Calibrated

N :
{TDS-4 [fDS-4TM 5
e i

Dir: Arteta y Calisto 68100 y Machala

Talf: 601 2048 / Cel:099 070 8852
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Anexo 16: Certificado de Cepa Escherichia coli ATCC 35218

e

ATCC

Escherichia coli (ATCC®
35218™)

Please read this ARST

Frozen; H0°C or
coldar
Freexe-Dried: 2
tod

Live Culture: See

Propagation
Saction

Inianded Lsa

Thia pr et i irberied fof res sanch e only. s nd
irterded fo ary ardmal or buman fergpeuicon
dlagres fic use.

Citation of Strain

¥ use of this cubune resulfs in a sdeniific publication, |
should be cibed inihad maruscip in e following
T Escheriohia coll (ATCCE 25313

Aarve can Type C ultu ne Col lecti on
P B 1 50

i o, WA, 2 0 8 LSS,
oA Y,

AL AR A OT o 16 2T 00
Fimg A ARSI

Ermalt Tochibaloe oy

GO AR FTIORa Y R

Paga 1 of 2

@ Descript an

D ignalion: 1532

D posiied Mame: Esche sohia coll iiguis Castelan and Chalmers

Product Descripiion: This sirain s used in e s sy of bela-lctam antibiofics, enaluation of W uelerH inion
agar, and the quality conirl strain for suscepabilty testing, ARL blofenieun vitek, and Soretire procucts

'[? Propagation

Medium
ATCE® Meaium 5 Muriand sgar or rarent brodh

Growth Condiions
T ol e s 5T
Atmosphere: derobic

Propa gation Procesdures
1. Open visl socording o enclosed insnuctions.
2 Wi & sirgle hubsh of &3 B0 {5 00 6 Ml Wilhara appeo dmately 0US 80 1.0 il with & Pasiour of
1.0 il pipettie. Fiekeceabe e orfine pellel
. Agepically rarater this alouol sk inid the broth tube, Mis vell.
4. Use several drops of he SUEPenEion B0 INoCulate & ¥3 agar slant an dior plats.
& Inculbate e hubes and plate st 370 for 24 houra.

@ Hows

kit orial irvcernation on this cubure s availabie an the AT G web site a8 wwwlanocuon.

E Refarances

Fieferenices and oer | NACTTIa o nel g B0 ihis proous ane atallable online af Wi atcc.orng.

"ﬂ" Blosafaty Leval: 1

Approprate safely procedures should alwans be used with this maferial Laborafory safefy is dscussed in
e cument publication of the Blosalsty in MWoobiogical and Blomedical Labosaiories fromthe LS.
Dwpadtreery of Haalth and Human Serdices Cembers fof Diseass Contol and Precention s Mationsl it
for Hizalin

ATCC Warranty

Thes wisbiliey of AT CC® products is veranted for 30 days from the date of shipmert, and is vald only f the
ErCachiC 8 8 B ol L e SenCaol gl B0 TPl VST o) INechacken 0 . Esauact Vi inaion 8 Fesel, STOD
lists the media formulaiion hat has been found o be efedive for fhis simin. YWhile ofher, s pecified meda
iy alio procuce 5 tactony resuls, & change in media o the abeence of an addithe from the ATCC
eSS el iy aittescl PesCiraed 'y, QroAsiin anclor Surction of Bhis Sraire IF an altemmiall e miscim
formulaion 8 used, e ATOD v anly for dabilibyis no longer walid

Disclaimers

This prochuct is inferded ior |akor shory nesednch purposss. only B s nof inbended for uss in Fumens .

e TG Lk e Feneaon aloler £or i B0 nchacke accurate and uip- to-clade indomation on this produd
sheat, AT00 Makes N WalTantles of Mepresertall ons a8 10 185 & oouracy. CFf alions. from Scienifc |iteratrs
ard pabents. ane prowided for infor matonal purpos es. only_ ATOC does nof wisman | et such infornation has
been condrmed 0 be acaurate.

