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RESUMEN

El presente estudio se realizo con el objetivo de determinar la mejor concentracion del agua
de plata y el tiempo de contacto para inhibir el crecimiento bacteriano en ensaladas listas

para el consumo de las cafeterias de una institucion de educacion superior.

Se realizo el muestreo de la totalidad de las ensaladas que son parte del mend de las cuatro
cafeterias de la institucion. Para su andlisis se utilizaron placas Petrifilm para la deteccion
de mesofilos aerobios, mohos y levaduras y E. coli/coliformes; se manejé la primera
dilucion de la muestra para la siembra y se enfrentd en volumenes iguales con las
concentraciones 4 ppm y 10 ppm del agua de plata; al primer minuto de contacto se realiz6
la primera siembra en las placas de los tres microorganismos indicados y luego de
transcurridos 5 minutos nuevamente se realizé otra siembra. Las placas fueron incubadas de
acuerdo a sus requerimientos y transcurrido el tiempo de incubacidn se realizo el recuento

de las mismas.

Finalmente, se logr6 cumplir con los objetivos propuestos ya que desde el punto de vista
microbioldgico, el agua de plata disminuyé considerablemente la poblacién bacteriana
inicial de las ensaladas muestreadas hasta valores inferiores a m, lo que representa que son
aceptables para el consumo humano segun el Real Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001 para
comidas preparadas sin tratamiento térmico y comidas preparadas con tratamiento térmico,
que lleven ingredientes no sometidos a tratamiento térmico. La mayor concentracion y el
mayor tiempo de contacto fueron los factores eficaces para la disminucion de la carga
microbiana inicial a excepcion de los mohos, donde se evidencié que por su diferente

estructura a la de las bacterias no present6 una disminucion considerable.



ABSTRACT

The present study was conducted to determine the best concentration of silver water and the
contact time to inhibit bacterial growth in ready-to-eat salads in the cafeterias of an
institution of higher education.

There was realized the sampling of the totality of the salads that are part of the menu of
four cafeterias of the institution. Petrifilm plates for the detection of aerobic mesophilic,
molds and yeast and e. coli/coliform were used for analysis, was managed the first dilution
of the sample for the sowing and clashed in equal volumes with concentrations 4 ppm and
10 ppm of silver water, the first minute of contact was made the first sowing on the plates
of the three listed microorganisms and after 5 minutes another sowing was realized. The
plates were incubated according to their requirements and after the incubation time

counting them performed.

Finally, managed to comply with the objectives, since from the microbiological point of
view, the silver water considerably decreased the initial bacterial population of the salads
sampled up to values lower than m, representing that they are acceptable for human
consumption according to the Royal Decree 3484/2000 BOE 12/1/2001 for meals prepared
without heat treatment and heat treatment, meals containing ingredients not subjected to
heat treatment. The highest concentration and contact time were the effective factors for the
decrease of the initial microbial load with the exception of molds, where it was evident that

by their different structure than bacteria did not present a significant decrease.

\
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CAPITULO |
1.1. TEMA

“Evaluacion de la actividad bactericida del agua de plata sobre ensaladas listas para el

consumo en cafeterias de una institucion de educacion superior”.
1.2. INTRODUCCION

El consumo de alimentos que son elaborados con medidas sanitarias ineficientes o que no
requieren coccion representa desde el punto de vista microbioldgico un riesgo para la
poblacion que diariamente consume alimentos fuera de su domicilio. En la actualidad las
normas para la elaboracion de alimentos y en general para la industria alimenticia son mas
exigentes y deben ser cumplidas a cabalidad para disminuir el riesgo de contaminacién en

cualquier etapa del proceso de elaboracion y por ende salvaguardar la salud de la poblacién.

La limpieza y desinfeccion insuficiente de las verduras y hortalizas utilizadas para la
preparacion de ensaladas es la causa de las principales enfermedades transmitidas por
alimentos (ETASs), debido a que desde la cosecha hasta el uso de las mismas en comidas
preparadas poseen un nivel de contaminacién notorio por la presencia de microorganismos

patdgenos.

Segun el Ministerio de Salud Pablica del Ecuador en el afio 2014 fueron notificados 8 090
casos de intoxicacion alimentarias causadas por el consumo de agua y alimentos
contaminados (MSP, 2014).

La utilizacion y la busqueda de nuevos desinfectantes eficaces para la desinfeccion de las
verduras y hortalizas representa uno de los principales procesos para la elaboracion de

ensaladas y cualquier tipo de alimento listo para el consumo humano.



1.3. JUSTIFICACION

El presente estudio contribuirda con informacion sobre el efecto del agua de plata como
desinfectante bactericida en los vegetales y hortalizas para preparacion de ensaladas. El uso
del agua de plata para la desinfeccién de ensaladas ayudard a reducir al minimo las
posibilidades de una infeccion causada por el consumo de las mismas. Esta accion
preventiva es de vital importancia para lugares como las cafeterias de una institucion de
educacién superior en donde se expenden alimentos diariamente y a los cuales acuden
estudiantes, personal administrativo y profesores. Por lo tanto, la desinfeccion de las
verduras y hortalizas que son utilizadas para la elaboracion de las ensaladas es vital para

garantizar la salud de las personas que visitan los lugares mencionados.

Desde el punto de vista socio economico, la importancia de una buena desinfeccion de
vegetales y hortalizas radica en prevenir intoxicaciones alimentarias por consumo de
ensaladas. En el caso de que este tipo de acontecimientos sucedan, la clientela seria una de
las principales afectadas al presentarse problemas de salud, especificamente enfermedades
relacionadas al consumo de alimentos con alta carga microbiana. Ademas la cafeteria
tendria pérdidas econémicas debido a la disminucion de los clientes, reputacion o ain mas
grave provocaria el cierre del local. Dependiendo de los resultados obtenidos en la presente
investigacion el uso del agua de plata constituiria una alternativa positiva como
desinfectante gracias a su efecto bactericida sobre una amplia gama de microorganismos

entre las que se encuentran especies patdgenas.

En el Ecuador, no se ha evaluado la actividad bactericida de la plata. No existe informacion
acerca de la concentracion y tiempo de contacto para el uso del agua de plata como
desinfectante en ensaladas listas para el consumo, informacion que es necesaria para
conocer si el agua de plata tiene poder bactericida en un corto o largo periodo de tiempo
desde el contacto con el alimento y si ese poder depende o no de la concentracion de la
misma. En el presente estudio se trabajara con las ensaladas debido a que son una de las

principales rutas de transmision de enfermedades.

Las concentraciones utilizadas fueron tomadas a partir del proyecto realizado en la PUCE

en el 2013 titulado “Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del agua de



plata frente a microorganismos patogenos y sus posibles beneficios como desinfectante
natural”, codigo J13128, siendo las menores concentraciones que mostraron un mayor

efecto inhibitorio en los microorganismos utilizados.

Los datos obtenidos en el presente estudio seran una linea base para futuras
investigaciones; como por ejemplo su aplicacion en otros tipos de alimentos o0 matrices para

la eliminacidn total o parcial de microorganismos indicadores de contaminacion.



1.4. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

En Ecuador, se han reportado hasta finales del 2014, 8.090 casos de intoxicaciones
alimentarias agudas a causa del consumo de aguas y alimentos contaminados (MSP, 2014).
Las verduras y hortalizas constituyen una parte importante de la dieta diaria de las personas
debido principalmente a su alto contenido nutritivo. Sin embargo, las ensaladas y cualquier
alimento en general que no cumplan con las normas microbioldgicas estandarizadas para su
consumo representan un riesgo para la poblacién que las consume (Vasquez, De Cos, &
Ldpez, 2005). Desde la cosecha hasta el uso de las mismas en comidas preparadas, las
verduras y hortalizas poseen un nivel de contaminacion notorio. La contaminacion puede
deberse a diferentes factores pre-cosecha y post-cosecha. Entre los factores pre-cosecha se
consideran a la exposicion a aguas de riego contaminadas, la tierra y los equipos de cultivo.
Por otro lado, entre los factores posteriores a la cosecha que pueden aumentar la carga
microbiana en verduras y hortalizas estan la contaminacion durante su transporte y el mal
manejo del manipulador que las lava y trata de una manera inadecuada. Por ese motivo, el
consumo de alimentos que no tienen un proceso de coccion previo como el caso de las
ensaladas y que no cumplan con las normas microbioldgicas estandarizadas para su
consumo representan un mayor riesgo para la poblacidn que tiene como dieta principal este
tipo de alimentos (FAO, 2003). Varios estudios reportan que los vegetales que constituyen
parte de una ensalada como lechuga, tomate, apio, zanahoria, repollo, cebolla y huevo duro
presentan los principales microorganismos patégenos asociados con casos y brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) (Nario, Gomez, Zotta, Lavayén, &
Piquin, 2010). Entre los agentes patdgenos encontrados en diferentes elementos que
constituyen una ensalada se han identificado la presencia de Salmonella spp., (Nario et al.,
2010; Leon, 2007), Staphylococcus aureus (Nario et al., 2010), y Escherichia coli (Pellicer
et al., 2002; Castro et al., 2006; Nario et al., 2010). Tambiéen se puede encontrar otros
microorganismos patdgenos como Listeria monocytogenes (Castro et al., 2006; Ledn,
2007), Clostridium botulinum (Castro et al., 2006), Vibrio cholerae (Castro et al., 2006;
Ledn, 2007), Aeromonas spp, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Cryptosporidium spp,
Cyclospora cayetanensis, E. coli O157:H7, Enterovirus, Giardia lamblia, Virus de

Hepatitis A, Virus Norwalk, Shigella spp, y Yersinia enterocolitica (Leon, 2007).



Debido a la falta de un proceso de lavado y desinfeccion adecuado durante la elaboracion
de ensaladas vegetales, éstas podrian convertirse en potenciales fuentes de infecciones o
brotes de enfermedades. En el mercado se comercializan presentaciones cloradas para la
desinfeccion de vegetales siendo el hipoclorito el mas utilizado y econémico. Sin embargo,
se ha verificado que el hipoclorito puede reaccionar con la materia organica generando
compuestos clorados y trihalometanos sospechosos de ser cancerigenos (FAO, 2003). Por
esta razdn, una alternativa para la desinfeccion de vegetales es el uso del agua de plata. Los
beneficios de la plata radican en su efecto bactericida y su propiedad oligodindmica
(Coutifio & Pérez, 2007). En particular, los iones de plata y sus compuestos actian como
excelentes agentes bactericidas resultando ser altamente toxicos para los microorganismos
entre los que se incluyen a varias especies de bacterias (Prabhu & Poulose, 2012). La
toxicidad contra los microorganismos dependera de la concentracion y de la dosis de la
plata (Coutifio, Pérez, Garcia, & Herbert, 2010). Por ejemplo, a concentraciones bajas como
8 ug, las nanoparticulas de plata tienen un efecto completamente citotoxico frente a
Escherichia coli (Singh, Singh, Prasad, & Gambhir, 2008). La eficacia de las
nanoparticulas y compuestos a partir de la plata no solo se ha comprobado en E. coli sino
también se ha reportado su accién en Bacillus subtilis, Vibrio cholerae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhus, Staphylococcus aureus (Sarsar, Selwal, & Selwal, 2014;
Prabhu & Poulose, 2012). Por otro lado, diferentes estudios han demostrado que la plata o
sus derivados no atacan a células del ser humano (Berger, Spadaro, Chapin, & Becker,
1976). Por lo que se sugiere que el uso o consumo de plata y sus derivados no representan
un peligro téxico para el ser humano; esto se debe a la baja capacidad citotoxica debido a
su poca absorcion y deposicion en tejidos (Coutifio et al., 2010).

Aunque existen estudios relacionados con el efecto bactericida de la plata a nivel mundial,

en el Ecuador no existen investigaciones acerca del agua de plata como agente bactericida.

Por lo anteriormente mencionado la presente investigacion pretende responder a la

siguiente pregunta:

- ¢A qué concentracion y tiempo de contacto el agua de plata presenta mayor capacidad
inhibitoria en ensaladas listas para el consumo de cafeterias de una institucion de educacion

superior?



1.5. OBJETIVOS
1.5.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la concentracion del agua de plata y el tiempo de contacto para reducir
la carga microbiana en ensaladas listas para el consumo de las cafeterias de una

institucion de educacion superior.
1.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la carga microbiana de indicadores de contaminacion presente en las
ensaladas muestreadas sin la adicion del agua de plata mediante el uso de placas
Petrifilm.

e Determinar la actividad bactericida del agua de plata en dos concentraciones y
tiempos de contacto determinados sobre microorganismos indicadores de
contaminacion en ensaladas listas para el consumo de las cafeterias de una

institucion de educacién superior.

1.6. HIPOTESIS

El presente trabajo probard la siguiente hipétesis de investigacion: el agua de plata a
diferentes concentraciones y tiempos de contacto presenta una actividad bactericida en
microorganismos indicadores de contaminacién de ensaladas listas para el consumo de las

cafeterias de una institucion de educacion superior.



CAPITULO 11
2.1. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
2.1.1. ANTECEDENTES

La plata, sus iones y compuestos han sido probados por muchos afios y contintan siendo
parte importante de investigaciones basadas en su poder bactericida (Monge, 2009).

Varios estudios han investigado la actividad antimicrobiana de la plata contra un amplio
espectro de microorganismos; como por ejemplo, bacterias Gram positivas y negativas
(Souza, Mehta, & Leavitt, 2006; Singh et al., 2008; Negi, Saravanan, Agarwal, Haider, &
Goel, 2013) causantes de intoxicacion alimentaria (Petrus et al., 2011). Souza et al. (2006)
sugieren que la solucién de agua de plata es un antibiotico efectivo contra muchas cepas de
Staphylococcus aureus Meticilino - resistentes (MRSA por sus siglas en inglés) y cepas
resistentes a maltiples drogas (MDR por sus siglas en inglés) como Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. Estudios mas recientes evalUan el efecto bactericida de la plata
utilizando nanoparticulas en donde se reporta que 12,5 pg/mL como concentracién minima
inhibitoria (CMI) y 25 pg/mL como concentracion minima bactericida (CMB) son
suficientes contra Listeria monocytogenes, E. coli y S. aureus (Monge, 2009). En otra
investigacion las nanoparticulas de 6xido de plata mostraron efecto bactericida en E. coli,
en donde el tiempo requerido para inhibir completamente al microorganismo frente a una
baja concentracién de nanoparticulas fue 24 horas (Negi et al., 2013). Las nanoparticulas y
compuestos a partir de la plata han mostrado ser eficaces frente a 16 especies de bacterias
(Prabhu & Poulose, 2012) que incluyen a E. coli, B. subtilis, V. cholerae, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhus y S. aureus. Una de las mas importantes caracteristicas es
que inhibe a los microorganismos independientemente de si presentan o0 no resistencia
anitibiotica natural o adquirida (Sarsar et al., 2014). En el Ecuador no existen aun estudios
del poder bactericida del agua de plata por lo que el presente estudio seria el primero en
determinar la actividad bactericida del agua de plata sobre una matri: las ensaladas listas

para el consumo.



