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RESUMEN: EI propésito de esta investigacion
fue la determinacién de la carga bacteriana de
aerobios mesdfilos y coliformes totales mediante
la verificacion previa de los métodos AOAC 990.12
y 991.14, respectivamente, en alimentos
preparados para que con ayuda del programa
InfoStat obtener estadisticas descriptivas vy
gréaficos para el analisis exploratorio que permitan
al laboratorio CEA conseguir una acreditacion o
certificacion.

Para la investigacion se recolect6 cada 15 dias de
7 a 8 alimentos al azar incluido un aji del hotel
Dann Carlton, hotel Casa Gangotena y Colegio
Americano.

Para la verificacion de los métodos se utilizd6 como
matriz una muestra de aji seleccionada al azar en
los diferentes establecimientos, mismo que se
evalué en tres niveles de concentracion bajo
pardmetros de repetibilidad y reproducibilidad.

En la determinacién de la carga bacteriana de
cada diez alimentos se sembr6 por duplicado uno

INTRODUCCION

Las bacterias, mohos vy levaduras son
microorganismos transmisores de
enfermedades y  son primordiales para
determinar si los alimentos se encuentran
dentro del rango permitido que establece la
norma tomada como criterio de aceptabilidad
segun el método aplicado. Las causas
principales de la contaminacion de un
producto son: las superficies vivas, que
implica manos con y sin guante, y superficies
inertes como tablas de picar, mesas de
trabajo, platos, cubiertos, entre otros [1].

El factor principal que evidencia la
contaminacion de un alimento pre y post
preparado es la manipulacion inadecuada de
la materia prima al momento de procesarla,
porque se genera un aumento de
microorganismos a los ya existentes por su
naturaleza lo que causa enfermedades
gastrointestinales en el ser humano; en otras
palabras el modo de vida de las personas
influye la calidad de los alimentos [21].

Por otra parte, para obtener un alimento
crudo o cocido de calidad éste debe pasar
por andlisis previos a su elaboracién (cuando
es materia prima), durante su produccion vy,
finalmente, como producto terminado [1]. Los
métodos aplicados por un laboratorio para
determinar si existe contaminacion
microbiolégica, garantiza un resultado
confiable en esta area y la satisfaccion del
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seleccionado al azar, al obtener un minimo de
treinta datos se graficaron los resultados para
aplicar en las cartas de control las reglas de
Westgard lo que permiti6 evaluar el desempefio
correcto del método en un periodo de tiempo.

Los resultados obtenidos con ayuda de las
pruebas de Duncan y Tukey, nos permiti6 verificar
que la hipétesis planteada se cumple y que
gracias a la incertidumbre conseguida menor al
10% indica que los métodos se aplicaron
correctamente.

Se identific6 que otras posibles fuentes de
contaminacion en los alimentos, a parte una mala
manipulacion  incorrecta, es causada por
superficies mal desinfectadas y por el contacto
directo del agua potable en la manipulacion y
preparacion de productos finales.
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cliente con la precaucion de evitar poner en
riesgo su salud [12].

En base a lo expuesto anteriormente, el
Centro Especializado de Analisis “CEA” es un
laboratorio que proporciona sus servicios a
diferentes empresas; para asegurar la
confiabilidad de los resultados en
microbiologia de alimentos se basa en los
métodos de referencia AOAC 990.12 vy
991.14 que determinan la carga bacteriana
de aerobios mesdfilos y coliformes totales lo
que asegurara la calidad del examen vy
proporciona resultados confiables tanto al
consumidor como a la empresa que contrata
el servicio.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en tres
instituciones desde 01 de julio del 2012
hasta el 15 de febrero del 2013.

Gracias a resultados obtenidos en andlisis
previos de diferentes alimentos que el
laboratorio CEA realizé, se los clasificé segin
su: manipulacién, ingredientes, preparacion,
almacenamiento, limpieza de la materia
prima y tiempo de expendio al consumidor.

Para verificar los métodos AOAC 990.12 y
990.14 se requirié seleccionar un alimento al
azar considerando su relevancia al ser
causante de enfermedades, para lo cual la
matriz que se escogid se evalué en tres
niveles de concentracion bajo, medio y alto.
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La verificacion de los métodos se realizd
mediante la guia internacional AOAC, que
toma en cuenta los parametros de
repetibilidad, reproducibilidad, exactitud,
robustez, limite de deteccién y cuantificacion
en base a un disefio en bloques
completamente al azar; y con el analisis de
las muestras inter-laboratorios (laboratorio
LASA y BIOLAB) lo que permiti6 comprobar
gue se aplicé de forma adecuada el método
990.12 y 991.14.

Se controlaron diferentes factores que
influyen directamente en la verificacion de los
métodos tales como la temperatura de
incubacion, el tiempo de incubacion para leer
los resultados, la cantidad de muestra a
sembrar en las placas petrifilm, el pesaje de
la muestra para mantener la relacién con el
diluyente de 1:10, los equipos de incubacion
y al analista que realiza los conteos [11].