This produd is sent with the condiion that you ane respomsibie for its sale storage, handing, and use.
ATOC B ol Balde for @y A oF injLies aFiIng om neceipl anathor e of this procucl, Wils
reasonable efor is made fo ersue autheniicEy and reliabliby of simins on deposit, ATOC is nof lable for
darmiages anising from the misidertication or misrepreserraion of culbures.

Ploase soe the encloacd Material Trars fer Agressmenit { WTA) for funt or cdetalls regarding the use of this
product. The MITA s also availsble on o Web sie ot v alcc. org

Adational infanmiatian on e cuRurs o v b on ths ATOC wish mils o s ston, ang.
I AT 0 14, A g e v L ACTTEOCS g i o D) i D A i o Ty e © i Calla clian, A 1)
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Anexo 17: Certificado de Cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

&

ATCC

Staphylococcus aureus
subsp. aureus (ATCC®
25923™)

Floase readihis ARST

F o A0°C o
coldar
Freaze-Dried;

to 8°C

Liwve Culture: See

Propagation

Sact

Intendad Usa

This product is Infierdied for nes sarch e only. K s nd
irerused Ky Ay ArETiSl OF v INeF Spsic of
diagrostic use.

Ciation of Strain

¥ use of this culbue resuls in a sdenific publication, it
should be cited inthat manuscnp in the folicving
AT SAADNHOCOMCUS BUWELS SUDSP. BWEUS
TOC® praEa

Armerican Type C ulure Col lect on
P B 1 540
Manmmas, WA20M0 8 LIS

LR T o AR 0
Faoc T 206,37 60
Emait To chiuliss o)

Droavact yaarfoca dsber

Page 1of 2

@ Dhas cripdlon

Deskignal on : Sealle 1945

Daposited Nama: SATHNOAcOU 5 A0S Ros enbad

Pl i e D aeiecariip Riben s Qliaadity comivel strain for (e CANIP bea . Saaay of Wi o SIS COMoe nirate.
erwaliaflon of Muel er-HINton Sgar, examination of dairy products, medla testing, CLS] dsk d®uson, and for
Abbolt, AP ard Aubobac products.

¥ rropegaton

M ediium
ATCE® Mo um 152 Trypticas s Soy AgariEroth

Growih Condifons
Temperature: 37T
AN asphene: Aerckic

Propagation Procedurne
1. e vial ssocorcing o enclosed irs nsctions,
Z. Using a single tube of #18 broth (5 to & miL), wihdraw approdmately 0.5 o 1.0 mi with a Fasbewr or
1.0 il pipaite. Faskrydeate the enfine pellel,
3 Asepucally ranster s AlQuot Dack INtO the broth ube. M well.
4. Use geweral drops. of the suspersion bo inoculste & ¥ 15 sgar slart anddor plate.
S Incubabe e hubss & plate ol 370 o 24 hours,

E Notos

B s ackis able b frares fer from agar fo agar fo maintain MIC valles.

Several GerBark accessions are anaillable for fhis Berc

1. Bluchectide (GenBlank) - AFQSHRHEE Staphmloooccus sureus ATC C 255073 heat shock protein G0 gere,
P tial coti,

2. Muckeofide ¢GenSank) 1 A% 110511 Sequence 1244 fram Patert W00 23604,

A Mucksotide (GenBlark) 1 400110935 Sequencs 1725 fram Patert WO Z3604.

4. Muckeoade (GenElank) (U@ 10 Saphpacoicus auneus A TCC 2503 165 M, gene, partal
seguEnce.

5. Mk (GenBank) JUTED SmaNPacOes A 165 235 rite ol FN A8 pel iegion.

B Muckeofide (GenBlank ) 218422 5. aweusd ¥ gene for difydodclate reductase.

7. Muckeotice {Genllank) : ABOATIN S8 phpacoccus auneus DA, complebe siruciune of cis sele
chromosomeSOC) dke element, srainct TOD 25003

Addtional information on this cubure s avallable o the ATCC® web site at wwvwatcc.ong.