2.1.2. MARCO TEORICO

2.1.2.1. LAPLATA

La plata es uno de los metales de transicion no esenciales mas explotados. EI metal ha sido
utilizado en joyeria, metalurgia y medicina. Ademéas durante mucho tiempo este metal ha
sido ampliamente estudiado y usado con el objetivo de reducir la contaminacién bacteriana
y prevenir infecciones (Pal, Kyung, & Myong, 2007). El uso medicinal de la plata en la
medicina tradicional de la China e India data de hace 1000 afios A.C., en donde ha sido
utilizado como antiséptico y para la desinfeccion de heridas (Arya, Komal, Kaur, & Goyal,
2011).

2.1.2.1.1. COMPUESTOS Y ALEACIONES DE LA PLATA

Este metal presenta varios tipos de compuestos entre los que se encuentras la plata
metéalica, sales de plata, 6xidos de plata, picrato de plata, plata coloidal, plata i6nica y
nanoparticulas de plata, siendo las tres Gltimas las mas estudiadas como una alternativa para
desinfectantes bactericidas. (Prabhu & Poulose, 2012; Coutifio & Pérez, 2007; Pancorbo,
2009).

2.1.2.1.1.1. Plata coloidal

La plata coloidal es un sistema de dispersion con caracteristicas intermediarias a las
soluciones y suspensiones (Coutifio et al., 2010). A la plata coloidal se la obtiene mediante
procesos quimicos o eléctricos que estan constituidas por pequefias particulas de plata
metalica cargadas eléctricamente y se encuentran suspendidas en determinados medios
liquidos de dispersion (Pancorbo, 2009). Esta suspension de particulas superfinas
obtenidas a partir de un proceso electro-coloidal ha demostrado tener un poder natural
antibiotico y frente a infecciones ha sido de gran utilidad como preventivo (Singh et al.,
2008).

2.1.2.1.1.2. Plata i6nica

La plata ionica es uno de los derivados de la plata. La plata i6nica es obtenida a partir de la
dilucion de formas quimicas de la plata como el nitrato de plata y esta constituida por iones

gue se encuentran cargados positivamente en un medio acuoso (Pancorbo, 2009).



2.1.2.1.1.3. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata son producidas por técnicas de condensacion y co-
condensacion a partir de la evaporacion del metal dentro de una atmosfera inerte y su
posterior enfriamiento para la nucleacion y obtencion de las mismas; estas particulas
poseen un tamano entre el rango de 10-100 nm (Lara, Garza, Ixtepan, & Singh, 2011; Singh
et al., 2008).

2.1.2.2. MECANISMOS DE ACCION DE LA PLATA

La plata actia en componentes celulares como las proteinas, enzimas, ADN, ARN, entre
otros (Monge, 2009). En los microorganismos, los mecanismos de la plata son la
interferencia en la cadena transportadora de electrones, formacion de complejos con grupos
sulfhidrilos los cuales impiden el proceso de deshidrogenacion y la actuacion sobre los
acidos nucleicos. En las bacterias, una de las principales capacidades del agua de plata es su
efecto oligodinamico, efecto bactericida a muy bajas concentraciones. El crecimiento de las
bacterias es inhibido por las particulas de plata que se depositan en las vacuolas y pared
celular como granulos, esto causa la inhibicién de la division celular, dafio en el desarrollo
de las células y el contenido celular de las bacterias (Prabhu & Poulose, 2012), por otro
lado los iones de plata afectan drasticamente a la estructura de la membrana bacteriana
ocasionando dafios en sus funciones tales como la permeabilidad y respiracion (Cho, Park,
& Osaka, 2005; Morones et al., 2005).

Los diferentes tipos de plata han sido probados por su actividad bactericida contra
diferentes microorganismos. La plata nano coloidal ha demostrado tener un buen efecto
bacteriostatico sobre los principales microorganismos causantes de intoxicacion alimentaria
y como antimicrobiano es una ventaja por su bajo costo de produccién (Petrus et al., 2011).
Las particulas de 6xido de plata, usadas para preparar otros compuestos de plata, tambien
han demostrado poseer un inmenso potencial y toxicidad contra bacterias Gram positivas y
negativas requiriendo bajas concentraciones del compuesto para inhibir el desarrollo
microbiano (Negi et al., 2013). Debido a que es un metal téxico no selectivo es
extremadamente letal frente a una amplia cantidad de microorganismos a bajas

concentraciones, ademas su efecto bactericida y liberacion lenta y constante (efecto



oligodinamico), han logrado que sea utilizado como preservante o desinfectante (Coutifio &
Pérez, 2007; Arya et al., 2011; Lemire, Harrison, & Turner, 2013). En conclusion, por su
fuerte toxicidad el agua de plata es eficaz contra un amplio grupo de microorganismos
(Singh et al., 2008), en particular por ejercer fuertes efectos inhibitorios y bactericidas, asi
como por poseer un amplio espectro de actividades antimicrobianas (Kim, Hyeong-Seon,
Deok-Seon, Soo-Jae, & Dong-Seok, 2011).

2.1.2.3. BUENAS PRACTICAS DE MANUFACTURA

Las BPM son una serie de herramientas y procedimientos importantes y obligatorios para
las industrias, que permiten la obtencion de productos de alta calidad e higiénicamente
procesados para el consumo humano. En el Ecuador fueron constituidas como regulacion
de caracter obligatorio el 4 de Noviembre de 2002 en el decreto ejecutivo No. 3253
publicado en el registro oficial No. 696. Las empresas que implementan estas herramientas
buscan reducir el riesgo fisico, quimico y bioldgico que se pueda presentar en cualquier
etapa del proceso de produccién de alimentos. Ademas, al implementar las BPM las
industrias 0 empresas posicionan de mejor manera a su producto al ser considerado de alta
calidad, garantiza al consumidor la inocuidad del alimento que estd consumiendo y ayudan

al disefio y funcionamiento del establecimiento (Medina, 2013).
2.1.2.4. ENSALADAS, VERDURAS Y HORTALIZAS

Las verduras segun el Decreto 2484/1967 del codigo alimentario espafiol son un grupo de
hortalizas, donde la parte comestible la constituyen sus érganos verdes como las hojas
mientras que las hortalizas son plantas herbaceas listas para ser consumidas crudas o
cocinadas (Gobierno de Espafia, 2012). Las verduras y hortalizas son ricas en sales
minerales y vitaminas como principal fuente de nutricion que actdan en el metabolismo
intestinal del humano inteviniendo en el desarrollo de la flora bacteriana intestinal (Pascual
& Calderon, 1999). Las verduras y hortalizas poseen una variedad de microorganismos
como flora bacteriana normal, la mayoria se encuentran principalmente en la superficie. Sin
embargo, las verduras y hortalizas estdn expuestas a factores que pueden facilmente
contaminarlas con flora bacteriana como coliformes fecales que pueden ser causantes de

diversas enfermedades gastrointestinales. Entre los factores que pueden contaminarlas estan
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el agua de riego, tierra, materia fecal, el aire y las personas que las cosechan en el caso de
que sean portadoras asintomaticas de microorganismos patégenos. Luego de su cosecha los
productos estdn nuevamente expuestos a otros factores como: utensilios, recipientes,
maquinas y en general a la falta de higiene durante la preparacion de productos como las
ensaladas. Por ello, es necesario implementar las BPM dentro del proceso de elaboracién de
ensaladas para reducir considerablemente repercusiones en la salud del consumidor
(Herrera & Torres, 2008).

2.1.2.5. ENFERMEDADES BACTERIANAS DE ORIGEN ALIMENTARIO

Este tipo de enfermedades son consideradas por la FAO (Food and Agricultural
Organization) y la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) como una de las principales
causas de la disminucion de la productividad econdmica de los paises y de mayor
distribucion en el mundo con respecto a otro tipo de enfermedades (Rodriguez, Rodriguez,
Gamboa, & Arias, 2010).

Son ocasionadas por la presencia de bacterias patdgenas que van a producir toxinas en los
alimentos que no han pasado por un proceso de elaboracién adecuado o en el caso de
ensaladas de vegetales que no pasan por la etapa de coccién y dentro del organismo de la
persona que las consuma representan una potencial fuente de infeccion. Se puede presentar

dos tipos de enfermedades:

- Las infecciones alimentarias van a ser producidas por aquellas bacterias vivas que han
logrado multiplicarse en una cantidad considerable en el alimento que han contaminado
liberando sus toxinas y ocasionando dafios en el tracto intestinal de la persona que las

consuma.

- Las intoxicaciones alimentarias seran producidas por bacterias en este caso que no estan
vivas pero cuyas toxinas van a ser absorbidas en el tracto intestinal causando dicha
enfermedad. (Pascual, 2005).
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2.1.2.6. TIPOS DE MICROORGANISMOS CONTAMINANTES

Dependiendo del tipo de microorganismo que se encuentre presente en cualquier clase de
alimento se pueden presentar dos tipos de contaminantes como microorganismos patégenos

y no patdgenos:

Los microorganismos no patdgenos son alteradores de la calidad de los alimentos entre los
que se encuentran los mohos y levaduras los cuales producen dafios visibles en el producto
final, no causan intoxicaciones, pero incapacitan los alimentos para su consumo o
disminuyen su vida comercial. Entre los principales cambios que se producen en los
alimentos a causa de los microorganismos estan el sabor, olor y textura, como resultado el
producto final pierde su valor comercial y propiedades alimenticias llegando a ser una
fuente de contaminacidn ya sea por excesiva carga o la presencia de sus toxinas (Molecular
Diagnostics Center, 2013).

Los microorganismos patdgenos entre los que se encuentran Staphylococcus aureus y
Escherichia coli no causan dafios visibles en la calidad del alimento pero poseen la
capacidad de producir toxinas preformadas que son termotolerantes y sobreviven aun
después de la eliminacion del microorganismo que la produjo (Gil, 2010).

Entre los microorganismos mas frecuentemente aislados de verduras y hortalizas estan:
Achromobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Micrococcus, Lactobacillus, Penicillium,
Alternaria, Fusarium, Bacillus, Salmonella, E. coli y otras Enterobacteriaceae (Pascual &
Calderdn, Microbiologia Alimentaria: Metodologia Analitica para Alimentos y Bebidas,
1999).

2.1.2.7. ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS (ETAS)

Las enfermedades trasmitidas por alimentos son producidas por alimentos o bebidas
contaminadas con sustancias quimicas o agentes patdgenos como bacterias, virus y
parasitos que pueden afectar a la salud individual o colectiva de las personas. Hasta la
actualidad se conocen mas de 250 enfermedades transmitidas por alimentos las cuales son
ocasionadas principalmente por microorganismos y sus sintomas principales son la diarrea
y el vomito. Estas enfermedades son producidas generalmente por la introduccion de

toxinas de microorganismos patdgenos al tracto gastrointestinal lo que ocasiona la
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generacion de los sintomas gastrointestinales y enfermedades. Entre los principales
microorganismos causantes de ETAs se encuentran Campylobacter, Salmonella y
Escherichia coli.

Las ETAs se han convertido en un grave problema de salud publica debido a las nuevas
formas de transmision de microorganismos hacia los alimentos, la falta de buenas practicas
de higiene y manufactura, la resistencia bacteriana a los diferentes antimicrobianos y el
control de la materia prima y producto terminado por parte de las industrias y
establecimientos. Es necesario controlar cada etapa del proceso de produccion de los
alimentos para garantizar la inocuidad de los mismos y asegurar la salud del consumidor
(Gonzalez & Rojas, 2005; CDC, 2009; OMS, 2015).

2.1.2.8. MICROORGANISMOS INDICADORES EN ALIMENTOS

Los microorganismos indicadores de alimentos son aquellos que poseen caracteristicas
similares a los patdgenos pero que son rapida y facilmente identificables, ademas de que su
deteccion es econdmica. Luego de demostrar que los microorganismos indicadores estan
presentes se puede inferir que puede existir la presencia de microorganismos patdogenos
(Bello, 2000; Arcos, Avila, Estupifian, & Gomez, 2005). Asi también, para conocer la
calidad sanitaria de los alimentos y el tiempo de vida atil de un alimento se realiza un
analisis microbiolégico, basado en la presencia de microorganismos indicadores de
contaminacion. Los grupos indicadores revelan el tipo de bacteria que ha contaminado el

alimento y cuél es el nimero aproximado de dicha bacteria (Bravo, 2004).

La presencia de microorganismos indicadores en alimentos denota una falta de higiene en
alguna etapa del proceso de elaboracién o una incorrecta manipulacién del producto. Entre
los principales grupos para alimentos sin ningun tipo de tratamiento térmico tenemos
mesofilos aerobios, coliformes totales y mohos y levaduras (Fuentes, Campas, & Meza,
2005). Otros microorganismos indicadores de contaminacién fecal en el alimento son los
Coliformes fecales, Enterococos, Escherichia coli y Clostridium perfringens (Gomez,
2002).
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2.1.2.8.1. Mesofilos aerobios

Los mesofilos aerobios son todas aquellas bacterias que crecen en cualquier tipo de
ambiente a altas o bajas temperaturas en un rango de 25 — 40 °C y tienen la capacidad de
desarrollarse en agar nutritivo. La presencia de este tipo de microorganismos indica
contaminacion en la materia prima, proceso inadecuado, falta de higiene, almacenamiento
inadecuado y representa condiciones favorables para el desarrollo de patdgenos. Este grupo
de microorganismos es muy general y su deteccion tiene varias limitaciones al no poder
relacionar altos contajes con microorganismos patégenos o sus toxinas, tampoco el origen
de la contaminacion y no diferencia el tipo de bacteria que se encuentra presente en el
alimento (Pascual & Calderdn, Microbiologia Alimentaria: Metodologia Analitica para
Alimentos y Bebidas, 1999).