Mediante dos siembras del mismo alimento
en los medios respectivos para la
determinacion de aerobios mesdfilos vy
coliformes totales, se valoré el grado de
repetibilidad de la carga bacteriana. El criterio
de aceptacion para este ensayo se determiné
durante la verificacion con el célculo de la
incertidumbre expandida.

e Verificacion del método.

La verificacion de los métodos AOAC 990.12
y 990.14 se basan en la guia de Ia
Eurachem, 1998; que indica los pasos y/o
procedimiento a seguir para confirmar que
los ya validados por estandares de
organizaciones y aprobadas como AOAC
internacional, son aplicados de manera
correcta.

Para la seleccién de parametros, niveles y
repeticiones se utiliz6 la matriz seleccionada
al azar, aji (denominado de distinta manera),
gue se prepara de varias maneras y posee
ingredientes  diferentes en las tres
instituciones que se recolectaron en tres
fundas estériles que permiten evaluar los
niveles bajo, medio y alto de concentracion.

Los pardmetros a evaluar en el aji
recolectado en las tres instituciones, segun la
Eurachem, se midieron en tres niveles de
concentracion bajo, medio y alto lo que
permitié evaluar al mismo tiempo el limite de

reproducibilidad y repetibilidad cada uno con
el nimero de repeticiones respectivas.

Se utilizé una funda muestreada de aji criollo,
manaba y crudo de las tres recolectadas para
verificar cada nivel de concentracion.

En el nivel bajo de concentracion se pesé en
un recipiente de vidrio estéril 5 g de muestra
(aji criollo, manaba y crudo) con 45 mL de
diluyente (caldo nutritivo) y se esterilizé en el
autoclave. Posteriormente se sembré en los
petrifilm.

Para el nivel medio se sembr6 la muestra
recolectada con diluciones (10 y 10'2) para
aerobios mesdfilos y solamente con (10'1)
para coliformes totales y E. coli.

Cada una de las fundas recolectadas
restantes se dejaron al ambiente en un lugar
estéril del laboratorio para que las bacterias
se multipliqguen de manera normal y se
sembré con diluciones (10" y 10 para
aerobios meséfilos y solamente con (10™)
para coliformes totales y E. coli.

Para el limite de deteccion se evalud
haciendo siembra por reproducibilidad, es
decir de las diez muestras cinco las sembroé
un analista y las restantes otra.

Para el limite de cuantificacién se evalué
haciendo siembra por repetibilidad, es decir
de las diez muestras las sembré un mismo
analista.

Por otra parte, para determinar la exactitud
se usaron pellets que poseen de 1-10
UFCl/pellet de bacterias Escherichia coli
ATCC 25922 que se sembré en conjunto con
una muestra de aji no determinado para
obtener una recuperabilidad de la muestra al
100%.

De la misma manera, para el andlisis de
linealidad se sembrd consecutivamente la
muestra de aji indistinto mas la cepa ATCC
25922 en diluciones que van desde 107!
hasta 1075.

Como ultimo se realiz6 un control de calidad
interno  (CCl) mediante la siembra por
duplicado de un alimento seleccionado al
azar de cada diez que se muestrean.
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e Muestreo.

Se recolect6 muestras dos veces al mes
entre el periodo agosto 2012 — febrero 2013,
con excepciodn de una en la cual se muestred
una vez cada seis meses.

Las muestras seleccionadas fueron al azar
entre alimentos crudos y cocidos, jugos,
ensaladas, vinagretas y materia prima, pero
con una muestra de aji obligatoriamente que
se utilizé como matriz para la verificaciéon del
meétodo.

El transporte se realiz6 en cadena de frio en
un recipiente con hielo, se almacenaron las
muestras segln su naturaleza evitando su
rotura o deterioro, en el menor tiempo posible
llegaron al laboratorio, con el control de
temperatura y tiempo, y asi evitar la
multiplicacion de bacterias, de esta manera
los resultados reflejan la flora que,
cualitativamente y cuantitativamente, estaba
presente en el alimento al momento del
muestreo.

Una vez en el laboratorio, se escribieron los
datos de cada muestra en el registro interno
de trabajo de alimentos con el cédigo
correspondiente de cada alimento.

A continuacion se realizé la trituracion de
alimentos sélidos cuidando la integridad de
los mismos para evitar la destruccion de los
gérmenes por ruptura de la membrana.

Para pesar la muestra con exactitud y evitar
la manipulacion excesiva se procedid a
esterilizar un frasco de vidrio con el que se
encero la balanza previamente.

Segundo, asépticamente se pesé la muestra
(manteniendo la relacion 1:10 con el
diluyente) 10 + 0.1 g de muestra
representativa dentro del recipiente estéril y
se agregé 90 mL de diluyente, como lo
muestra la tabla 2.2 para la relacién peso-
diluyente de la muestra [11].