E Referances

Fieferences and ofber indommadion relafing fo fhis produd are sallable online af wwweafccorg

"@"' Bilosataty Laval: 2

Appropriate safety procecures shoukd abways be used with this material. Labomtory safety s discussed in
thee current publication of the dy b Miciob bogical and Blomed ksl Laboratorias fromihe LS.
Ceepuartmnent of Hewlth andl Human Serdces. Certers for Dis ease Cormol and Frenention and Mational iratines
for Hizalin,

ATCC Warranty

The sty of ATOC® products is vesmanted for 30 denes i om the date of shipment, and is walid only i the
prou.ict (5 s horend ared colured socond rg fo the inomaton inchade do n s produc indor mation 5 Fest. ATCC
lists the: mexia formuation that has. been found b be efledive for this strain. Whis ofher, unspecfied media
Py SO POk ace 5. L tony e Ll & Cnange In mecka o the akoence of an aocitog irom the ATCC
recommmerskd misdla My adlect recoueny, grovth andion fundicn of this strain. B an altemative medium
fommulation i used, the ATOC veamanty for siability is no longer walid

Disclaimars
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Anexo 18: Disefio de experimentos factorial para Mesofilos aerobios.

Anélisis de Varianza para Mesdfilos aerobios

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
A:concentracion 1.21218E7 1 1.21218E7 3.28 0.0735

AB 239900. 1 239900. 0.06 0.7995
Error total 3.40171E8 | 92 | 3.69751E6
Total (corr.) 3.68679E8 | 95
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Anexo 19: Disefo de experimentos factorial para Coliformes Totales

Anélisis de Varianza para Coliformes totales

Cuadrado

Fuente Suma de Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
A:concentracion 1.04167 1 1.04167 1.04 0.3097
B:tiempo 5.04167 1 5.04167 5.05 0.0270
AB 1.04167 1 1.04167 1.04 0.3097
Error total 91.8333 92 0.998188
Total (corr.) 08.9583 95
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Anexo 20: Disefio de experimentos factorial para Staphylococcus aureus

Anélisis de Varianza para Staphylococcus aureus

Fuente C?Jl;rg?a(;f)s Gl Clﬁgg%do Razon-F| Valor-P
A:concentracion | 0.84375 1 0.84375 0.12 0.7340
B:tiempo 2.34375 1 2.34375 0.32 0.5713
AB 3.76042 1 3.76042 0.52 0.4735
Error total 667.958 |92 7.26042
Total (corr.) 674.906 |95
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Anexo 21: Tabla de resultados de crecimiento de Meso6filos Aerobios

MESOFILOS AEROBIOS
MANIPULADORES

Limite
Codificacion N° Muestras AT CONTAJELo0g10 permisible SIS
cafeteria  Manipuladores P (ufc/mano) 3000 o)
ufc/mano (ufc/mano)
ufc/mL
1 10000 4,00 > 3000 3,48
2 10000 4,00 > 3000 3,48
3 10000 4,00 > 3000 3,48
4 900 2,95 > 3000 3,48
5 10000 4,00 > 3000 3,48
6 10000 4,00 > 3000 3,48
PAP 1 7 10000 4,00 > 3000 3,48
8 10000 4,00 > 3000 3,48
9 10000 4,00 > 3000 3,48
10 10000 4,00 > 3000 3,48
11 10000 4,00 > 3000 3,48
12 10000 4,00 > 3000 3,48
13 9700 3,99 > 3000 3,48
14 26900 4,43 > 3000 3,48
15 26900 4,43 > 3000 3,48
PAP 2 16 46000 4,66 > 3000 3,48
17 25400 4,40 > 3000 3,48
18 18000 4,26 > 3000 3,48
PAP 3 19 76000 4,88 > 3000 3,48
20 22000 4,34 > 3000 3,48
21 9200 3,96 > 3000 3,48
PAP 4 22 3200 3,51 > 3000 3,48
23 10000 4,00 > 3000 3,48
24 10000 4,00 > 3000 3,48
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Anexo 22: Tabla de resultados de crecimiento de Coliformes totales