2.1.2.8.2. Coliformes totales

Los coliformes totales son bacterias Gram negativas, aerobias o anaerobias facultativas
fermentadoras de lactosa, que producen acido y gas en 24-48 horas luego de su incubacion.
La presencia de coliformes totales sugiere principalmente una falta de higiene o
recontaminacion del alimento. Al realizar el analisis de este tipo de microorganismos se
podria determinar la presencia de patdgenos como Escherichia coli, Citrobacter,

Enterobacter y Klebsiella sp. (Larrea, Rojas, Alvarez, Rojas, & Heydrich, 2013).

2.1.2.8.3. Mohos y levaduras

Los mohos y levaduras son organismos eucarioticos, formadores de esporas, no
fotosintetizadores, con reproduccién sexual y asexual que abundan en lugares oscuros y
humedos. La presencia de este tipo de microorganismos indica que existio contaminacion
ambiental y el riesgo de toxicidad puede aumentar ya que existen varios tipos de hongos
que pueden sintetizar metabolitos toxicos y generar dafio acumulativo (Instituto

Interamericano de Cooperacién para la Agricultura, 2001).
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2.1.2.8.4. Coliformes fecales

Los coliformes fecales son considerados coliformes termorresistentes ya que crecen a una
alta temperatura 44 - 44,5°C y son productores de indol (Hernandez, 2002). Este grupo
constituye el mejor indicador de contaminacion por materia fecal, donde la especie que
predomina es Escherichia coli que es uno de los principales indicadores de contaminacion
fecal, sea humana o animal. Otros microorganismos dentro del grupo coliformes fecales son
Klebsiella spp., Citrobacter spp. y Enterobacter spp. La presencia de todos ellos en
alimentos o agua estd relacionada con contaminacion por materia organica (Rodriguez,
2011).

2.1.2.8.5. Enterococos
Los enterococos son estreptococos de origen fecal y abundan en el tracto digestivo de
humanos y animales de sangre caliente. Se encuentran en el suelo y en ambientes acuaticos

contaminados ya que son altamente resistentes (Arcos et al., 2005; Rodriguez, 2011).

2.1.2.8.6. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens, una bacteria de origen fecal y no patdgena para animales, se
caracteriza por ser bacilos Gram positivos, anaerobios, formadores de esporas y esta
presente en la microflora intestinal de los animales de sangre caliente. Debido a que se
caracteriza por la formacion de esporas son resistentes a condiciones ambientales
desfavorables para su crecimiento por lo que se encuentran en aguas y suelos contaminados
(Arcos et al., 2005).
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CAPITULO 11l
3.1. MATERIALES Y METODOLOGIA

El presente estudio fue de tipo descriptivo transversal y formé parte del proyecto, codigo
K13101. Financiado por la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE) realizado
en el afio 2014.

Para el presente estudio no existieron limitaciones, ya que se obtuvo el compromiso
firmado de los responsables que administran las cuatro cafeterias que participaron en esta
investigacion (Ver Anexo 1: Formato documento de autorizacion de muestreos proyecto
PUCE 2014), la cual cont6 con un presupuesto establecido para la adquisicion del material

necesario para el cumplimiento de los objetivos planteados.
3.1.1 Fase de recoleccién de datos y creacion de formularios:

Se realiz6 una visita programada con los responsables de cada cafeteria para realizar un
cronograma de muestreos (Ver Imagen 1) y obtener informacion acerca de los tipos de
ensaladas que expendian en cada una, siendo importante el cumplimiento de los criterios de

inclusion planteados para realizar la recoleccion y muestreo:

Criterio de inclusion - Ensaladas: se selecciond las ensaladas que cumplieran con los
requisitos previamente planteados como fueron, aquellas que tienen ingredientes sin

tratamiento térmico y/o con algun ingrediente sometido a tratamiento térmico.

Imagen 1: Cronograma de muestreo

Ensaladas |I

PAP: 1 ENSALADAS RESPOMSABLE Fecha de muestren y dembra

E{10} Rl 23/09/2014
PAP:Z ENSALADAS RESPOMSABLE Fecha de muestren y dembra

E(7) R2 11/11/2014
PAFP:3 ENSALADAS RESPOMSABLE Fecha de muestren y dembra

E(2) R3 11/11/2014
PAP: 4 ENSALADAS RESPOMSABLE Fecha de muestren y dembra

E(2) G 11/11/2014

Elaborado: por D. Bonifaz
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3.1.2. Materiales de la fase de muestreo

Para la fase de muestreo se utilizé fundas ziploc para trasladar las ensaladas que no poseian
contenedores propios al laboratorio. Para su recoleccion fueron utilizadas las pinzas que los
encargados manejaban para servirlas a los consumidores, las mismas que fueron

previamente desinfectadas con alcohol al 70% (Ver Imagen 2).

Imagen 2: Materiales fase de muestreo

Funda ziploc
Pinza

Tomadas por V. Jara

3.1.3. Materiales de la fase de laboratorio

En esta fase fueron utilizados envases para toma de orina estériles, cronémetros, micro
pipeta de 1000 uL calibrada, crondémetro, pipetas serologicas de 5 ml y 10 ml estériles,
puntas desechables, tubos de 15 ml, agua peptonada 0,1% (Ver Anexo 2 y Anexo 3).
Ademas para la siembra se utilizaron placas petrifilm para E. coli/Coliformes (Ver Anexo
4), Mohos y Levaduras (Ver Anexo 5) y Mesdéfilos Aerobios (Ver Anexo 6) (Ver Imagen
3).

Imagen 3: Materiales fase de laboratorio

(@)

Le=dd En.g\ Yot

E] i l‘

Tomadas por D. Bonifaz
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3.1.4. Equipos de laboratorio

Los equipos de laboratorio utilizados fueron: incubadora Memmert (CB PUCE: 02162337),
refrigeradora Ecasa (CB PUCE: 02250573), autoclave, mechero (CB PUCE: 021228239),
balanza analitica calibrada y licuadora.

3.2. MARCO METODOLOGICO

Siguiendo el orden establecido para la realizacion de los ensayos microbiologicos, se
detalla a continuacion cada uno de los pasos realizados:

3.2.1. Muestreo, recoleccion y transporte de las muestras

Las muestras de ensaladas listas para el consumo, fueron recolectadas de las 4 cafeterias de
forma intencional, es decir se muestrearon las ensaladas que cumplieron con el criterio

establecido.

Las cafeterias fueron codificadas como PAP 1, PAP 2, PAP 3, PAP 4, el numero de
muestras de cada cafeteria fue de 10, 7, 2 y 2 respectivamente, las cuales se encuentran

detalladas en la Tabla 1: codificacion e ingredientes de ensaladas.

Para el muestreo se tomaron las respectivas protecciones para evitar la contaminacion
cruzada, en cuanto a los utensilios de recoleccion fueron desinfectados con alcohol al 70%,
en este caso las pinzas propias del lugar las que se encontraban en un recipiente recolector
junto a la ensalada, este proceso se realizd previamente para cada toma de muestra. En

cuanto al operador utiliz6 equipos de proteccion individual (EPIs) (Ver Imagen 4).

Imagen 4: EPIs

Tomado por V. Jara
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Para el analisis se recolectd alrededor de 20 a 30 g de ensalada, directamente del

contenedor donde son servidas (Ver Imagen 5). Las muestras fueron recogidas en fundas

ziploc para su inmediato analisis en el laboratorio. Por otro lado, otras ensaladas venian

servidas en su propio contenedor; en ese caso, se llevo la ensalada en el mismo recipiente

(Ver Imagen 6). Las muestras fueron transportadas inmediatamente en canastillas a

temperatura ambiente para su anlisis en el laboratorio 107 del edificio de Microbiologia de

la Escuela de Bioandlisis de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE).

Imagen 5: Recoleccién ensalada Imagen 6: Recipiente con ensalada

Tomadas por D. Bonifaz

Tabla 1. : Codificacién e ingredientes de ensaladas (Elaborado por D. Bonifaz)

Cafeteria Codificacion Ensalada-Ingredientes
PAP 1 El Lechuga
E2 Coliflor, Brécoli
E3 Apio, Pifia, Choclo, Perejil
E4 Cebolla, Zanahoria, Brécoli, Coliflor, Perejil
E5 Aguacate, Pimiento rojo, Perejil, Cebolla blanca
E6 Lechuga, Tomate rifion, Pimiento rojo, Perejil
E7 Papa, Perejil, Arveja, Zanahoria, Mayonesa
E8 Vainitas, Zanahoria, Perejil
E9 Cebolla perla, Lechuga, Pimiento rojo, Pimiento verde, Tomate rifién
E10 Chochos, Rabano, Perejil
PAP 2 El GARNIER: Pollo asado, apio, zanahoria, lechuga, aguacate, tomate rifién, cebolla
paitefia, champifiones, maiz dulce, pepinillo
E2 CAPRESE: Pan de ajo, queso mozzarella, lechuga, tomate rifién, albahaca, aceite
de oliva
E3 PACIFICO: Atun, pasta, lechuga, tomate rifion, cebolla.
E4 GARIBALDI: Pasta al pesto, pollo salteado, lechuga, tomate rifion
E5 No hay datos
E6 MEXICANA: rayitos de carne y pollo, fréjol, guacamoles, tortillas de maiz,
tomate, cebolla, lechuga, pimiento verde.
E7 VEGETARIANA: lechuga, apio, tomate, cebolla, champifiones, pepinillo,
zanahoria, maiz dulce.
E8 MARRAKECH: Tomate cherry, apio, queso mozzarella, queso holandés, limén,
albahaca, espinaca.
PAP 3 El Chochos, pepinillo, tomate rifion.
E2 Jamon, salami, lechuga, rabano, tomate rifién, pepinillo.
PAP 4 El Fideo, brécoli, zanahoria, arveja, pollo, apio.
E2 Chochos, pepinillo, tomate rifién, brécoli.
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3.3. CONTROLES

Se llevé registro del control de la temperatura de la refrigeradora y de la incubadora (Ver
Anexo 7) para evitar resultados erroneos. Ademas se realizé controles microbioldgicos del
agua de plata y del agua peptonada por lote de muestras de cada cafeteria.

3.3.1. Control de calidad del agua de plata

Las diferentes concentraciones de agua de plata fueron provistas por la empresa Argentum
la cual posee el equipo para su preparacion (Ver Anexo 8). Para el control del agua de plata
se sembrd 1 mL de las concentraciones 4 ppm y 10 ppm en cada una de las placas Petrifilm
para los diferentes tipos indicadores de contaminacién mesoéfilos aerobios, mohos vy

levaduras y E. coli/coliformes.

La siembra se realizd segun las recomendaciones de uso descritas por el fabricante para
mesofilos aerobios (3M Petrifilm, 2004) (Ver Anexo 9), mohos y levaduras (3M Petrifilm,
2004) (Ver Anexo 10) y E. coli/coliformes (3M Petrifilm, 2006) (Ver Anexo 11). Las
placas fueron incubadas de acuerdo a los requerimientos de temperatura y tiempos de
incubacién de cada microorganismo. Para mesoéfilos aerobios se recomienda un tiempo de
incubacion de 48 horas (+/- 3h) a una temperatura de 35 °C (+/- 1°C), para E.
coli/Coliformes un tiempo de 24 horas (+/- 2h) a 35 °C (+/- 1°C) y mohos y levaduras por
un tiempo de 3 a 5 dias a 25 °C (+/- 1°C) basados en los métodos oficiales 990.12, 991.14 y
997.02 respectivamente, validados por la AOAC (Association of Analytical Communities)
(3M Petrifilm, 2014) (Ver Anexo 12).

3.3.2. Control de calidad del agua peptonada

Para realizar el control de calidad del agua peptonada se procedié a sembrar 1 mL en la
placa Petrifilm para cada indicador de contaminacion; mesodfilos aerobios, mohos y
levaduras y E. coli/Coliformes. Cada placa fue incubada en base al procedimiento

mencionado anteriormente en el punto 3.1.3.1 para el control de calidad del agua de plata.
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3.4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
3.4.1. Analisis de la carga microbiana

Las muestras recolectadas fueron trituradas en una licuadora por un corto tiempo y a una
velocidad moderada para evitar injuria bacteriana, una vez triturada se pesé 10 g y se
realiz6 una dilucion en agua peptonada 0,1 %. De la dilucion inicial se tomd 1ml y se
sembré en las placas Petrifilm para meséfilos aerobios, mohos y levaduras y coliformes
totales segln las recomendaciones de uso descritas por el fabricante. Las placas fueron
incubadas de acuerdo a los requerimientos de temperatura y tiempos de incubacién de cada

microorganismo en base al procedimiento mencionado anteriormente en el punto 3.1.3.1.
3.5. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
3.5.1. Analisis de la concentracion de agua de plata

Para el analisis de la concentracion se utilizé dos diferentes concentraciones de agua de
plata 4 ppm y 10 ppm, para lo cual, se tom6 5 mL de la dilucion de la muestra y se agregd 5
mL del agua de plata a una concentracion de 4 ppm. EI mismo procedimiento se realiz6 con
la concentracion de 10 ppm de agua de plata. Posteriormente, se sembrd en las placas
Petrifilm para el andlisis de los microorganismos indicadores de contaminacion en base al

procedimiento mencionado anteriormente en el punto 3.1.3.1.
3.5.2. Analisis de los tiempos de contacto

Para el analisis de los tiempos de contacto; primero, se analizé la muestra con el agua de
plata de 4 ppm. Desde el momento de contacto entre las soluciones se tomo el tiempo
mediante el uso de un cronémetro. Al primer minuto se realiz6 la primera siembra y
transcurridos cinco minutos se realiz6 la segunda siembra. EI mismo procedimiento se

realizé utilizando la concentracion de 10 ppm.
3.6. MANEJO DE DESECHOS

Todo el material que fue utilizado se desech6 en fundas rojas y una persona contratada para

este trabajo fue la encargada de su manejo semanalmente. Antes de desechar la funda se
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Ilendé un formulario con la firma de mi persona y la responsable de la actividad, ademas de

otros datos que se encuentran en el formulario de manejo de desechos (Ver Anexo 13).
3.7. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Una vez finalizado el periodo de incubacion se procedié a leer los resultados, para lo cual
se cuantifico el numero de microorganismos (carga microbiana) segun las caracteristicas de
los mismos de acuerdo a las guias de cada grupo adjuntas en los materiales de la fase de
laboratorio (3M Petrifilm, 2004). Para el resultado se report6 las unidades formadoras de
colonias (UFCs) cuantificadas tanto en la muestra pura como para las muestras con la
aplicacion del agua de plata los cuales fueron reportados en una matriz de datos obtenidos
(Ver Anexo 14). Ejemplos de las placas se pueden observar en el Anexo 16: Imagenes
recuento final placas Petrifilm. Ademas el procedimiento de analisis completo se puede ver

en el Anexo 15: Procedimiento de Andlisis.
3.8. ANALISIS DE RESULTADOS

Se realiz6 un anélisis estadistico descriptivo de la carga microbiana inicial de cada
indicador de contaminacion en el total de las ensaladas muestreadas independientemente de

la cafeteria que haya sido muestreada.