Por ultimo se homogenizé la muestra por un
lapso de un minuto a velocidad media con
agitacion suave [11].

Previo a la siembra de la muestra, se
rotularon las membranas petrifilm, para
microorganismos aerobios meséfilos y E.

coli-coliformes totales, con el coédigo de la
muestra y dilucion correspondiente [11].

Para sembrar en las membranas ya rotuladas
se levantd la laminilla de plastico y se inoculé
un mililitro de acuerdo a lo descrito en la
tabla 2.2, evitando la formacion de burbujas
de aire, se procedié a bajarla y se coloco el
aplicador con la cara lisa hacia arriba en el
centro de la placa ejerciendo fuerza para que
la muestra se distribuya uniformemente antes
de que se forme el gel [11].

Se retir6 el aplicador después de un minuto
para permitir que solidifique el gel; se
procedi6 a incubar las membranas en
posicién horizontal, cara arriba, en pilas 20 a
35°C £ 1°C por 48 + 3 horas como lo
especifica la norma AOAC, con un vaso de
precipitacion lleno de agua destilada lo cual
humidifica la incubadora y favorece el
crecimiento de las bacterias [11].

Se realizé un minimo de dos diluciones para
cada uno de los métodos; en el caso de ser
necesario se diluyé la muestra hasta 107°
principalmente para obtener un conteo dentro
de parametros para el nivel alto [11].

Finalmente, al momento de realizar el conteo
de colonias para aerobios mesofilos se
seleccionaron membranas que presentaban
un rango de conteo entre 30 y 300 colonias,
mientras que para coliformes totales las
colonias debian encontrarse en un rango de
15 a 150 colonias las mismas que se
expresaron en UFC/g [11].

e Analisis de datos.

Para analizar los valores obtenidos, se hizo
uso del programa estadistico InfoStat en el
cual, se realiza un histograma que permite
evaluar la reproducibilidad en el aji criollo,
crudo y manaba en sus tres niveles de
concentracién e identifica de manera visual si
existe una diferencia significativa entre las
medias entre los dos analistas.

El andlisis de varianza para reproducibilidad
se realiza por medio de las pruebas de Tukey
y Duncan que permiten corroborar con datos
estadisticos, evidencia objetiva, si las medias
entre los analistas son o no diferentes.
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Al momento de evaluar repetibilidad el
diagrama de puntos nos permitirA observar
graficamente solo la diferencia de medias
entre el aji criollo, manaba y crudo ya que es
un Unico analista quien realiza las
repeticiones y por dicho motivo no es
necesario realizar las pruebas de Tukey y
Duncan.

Una vez que se identifica en reproducibilidad
y repetibilidad que existe diferencia entre las
medias de los tres ajies se procedera a
realizar la prueba de F o Fisher que
comprueba por medio del calculo de la
probabilidad (p=0.05) si hay o no diferencia
entre las medias.

Finalmente, con el valor obtenido de la
probabilidad (p) se procede a calcular los
valores maximos y minimos (limites de
deteccion y cuantificacién) que son los
rangos entre los cuales deben encontrarse
los valores que se obtengan de la siembra
por duplicado para el Control de Calidad
Interno  (CCl) aplicando las siguientes
formulas:

Lpy =1,96%S; Lp, =1,96% S,
L,y =196%S, L,,=196%S5,
Donde:

R= reproducibilidad
r=repetibilidad

Para el Control de Calidad Interno se realizé
la siembra por duplicado de un alimento
escogido al azar de cada diez que se
muestreen hasta obtener un minimo de
treinta valores que serviran para graficar en
las cartas de control y evaluar si el
procedimiento se realiza de manera correcta.

Por otra parte se realizara el calculo de la
incertidumbre para obtener los limites de las
cartas de control teniendo en cuenta las
fuentes y/o componentes que se encuentran
medidos en condiciones definidas o
diferentes como indica el diagrama de causa-
efecto.
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Figura 1. Diagrama causa-efecto de
fuentes/componentes para determinar la
incertidumbre

En el célculo de la incertidumbre expandida,
primeramente se utliza el valor de
incertidumbre de la balanza y estufa que el
personal de metrologia obtiene al momento
de calibrar los equipos.

Para repetibilidad se utiliza el menor valor
entre las desviaciones estandar obtenidas de
los tres ajies y en el nivel alto se saca la raiz
cuadrada igualmente de las desviaciones
estandar.

Otro valor a tomar en cuenta es la raiz
cuadra del valor de la desviacién estandar al
momento de realizar la exactitud por
recuperabilidad.

Finalmente, la incertidumbre expandida (U)
para aerobios mesofilos y coliformes totales
en los niveles medio y alto es la raiz
cuadrada de la sumatoria de todos los
cuadrados de los valores obtenidos
anteriormente multiplicados por el factor de
cobertura que es constante (k=2), para un
95% de intervalo de confianza, y asi se
establece el intervalo superior e inferior
dentro de los cuales los valores obtenidos en
las siembras por duplicado se deben
encontrar.