COLIFORMES TOTALES
MANIPULADORES

1 8200 3,91 > 100 2
2 0 - <100 2
3 0 - <100 2
4 100 2,00 <100 2
5 600 2,78 > 100 2
6 100 2,00 <100 2
7 100 2,00 <100 2
PAPL 8 200 2,30 > 100 2
9 3700 3,57 > 100 2
10 0 - <100 2
11 200 2,30 > 100 2
12 300 2,48 > 100 2
13 500 2,70 > 100 2
14 600 2,78 > 100 2
15 1000 3,00 > 100 2
16 300 2,48 > 100 2
PAP 2 17 900 2,95 > 100 2
18 200 2,30 > 100
19 0 - <100 2
20 0 - <100 2
21 100 2,00 <100 2
22 0 - <100 2
PAP 4 23 0 - <100 2
24 100 2,00 <100 2
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Anexo 23: Tabla de resultados de crecimiento de Escherichia coli

Escherichia coli
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Anexo 24: Tabla de resultados de crecimiento de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
MANIPULADORES

1 400 2,60 <100 2
2 600 2,78 > 100 2
3 0 - <100 2
4 0 - <100 2
5 0 - <100 2
6 0 - <100 2
7 0 - <100 2
PAPL 8 300 2,48 > 100 2
9 0 - <100 2
10 0 - <100 2
11 0 - <100 2
12 0 - <100 2
13 0 - <100 2
14 0 - <100 2
15 2900 3,46 > 100 2
16 400 2,60 > 100 2
PAP2 17 900 2,95 > 100 2
18 500 2,70 > 100
19 100 2,00 <100 2
PAPS 20 0 - <100 2
21 900 2,95 > 100 2
22 700 2,85 > 100 2
PAP4 23 100 2,00 <100 2
24 300 2,48 > 100 2
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Anexo 25: Documento de autorizacion muestreos proyecto PUCE 2014

Nombre del GErente @ Cargo: .......coovrerieieiieiene e
Local 1: Cafeterias PUCE Edificio Administrativo......................

Local 2: Cafeterias PUCE Centro Cultural.............ccccooneinnne.

Local 3: Cafeterias PUCE AUdItOrio........c.ccovvireiieireieinieen,

Se solicita la autorizacion para realizar muestreos en estos locales como parte del Proyecto
“Aplicaciones del Agua de Plata como agente bactericida en matrices varias como
alimentos preparados listos para el consumo sin tratamiento térmico (ensaladas),
superficies y utensilios que tienen contacto con alimentos, solucion de enjuague para los
manipuladores investigacion realizada en Cafeterias de un Centro de Educacion Superior”,
fechas probables de los muestreos desde marzo hasta agosto de acuerdo al cronograma
planteado en el proyecto.

Los muestreos a realizarse comprenden:

Muestras de ensaladas que utilicen ingredientes que no han sido tratados con procesos de
coccion

Muestras de hisopados de superficies y utensilios que tengan relacion con preparacién de
alimentos

Muestras de enjuagues de manos de manipuladores

En el desarrollo del proyecto se mantendré la confidencialidad de los resultados obtenidos,

ademas las muestras utilizadas tendran una codificacion que serd manejada Unicamente por

el personal que esta en la investigacion y el Gerente a cargo de los locales.
Sin més que afiadir, me suscribo de usted;
Atentamente;

Mgtr. Elena Granda M.

Director Proyecto Gerente Locales Cafeterias PUCE
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Anexo 26: Formulario Control de Temperaturas (Refrigeradora - Incubadora)

Proyecto K13101

FECHA

T°C

Incubadora

Refrigeradora

T°C

Nombre Responsable
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