Para el andlisis de la actividad antimicrobiana de los factores o efectos concentracion y
tiempo de contacto se realiz6 un disefio de experimentos multifactorial, de esta manera se
conocié si cada uno de los factores nombrados o la combinacion de ellos son
estadisticamente significativos mediante el modelo estadistico lineal (1). Para ello se creo
una tabla ANOVA (Anélisis de Varianza) que nos ayudd a determinar la significancia
estadistica de los efectos o factores.

Yijk =u+A;+ B+ (AB)jj + & (1)

Con el propdsito de establecer la diferencia estadisticamente significativa se aplicé un nivel
de confianza del 95% (0,05), es decir los efectos con valores menores a 0,05 son

estadisticamente significativos.
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CAPITULO IV

4.1. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos del estudio fueron analizados de manera global, es decir, se

analizd la carga inicial y el efecto del agua de plata sobre cada uno de los microorganismos

indicadores de contaminacion en la totalidad de las ensaladas, independientemente de la

cafeteria en la que se haya tomado la muestra, de esta manera se conocera si hubo o no

disminucion de la carga microbiana inicial en la matriz en estudio.

4.1.1. ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO DE LA CARGA MICROBIANA
INICIAL DE LA MATRIZ EN ESTUDIO

Tabla 2. Resultados obtenidos antes del tratamiento con agua de plata

Ensaladas
MA (UFC) | CT (UFC) | EC(UFC) | L (UFC) | M (Propagulos)

90000 58 0 7 0
142 0 0 510 12
90000 320 0 41 0
14 0 0 600 0
940 3400 1 660 0
90000 90000 0 780 6
900 42 1 127 0
920 75 0 240 5
1020 460 0 480 9
1520 102 0 420 10
560 93 3 930 0
600 116 2 134 10
90000 147 26 11000 4
90000 103 0 90000 4
90000 90000 0 90000 3
90000 5800 0 130 8
90000 35 0 90000 15
90000 15 0 116 2
90000 330 0 99 11
90000 6600 0 3900 13
90000 68 0 35 0

Elaborado por D. Bonifaz

MA: Meséfilos Aerobios
CT: Coliformes Totales
EC: Escherichia coli

L: Levaduras

M: Mohos

UFC: unidades formadoras
de colonias
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En la tabla 2 se pueden observar los resultados obtenidos después de realizar el ensayo de
analisis de la carga microbiana inicial de cada uno de los microorganismos indicadores de

alimentos en las 21 ensaladas muestreadas de las cuatro cafeterias.

En las columnas de mesdfilos aerobios, levaduras y coliformes totales se puede observar
que la carga microbiana inicial es alta y la mayoria de muestreas fueron denominadas como
MNPC (muy numeroso para contar) siendo representadas por la cifra 90 000, la cual
representa la cantidad méas alta entre las cuatro cafeterias y fue determinada para poder

realizar la estadistica.

En las columnas de E. coli y mohos la carga microbiana es baja, lo que indica que existe
una desinfeccion y un apropiado almacenamiento de los ingredientes que forman parte de

las ensaladas muestreadas.

A continuacion se realiz6 un analisis estadistico descriptivo individual de la carga inicial de

cada uno de los microorganismos indicadores:
4.1.1.1. Mesofilos Aerobios

Tabla 3. Resumen Estadistico para MA

Recuentos 21 ensaladas
Promedio 51744
Mediana 90000.0
Varianza 2.04906E9
Desviacion Estandar [45266.5
Minimo 14.0
Maximo 90000.0
Rango 89986.0

Para mesofilos aerobios se tienen 21 datos con los cuales se obtiene un promedio de 51744
UFC/g y notamos una varianza de 2,04E9. Al realizar el recuento de este tipo de
microorganismo indicador se obtuvo cifras con un intervalo entre 14 — 90 000, cabe
recalcar que la cifra 90 000 se debe a que para la estadistica se tomé a la cantidad mas alta
para representar a las placas donde no se podia realizar el recuento por la elevada carga
microbiana 'y fueron denominadas MNPC (muy numeroso para contar),

independientemente de la cafeteria muestreada.
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Segun el Real Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001 (Moragas & De Pablo, 2015) para
comidas preparadas sin tratamiento térmico y comidas preparadas con tratamiento térmico,
que lleven ingredientes no sometidos a tratamiento térmico, el rango de mesdfilos aerobios
recomendable para este tipo de alimentos es de m= 10°y M= 10° siendo el limite de 0 - m
la clase aceptable, los limites entre m y M mediamente aceptable y valores mayores a M
rechazable, los resultados obtenidos para las ensaladas en este tipo de microorganismo
indicador es aceptable por lo que se encuentra entre 0 y m siendo el valor 5 x 10* UFC/g, lo
que indica que el tratamiento de desinfeccion de las verduras y hortalizas es correcto pero
se deberia intensificar el tratamiento para reducir la carga microbiana ya que la mayoria de

las ensaladas fueron MNPC.

En el siguiente grafico de dispersion podemos observar la distribucién y el intervalo de los

datos obtenidos en el ensayo:

Grafico 1: Dispersion de datos para MA

Grafico de Dispersion
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4.1.1.2. Coliformes Totales

Tabla 4. Resumen Estadistico para CT

Recuentos 21 ensaladas
Promedio 9417.33
Mediana 103.0
Varianza 7.21343E8
Desviacion Estandar |26857.8
Minimo 0.0

Maximo 90000.0
Rango 90000.0

Para coliformes totales se tiene 21 datos con los cuales se obtiene un promedio de 9417,33
UFC/g y notamos una varianza de 7,21E8. Al realizar el recuento de este tipo de
microorganismo indicador se obtuvo cifras con un intervalo entre 0 — 90 000, cabe recalcar
que la cifra 90 000 se debe a que para la estadistica se tomd a la cantidad mas alta entre las
cuatro cafeterias, para representar a las placas donde no se podia realizar el recuento por la
elevada carga microbiana y fueron denominadas MNPC (muy numeroso para contar),

independientemente de la cafeteria muestreada.

Segun el Real Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001 (Moragas & De Pablo, 2015) para
comidas preparadas sin tratamiento térmico y comidas preparadas con tratamiento térmico,
que lleven ingredientes no sometidos a tratamiento térmico, el rango para coliformes totales
que es recomendable para este tipo de alimentos es de m= 10®y M= 10* siendo el limite de
0 am la clase aceptable, los limites entre m y M mediamente aceptable y valores mayores a
M rechazable. Los resultados obtenidos para las ensaladas en este tipo de microorganismo
indicador es medianamente aceptable por lo que se encuentra entre m y M siendo el valor 9
x 10® UFC/g, lo que indica que se requiere un mayor tratamiento de desinfeccion en las

mismas para reducir este valor y que sea considerado como aceptable.

En el siguiente grafico de dispersién podemos observar la distribucion y el intervalo de los

datos obtenidos en el ensayo:

26



Gréfico 2: Dispersion de datos para CT

Graéfico de Dispersion
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4.1.1.3. Escherichia coli

Tabla 5. Resumen Estadistico para EC

Recuentos 21 ensaladas
Promedio 1.57143
Mediana 0.0
Varianza 31.9571
Desviacion Estandar |5.65306
Minimo 0.0

Maximo 26.0

Rango 26.0

Para Escherichia coli se tiene 21 datos con los cuales se obtiene un promedio de 1,57
UFC/g y notamos una varianza de 31,9571. Al realizar el recuento de este tipo de

microorganismo indicador se obtuvo cifras con un intervalo entre 0 — 26.

Segun el Real Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001 (Moragas & De Pablo, 2015) para
comidas preparadas sin tratamiento térmico y comidas preparadas con tratamiento térmico,
que lleven ingredientes no sometidos a tratamiento térmico, el rango para Escherichia coli
que es recomendable para este tipo de alimentos es de m= 10y M= 10 siendo el limite de 0

a m la clase aceptable, los limites entre m y M mediamente aceptable y valores mayores a
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M rechazable. Los resultados obtenidos para las ensaladas en este tipo de microorganismo
indicador es aceptable por lo que se encuentra entre 0 y m siendo el valor 1,57 UFC/g, lo
que indica que el tratamiento de desinfeccion de las verduras y hortalizas es correcto.

Cabe resaltar que una de las ensaladas poseia una carga de E. coli por encima de m por lo
que se debe tener mayor atencion en el control de calidad de los ingredientes que son parte

de la misma.

En el siguiente grafico de dispersion podemos observar la distribucion y el intervalo de los

datos obtenidos en el ensayo:

Gréfico 3: Dispersion de datos para EC
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4.1.1.4. Levaduras

Tabla 6. Resumen Estadistico para L

Recuentos 21 ensaladas
Promedio 13819.5
Mediana 480.0
Varianza 1.02144E9
Desviacion Estandar [31959.9
Minimo 7.0

Maximo 90000.0
Rango 89993.0

Para levaduras se tiene 21 datos con los cuales se obtiene un promedio de 13820 UFC/g y
notamos una varianza de 1,02E9. Al realizar el recuento de este tipo de microorganismo
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indicador se obtuvo cifras con un intervalo entre 7 — 90 000, cabe recalcar que la cifra 90
000 se debe a que para la estadistica se tomé6 a la cantidad mas alta entre las cuatro
cafeterias, para representar a las placas donde no se podia realizar el recuento por la elevada
carga microbiana y fueron denominadas MNPC (muy numeroso para contar),

independientemente de la cafeteria muestreada.

Segun Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria” (1992) (Moragas & De Pablo, 2015)
para verduras y hortalizas, el rango para levaduras que es recomendable para este tipo de
alimentos es de m= 10y M= 10" siendo el limite de 0 a m la clase aceptable, los limites
entre m y M mediamente aceptable y valores mayores a M rechazable. Los resultados
obtenidos para las ensaladas en este tipo de microorganismo indicador es medianamente
aceptable por lo que se encuentra entre m y M siendo el valor 1 x 10* UFC/g, lo que indica
que se requiere un mayor tratamiento de desinfeccién en las mismas para reducir este valor

y gue sea considerado como aceptable.

En el siguiente grafico de dispersion podemos observar la distribucion y el intervalo de los

datos obtenidos en el ensayo:

Gréfico 4: Dispersion de datos para L
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4.1.1.5. Mohos
Tabla 7. Resumen Estadistico para M

Recuentos 21 ensaladas
Promedio 5.33333
Mediana 4.0
Varianza 25.6333
Desviacion Estandar [5.06294
Minimo 0.0

Maximo 15.0

Rango 15.0

Para Mohos se tiene 21 datos con los cuales se obtiene un promedio de 5 propagulos/g y
notamos una varianza de 25,63. Al realizar el recuento de este tipo de microorganismo

indicador se obtuvo cifras con un intervalo entre 0 — 15.

Segun Rosario Pascual “Microbiologia Alimentaria” (1992) (Moragas & De Pablo, 2015)
para verduras y hortalizas, el rango para mohos que es recomendable para este tipo de
alimentos es de m= 10y M= 10* siendo el limite de 0 a m la clase aceptable, los limites
entre m y M mediamente aceptable y valores mayores a M rechazable, los resultados
obtenidos para las ensaladas en este tipo de microorganismo indicador es aceptable por lo
que se encuentra entre 0 y m siendo el valor 5 propagulos/g lo que indica que el tratamiento

de desinfeccion de las verduras y hortalizas es correcto.

En el siguiente grafico de dispersién podemos observar la distribucion y el intervalo de los

datos obtenidos en el ensayo:

Gréfico 5: Dispersion de datos para M
Gréfico de Dispersion
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4.1.2. ANALISIS ESTADISTICO DEL EFECTO DEL AGUA DE PLATA EN LOS
DIFERENTES MICROORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACION

Para el analisis estadistico del efecto de los factores concentracion del agua de plata, tiempo
de contacto y la interaccion entre ambos se baso en el resultado obtenido en el valor-p de la

tabla de ANOVA con la que se logro conocer si el resultado obtenido fue o no significativo.

Estadisticamente en todos los microorganismos indicadores de contaminacion los efectos
individuales como combinados no fueron significativos, sin embargo desde el punto de
vista de nuestro interés el microbiologico se pudo determinar cual concentracion y tiempo
de contacto logré disminuir al minimo la carga microbiana, es decir tuvo mayor efecto

bactericida frente a cada microorganismo.
4.1.2.1. Mesofilos Aerobios

Tabla 8. Analisis de Varianza para MA

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:concentracion [1.06364E9 1 |[1.06364E9 1.76 0.1885
B:tiempo 8.19888E8 1 [8.19888E8 1.36 0.2477
AB 7.57128E8 1 |[7.57128E8 1.25 0.2665
Error total 4.83751E10 80 |6.04689E8
Total (corr.) 5.10157E10 83

Gl: grados de libertad

En este caso ningun efecto fue significativo debido a que los valores-p de A, B 'y AB

obtenidos son superiores a 0,05 segun el nivel de confianza del 95%.

A continuacion se realizo un grafico de interaccion de los factores en el que se puede
observar el efecto que tuvo cada concentracidén segun el tiempo de contacto frente a la

carga microbiana de meséfilos aerobios presente en la matriz:
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Gréfico 6: Grafico de interaccion entre factores para MA
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La mejor combinacion de factores para reducir la carga microbiana de mesdéfilos aerobios

es utilizando una concentracion de 10 ppm y un tiempo de contacto de 5 minutos.