Para establecer los criterios de aceptacion
entre los cuales deben estar los valores
obtenidos en el estudio, se -calcula el
porcentaje de incertidumbre expandida con el
valor de U dividido en cada nivel por el valor
mas alto obtenido en la concentracién de
bacterias y todo eso dividido para cien, dicho
resultado se debe encontrar 30% y asi se
aprueban los criterios.
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Con los limites de cuantificaciéon y deteccion
y el rango obtenido con el célculo de la
incertidumbre se grafica las cartas de control,
gue son los valores sembrados por duplicado
graficados en los intervalos, e indica si los
resultados se encuentran dentro del rango
permitido para conocer los posibles errores
en el método y corregirlos.

Para determinar la exactitud recuperabilidad
se utiliza cualquier aji y la cepa de bacterias
ATCC 25922 de E. coli, ya que poseen una
cantidad conocida de bacterias.

Primero lo siembra el aji solo y después la
mezcla el aji con la cepa cuantificada ATCC
en dos diluciones cada una, para determinar
la recuperabilidad de la muestra se resta el
valor obtenido de la mezcla (aji + ATCC) del
valor del aji solo y el resultado debe indicar
gue se recuperoé el 100% de bacterias E. coli.

La linealidad se obtiene al sembrar
consecutivamente una muestra indistinta de
aji en cinco diluciones diferentes.

Para todos los andlisis y estudios
estadisticos se calcula el logaritmo natural de
los resultados para obtener valores pequefios
y se observe de mejor las gréficas.

RESULTADOS

En el nivel bajo tanto para Aerobio mesdfilos
como para coliformes totales y E. coli no
existi6 crecimiento bacteriano por lo que no
fue necesario realizar un analisis estadistico.

Figura 2. Anélisis microbiolégico para evaluar
reproducibilidad en bacterias aerobio mesofilos en el
nivel bajo para: A) aji criollo, B) aji manaba, C) aji
crudo. Quito — Pichincha 2012.

Figura 3. Analisis microbiol6gico en bacterias
Coliformes totales y E. coli para aji manaba en el
nivel bajo para evaluar: A) reproducibilidad, B)
repetibilidad. Quito — Pichincha 2012

En el analisis estadistico el figura 4. mediante
el diagrama de puntos indica visualmente
que existe una diferencia significativa entre
las medias de los dos analistas en cada uno
de los ajies al momento de evaluar la
reproducibilidad en aerobio mesofilos para el
nivel medio en el ensayo. El anexo 5 indica
los resultados obtenidos en los diferentes
niveles de concentracion restantes.

i

A CROLLO AL MANABA Al CRUDD
TIPG DE Adl

Figura 4. Diagrama de puntos para evaluar
reproducibilidad en el nivel medio para aerobios
mesdfilos.

Mediante el andlisis de varianza (ANOVA),
en la tabla 2. para el estudio de
reproducibilidad de aerobio mesdfilos en el
nivel medio se obtuvo valores que
corroboran, mediante las pruebas de Tukey y
Duncan (color rosado), que el valor de las
medias entre los dos analistas no son
significativamente diferentes.

De igual manera la tabla 2. indica que el valor
de las medias entre el aji criollo, manaba y
crudo son diferentes (color celeste) y para
verificar estos valores por medio de la prueba
de Fisher se obtuvo que el valores de p=0.05
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(color morado), que muestran
estadisticamente que los tres ajies son
diferentes.

En base a las férmulas planteadas en el
andlisis de datos de materiales y métodos en
conjunto con los valores obtenidos de las
medidas de resumen de la tabla 3. (color
verde) se obtuvo los limites de deteccion
superior e inferior como se observa en la
tabla 4. que son de utilidad para determinar
el rango maximo y minimo entre los que
deben estar los valores del control interno de
calidad (CCI).

El anexo 5 y 7 muestran los resultados
obtenidos para el estudio de aerobio
mesobfilos, coliformes totales y E. coli en los
niveles de concentracion medio y alto
restantes.

Tabla 2. Tabla de analisis de varianza para evaluar
reproducibilidad en aerobio meséfilos en el nivel

