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RESUMEN

El presente Trabajo de Titulacién tuvo como objetivo determinar la presencia
0 ausencia de Salmonella spp. y E coli en camarones comercializados en los
puestos de abasto de un mercado de General Villamil Playas. El estudio se
basé en la NTE INEN 456:2013 primera revision “Camarones o Langostinos
Congelados” en donde se indican los requisitos del camardn fresco
congelado. Se disefié un plan de muestreo para cada microorganismo, se
estudiaron cinco puestos los cuales fueron muestreados cada dia por cinco
dias (lunes, martes, miércoles, jueves y viernes) en dos jornadas cada dia.
Para la determinacion de Salmonella spp. se empled el método Reveal 2.0 y
para E. coli se emple6 el método Petrifilm. Cada muestra fue analizada por
triplicado y los resultados obtenidos fueron comparados con los requisitos
microbiolégicos de la Norma INEN. Para Salmonella se determind la ausencia
en todas las muestras, mientras que, para E. coli existieron conteos, los cuales
fueron ingresados al programa Minitab 18 para determinar las diferencias
entre los puestos.

Palabras claves: Camardn, E. coli, Salmonella spp., NTE INEN, Reveal 2.0,
Petrifilm EC.
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ABSTRACT

The objective of the current investigation was to determine the presence or
absence of Salmonella spp. and E. coli in shrimps commercialized in the
supply points of a market in General Villamil Playas. The study was based on
the NTE INEN 456: 2013 first revision "Shrimps or Frozen Prawns" where the
requirements of fresh frozen shrimp are indicated. A sampling plan was made
for each microorganism, five food stalls were studied which were sampled for
five days (Monday, Tuesday, Wednesday, Thursday and Friday) in two times
each day. For the determination of Salmonella spp., the Reveal 2.0 method
was used and for E. Coli, it was used the Petrifilm method. Each sample was
analyzed in triplicate and the results obtained were compared with the
microbiological requirements of the INEN Standard. For Salmonella, it was
determined the absence in the samples, while the data obtained from E. coli
there were counts, which were entered into the Minitab 18 program to
determine the differences between the food stalls.

Keywords: Shrimp, E. coli, Salmonella spp., NTE INEN, Reveal 2.0,
Petrifilm EC.
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1 INTRODUCCION

El camardn es uno de los productos de mayor exportacion del Ecuador,
en donde la produccion y consumo de camarén se ha incrementado al paso
de los afnos, por eso se debe garantizar que el producto sea inocuo para la
salud, tanto para la poblacién nacional como extranjera. De esta forma se
reduce la probabilidad que se origine alguna enfermedad transmitida por los
alimentos (ETA"s) producida por el consumo del camarén.

Las ETA’s son reconocidas mundialmente como un problema de salud
que afectan a las poblaciones, por ejemplo, podemos nombrar enfermedades
como: Salmonelosis, Shigelosis, entre otras. Estas enfermedades son
adquiridas cuando los individuos consumen alimentos que estan
contaminados con microorganismos patdgenos. En los hospitales, la
salmonelosis es una enfermedad que se trata con frecuencia, debido a que

las personas han consumido alimentos contaminados.

Una de las principales fuentes de ingreso del Mercado Municipal del
cantdn General Villamil Playas es la comercializacion de mariscos, entre ellos
podemos destacar el camardn que se expende en varios puestos de abasto

del mismo.

En la actualidad la aplicacion de BPM (Buenas practicas de
manufactura) determina la seguridad higiénica de un producto alimenticio. La
no observancia de los reglamentos y normativas de seguridad alimentaria
podria perjudicar la inocuidad del alimento, especialmente en productos como
el camardn que son muy sensibles al deterioro y que podrian facilitar la

reproduccion microbiana.

Con los antecedentes expuestos se propone los siguientes objetivos.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general.

Determinar la presencia o ausencia de Salmonella spp. y E. coli en
los camarones comercializados en los puestos de abasto de un

mercado de General Villamil Playas.

1.1.2 Objetivos especificos.

Determinar plan de muestreo del camardén comercializado en el
mercado del Cantdén General Villamil Playas, de acuerdo con cada
microorganismo.

Aplicar el método Reveal 2.0 AOAC RI 960801 para la
determinacion de Salmonella spp. en el camaron.

Aplicar el método Petrifilm AOAC 998.08 para la determinacion de
E. coli.

Realizar un micro mapeo a los lugares con mayor incidencia de
Salmonella spp. y E. coli encontrados en el mercado municipal de

la ciudad de Playas.