La razon para utilizar la maxima concentracién y tiempo de contacto se debe a que dentro
de este grupo de microorganismos se encuentran bacterias, mohos y levaduras por lo que
existe una alta carga microbiana impidiendo que los iones de plata afecten la estructura de
las células y por ende reducir la cantidad de microorganismos. A pesar de ello la carga
microbiana inicial fue reducida al minimo cumpliendo de esta manera el objetivo

planteado.
4.1.2.2. Coliformes Totales

Tabla 9. Analisis de Varianza para CT

Fuente Suma de Gl| Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:concentracion [1.06364E9 1 |[1.06364E9 1.76 0.1885
B:tiempo 8.19888E8 1 |8.19888ES8 1.36 0.2477
AB 7.57128E8 1 |7.57128E8 1.25 0.2665
Error total 4.83751E10 80 |6.04689E8

Total (corr.) 5.10157E10 83
Gl: grados de libertad
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Luego de realizar el analisis de varianza ningun efecto fue significativo debido a que los
valores-p de A, B y AB obtenidos son superiores a 0,05 segun el nivel de confianza del
95%.

A continuacion se realizd un gréafico de interaccion de los factores en el que podemos
observar el efecto que tuvo cada concentracion segun el tiempo de contacto frente a la

carga microbiana de coliformes totales presente en la matriz:

Gréfico 7: Grafico de interaccion entre factores para CT
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La mejor combinacién de factores para reducir la elevada carga microbiana de coliformes
totales presente en las ensaladas muestreadas se logrd utilizando una concentracién de 10
ppm y un tiempo de contacto de 5 minutos. Siendo este un grupo de microorganismos mas
pequefio que el de mesofilos aerobios se observo una disminucion considerable de la carga
microbiana inicial, esto debido a que este grupo indicador abarca a microorganismos Gram
negativos y los iones de plata que presentan cargas positivas van a formar enlaces
ocasionando un debilitamiento de la membrana, permitiendo el ingreso de estos iones a la
célula y nuevamente formando enlaces con las proteinas y enzimas interrumpiendo el
correcto funcionamiento de la misma. Por lo tanto, el efecto microbicida del agua de plata
es considerable y utilizando una mayor concentracion o tiempo de contacto se lograria una

disminucion mayor o total.
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4.1.2.3. Escherichia coli

Tabla 10. Analisis de Varianza para EC

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:concentracién (1.32031 1 1.32031 2.57 0.1113
B:tiempo 0.195313 1 ]0.195313 0.38 0.5385
AB 0.0703125 1 0.0703125 0.14 0.7119
Error total 63.6563 124 10.513357
Total (corr.) 65.2422 127

Gl: grados de libertad

El andlisis de varianza nos indica que ningun efecto fue significativo debido a que los
valores-p de A, B y AB obtenidos son superiores a 0,05 segun el nivel de confianza del
95%.

A continuacion se realizd un gréafico de interaccion de los factores en el que podemos
observar el efecto que tuvo cada concentracion segun el tiempo de contacto frente a la

carga microbiana de Escherichia coli presente en la matriz:

Gréfico 8: Grafico de interaccion entre factores para EC
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La mejor combinacion de factores para reducir la carga microbiana de E. coli se logré
utilizando una concentracion de 10 ppm y un tiempo de contacto de 1 minuto. Debido a que
este es un genero especifico indicador de contaminacion y la carga microbiana es minima,

es necesario utilizar la mayor concentracion y el menor tiempo de contacto para reducir
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considerablemente la poblacidn presente en las ensaladas que luego de realizar el ensayo
mostraron recuentos de E. coli. El efecto de los iones de plata es el mismo producido con
los coliformes totales siendo E. coli uno de los microorganismos perteneciente a este grupo

indicador.

4.1.2.4. Levaduras

Tabla 11. Analisis de Varianza para L

Fuente Suma de Gl | Cuadrado | Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
A:concentracion [2.07844E8 1 2.07844E8 |0.31 0.5784
B:tiempo 3.40068E8 1 |3.40068E8 |0.51 0.4775
AB 1.34065E6 1 |1.34065E6 |0.00 0.9644
Error total 5.34123E10 80 |[6.67654E8
Total (corr.) 5.39616E10 83

Gl: grados de libertad

El anélisis de varianza nos indica que ningun efecto fue significativo debido a que los
valores-p de A, B y AB obtenidos son superiores a 0,05 segun el nivel de confianza del
95%.

A continuacion se realiz6 un grafico de interaccion de los factores en el que podemos
observar el efecto que tuvo cada concentracion segun el tiempo de contacto frente a la

carga microbiana de levaduras presente en la matriz:

Gréfico 9: Grafico de interaccion entre factores para L
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La mejor combinacion de factores para reducir la carga microbiana de levaduras presente
en las ensaladas muestreadas se logré utilizando una concentracion de 4 ppm y un tiempo
de contacto de 5 minutos. En este caso la carga de levaduras presentes en cuatro de las
muestras especificamente fue muy elevada, por ello la concentracion y el tiempo de
contacto no fueron suficientes para reducir al minimo dicha cantidad, en cambio se pudo
observar que la carga incrementa a medida que pasa el tiempo inhibiendo el poder
microbicida del agua de plata. Estudios indican que segun la edad y tipo de levaduras su
pared celular suele ser mas gruesa. La pared celular estd constituida principalmente de
glicoproteinas y polisacaridos muy similares a las bacterias Gram positivas, actia como una
barrera que limita la entrada de moléculas del entorno externo, por otro lado esta estructura
permite al microorganismo adaptarse a cualquier condicion de estrés ambiental
manteniendo de esta manera su integridad (Morales, 2007). Estas caracteristicas segun
(Siddhartha et al., 2007) son el mayor mecanismo de defensa de las bacterias Gram
positivas, levaduras y mohos las cuales presentan mayor resistencia a la accion microbicida
comparadas con las bacterias Gram negativas las cuales después de realizar el estudio

fueron mas propensas frente a las particulas de plata.

4.1.2.5. Mohos
Tabla 12. Analisis de Varianza para M
Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio

A:concentracion [1.71429 1 1.71429 0.17 0.6815
B:tiempo 3.85714 1 3.85714 0.38 0.5385
AB 1.19048 1 1.19048 0.12 0.7323
Error total 808.476 80 (10.106

Total (corr.) 815.238 83

Gl: grados de libertad

El anélisis de varianza nos indica que ningun efecto fue significativo debido a que los
valores-p de A, B y AB obtenidos son superiores a 0,05 segun el nivel de confianza del
95%.
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A continuacion se realizd un grafico de interaccion de los factores en el que podemos
observar el efecto que tuvo cada concentracion segun el tiempo de contacto frente a la

carga microbiana de mohos presente en la matriz:

Grafico 10: Gréfico de interaccion entre factores para M
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Debido a la baja carga de mohos presente en las ensaladas muestreadas la mejor
combinacion de factores para inhibir su desarrollo se logra utilizando una concentracion de
10 ppm y un tiempo de contacto de 5 minutos, siendo las mas altas debido a la estructura de
estos microorganismos los cuales poseen una pared celular mas gruesa diferente a la de las
bacterias, impidiendo de esta manera que los iones de plata ingresen y afecten su
mecanismo de desarrollo y permeabilidad, sin embargo la carga inicial presente en las
muestras fue reducida luego del contacto con el agua de plata, comprobando que actla

frente a un amplio espectro de microorganismos.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

e Al finalizar el estudio se puede concluir que el agua de plata al entrar en contacto con
la matriz ensalada tiene efecto bactericida frente a los microorganismos que se encuentran
en ella por lo que la carga microbiana se reduce a valores inferiores a m siendo aceptables
para el consumo humano segun el Real Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001, para comidas
preparadas sin tratamiento térmico y comidas preparadas con tratamiento térmico, que

Ileven ingredientes no sometidos a tratamiento térmico.

e En el caso de los mesofilos aerobios cuya presencia en la matriz estudiada fue
considerable al entrar en contacto con el agua de plata la carga microbiana se reduce a
valores inferiores a m = 10° siendo aceptables para el consumo humano segin el Real
Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001, donde la mayor concentracién (10 ppm) y el mayor

tiempo de contacto (5 minutos) fueron los factores méas eficaces para ese objetivo.

e En cuanto a los coliformes totales una de las principales caracteristicas de este grupo
de microorganismos es que son Gram negativos por lo que su estructura es mas propensa a
la accion del agua de plata, la presencia de lipopolisacaridos les confiere cargas negativas y
permiten que la carga positiva de los iones de plata formen una atraccidn electrostatica
debilitando su membrana externa, interrumpiendo su desarrollo y por ende disminuyo la
carga microbiana presente en las ensaladas hasta valores inferiores a m = 10° siendo
aceptables para el consumo humano segun el Real Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001, esta
reduccion se logré utilizando la mayor concentracion (10 ppm) y el mayor tiempo de
contacto (5 minutos).

e Para Escherichia coli en los casos que se evidencid su presencia se utilizé la mayor
concentracion (10 ppm) y el menor tiempo de contacto (1 minuto) logrando minimizar su
carga hasta valores inferiores a m = 10 siendo aceptables para el consumo humano segun el
Real Decreto 3484/2000 BOE 12/1/2001, igualmente siendo una bacteria Gram negativa su

estructura la hace mas propensa a la accion bactericida del agua de plata.
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e En el caso de los mohos y levaduras debido a que presentan una composicion
estructural diferente a las bacterias impiden el ingreso de los iones de plata y por ende
inhiben su mecanismo de accidn, sin embargo a pesar de poseer una estructura mas fuerte
se observd disminucién de la carga inicial hasta valores entre m= 10 y M= 10 siendo
medianamente aceptables para el consumo humano segun Rosario Pascual “Microbiologia
Alimentaria” (1992) y se logré utilizando la mayor concentracion (10 ppm) y el mayor

tiempo de contacto (5 minutos).
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RECOMENDACIONES

e Essumamente necesario que los administradores de cada cafeteria tomen conciencia de
la necesidad de aplicar mayor énfasis en lo referente a la limpieza y desinfeccion de las
verduras y hortalizas que no van a pasar por el proceso de coccion y van a ser parte de una

ensalada lista para el consumo.

e Ademas de la limpieza y desinfeccion de las verduras y hortalizas se debe poner
atencion de la higiene de los manipuladores que son encargados de la elaboracion de las

ensaladas.

e Otro aspecto importante que se debe tomar en cuenta es la limpieza y desinfeccion de
los utensilios que van a ser utilizados en el momento de la preparacion de las ensaladas y la
superficie en la que se realice el trabajo, de esta manera se evitara cualquier forma de

contaminacion cruzada.

e Es necesario realizar un analisis de los desinfectantes que estan siendo utilizados para
las verduras, hortalizas, superficies y utensilios con el objetivo de determinar su eficiencia

y eficacia frente a los microorganismos indicadores de contaminacion.

e Se debe tener en cuenta que lo materiales utilizados para la actividad de preparacién de
las ensaladas deben ser Unicamente para este trabajo y no deben emplearse para otras

actividades.

e Identificar correctamente los utensilios que son utilizados para la preparacion de

ensaladas crudas seria de gran ayuda para evitar cualquier forma de contaminacion.

e Esimportante la constante capacitacion del personal en temas principalmente como las
BPMs, higiene, limpieza y desinfeccion de todo lo que involucre manipulacion y
elaboracion de alimentos, los cuales van a ser destinados para el consumo de las personas,

las cuales buscan siempre un alimento seguro y de calidad.
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ANEXO 1
FORMATO DOCUMENTO DE AUTORIZACION DE MUESTREOS PROYECTO
PUCE 2014

Nombre del Gerente @ Cargo: .......cocoueieerieiiieiieeseere e see e e e e e e e
Local 1: Cafeterias PUCE Edificio Administrativo......................

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

Local 3: Cafeterias PUCE AUdItOrio........ccoevivieiieiiiiiiinnes

Se solicita la autorizacidn 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
preparacion de alimentos

— Muestras de enjuagues de manos de manipuladores

En el desarrollo del proyecto se mantendra 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 2
PEPTONA BACTERIOLOGICA. HIMEDIA

'
v IR Technical Data
Peptone, Bacteriological RMO01

It contains high ryprophan content used as culiure madia ingredient in variety of media. It can also be used for commercial
production of enzymes, vaccines, antibiotics steroids and other products.

Principle And Interpretation

Peptone, Bacteriological is prepared by enzymatic digestion of selected fresh meal. Being highly nutritious it supports good
growth of wide varety of microorganisms and can be wed for identification of bacteria by performing varous biochenical rests.
As peptones confer nuiritional benefit, especially at bow dilution rates, for the recombinant cell limes it have been recently used
a3 medium additives for the production of a recombinant therapeutic probein in high density perfusion cultures of mammalian
cells

Quality Control

Appearance

Light vellow o browndsh yellow homogenouns free fowing powder having Charactenistic odour bul not pulresoent.
Soluhility

Freely soluble in distilledfpurified water, insoluble in alcohol.

Clarity

I8 wiv aqueons solution remaing clear and newtral without any kaziness after autoclaving at 15 Tbs pregsure {12017 for 15
minubes.

Remction

Reaction of 2% wiv aqueouns solution a1 25%C.

pH

6.10- 710

Microbial Lomd:

Taotal aerolbic microbial count {efafgm)

By plate method when incubated at 30-35%C for not less than 3 days.
Bacterial Count ¢ <= 30 CFLfgram

Total Yeast and mould count (efafgm)
By plate method when incubated st 20-25%C for not less than § days.
YWeast & mould Count <= [ CFLU gram

Test for Pathogens

1. Ecoli-Negative in 10 gms of sample?. Salmonella species-Megative in 10 gms of sampled. Psendomonas asniginosa-
Megative i 10 gms of sampled. Staphylococcus aurens- Megative in 10 gms of sampleS. Clalbicans- Negative in 1 gms of
samplet. Clostridia- Megative in 10 gms of sample

Degree of digestion

As per method specified in USP 32 MF26. a. Absence of undigested protein b, Presence of proteoses c. Presence of

try plophan

Mitrite test

Ag per method specified in ISP 32 MF26  Negative:No development of pink or red colous.

Microbial Content

Ag per method specified in USP 32 MF26  <=Total of S0 microorganisms of ¢lamps in 10 consecutive fields,
Bacteriobogical Testing

Bacterniological tests ane carried owt as per USP 32 MF26 whene respective medium is prepared by using peptone under test.

Test for fermentable carbohydrate
Medium 3% peptone wiphenol red broth widurbams wbe_Afer inoculation with test culture and incubation for 24 hours ag
35470

Eseherichia coli ATCC 25922 Acid production (Positive test)
Sereprococeas ligueficiens Mo acid production, (Negative test)

Please refer disclaimer Overleaf.
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Production of acety]l methyl carbinel

Mledium =0. 1% peprone and 0.5% of dextrose in water.After inoculation with test culiure and incubation for 24 howrs at

35ATHC.