medio.
ANALISIS DE VARIANZA
Error 2.39 56 004 Variable [ w TR " | ov
Total 233 58 53 Log ufclg \ 60 \ 093 | 0.9 | 452
= el Cuadro de anilisis de la varianza (SC fipo I}
Error: | 0.0427 | gl 56 FV sC ol cm F [ palor
T‘F"‘Ti“e Medias | n EE | Letra | Modelo | 23113 3 |77.06 [ 1302.92 | <0.0001
Al " 5555,
copo | 27T | 20 0,08 A | Tipodeaji | 23118 | 2 5" | 2704.26 | <0,0001
All
366 | 20 0,08 B 0,01 1 |o01| oz [os09s
MANABA 3 ! analista . B e .
Adl
caaliol 72 20 0,05 ® Error 2,39 56 | 0,04
Test: Afa= | DWS=
Tukey 0.05 | 0.10701 oI (2o s
Test Alfa=
Eror: | 0.0427 | gt 56 e wEE
Analista | Medias | _n EE | Leta Error | 00427 | gt 56
1 456 | 30 0,04 A T'F;ci'i* Medias | n EE Letra
A
2 459 | 30 0,04 A cotbo | 277 | 20 | oos A
Al
wamasa| 386 | 20 | oos s
Nota Lo 72 | 20 | oos 3
crioLlo| ’
Mediss con uns letra comiin no son A== el
significativemente diferentes (p£0.05) P =
Analista | Medias | n EE | Letra
1 456 | 30 | 004 A
2 259 | 30 | 004 A
Prusba de F para igualdad de varianzas
Variable G’[:‘;’“ Grupo(2)| ni1) n(z) Var{l) | Var2) | F P prusha
Log ufcig ool |aiicuge | 20 20 0.0¢ | 005 | 087 [0.7624 | Bistersl
J i Al 7
Log utcig ot | pemnoa | 20 20 00¢ | 004 | 117 [(0.7416 | Disters!
: ] T
Log ufcig e | oen | 22 20 005 | 0.04 | 134 [0:5279 | Bisters!

Tabla 3. Tabla de andlisis de varianza para evaluar
reproducibilidad en aerobio mesoéfilos en el nivel

medio.
Medidas de resumen
TiTJ.',I“E Variable n Media DE. Min Mix
Aji Cralo | Log ufoig 20 73 021 705 | 756
AjiCrudo | Log ufoig 20 277 022 248 | 311
MB’:J;“ Log ufeig 20 3,66 0.18 340 | 4.15

Tabla 4. Limites de reproducibilidad para aerobio
mesofilos, coliformes totales.

LIMITES DE REPRODUCIBILIDAD

Para aerobio mesafilos nivel medio Para aerobio mesdfilos nivel alto

[ 043 Las 0.56
Limite inferior 0 Limite inferior 0
Limite superior 043 Limite superior 0.56
Para coliformes totales nivel medio Para coliformes totales nivel alto
Lre 0,62 Lay ‘ 0.35

Lez ‘ 0,11
Limite inferior 0 Limite inferior 0
Limite superior 0,62 Limite superior 0,35

En el diagrama de puntos del figura 5 indica
visualmente que existe una diferencia
significativa entre las medias de cada uno de
los ajies al momento de evaluar la
repetibilidad en aerobio mesdéfilos para el
nivel medio en el ensayo. El anexo 6 indica
los resultados obtenidos en los diferentes
niveles de concentracion restantes.

Figura 5. Diagrama de puntos para evaluar
repetibilidad en el nivel medio para aerobio
mesdfilos.

Al momento de evaluar la repetibilidad, la
tabla 5 indica que el valor de las medias
entre el aji criollo, manaba y crudo son
diferentes gracias a la prueba de Fisher,
porque se obtuvo valores de p=0.05 (color
azul) que muestran estadisticamente que los
tres ajies son diferentes.

En base a las formulas planteadas en el
analisis de datos de materiales y métodos en
conjunto con los valores obtenidos de las
medidas de resumen de la tabla 5 (color
verde) se obtuvo los limites de deteccion
superior e inferior como se observa en la
tabla 6. que son de utilidad para determinar
el rango maximo y minimo entre los que
deben estar los valores del control interno de
calidad (CCI).

El anexo 6 y 8 muestran los resultados
obtenidos para el estudio de aerobio
mesdéfilos, coliformes totales y E. coli en los
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niveles de concentracion medio y alto
restantes.

Tabla 5. Tabla de igualdad de varianzas y medidas de
resumen para evaluar repetibilidad en aerobio
mesofilos nivel medio.

Prueba de F para igualdad de varianzas

Variable Grupo (1)  Grupo (2) n{1) n{2) var(1) var(2) F p p
Log ufcly  Aji Criollo  Aji Grudo 20 20 0,06 009 069 |04228 Bi
Log ufcly  Aji Criollo  Aji Manaba 20 20 0,06 006 111 [08211 Bi
Log ufcig  AjiCrudo  Aji Manaba 20 20 0,09 0,06 161 03052 Bi
Medidas de resumen
Tipo de aji  Variable n Media D.E. Min Méx
Aji Criollo  Log ufcfg 20 73 0,25 7,00 7.64
Aji Crudo  Logufc/g 20 2,67 0,30 2,00 in
Aji Log ufc/g 20 3,68 0,24 330 4,04
Manaba

Tabla 6. Limites de repetibilidad para aerobio
mesofilos, coliformes totales y E. coli

LIMITES DE REPETIBILIDAD

Para aerobio mesdfilos nivel medio

Para aerobio meséfilos nivel alto

Limite superior 1.56

Las siembras por duplicado para el control de
calidad interno nos dieron como resultado los
valores del anexo 9.