1.2 Hipétesis

H1: Aplicando métodos de diagnostico de observacion de
patébgenos en camarones, se podra determinar la presencia de los
mismos en puesto de comercializacion de productos del mar del

mercado de General Villamil playas.

HO: Aplicando métodos de diagnostico de observacion de
patdgenos en camarones, NO podra determinar la presencia de los
mismos en puesto de comercializacion de productos del mar del

mercado de General Villamil playas.

18



2 MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas y usos del producto
La Oficina Comercial del Ecuador en Reino Unido (2012, p1) menciona que:
Los camarones son crustaceos decapodos (con diez patas) que miden
entre 10 a 15 centimetros de longitud, son conocidos también con los
nombres de Quisquillas, Esquilas, Gambas o Carideas, su nombre
cientifico es Palaemon serratus. Estos pueden vivir en aguas dulces y
salobres; es decir, se adaptan perfectamente a climas templados, frios
y tropicales. Por lo que existen tres variedades basicas de camarén en

el mercado mundial, en relacion con su origen:

* De agua fria: son pequefos y viven en aguas oceanicas frias.

* De aguas tropicales: gran tamafo, pero su tiempo de vida es
corto, se desenvuelven en aguas tropicales célidas. En esta
clasificacibn se encuentran las variedades mayormente
comerciadas a nivel mundial.

* De agua dulce: viven en rios y lagos, y en regiones

calidas llegan a tener gran tamafio.

El camardn ecuatoriano por su exquisito sabor, color y textura es
reconocido como un producto gourmet a nivel mundial. El camaron blanco o
litopeneaus representa mas del 95 % de la produccién ecuatoriana (Agencia
de promocion de Inversiones de Manabi, s.f).

En la provincia del Guayas y a nivel nacional las especies capturadas
de camarones son de diferentes categorias cuales todos los camarones son
pertenecientes. La seccion Panaeoidea tiene cuatro diferentes familias:
Aristeidoe, Sicyoneidae, Penaeidae y Solenoceridae (Alban, Lépez, Franco y
Narvéez, 2016).
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2.1.1 Camardn Ecuatoriano y su clase.
Arellano (1984) indica que los tipos de camaroén son:

Blanco:

e Penaeus occidentalis

e Penaeus stylirostris

e Penaeus vannamei
Rojo:

e Penaeus brevirostris
Café:

e Penaeus californiensisanco
Tigre o Cebra:

e Trachypeneus byrdi

e Trachypeneus faoea

e Trachypeneus similes

e Trachypeneus pacifique
Pomada:

e Protrachypene precipua
Titi:

e Xiphoneusriveti

2.2 Contribucion del Sector Camaronero a la Economia

La produccion acuicola del pais, casi en su totalidad, es exportada, no
existe un mercado local que sea abastecido por la actividad acuicola. La
contribucién de la acuicultura en mitigar la pobreza en el pais esta
directamente relacionada con la generacion de empleo para los estratos

econdmicos mas bajos (Departamento de pesca y acuicultura, 2017).
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ANDES (2014) indica que:
“Las exportaciones ecuatorianas de camaron se duplicaron en
los dos primeros meses del afio (399 millones de dolares
97.2 %), al comparar las cifras con las de enero y febrero de
2013 (202.3 millones de dolares); y a su vez viendo un
incremento en el volumen de exportaciéon de un 32.4 %, de
31 000 a 41 000 toneladas. En comparacién al precio de hace
un afo, el camarén se ha incrementado en un 48.9 %, que paso

de 6 456.7 ddlares, por cada tonelada, a 9 614.9 ddlares”.

2.3 Requisitos

Las Normas INEN de camarones (NTE INEN 456 ,2013) indican:

Los productos deben estar exentos de microorganismos patégenos y
sustancias toxicas producidas por estos, que puedan ocasionar un peligro

para la salud.
2.3.1 Requisito microbioldgico.
De acuerdo con la norma INEN 456 camarones frescos congelados

nos indica que los requisitos microbioldgicos son:

Tabla 1. Requisitos microbiolégicos del camardn comercial.