Entershacter aerogenes ATOC § 3048
Excherichio coli ATOC 25922

Production of HXS

Medium 1% pepbone in water_Afier imoculation with test culiure and incubation for 24 hours ar 35379 _
Salmonella Tagphi ATOC 6539

Production of Indole

Medium = 0.1% peplone in water. After inoculation with test culture and incubation for 24 hoors at 35-37°C.

Escherichia coli ATOC 23922
Enterobacier acrogenes ATOC 13045

Culiural response

Culiural resporse observed after incubation at 35-37%C for 24 howrs by using 2% peptone, 0 5% sodivm chlorde and 1.5%

wgar inwater,pH 7.2-7.4

Culiural Response

Organism Girowth
Cultural response

Escherickia coli ATOC Luuriant
25922

Preudomanas aereginosae Luxuriant
ATOC 27853

Enterobacier acrogenes luxmriant
ATOC 13048

Satorenella Dphi ATCC Luuriant
[AELY

Supiplococens auoreus luxmriant
ATOC 25923

Strepromyees albus ATOC luxuariant

Jina

Si.nlplbr.mm FrTareITes
ATCC 19615

ATCC 19424

Chemical Analysis
Tuotal Mitrogen
AminoMNitrogen
Sodivm chloride
Loss on drying
Residue on ignition

lusuriant wi
beta haemolysis
(With addition
of sterile 5%
sheep blood

1 abonve
medinm, after
an incubation at
35T for 48
lours.

luxuriant w/
beta haemolysis
(With addition
of sterile

1M sheep
blood w above
madinm beated
1 Bl
unitil blood

has nermed

1 chicolate
brown and
imcubated in
1R 02
atmosphere at
3537 for 48
lours).

= 13,500
= 3 00%
<= 0%
< 5 P
<= ] 5%

Storage and Shelf Life

Formation of pink colowr {Positive testh

My fsrmation of pink colour (Megative test).

The lead acetate et paper shows brownish blackening (lead sulphide)

Appearance of distinct pink to red colowr rng (Positive test).
Mo formsation of pink 1o red coloured ring {MNegative test).

Store below 30%C. Use before expiry date on the label

HIMEDIA.. (2015). Peptona Bacterioldgica. Recuperado de http://himedialabs.com/TD/RM001.pdf
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ANEXO 3
PREPARACION DE AGUA PEPTONADA AL 0,1 %

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

En una probeta medir los 100 ml necesarios de agua purificada Tipo |1 (solvente).
Mezclar los dos componentes y llevar al calor solamente hasta que se disuelva
totalmente.

Trasvasar a frascos schott de vidrio con 90 ml de agua peptonada.

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 preparacion.

Llevar a refrigeracion el material de trabajo hasta que se ocupe en el muestreo.
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ANEXO 4

GUIA INTERPRETACION E. Coli/Coliformes

Las Placas Petrifilm™ para el Recuento de E.coli'Coliformes (Placa Petrifilm EC) contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta
(VRB), un agente gelificante soluble en agua fria, un indicador de actividad de & glucwromidasa y un indicador gue facilita
la enumeraciin de las colonias. La mayoria de las E coli (cerca del 97% ) produce beta-glacuronidasa, la que a sa vez
produce una precipitaciin azal asociada con la cobonia. La pelicula saperior atrape ¢l gas producido por £ coli y coliformes
fermentadores de lactosa. Cerca ded 95% de las £, cnli producen gas, representado por colonias entre azules y rojo-azules
asociadas con el gas atmpado en la Placa Petnfilm EC (dentro del dismetro aproximado de una colonia).

La AOAC Internacional y el Manual de Andlisis Bacterioldgico de la FDA de los Estados Unidos definen los coliformes
como colonias de bastoocillos gram-negativos que praducen dcido y gas de ka laciosa durante la tfermentaciin metabélica de
la lactosa. Las colonias coliformes que crecen en la Placa Petrifilm EC, producen un dcido que cansa ef oscurecimiento del
gel por el indicador de pH. El gas atrapado alrededor de las colonias rogas de coliformes confirma su presencia.

La idestificacyin de ks E. colt puede vanar de pais a
pais (ver en "Recomendaciones de uso” tiempos de
incubackin y temperaturas ).

Método validado por la AOAC Imemacional
E. coli = 49 (colomias azules con gas)
Total coliformes = 87 (colonias rojas y azules con gas)

(NO use esta placa sola par ka deteccion de E. coli 0157 Como ka mayeria de otros medios para enumeracicn de £ call coliformes,
esta placa no sefialani especificamente s1 estd presente algan 0157).
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No crecimiento = 0

Observe el cambio de color del gel de las figuras 2a 8,
Mientras el recuento de E. coli o coliformes aumenta, el
color del gel se vuelve rojo oscuro o plrpurs azulado.

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

Recuentode E. coli =3

Cualquier azul en una colonia (de azul a rojo-azul) indica
la presencia de E. coli. La luz de frente mejorard la
deteccida del precipitado azul formado por una colonia

El circulo | muestra una colonia rojo-azul cuyo conteo
s hizo con luz de atrds. El circulo 2 muestra la misma
colonia con luz de frente. El azul precipitado es mis
evidente en el circulo 2.

Recuento de E. coli = 13

Total de recuento de coliformes = 28

El rango de recuento de la poblacidn en las
Placas Petrifilm EC es de 15 a 150,

No cuente las colonias que aparecen sobre la barrera de
espuma, ya que han sido removidas de la influencia del
medio selectivo. Ver el circulo 1.

Recuento de E. coli =17

Recuento total estimado de coliformes = 150

El drea circular de crecimiento es de aproximadamente
20 co’. El recuento estimado se puede hacer en las
placas que contienen mis de 150 colonias, al contar
el nldmero de colonias en uno o mds de los cuadrados
representativos y al determinar el promedio por
cuadrado. Multiplique el ndmero promedio por 20 y
determine el conteo estimado por placa,
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Recuento actual aprox. - 10

Las Placas Petrifilm EC con colonias que son MNPC,
tienen uni 0 mis de las siguientes caracteristicas:
Muchas colonias pequefias, muchas burbujas de gas
y ¢l oscurecimiento del gel de un color rojo a un azul

Recuento presuntivo de E. coli ~ 8

Recuento total estimado de coliformes aprox. - 10*
Cuando existen cifras altas de coliformes (10%), algunos
tipos de E. coli presuntiva pueden producir menos gas y
las colonias azules pueden ser menos definitivas. Cuente
todas las colonias azules sin gas y/o zonas azules como
E coli. Si es necesana la confirmacion, aisle las colonias
azules con gas para su posterior identificacidn.

Recuento actual aprox. ~ 10
Una alta concentracion de £ coli puede causar que el
drea de crecimiento se hags azul plrpuras,

Recuento actual aprox. de - 10°

Cuando un nidmero alto de organismos no-coliformes,
como las Pseudomonas, estén presentes en ks Placas
Petrifilm EC, el gel puede volverse amarillo.
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Recuento total de coliformes =3 Recuento total de coliformes = 78
Las particulas de alimento tienen forma irregular y no Los patrones de burbujas pueden varniar. El gas
tienen burbujas de gas. puede romper la colonia y asi, esta dltima ‘delinea’ a

la burbuju. Vea los circulos 1 y 2.

Las burbujas pueden aparecer como resultado de
una inoculacién impropia o de aire atrapado dentro
de 1a muestra. Tienen forma irregular y no se
asocian con una colonin. Vea el circulo 3.

O (@)
.O OO 06
D0 pep ° O%
1 0 4
2
O ® ®
5 P 7

2 0 %

12

Los ejemplos 1 a 10 muestran varios patrones de
burbujas asociados con colonias que producen gas.
Todas deben ser enumeradas.

3M  Petrifilm.  (2006). Placas Petrifilm para el recuento de E. coli/coliformes. México. Recuperado de
http://solutions.productos3m.es/wps/portal/3M/es_ES/FoodSafetyEU/FoodSafety/ProductApplications/IndicatorsPetrifilm/Pet

rifilmPlates/
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ANEXO 5

GUIA INTERPRETACION MOHOS Y LEVADURAS

Guia de

m Interpretacion
Petrifilm™

Levaduras y Mohos

Hacer un receento con placas Petnfilm Levaduras y Maobos
es ficil. Contienen wn indicador colorante para levaduras v
mohos para propoecionar contraste ¥ facilitar el recosnto.

» . e Para diferenciar las colonias de levaduras y mohos en las
> . placas Petnfilm Levaduras y Mohos, buscar una o miés de
. las siguientes caracteristicas lipacas

» LEVADURAS
- Colonias peguefias
¥ . - Las colomias tienen bordes definidos
\ - - De color rsa-tostado a azul-vendosa
9 - Las colomias pueden aparecer alzadas ("3D7)
- - - - Oeneralmente no tiemen un foco (centro negro) en el
o® centro de la calonia

MOHOS
- Colonias grandes
- Las colomias ticnen bordes difesos

- Calor varishle (los mohos pueden producer ses propios
pgmentos )

- Las colomias son planas
- Generalmente con un foco en ¢l centro de ka codonia

Yeast coumt = 44 Figure |

Las colonias en la figura | sun cjemplos de Jevaduras
camcteristicas: colonias poguefias, de color azul-verdoso, con
bordes defimdos y sin foco (Recwento de kevaduras = 4).

Las colonias de la figura 2 som ejemplos de mobos
caracteristicos: grandes, colonias de color variable, con bordes
difesos y un foco en el cemtro (Recwento de mobos = 27).
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YERST & MOLD YERST & MOLD YERST &

I L
W -
» ‘! .

Yeast count = 480 (al-le):

Mold count =21 Figure 3

EFST & MOLD_YEAST & MOLD YERST 8

Yeast count = TNTC (actual count < 10¢) Figure 4

Levaduras

La placa Petrifilm Levadums y Mohos de la figura 3
conticne un nimero ficilmente contable de mohos,
(colonias grundes, verdes, con bordes difusos y un foco
central) y un gran ndmero de colonias de levaduras, Las
colomias de levaduras son pequedins, de color tostado. con
bordes definidos v sin foco. Cuando el ndmero de colonias
s més de 1S0. sc debe hacer una estimacidn: determinar cl
nimero medio de colonias en un cuadrado (1 cmd) ¥
multiplicar por 30 para obtener ¢l recuento total por placa
El drea inoculada de una placa Petrifilm Levaduras
Mohos es de aproximadamente 30 ¢ (Recuento de
levaduras = 480 (estimado) ;: Recuento de mohos = 21).

La placa de Petnfilm Levaduras y Mohos de la figuma 4
conticne un clevado mimero de colonias de levaduras,
demasiado numeroso para ser contado (TNTC). Las
colonias pequenas y azules en ¢l borde de la placa la
diferencian de una placa de mohos TNTC (Recuento de
levaduras = TNTC, recuento actual >10¢),

Alzunas veces las placas Petrifilm Levaduras y Mohos
con un mimero ato de colonias de levaduras pueden
parccer que tengan un crecimicnto azul sélo en los bordes
(figura 5). También ¢s un recuento de levadurus TNTC
(Recuento de levaduras = TNTC, recuento actual >1(-),

St las placas Petrifilm Levaduras y Mohos parecen no tener
crecimiento, levantar el film superior (figura 6). Si hay
presentes muchas levaduras, se verdn colonias blancas en el
gel. Se anota como un recuento de levaduras TNTC
(Recuento de levaduras = TNTC).

MOLD YERST & MOLD  YERST & MOLD
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3M Petrifilm. (2004). Levaduras y

Mohos

Las colonias de mohos cn la placa Petrifilm Levaduras y
Mohos de la figura 7 son colonias de pigmentacion
variable. con bordes difusos y un foco central. Son grandes.
empezando a esporular y superponerse cntre si en la placa.
Para facilitar ¢l recuento dividir la placa en secciones y
buscar focos que permitan distinguir colonias individuales.
El recuadro muestra 15 mohos (Recuento de mohos = 59).

Notar la pigmentacidn variable con bordes vellosos en la
placa de la figura &, causado por el elevado nimero de
colonias de mohos y la esporulacion gue ha tenido lugar,
Estimar ¢l mimero contando los focos. En el cuadrado que
sc muestra hay 4 colonias {Recuento de mohos = 120
(estimado) ).

Igual que con todos los métodos de recuento cn placas. las
placas con muchas colonias pucden mostrar caracteristicas
de colonias atipicas. Es importante hacer una correcta
dilucidn para ascgurar un recuento exacto.

Las placas Petrifilm Levaduras y Mohos de las figuras 9 y
10 son diluciones | : 10 y 1= 100, respectivamente, del
mismo producto. Las colonias de la figura 9 son pequeias,
palidas y numerosas, haciendo ¢l coataje dificil de estimar.
Hay una burbuja como antefacto (Recuento de mohos =
TINTC).

La dilucién del producto para obtener un recuento de
colonias en o margen descado ( 15-150 colonias) facilita <l
recuento. Los mohos de la figura 10 son grandes, con
bordes difusos y focos centrales (Recuento de mohos = 38).
El apifamicnto de las colonias de la placa en la figura

9 impide su crecimicato tipico.

Mohos. Francia. Recuperado de

http://solutions.productos3m.es/wps/portal/3M/es_ES/FoodSafetyEU/FoodSafety/ProductApplications/IndicatorsPetrifilm/Pet

rifilmPlates/
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ANEXO 6

GUIA INTERPRETACION MESOFILOS AEROBIOS

Las Placas Petrifilm™ para Recuento de Acrobios Totales (Acrobic Count AC) son un medio de cultivo
listo para ser empleado, que contiene nutrientes del Agar Standard Methods, un agente gelificante
soluble en agua fria y un tinte indicador de color rojo que facilita ¢l recuento de las colonias. Las Placas
Petrifilm AC se utilizan paru el recueato de la poblacion total existente de bacterias acrobias en productos,
superficics. ctc.

Conteo de Bacterias Aecroblas =132

El timte indicador rojo que se encuentra en la placa colorea
las colonias para su mejor ientificacidn. Cuente todas las
colonias rojas sin importar su tamafio o b imsensidad del
fono rojo.
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3M™ Petrifilm™ Placas para Recuento de Aerobios

- N ™\
2 3
. -
ed
-
2 :
-
- -
-
-
(S 7N »
Recuento =0 Recuento = 16

La interpratacicn de la placa Petrifim para Asroblos resuta muy facil La Figura
2 muestra una placa Pewrifim Recuento de Asrobios sin colondas.