Por otra parte, con la incertidumbre
expandida calculada se obtuvieron valores
para los limites superior e inferior entre los
cuales deben encontrarse los valores
obtenidos en las siembras por duplicado del
anexo 9, como se observa en la tabla 7.

Tabla 7. Tabla del célculo de incertidumbre
expandida.

[ ONDADES

‘ FUENTE ‘ VALORU
b —

REPETIBILIDAD

A FVELWEDD | il R T

| VLD |
[ NVELALTO | 014142155 | TogUFCTg

\
]
\
T e :
\ \ \ |

A [ WIVELWEDIO | 0223606750 | 109 UFG/a T
[Ato | ozssaniz| TogUrCia
EXAGTITUD

07

NIVEL MEDIO
NIVELALTO

026289271 | Tog UFGlg

‘ 0741679849 023
0,354550174 ‘

NIVELMEDIO NIVELALTO

INCERTIDUMBRE "
3063887 |
INCERTIDUMERE EXPANDIDA U™
1709100348 079007848 TEr276R08 |
PORCENTAJEDEU |
284850058 21 6459857 PORCENTAJEDEU
e
LIMITECT NIVEL ALTO
501276805 | SUPERIOR
276723055 | INFERIOR

039603924

LHITEAM NIVELALTG
200890653 | NFERIOR
7705100348 | SUPERIOR

520092152
E 79007845

Loy 0,58 Loy 0,62
Lo 0,25
Limite inferior 0 Limite inferior 0
Limite superior 0,58 Limite superior 0,62
Para coliformes totales nivel medio Para coliformes totales nivel alto
Ly 0,58 Loy 3,56
Le 1.79
Limite inferior 0 Limite inferior 0
Limite superior 0,58 Limite superior 3,56
Para E.coli nivel medio
L [1.56
Limite inferior 0

Con los resultados obtenidos en latabla 4y 6
junto con los valores del anexo 9 se
obtuvieron las diferentes cartas de control. La
figura 6 nos indica que la muestra 37 se
encuentra fuera del limite superior y que la
variabilidad de picos evidencia las diferentes
concentraciones de bacterias aerobio
mesofilos que existe en diversos alimentos
segun haya sido su preparacion y/o
manipulacién y, pone en alerta al analista
para realizar una nueva siembra y comprobar
que el procedimiento se hace de manera
correcta.

2
MUMERD DE MUESTRAS EVALUADAS

Figura 6. Carta de control evaluada para
reproducibilidad en el nivel medio para aerobios
mesdfilos.

El anexo 10 indica los resultados de las
cartas de control restantes evaluadas para
repetibilidad y reproducibilidad para aerobio
mesdéfilos, coliformes totales y E. coli e
indican que el procedimiento se aplica de
manera correcta con algunos llamados de
atencion posiblemente en la homogenizacién
o por la cantidad elevada de bacterias en los
alimentos.

Con los resultados obtenidos en la tabla 7 y
los valores del anexo 9 permitieron obtener
las diferentes cartas de control con el calculo
de la incertidumbre. El figura 7 indica que
todos los valores se encuentran fuera de los
limites superior e inferior lo que evidencia
que el error se encuentra en la calibracion de
los equipos y/o en el analista al momento de
homogenizar la muestra para la siembra y/o
en la técnica de pipeteo.
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‘ |
‘I 6 y=1,0176x-0,192
w
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' ‘ 32
| 3 =
[
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0 1 2 3 4
Concentracién de coliformes totales-E.coli
Figura 7. Carta de control evaluada para repetibilidad Figura 8. Célculo de linealidad
en el nivel medio para aerobio mesoéfilos por medio
de incertidumbre. DISCUSION

El anexo 11 indica los resultados de las
cartas de control restantes evaluadas para
repetibilidad y reproducibilidad para aerobio
mesofilos, coliformes totales y E. coli e
indican que aunque el procedimiento se
aplica de manera correcta el error se debe a
factores externos y no enfocados al analista
existiendo algunos llamados de atencién
posiblemente en la homogenizacién o por la
cantidad elevada de bacterias presente en
los alimentos.

La tabla 8 indica que se logré recuperar el
100% de bacterias presentes en la muestra.

Tabla 8. Tabla de exactitud por recuperabilidad.

EXACTITUD POR RECUPERABILIDAD { £ Coff)

AJTNORMAL AJHATCC ATCC RECUPERAEBILIDAD
DILUCION DILUCION DILUCION DILUCION
1073 107% 1073 107% 107F 107* 1073 107%
600 40 3600 530 3000 430 3000 490

277815125 160205999 | 35563026 272427587 | 347712125 269019608 | 347712126  2,69019608

Se obtuvo mediante la siembra consecutiva
de diluciones que van de 1 a 5 la linealidad
presente en la muestra como se observa en
la tabla 9 y en la figura 8.