Requisito n M M c Método de ensayo
Recuento de microorganismos 5 5x10 1x10 | 3 AOAC 99.12
mesofilos, ufc/g
E. coli ufc/g 5 <10 10 2 AOAC 998.08
Staphylococcus aureus 5 100 1000 | 2 AOAC 2003.11
coagulasa positiva, ufc/g
Salmonella /25¢g 5 No detectado - 0 NTE INEN 1529-15
Vibrio cholerae/25¢g 5 No detectado - 0 ISO/TS21872-1
Vibrio parahaemolyticus/25g 5 No detectado ISO/TS21872-1

Fuente: NTE INEN 456 (2013)
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Donde:
n: Numero de muestras a examinar.
m: Criterio microbiolégico por debajo del cual el alimento no
representa un riesgo para la salud .
M: indice méximo permisible para identificar nivel aceptable de
calidad.

c: Numero de muestras permisibles con resultados entre my M

2.3.2 Almacenamiento.

El producto se mantendrd en congelacion (-18 °C) de modo que
mantenga su calidad durante el transporte, el almacenamiento y la distribucién
NTE INEN 456 (2013).

2.4ETAS

Las enfermedades de transmision alimentaria abarcan un amplio
espectro de dolencias y constituyen un problema de salud publica creciente
en todo el mundo. Se deben a la ingestion de alimentos contaminados por
microorganismos 0 sustancias quimicas. La contaminacion de los alimentos
puede producirse en cualquier etapa del proceso que va de la produccién al
consumo de alimentos (“de la granja al tenedor") y puede deberse a la

contaminacion ambiental, ya sea del agua, la tierra o el aire (OMS, s.f).

De acuerdo con los informes de la OMS, se calcula que cada afio se
producen mil quinientos millones de casos de diarreas y mueren tres millones
de niflos menores de cinco afios en el mundo, y de ellas, un elevado
porcentaje se produce como consecuencia de la ingestion de alimentos y de

agua contaminados (LOpez, Rivero, Martinez y Rodriguez, 2013, p 204).

El hombre puede adquirir toda una serie de enfermedades por el
consumo de agua y alimentos, pues estos, por su haturaleza, en determinadas
circunstancias se pueden alterar y transformar en vehiculos toxicos de

enfermedades microbianas, contener venenos propios del alimento o
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contaminarse con sustancias quimicas. Los sintomas varian de acuerdo con
el tipo de contaminacion, asi como también segun la cantidad del alimento
contaminado consumido. Los mas comunes son vomitos y diarreas (Garcia,

Rodriguez, Casado, Perez y Sosa, 2012, p 214).

El pescado y los camarones generalmente se consideran como principales
vehiculos para varias transmisiones de enfermedades bacterianas. La
mayoria de las cepas de E. coli o coliformes fecales son inofensivo, pero

algunos pueden causar diarrea (Chandraval Dutta, 2016).

2.5Salmonella spp.

2.5.1Caracteristicas generales de Salmonella spp.

El género Salmonella pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae,
esta integrada por bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no
esporulados, generalmente maoviles por flagelos peritricos que utilizan citrato
como Unica fuente de carbono y poseen metabolismo de tipo oxidativo y
fermentativo. Para su crecimiento no requieren cloruro de sodio, pero pueden
crecer en concentraciones que van desde 0.4 % al 4 %. La mayoria de los
serotipos de Salmonella crecen en un rango de temperatura que va desde los
5 °C a 47 °C, con una temperatura optima de 35 °C-37 °C, algunas pueden
llegar a crecer a 2 °C 0 4 °C y hasta 54 °C. El pH de crecimiento oscila entre
4-9 con un 6ptimo entre 6.5y 7.5. Se desarrollan bien a una actividad de agua
(aw) de 0.99 a 0.94, pueden llegar a sobrevivir en alimentos secos con un aw
de < 0.94 (Gonzalez Pedraza et al, 2014, p 74).

El Centro para el Control de Enfermedades de Atlanta (CDCP, 2016)
explica que la Salmonella es una bacteria que enferma a las personas. Fue
descubierto por un cientifico estadounidense llamado Salmon, y se sabe que
causa enfermedades desde hace mas de 125 afios. La enfermedad que las
personas contraen por una infeccion de Salmonella se llama salmonelosis. La
mayoria de las personas infectadas con Salmonella desarrollan diarrea, fiebre

y calambres abdominales entre 12 y 72 horas después de la infeccion.
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La enfermedad generalmente dura de 4 a 7 dias, y la mayoria de las personas
se recuperan sin tratamiento. En algunos casos, la diarrea puede ser tan grave
gue el paciente necesita ser hospitalizado. En estos pacientes, la infeccion por
Salmonella puede diseminarse desde los intestinos a la corriente sanguinea y
luego a otros sitios del cuerpo. En estos casos, Salmonella puede causar la
muerte a menos que la persona reciba tratamiento inmediato con antibi6ticos.
Los ancianos, los bebés y las personas con sistemas inmunoldgicos

deteriorados tienen mas probabilidades de tener una enfermedad grave.