La Figura 3 muestra una placa Petrifim Racoento de Aerobios oo pocas colo-
nias baclerianas. Un indicador roj presente en la placa colorea todas las coio-
nigs. Contar 10das las colonias rojas incependentements de su tamano y de la
Intensisad de color. Usar un contadir estindar Bpo Ousbec o un lectr de placas

W™ Petrifiln’™ para eer 12 placa Petrifim.

f‘ N\ fa N\

L

. . o

- - )
- b - =
- - o -

\ : N J
Receeato = 143 Recuento estimado = 420

Al \gaal que con una placa Petri noemal, & rango 0 recuznto para una placa
Petriim de Asrodios es g 10 - 300 cokonlas. Ver Figura 4.

Cuando e nimero de colonlas &s superior a 300 como ocurre én 12 Figura 3, se
pusde realizar una estimacion. Contar 3s colonias de una cuadricua (1 o) y
multipiicar por 20 para oblener & racuento total por placa. B érea de Indoulo de
una placa Petriéim de Asrobios &5 d2 20 om’ aprodmadamente.

60



Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10°

La figura 6 muestra una Placa Petrifilm ac con colonias
MUY NUMENOsas para contar.

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10"

Ocasionalmente, Ia distribucion de las colonias puede
aparecer de forma desigual, no homogénea, como se
muestra en la figura 8. Esto también es una indicacién de un
resultado MNPC.

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC
Conteo estimado: 10°

Coa conteos muy altos. el drea total de crecimiento puede
virar o colorearse rosi, como se muestra en la figura 7.
Usted podrin observar colomias individuales sélo en el filo o
borde del &rea de crecimiento. Registre este conteo como
muy numeroso parm contar (MNPC).

Conteo de Bacterias Aerobias = MNPC

Conteo estimado: 10

Las colonias de la figura 9 podrian confundirse como
contables a primera vista. Sin embargo, si usted observa
detalladamente el borde o filo del drea de crecimiento,
podra visualizar una alta concentracion de colonias,
Registre este resultado como MNPC.
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3M

Conteo de Bacterias Aerobias = 160

Como se aprecia en la figura 10, algunas especics de
bacterias pueden liegar a licuar el gel de las Placas

) BN Petrifilm AC.
» (2 Cuando esto ocurra:
P ] 1. Determine ¢l promedio en los cuadros no afectados

y estime los resultados.

. 2. Realice conteos preliminares para verificar el
» >, # Nie : crecimicnto;, la licuefaccion generalmente se
. . presenta de manera tardia

- - .
Y »
“
. Conteo de Bacterias Aerobias = 83
»
. 5 ~1 O Debido a que en las Placas Petrifilm AC las colonias de
. 2 acrobios se tifien de rojo, se las puede diferenciar de
< particulas o residuos de producto. ya que éstos tienen
. 2 O una forma irregular y color opaco (observe los circulos
g s e - - 1y 2delafigura I1).

. .

s 0
Petrifilm. (2004). Placas para el recuento de aerobios AC. Meéxico.Recuperado de

http://solutions.productos3m.es/wps/portal/3M/es_ES/FoodSafetyEU/FoodSafety/ProductApplications/IndicatorsPetrifilm/Pet
rifilmPlates/
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ANEXO 7

FORMULARIO CONTROL DE TEMPERATURAS (REFRIGERADORA -
INCUBADORA)

FECHA

T° C Incubadora

T°C
Refrigeradora

Nombre Responsable

Elaborado por D. Bonifaz
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ANEXO 8

EQUIPO PREPARACION AGUA DE PLATA (CORTESIA ING. OSWALDO
CARBONARI)

Equipos utilizados para la obtencion de Agua de Plata Coloidal {Cortesia: Oswaldo Carbonari.
ARGENTUN)

Osciloscopio Hameg ( vision del tipo de onda) el aparato color naranja es un medidor de voltios,
amperios, homios,un probador de multiple funciones.

En la parte de abajo un medidor de frecuencia 10 hz, 2 ghz ( sirve para ver los impulsos de
frecuencia )

Regulador de revoluciones de giros viene utilizado con el mesclador de agua ( temporizado a
inversion automatica con sensor de rotacion )
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Abajo el aparato negro es |a fuente de alimentacion de las barritas de plata, al lado esta el
contenedor de agua donde en la tapa del contenedor se pueden ver las pinzas roja y negra que
mantienen posicionadas las barritas de plata, en |la mitad de la tapa esta colocado el motorcito
que funciona con un mezclador en plastico sirve para dar movimiento al agua.

Los aparatos pequefios manuales como el medidor de pH y el medidor de ppm también vienen
utilizados en la elaboracion del agua de plata en las diferentes concentraciones.
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ANEXO 9

RECOMENDACIONES DE USO PLACAS PETRIFILM MESOFILOS AEROBIOS

3M Placas Petrifilm™ para el Recuento de Aerobios Recomendaciones de uso

mmmmmm.mmmmmﬁnfﬂmﬂmnﬂ LIMITACIONES POR
REEPOMEABILIDAD DE 3M, ALMACENAMIENTD ¥ ELIMIMACION, & INSTRUCCIONEES DE UB0, remitase al Inserto o producio &n & paguete.

M

Almacene los pagueies cemados 3 una FPam corar un pagquete abisrio, dobile &

temperatura £ a B °C (<40 "Fl. Las placas 2 exirsmo y sabsio con cinta adhesiva

ebesn wsarss antes de su fecha de para evitar el ingreso de humedad y,

caducidad. En dreas de alta homedad, por lo tanto, & aMeracion e ks placas. 50 %. Mo refrigens s pagquetes gus ¥
donde ki conderdsasion pusds S&T un hayan skdo abésrtos. UHillice los Plaoas
Inconyveniente, & recomendable que kos Petrifiim maxmo 1 mes despues oe
paqusies se alsmpersn al amblents el abierio &l pagusie. Pam almacenaméento
lugar de tabajo antes os abrifos. Las projongado e paguebes. abierios, o vez
Placas. Pefrifilm tienen un tiempo de vida CEmaics (segun punts ) colSguelos &nun
Ot de 1E meses desde su fscha de contemedor seflable fHpo funda con ceme)
elaboracion. Dbserve ka fscha os cadu- ¥ almacéneics en conpelacicn. Para usar
cldad en k parte superior de la placa. ks placas, saque el panusie el

placas necesarias ¥ guarts &1 resto

wﬂm s i e ot el

Frepare al menos una dilucion de 1:10
de la muesira. Pese o plpetes la musstra
&n una funda o bodsa de Stomacher,
botella de diluckin o cusiquier okro

Mezcle u homogsnice & musstra
mmiediante kS meindos usiales.

conienedor esierl aproplada. de pepiona al 0.1%; diuysme o= sal Mijuste of pH de la muesira diulda entre 8008 § 7.2
pephonada iméoda 150 B88T]; butfer de P producins Sckios: use solucion TH de NaDH.
agua de peptona imetodo IS0 3T Pora Foducios baskoos: uss solucion TH de HCL

solucion salira (0LBS a 0.90%); cakdo
lizthesen ibre de bisulfaio o agua destilada.

Mo utilice Buffers gue conksngan ciiraia,

Eisulfiio o tosubxio o sodia, poems
m pueden inhibir &l orecimiendo.

Cologue k& Fiaca Petrifilm =n una Con la pipeta perpendicular a 2 Placa
superficle plana y rivelada Levante la Pedrifiim, cologues 1 /mil oe ka muestra en el Calga sobre la diucion. Mo ka deslice
lamina semiiransparsnbe supsssrior. cenire de la pelioula cuadriculada inderdor. hacla abajo.
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3M

Fresione suavemnents & dispersar o Levaurie ol dispersor o esparcidor. Espsre
1 ssparcidor parm disribuir la muesta por ko meras T minuio & que se solkdMigus

sobre el area droular. No gire nl deslice el el gal y proceda a la incubacion.

dispersor. Recuerde distribuir la musstra

antes de inocular una siguienie placa.

ln"'m

Incube |2s placas cara amibDa on QrUpos 1 Las Fiacas Petrifim pusden ssr

de no mas de 20 pleras. Puede ser contadas sn un contador o colonias
necesano humactar el amblants de estandar u ofro Spo de upa con uz.
Incubadara con un pequela recipents Cionsule la Guia de inferprefaciin para
oon agua esterl, para minimizar la lger |os resultados.
pérdida de humedad.

El fiempo de incubacion v la temperatur

ACAC métods oficlsl 988,33 * Bl tiers dudas o preguntas, llame al
;uduvmm 1-831-733-Thd2 o al Representanie

Incubar 48 hrs. §£ 3 brs) a 32 °C (= 1 °C). ds Venitas 3M mas cemcano & ushed.

+ ADAC método oficlal 85012

Imcubar 48 hrs. (2 3hrs)a 33 "C e "CL

* AFNOR método valldado 3M 01./1-05/85
Imcubar 72 hrs. (= 3 hrs) a 30 °C.

* Metodo MNEL 1481983
Irecubsar 72 hrs. (£ 3 hrs.) a 30 °C.

Microbiolepy Froducts 0 Meéxico M Arpenting Fetrifim &5 una mana
M Center Bldg. 275.5W.05 Aw_Sania Fe 55 Los Arholes 842 mmh:
= ‘TF'H-DMZ 0.
51 Paul, MM 55 144- 100 E‘:i.:hﬂn Fe, CPOI2I0 Hl.l'll'lglﬂ!'ll ) & e
| BNL2TR-3957 Tel. (55) 5254 Tel. (11} 446598200
I'I:I.I:I'Dh!hm'- IETII'I'II.I:BI:I'I. Im'dlﬂlﬂgﬂ.ﬂu@ﬂ'ﬂ'ﬂ- I 5 INLCTHTN m‘d:nl-ugn—u'{' I E iﬁmm
waw. INLoom/microbiology wwn 3L comimicrobiclogm
Petrifilm. (2004). Placas para el recuento de aerobios AC. México.Recuperado de
http://solutions.productos3m.es/wps/portal/3M/es_ES/FoodSafetyEU/FoodSafety/ProductApplications/IndicatorsPetrifilm/Pet
rifilmPlates/
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ANEXO 10

RECOMENDACIONES DE USO PLACAS PETRIFILM MOHOS Y LEVADURAS

3M™ Petrifilm™
Levaduras y Mohos

Refrigerar las bolsas cerradas. Para cerrar |as boisas, doblar los Mantener las bolsas ceradas de

Usar antes de la fecha de extremos y cerrarios con celo. nuevo a ~21 ¢C, a <50% HR. No

caducidad impresa en la bolsa. C las bolsas abiertas. Usar
las Petrifim en 1 mes
desde su apertura.

Preparar una diucion del Mezclar u homogensizar la
producto akmenticio a 1: 100 muestra madiante los métodos
superior. Pasar o pipetear la usuales. Si se requisre una
muestra en una bolsa Whi sensibildad mayor con producios
bolsa Stomacher, botella de lacteos o zumos consultar
dilucion, o cualguier otro folleto para Petrifém en productos
contenedor estérd apropiado. lacteos y zumos.

Colocar la placa Petnfilm en una

Dejar caer & film superior con
superficie plana. Levantar el film 9 cuidado evitando introducir
supenor.

burbujas de airs.
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Ejercer una presion sobre el Levantar el aplicador. Esperar un

lOSq’oambelmlieedorpah l

barrita soporte, colocar &l aplicador para repartir el indculo minuto a que solidifique el gel.
aplicador para Petrifim levaduras sobre el drea circular. No girar ni
y mohas sobre la placa Petnfim. deskzar el aplicador.

1TRgon

Incubar las placas Petrifilm cana 1 Leer las placas Petrifim en un
amba en pdas de hasta 20 placas contador de colonsas standard
atemperaturade 25°C £ 1°C tipo Quebec o una fuente de luz con
durante 3-5 dias. aumento. Para leer los
resultados consultar ia Guia de
Interpretacsdn.
Comenta cionales

* los pasos 9 y 10 son unicos para las placas Petrifilm levaduras y Mohos.
* Nota: recordar inocular y poner el aplicador antes de pasar a la siguiente placa.
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Laborateires 3M Santé

Boalevard de 1'Oise

F - 95029 Cergy Pantoise Cedex

TEL 0130318577

3M Petrifilm. (2004). Levaduras y Mohos. Francia. Recuperado de

http://solutions.productos3m.es/wps/portal/3M/es_ES/FoodSafetyEU/FoodSafety/ProductApplications/IndicatorsPetrifilm/Pet
rifilmPlates/
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ANEXO 11

RECOMENDACIONES DE USO PLACAS PETRIFILM E. coli/Coliformes

3M Placas Petrifilm™ para el Recuento de E. coli / Coliformes  Recomendaciones de uso

Fam informacin datallada sobea ADVEATENCIAS, PRECAUCIDNES, COMPENSACICHES POR GARANTIA | GARANTIA LIATADA, LIMTACIONES POR
FEEPONSABILIDAD DE 36, ALMACENAMENTO ¥ ELIINACION, o INSTRUCCIONES DE USO, romilasa al insens da producin o o paguala.
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10 Con el lado liso hatia abao. cologue o Fresore SUvEmeNe o

g Or para
n 8 petcuda suparior sobre of 1 distritas of indeudo sobre of Area ciroudar. No
Qe i dusice ol Saparsor.

G

nocuo.

oube s placas can aba on Qrupos Las Placas Partiim pusdaen ser contadas
0% N0 Mas de 20 plazas. Puede ser on un contadyr o colonias estandar u
Mecssaro humectar o ambients de la oo Hpo &e kpa con Lz Consule &
Incubadon con un pagueho recipwnta Guia de Imerpratacion para low los

€Oon agua esadeil, para minimizar resdtasos

percida de humedad.