Tabla 9. Tabla de linealidad

LINEALIDAD (ATCC + AJI)

3,90308¢
3,60205¢
3.34242:
2.556302

MUESTRA DILUCION RESULTADO LOG
COLIFORMES E.Coli COLIFORMES E.Coli
TOTALES TOTALES

1 = 11800 8000 4.07188201

2 -2 3200 4000 3,71600334

3 -3 3000 2200 347712125

4 4 380 360 2.5797836

5 = 70 40 1,84309804

1,60205¢

Los microorganismos tienen la capacidad de
multiplicarse en cualquier ambiente y de
manera acelerada con las condiciones
adecuadas; para contrarrestar el crecimiento
apresurado de bacterias las instituciones que
preparan gran variedad de productos
alimenticios se ven obligados a mantener
estandares de calidad con ayuda de andlisis
microbiolégicos de cada uno de los productos
gue ofrecen al consumidor. Por esta razon, el
laboratorio CEA determin6 la carga
bacteriana de aerobios mesdfilos y coliformes
totales, en tres establecimientos que
solicitaron un estudio de la calidad de sus
productos, que conllevo la previa verificacion
de los métodos AOAC 990.12 y 991.14
respectivamente, seleccionando como
alimento preparado al aji para obtener
resultados clinicamente dtiles en cada
investigacion.

Se seleccion6 el aji como matriz por ser
considerado critico ya que antes de llegar a
manos del usuario pasa por un proceso que
involucra varios aspectos; entre ellos: la
manipulacion higiénica  de los mismos,
desde su produccién, distribucién,
almacenamiento y consumo, etapas en las
cuales estan involucrados los productores
primarios que manipulan el alimento para
transportarlo y lo transforman hasta llegar al
consumidor.  Asi mismo, se la considera
critica por ser un reservorio de bacterias una
vez que ha sido preparado, por ejemplo, al
momento de ser manipulado puede
contaminarse con otros alimentos,
superficies, recipientes y utensilios que no
fueron desinfectados previamente, es decir
se contaminan de manera primaria, directa
y/o cruzada, siendo las causas principales de
enfermedades comunes que son de origen
alimentario [7].
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Segun la guia de inocuidad alimentaria en su
estudio de produccion y distribucion de
aguacate muestra que el agua es un factor
determinante en la presencia de bacterias
patégenas de E. coli. Gracias a la
investigacion realizada, al momento de
seleccionar el aji como matriz se tomd en
cuenta la presencia del agua, por ser un
elemento en constante contacto con los
ingredientes utilizados para su preparacion,
en las manos de quien lo realiza y en las
superficies donde se elabora, como causa de
la presencia de bacterias encontradas en el
andlisis de los alimentos [30].

Los productos y servicios llegan a ser de
calidad cuando al momento de ser
analizados permiten la mejora continua de la
empresa que los ofrece. Gracias a estos
antecedentes el laboratorio CEA realiz6 la
verificacion de sus métodos con el fin de
garantizar al cliente que el producto que
consumen es de buena calidad y que cumple
con los pardmetros normados por la ley
ecuatoriana en funcién de los parametros
que demanda la norma INEN - 1[SO
17025:2005 [11].

Existen varios métodos para detectar
bacterias en alimentos, aquellos que
determinan no solo el recuento de
microorganismos viables totales (aerobios
mesofilos) sino también los que producen
enfermedades.

La técnica que el laboratorio CEA emplea en
cada andlisis demanda mucho tiempo pero
dan resultados exactos y confiables porque
es el ser humano quien confirma lo hecho y
emite el resultado y no un equipo electrénico
que genera una probabilidad de haber
encontrado lo solicitado; por el contrario se
estd implementando tecnologia diferente
para investigar las muestran en menor
tiempo y con una sensibilidad alto, por ello la
doctora Maria Antonia Ferris de la
Universidad Politécnica de Valencia da a
conocer que los métodos utilizados en el
pasado detectan ciertos microorganismos
mientras que otros pasan aun
desapercibidos, lo que afirma es que gracias
a la implementacion de métodos moleculares
en el diagnéstico se puede identificar
directamente la secuencia especifica de DNA
de la bacteria patégena generando
controversia porque el equipo debe tener una

sensibilidad demasiado alta caso contrario la
técnica no seréa de mucha utilidad [32].

Para verificar si la metodologia empleada en
el laboratorio CEA se realiza correctamente
se analiz6 aji de chocho en base a los
métodos AOAC y BAM e INEN que se
utilizan en los laboratorios LABOLAB y LASA
respectivamente.

En base al anexo 13 se puede observar que
los métodos INEN Y AOAC evidencian que
existe presencia de bacterias pero se debe
considerar que el valor numérico obtenido
puede no reflejar el ndmero real de
microorganismos vitales (viables) en la
muestra, porque las células microbianas
suelen agruparse formando cadenas,
grumos, racimos 0 pares y no separarse a
pesar de la homogeneizacion y dilucién de la
muestra, por tanto, una colonia puede
provenir de una célula individual o de un
agrupamiento bacteriano; de igual manera si
han sufrido alguna lesibn o no tienen las
condiciones adecuadas de crecimiento no
podran multiplicarse [15].