2.5.2 Clasificacién taxondmica de la Salmonella.

Se deben definir las dos especies de Salmonella (S. entérica vy
S. bongori) en un sistema de clasificacion taxonémica que subdivide
a S. entérica en seis subespecies: | entérica, Il salamae, llla arizonae, lllib
diarizonae, IV houtenae, VI indica, de las cuales mas del 60 % de las cepas
identificadas y el 99 % de los serovares responsables por las infecciones en
el hombre y animales de sangre caliente son miembros de la subespecie
entérica (). Por su parte en la especie S. bongori se han incluido mas de
20 serotipos que causan casos espontaneos de enteritis en humanos
posiblemente al entrar en contacto con reptiles y aves migratorias
(Rivera, Motta y Chimonja, 2012).

Si bien con el pasar de los afios la caracterizacion taxonomica de la
Salmonella ha variado, es preciso mencionar que existen aproximadamente

2 200 tipos serologicos diferentes (Camean y Repetto, 2012, p.260).

2.5.3 Habitat Salmonella.

En el libro La SALMONELLA, de actualidad desde siempre (Adelantado
et al, 2008, p. 9) se menciona que los microorganismos del género Salmonella
se definen como bacterias ubicuas, poseyendo como principal reservorio el
intestino de los animales homeotermos y poiquilotermos. A pesar de no
disponer de estructuras de resistencia, manifiestan una elevada capacidad de

supervivencia en el medio ambiente.
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2.5.4 Enfermedades.

La gastroenteritis por Salmonella es una zoonosis que se transmite por
la ingestion de alimentos, agua o fémites contaminados por las heces de un
animal o persona infectados y constituye una pandemia de distribucidn

mundial (Gil, Manzo6n, Martin, Urtigaga Maria, 2002).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, s.f) informa que: la
salmonelosis, que generalmente se caracteriza por la aparicion brusca de
fiebre, dolor abdominal, diarrea, nadusea y, a veces, vOomitos, es una
enfermedad provocada por Salmonella. Los sintomas de la enfermedad
comienzan a manifestarse entre 6 y 72 horas (generalmente 12 a 36 horas)

después de la ingesta de Salmonella, y la enfermedad dura entre 2 y 7 dias.

2.6E. coli

2.6.1Caracteristicas generales de E. coli.

E. coli se describié por primera vez en 1885 por el pediatra aleman
Theodore Escherich. Fue nombrada inicialmente como “Bacterium coli
commune”, pero en 1919 fue renombrada con el nombre actual en honor a su
descubridor (Sadowsky, Whitman, 2010).

2.6.2 E. coli y contaminacion de los alimentos.

La E. coli es casi exclusivamente de origen fecal y se transmite a través
de la contaminacion fecal de los alimentos y del agua, asi como también a
través de la contaminacion cruzada o por contacto humano directo durante la
preparacion de los alimentos. Mientras tanto, la principal via de exposicion
pareciera ser el consumo de alimentos contaminados, como carne molida
cruda o mal cocida, leche cruda y productos frescos. A pesar de la gravedad
0 ausencia de los sintomas de la enfermedad, las personas y animales
infectados pueden liberar entre 106 a 109 unidades formadoras de colonias
(UFC) por gramo de heces y la liberacion de la E. coli también se puede

producir a traveés de portadores asintomaticos (FAO, sf).
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2.6.3 Habitat E. coli.

Rol normal E. coli., en su habitat natural, vive en los intestinos de la
mayor parte de changos sanos. Es el principal organismo anaerobio
facultativo del sistema digestivo. En individuos sanos, es decir, si la bacteria
no adquiere elementos genéticos que codifican factores virulentos, la bacteria
actia como un comensal formando parte de la flora intestinal y ayudando asi
a la absorcion de nutrientes. En humanos, E. coli coloniza el tracto
gastrointestinal de un neonato adhiriéndose a las mucosidades del intestino

grueso en el plazo de 48 horas después de la primera comida (Flores, 1995).

La presencia de coliformes totales en gran cantidad estd asociada a
unas malas condiciones de manipulacién o de preparaciéon de la comida, o a
la utilizacion de agua con wuna calidad bacteriologica dudosa
(Estupiiian, 2014).