El bumpo da ncubacdn y I Nmparalie s vasian
QU o métnde.
Lo endiodes aprotades mds Conteidos son

R — Comen TR conales

e Mhz2hadS'C21'C

Paa &, cof. + Nota: Racuerde inccular y poner ol aplicador antes d¢ pasar a k2 sigulante placa.
amaiad et bt + Para contactar locaimento a 3M Micrabiologia n Latnoaménca, vaitencs en
+ AOAC mitodo oficial 954.08 NUEAINa paging da Internat: waw 3M.com mecrobiciogy
Parh £ cof jeamad, aves, marinasx + Para 5arvicio MCico an Lasinoaménica, contacts a direccicn
o M4 h22hasSC1C sarviciolecnicomicro@mmm.com o lame af 5255.5270.2223
» Mdnodo NMKL (147.1953)
Para colfonnes
b Mh22had?C1C
Pam £ col
owbir 4bhe2had7°C21'C
IM Microhlology IM Miéxico IM Argenting Putriien us d maca
M Censer, Bidg 275.5W-05 Av. Santa Fe 190 Olga Cossemim 1031 o e
St Paul, MN 55144-1000 Col. Sarta Fe, CP. 01210 Buesos Aires, Revvisite: 200801
USa Méxxco, DF. P CHOTCEA Flabsercaa 7020088963
1800-228-3957 Tel (55.52) 52700454 Argestina
microbiology & mosm.com 01 800.712.2527 Tel (54-11) 4359.2400
www S\ L com/msdcrobbology microbiol ogiamy @ mumm com microbiol ogia-a & mamm com

3M  Petrifilm. (2006). Placas Petrifilm para el recuento de E. coli/coliformes. México. Recuperado de
http://solutions.productos3m.es/wps/portal/3M/es_ES/FoodSafetyEU/FoodSafety/ProductApplications/IndicatorsPetrifilm/Pet
rifilmPlates/
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ANEXO 12

METODOS VALIDADOS POR LA AOAC INTERNACIONAL (Association of
Analytical Communities)

3M™ Petrifilm™ Plate Certificates, Recognitions and Validations
3M Food Safely is certified to 150-9001 for design and manufacturing

International Recognition

< AFNOR

Al foods

Aarobic Count Piafes

KF \alidaSon Ceriificale Mumber 38 01/1-09/25
{as compared o 150 4833 method,

Al foods (escepl raw shelfsh)

Coliflorm Cound Plaies
24 lhour otal colfiorm resuit

KF alidaSon Cerificaie Number 3M 01/2-03/B34
{2 compared fo IS0 4832 VRBL method)

NF 'Valicagon Cerancale Number 36 01/2-03VE38
|2 mompaned io 150 4831 MPN method)

Al foods

Coliform Cound Plaies
24 Ihour thermiolnkerant Colfonm result

KF YalidaSion Cerfificaie Number 3M 01/2-03VE3C
|35 mmpared o Y08-000 YRBEL at 4470 method

Saiect E coll Count Plales

KF alidaSon Cerificaie Number 3M 01/8-08001
{5 compared o IS0 100452 £ colfl method!

Fapid Cofilom Cound Piaies
14 hour result (Incubaie ai 307C for processed poric producss)

NF ‘alicadon Ceriificaie Number 36 01/5-03/378
{2 compared o IS0 4832 YRAL 30°C method)

Rapid Cofiormn Courd Piaies
24 hour resul (inoubate al 307G for processed pori produces)

KF Yalidaion Cerfificaie Number 3M 01/5-03/978
|as compared fo (50 4832 VREL 30" C method

All Inods (eenepl processed pork products)

Rapid Coltiorm Cound Piaies
24 hour result (incubaie ai 307G for seafiood products)

KF ‘Validation Ceriificaie Number 3M 01/5-03/87C
{as compared io IS0 4831 MPN method)

Al oo

Emarbacienaness Count Paes

NF ‘alication Cerancale Number 38 01°0-0V57
{2 compared in IS0 21328 part 2 VRBG method

High-Sensitieity Colform Count Platies

KF Yalidation Cerfificaie Number 3M 01/ 7-03/55
{35 mompaned Io (S0 4831 MFN method)

Skaph Express Countt System

KF \alication Cerfificale Humber 38 01/9-04.103
{as compared o EN 150 8888-1 method)

< ADAC® INTERNATIONAL Official Method of Analysis™

Faw ard pasieurited milk Asobic Count, Colform Count Plafes Method 380.33
Diairy producis Aerobic Count, Colfiorm Count Plaies Mizihod 38310
High-Gensitiity Colform Count Piates ki=ihod 358.02
Foods Aernbic Count Plafes Mlzthod 350012
Coliform Cound, E. coll Coliomm Cound Plales Mizihod 35114
‘Feast and Mold Count Plates Misihod 357.02
Rapid Cofiorm Courd Piaies Mi=ihod 200015
Fouliry, meats and seafond E. coli'Coltflorm Court Plates M=thod 398.08
Salecied foods Rapid B. aureus Count System Wizihod 2001.03
Emferbacienaceas Count Flaies Mi=ihod 2003.01
Eaiecied processed and pragaed foods Etagh Express Count Sysiem Kiihod 2003.07
Salecied dairy loods Staph Express Count System Method 2003.08
Sefecied poufiry. meats and seafood Sfaph Express Count System Method 2003.11

Method approval by private or public organizations (e.g., AOAC INTERNATIONAL or AFNOR) does not guarantee the performance of 3M™ Petrifilm™ Plates for any particular

food product or process

To order 3M Petrifilm plates in the U.S., call

3M Food Safety

3M Centor

Building 275-5W-
P

W-05
St. Paul, MN 55144-1000 Canad:
USA

1-800-328-6553
www.3M.com/foodsafety

3M  Petrifilm. (2014).

8-1671 = Latin

3M Canada
Post Office Box 5757
London, Ontario N6A 4T1

a
1-800-364-3577

3M Europe & MEA

3M Deutschland GmbH
Carl-Shurz — Strasse 1
D41453 Neus:

s/Germany  65-6458
+49-2131-143000

3M™  Petrifilm™

regions, call 5

3M Latin America

3M Centor

Bullding 275-5W-05

St. Paul, MN 55144-1000
1-651-737-2239

3M Japan

3M Asla Pacific

9 Tagore Lane

Singapore, 787472
6458611 Australia

Plate Certificates,

1300 363 878

Recognitions

* Asla Paclfic reglon, call 65-64548611

31-1, Tamagaradal, 2-Chrome
Setagaya-Ku, Tokyo

158-8583, Japa
81-3-3709-8289

3M Australia/New Zealand
9-15 Chilvers Road
Thornleligh, NSW 2120

n

3M and Petrifilm are trademarks of 3M.
Please recycle. Printed In U.S.A.

© 3M 2014, All rights reserved.
70-2008-5431-6

and Validations. USA. Recuperado

http://multimedia.3m.com/mws/media/2411880/3m-petrifilm-plate-certificates-recognitions-validations.pdf
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PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FORMULARIO MANEJO DE DESECHOS

ANEXO 13

CARRERA DE MICROBIOLOGIA -PROYECTOS

ENTREGA DE DESECHOS BIOPELIGROSOS A DISerLAB-PUCE

Fecha

PESO
(k)

# Proyecto

Responsable

Personal de apoyo

Elaborado por D. Bonifaz
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ANEXO 14

MATRIZ DE DATOS OBTENIDOS

PAP: 1 ENSALADAS RESPONSABLE Fecha de reporte
R1 01/10/2014
Mesodfilos aerobios CT CT CT CT CT EC EC EC EC EC Levaduras Mohos
CONTAJE CONTAJE CONTAJE CONTAJE CONTAJE
Concentracion | Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Agua de plata Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10ppm Pura 4 ppm 10 ppm
Tiempo de
contacto
1min 5 1min 5 1min 5 1min 5 1min 5 Imin 5 Imin 5 Imin 5 1min 5 1min 5
i min min min min min min min min min min
CODIGO

El MNPC 67 36 1 3 58 6 0 0 0 0 0 0 0 0 7 22 5 0 0 0 1 0 0 0

E2 142 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 510 21 129 56 82 12 0 0 5 0

E3 MNPC | 320 | 380 | 122 | 135 320 118 6 65 42 0 0 1 0 1 41 128 98 61 58 0 0 0 0 0

E4 14 4 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 600 510 | 300 | 146 | 122 0 0 0 0 0

E5 940 600 | 400 | 125 82 3400 191 | 140 47 81 1 0 0 0 0 660 660 98 115 | 107 0 2 0 4 3

E6 MNPC | 700 | 620 | 103 93 MNPC | 640 9 240 0 0 0 0 0 0 780 810 | 540 | 510 | 390 6 6 7 9 3

E7 900 96 50 2 1 42 14 2 3 1 1 0 0 0 0 127 52 47 52 50 0 3 2 2 0

E8 920 203 | 145 12 6 75 30 33 14 12 0 0 0 0 0 240 79 47 68 35 5 9 7 1 4

E9 1020 82 56 25 25 460 3 0 3 0 0 0 0 0 0 480 26 7 13 3 9 4 1 1 0
E10 1520 700 | 580 | 136 | 108 102 48 43 36 32 0 0 0 0 0 420 300 | 300 | 180 | 240 10 9 4 4 3

UFC/gr UFC/gr UFC /gr PROPAGULOS /gr

Elaborado por D. Bonifaz
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PAP: 2 ENSALADAS RESPONSABLE Fecha de reporte
R2 18/11/2014
Mesofilos aerobios CT | CT l CT | CT l CT l EC | EC l ECI EC IEC Levaduras Mohos
CONTAJE CONTAJE CONTAJE CONTAJE
Concentracién | Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Agua de plata Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm
Tiempo de
contacto
. 5 5 5 5 5
CODIGO Imin | 5min | 1min | 5min 1min | min | Imin | 5 min 1min | min | Imin | min Imin | 5min | 1min | 5min 1min [ min | 1min | min
El 560 91 110 51 47 93 22 24 35 9 3 1 0 1 0 930 450 510 570 480 0 0 0 0 5
E2 600 213 187 62 47 116 43 39 31 19 2 0 0 0 0 134 82 76 54 43 10 3 5 3 10
E3 MNPC | 4200 | 2600 91 60 147 128 | 131 | 105 62 26 19 20 3 0 11000 5100 | 4800 | 6000 | 6600 4 3 4 4 4
E4 MNPC | MNPC | 5200 | 3800 | 2000 103 107 78 55 51 0 0 0 0 0 MNPC | MNPC | 14000 | MNPC | 15000 4 2 2 1 1
E6 MNPC | 3800 | 2600 | 2200 1400 MNPC | 2800 | 1800 | 2000 | 2000 0 0 0 0 0 MNPC | 14000 | 14000 | 15000 | 15000 3 2 0 7 1
E7 MNPC | 4400 | 1600 | 2200 1400 5800 2400 | 2600 | 2600 | 114 0 0 0 0 0 130 12000 | 11000 | 84000 | 72000 8 0 0 1 1
E8 MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC 35 2200 | 1800 | 3200 | MNPC 0 0 0 0 0 MNPC | MNPC | MNPC | MNPC | MNPC 15 7 14 9 10
UFClgr UFC gr UFC /gr PROPAGULOS /gr
PAP: 3 ENSALADAS RESPONSABLE Fecha de reporte
R3 18/11/2014
Mesofilos aerobios CT ‘ CT ‘CT‘ CT ‘CT EC ‘ EC ‘EC‘ EC ‘EC Levaduras Mohos
CONTAJE CONTAJE CONTAJE CONTAJE CONTAJE
Concentracién | Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Agua de plata Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10p pm Pura 4ppm 10ppm
Tiempo de
contacto 1min 5 1min 5 1min 5 1min 5 1min 5 1min 5 1min | 5min | 1min 5 min 1min 5 1min 5
. min min min min min min min min
CODIGO
E1l MNPC | MNPC | 6000 | 2600 | 1800 15 5 3 4 2 0 0 0 0 0 116 44 35 27 48 2 0 1 4 0
E2 MNPC | 2200 | 3000 | 99 99 330 150 | 96 | 123 | 48 0 0 0 0 0 99 38 32 41 22 11 4 3 5 1
UFC/gr UFC /gr UFC /gr PROPAGULOS /gr

Elaborado por D. Bonifaz
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PAP: 4 ENSALADAS RESPONSABLE Fecha de reporte
R4 18/11/2014
Mesofilos aerobios CT ‘ CT ‘ CT‘ CT ‘CT EC ‘ EC ‘ EC ‘ EC ‘ EC Levaduras Mohos
CONTAJE CONTAJE CONTAJE
Concentracion | Muestra Muestra Muestra Muestra
Agua de plata 4ppm 10p pm 10p pm Pura 10p pm Pura 4ppm 10p pm pura 4ppm 10ppm
Tiempo de
contacto Imin | 5min | 1min 5min 5 5 5 1min 5 1min 5 1min 5
- min min min min min min
CODIGO
E1l MNPC | 6000 1800 27 0 0 3900 3600 | 3300 | 105 13 8 8 2 2
E2 2200 3000 99 49 0 0 35 15 19 14 0 0 1 0 0
UFC/gr UFC /gr UFC /gr PROPAGULOS /gr
Elaborado por D. Bonifaz
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ANEXO 15

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS

Preparacion del material Toma de muestra Trituracion de la muestra

Lectura de resultados Siembra de la muestra Dilucién de la muestra
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ANEXO 16
IMAGENES RECUENTO FINAL PLACAS PETRIFILM

IMAGENES RECUENTO FINAL PLACAS PETRIFILM (PAP 1)

Recuento placas Petrifilm Mesofilos aerobios

Recuentos Indicadores de Recuento placas Petrifilm E. coli/Coliformes

contaminacion

Recuento placas Petrifilm de Mohos y Levaduras

Fotos tomadas por D. Bonifaz
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Recuentos Indicadores de
contaminacion

IMAGENES RECUENTO FINAL PLACAS PETRIFILM (PAP 2)

—

Recuento placas Petrifilm Mesofilos aerobios

Recuento placas Petrifilm E. coli/Coliformes

Recuento placas Petrifilm de Mohos y Levaduras

Fotos tomadas por D. Bonifaz
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Recuentos Indicadores de
contaminacion

IMAGENES RECUENTO FINAL PLACAS PETRIFILM (PAP 3)

—

—

Recuento placas Petrifilm Mesofilos aerobios

Recuento placas Petrifilm E. coli/Coliformes

Recuento placas Petrifilm de Mohos y Levaduras

Fotos tomadas por D. Bonifaz
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Recuentos Indicadores de
contaminacion

IMAGENES RECUENTO FINAL PLACAS PETRIFILM (PAP 4)

—

—

Recuento placas Petrifilm Mesofilos aerobios

Recuento placas Petrifilm E. coli/Coliformes

Recuento placas Petrifilm de Mohos y Levaduras

Fotos tomadas por D. Bonifaz
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