Por otro lado, el método BAM utilizado en
LABOLAB no solamente es un estudio de
recuento en placa sino de siembra en
profundidad lo que permite verificar la
efectividad del método y determinar el
determinar el origen de la contaminacién
durante los procesos de elaboracion de los
alimentos, dando a conocer resultados
verdaderos de la presencia de bacterias [16].

Cada una de las metodologias utilizadas son
buenas en algunos casos pero deficientes en
otros debido al numero de colonias
encontradas en un tiempo de incubacién
determinado porque por pruebas
confirmatorias q se realiza en los métodos
AOAC e INEN se obtiene un resultado
veridico en 72 horas para coliformes totales y
E. coli siendo una desventaja, lo que no
sucede con el método BAM.

El anexo 13 indica que para recuento de
aerobio mesofilos el método BAM es el mas
especifico debido a la cantidad de colonias
encontradas con precision y exactitud.

Para coliformes totales el rango tiene mayor
amplitud para el método AOAC permitiendo
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encontrar hasta 10° colonias mientras que
para BAM e INEN solamente es hasta 10
pudiendo ser una desventaja si existiesen
mas bacterias ya que se deben realizar mas
diluciones hasta encontrar la cantidad de
microorganismos dentro de parametros.

Para E. coli en los tres métodos se establece
gue el nimero maximo de colonias presentes
en un alimento debe ser de 10, porque es
causante de wuna gran variedad de
enfermedades gastrointestinales que si no se
tratan a tiempo causan la muerte o un dafio
severo en el organismo humano.

Por dltimo, sin importar el método a emplear
el llevar un control de calidad interno en el
laboratorio se considera importante porque
permite conocer si el procedimiento que usa
el establecimiento y la capacitacion que
reciben los analistas es adecuada para
garantizar los resultados [33].

CONCLUSIONES

Se determind gracias a la metodologia
aplicada, al momento de realizar el conteo
bacteriano, que los alimentos por distintos
que sean evidencia que existe carga
bacteriana  tolerable debido a una
manipulacion obligada para su generacion.

Se consideran alimentos criticos, aquellos
que sufren de una  manipulacién
considerable, que no van a ser sometidos a
accién térmica previo a Su consumo,
igualmente aquellos en los que se requieren
varios componentes crudos. Ejemplo: aji,
ensaladas crudas, jugos.

Con los porcentajes de incertidumbre
obtenidos se confirmé que los métodos
AOAC 990.12 y 991.14 se aplicaron de forma
apropiada en el laboratorio CEA.

Las fuentes principales de contaminacion son
la manipulacion inadecuada de la materia
prima, el lavado inadecuado del material
(frutas y legumbres) para su bodegaje y
posterior uso, la falta de desinfeccion
apropiada en los utensilios utilizados, la mala
higiene del personal, por contaminacion
cruzada con otros productos y el agua.

Los resultados obtenidos en los inter
laboratorios no se pueden comparar por que

la metodologia empleada en cada uno de
ellos es diferente.

En los andlisis inter laboratorios se muestra
gue los resultados obtenidos estan dentro de
pardmetros en cada una las metodologias
aplicadas.

RECOMENDACIONES

Seguir e implementar la guia de buenas
practicas que se encuentra en el anexo 14 en
base a referencias bibliograficas.

La calidad del agua debe ser purificada o
minimo potable no solo para la preparacion
de los alimentos sino para todo el proceso —
materia prima, preparacion — lavado de
manos, utensilios, etc.

Realizar rutinariamente analisis de agua,
superficies vivas y muertas.

Realizar control microbioldgico periddico y al
azar al personal durante el trabajo, después
del trabajo o antes de que inicie para
controlar la carga bacteriana.

Tomar al azar de manera periodica diferentes
utensilios  para realizar el estudio
microbiolégico (vasos, cubiertos, diferentes
platos).

Toda la materia prima debe ser lavada y
pasada por desinfectante por dos ocasiones
antes de ser procesada, los alimentos mas lo
requieren son: frutas (mora, frutilla), perejil,
culantro, cebollas, cebollines, por sus
superficies irregulares.

Los alimentos que no son sometidos a accion
térmica (coccibn — horneo), deben ser
controlados microbiolégicamente con mucha
regularidad.

Es importante que exista luz solar en las
cocinas, porque permite el ingreso de luz UV
importante para eliminar la presencia de
mohos y levaduras cuyos toxicos pueden
causar intoxicacion alimentaria.

No utilizar derivados de productos yodados
para desinfectar, solo puede ser usado como
sanitizante y no tiene mucha acciéon sobre
mohos y levaduras.
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No utilizar de manera indefinida el mismo
desinfectante o sanitizante, porque en cada
reproduccién bacteriana el 10% genera
resistencia.
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