Cada afo, centenares de miles de personas se enferman a causa de
la Escherichia coli (E. coli) patdgena, y cientos de ellas fallecen. En los ultimos
afos ha habido un aumento de los brotes de E. coli productora de toxina Shiga
(STEC) y se han registrado millares de casos esporadicos de colitis
hemorragica (diarrea sanguinolenta), algunos de los cuales provocan el
sindrome urémico hemolitico (SUH) que puede llegar a ser mortal. Los brotes
de STEC han tenido un efecto significativo en los sistemas de atencion
sanitaria y en la produccion y el comercio agropecuarios en muchos paises
del mundo (FAO.s,f).
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2.7 Infecciones Debidas A Salmonella spp.y E. coli en el Ecuador

En el Grafico 1. se muestra las infecciones por Salmonella spp.
registradas por provincias en el Ecuador.

Grafico 1. Infecciones por provincia (Salmonella spp.)
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Fuente: Ministerio de Salud Publica (2016).

En el Gréfico 2. se muestra las infecciones por E. coli registradas por
provincias en el Ecuador.

Grafico 2. Infecciones por provincia (E. coli)
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2.7.1 Anuario De Vigilancia Epidemiol6égica 1994 - 2016
Enfermedades Trasmitidas Por Agua Y Alimentos.

En el Gréafico 3. se muestra las infecciones por provincia del 2016 y en

el Gréfico 4. se muestra el anuario Epidemioldgico afios 1994-2016.

Gréfico 3. Infecciones por provincia
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Fuente: Direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (2016).

Grafico 4. Anuario Epidemioldgico

ANUARIO DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA 1994 - 20146
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2.8Método de deteccién de Salmonellay E. coli

2.8.1 Kit De Répida Deteccion Para Salmonella.

El examen Reveal ®2.0 para Salmonella proporciona la rapida
recuperacion de Salmonella en el enjuague de canales de pollo, pavo molida
cruda, carne molida cruda, perros calientes, camarones crudos, productos de
comida listos para comer, alimento seco para mascotas, helado, espinacas
frescas, cantalupo, mantequilla de mani, hisopos de superficies de acero
inoxidable y muestras de agua de riego germinado que permiten la deteccion

e identificacion presuntiva de Salmonella en 24 horas (Neogen,s.f).

2.8.2 Petrifilm AOAC 998.08.

La placa Petrifilm para Recuento de E. coli, constituye un sistema listo
para usar que contiene elementos nutritivos de Violeta Rojo Bilis (V.R.B) un
agente gelificante soluble en agua, un indicador de la actividad y un indicador

de tetrazolio que facilita la enumeracion de colonias.

2.8.3 Caracteristicas y Beneficios.
Neogen (s. f) explica que los beneficios y caracteristicas son:
e Protocolos de enriquecimiento optimizados para varios tipos de
muestras (25 gy 325 Q)
e Medios irradiados para una facil preparacién

e Costo minimo de inicio

2.9 Plan de muestreo
El (Reglamento Técnico Centroamericano) RTCA 67.04.50:08 expone

que:

Un Plan de muestreo es un procedimiento en que se estipula el tamafio
de la muestra y el criterio de aceptacion o rechazo, basandose en los

resultados de analisis.
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2.9.1 Tipos de Plan de Muestreo.

e Plan de muestreo de 2 clases

e Plan de muestreo de 3 clases

2.10 Comparaciones Fisher

El Test de Fisher es un test de comparaciones mdultiples. Permite
comparar las medias de los “n” niveles de un factor después de haber
rechazado la Hipétesis nula de igualdad de medias mediante la técnica
ANOVA. Todos los test de comparaciones multiples son test que tratan de
perfilar, tratan de especificar, tratan de concretar, una Hipétesis alternativa
genérica como la de cualquiera de los Test ANOVA. Utilizando el método LSD
de Fisher, usted especifica que cada comparacion debe tener una tasa de
error individual de 0.05 (equivalente a un nivel de confianza de 95 %). Minitab

crea estos diez intervalos de confianza de 95 % (Llopiz, 2013).

2.11 Minitab

Minitab es un potente programa de software estadistico que ofrece una
amplia gama de capacidades basicas y avanzadas para el analisis estadistico.
Sustancialmente actualizada y refinada en la liberacién de Minitab 16, amplias
capacidades de gran alcance y una incomparable facilidad de uso lo
convierten en la herramienta ideal para la ensefianza. Minitab es el paquete
principal utilizado en la industria para mejorar la calidad y el proceso, los
estudiantes que aprendan Minitab tendran la ventaja de saber como utilizar

una herramienta de trabajo en el mundo real (Joiner, 2012).
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3 MARCO METODOLOGICO
3.1 Localizacién del ensayo
Las muestras seran tomadas de los puestos de abasto del mercado

municipal de Cantén General Villamil Playas.

Gréfico 5. Localizacion del Trabajo de Investigacion.
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Fuente: Gogle maps (2017).

3.2 Localizacién del sitio de los analisis de laboratorio

Los andlisis microbiolégicos se realizaron en el Departamento De
Microbiologia De La Empresa Pesquera ubicada en Posorja- canton
Guayagquil, en la Av. Carlos Luis Carvajal y la calle Carlos Baidal Tircio S/N

Malecén, Barrio 12 de abril.
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3.3 Plan de muestreo

Se estudiaron cinco puestos los cuales fueron muestreados cada dia
por cinco dias (lunes, martes, miércoles, jueves y viernes) en dos jornadas
cada dia. Se utilizaron guantes estériles para la manipulacion de la muestra y
posterior a esto las muestras fueron colocadas en bolsas estériles y
almacenadas en una hielera. Las mismas fueron transportadas directamente

al laboratorio de microbiologia. Las muestras fueron analizadas por triplicado.

Tabla 2. Informacién base del Muestreo diario

1. Informacién de Entrada
Tipos de Bacteria 2
Hora Muestreo 2
Punto de Venta 5
Total Tratamientos 20
Muestras x Tratamiento 3
Total Muestras 60

Elaborado por: El Autor

3.4 Variables
3.4.1 Variables Dependientes.
e Microorganismo Salmonella spp.

e Microorganismo E. coli

3.4.2 Variables Independientes.

e Horas de toma de la muestra (Jornada 1 y Jornada 2).

3.5 Método Reveal 2.0 Salmonella Test System

Este sistema utiliza el medio REVIVE, que le proporciona a las
Salmonellas, nutrientes facilmente disponibles y otros factores necesarios
para su supervivencia y recuperacion/reparacion en condiciones de tension o
lesion. Después del tratamiento con REVIVE, el enriquecimiento selectivo
favorece el crecimiento de Salmonellas a niveles detectables por el dispositivo

de prueba.
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Una parte del cultivo de enriquecimiento se coloca en el dispositivo de

prueba, la muestra se lleva por capilaridad a través de una zona de reactivo

gue contiene anticuerpos especificos (anti-Salmonella) conjugados con

particulas doradas coloidales. Si en la muestra existen antigenos, estos se

uniran a los anticuerpos dorados conjugados. Este complejo de antigeno-

anticuerpo luego abandona la zona del reactivo y viaja a través de la

membrana nitrocelulosa que contiene la zona de anti-Salmonellas. El

complejo inmune con conjugado dorado es capturado y agregado a esta zona

y por ello puede visualizarse una linea. El resto de la muestra continta la

emigracion hasta el extremo de la membrana donde eventualmente se

colocara en un depésito de desperdicios

3.5.1 Materiales y equipos.

Balanza

Cronometro

Pocillos de reaccion

Dispositivos de prueba Reveal 2.0 para Salmonellas
Pipetas Pasteur

Caldo de cultivo REVIVE

Caldo de enriquecimiento Rappaport

Agua estilada estéril

Recipientes estériles

3.5.2 Preparacion de la muestra.

Se transfirid el contenido de una botella de REVIVE a un
recipiente, se colocé 200 ml de agua destilada precalentada a
42 °C. Se agit6 hasta disolver.

Se coloco 25 g de muestra del alimento (la muestra debe estar
a temperatura ambiente) en el recipiente que contiene el medio
REVIVE.

Se proceso la muestra hasta asegurar la mezcla completa.
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o La muestra fue incubada a 36 + 1 ° C durante 4 horas.
o Se adicion6 el caldo de Rappaport en una bolsa afiadiendo

200 ml de agua estéril purificada.

o Se mezclo vigorosamente hasta que se disuelva.

o Se procedio a afadir los 200 ml de enriquecimiento selectivo

o Se mezclé suavemente con un movimiento de lado a lado.

o Para finalizar se incub6 a 42 £ 0.2 °C durante 16-24 horas.
3.5.3 Andlisis.

o Para el andlisis se retir6 el recipiente de la incubadora y se

transfirio 200ul u 8 gotas en un pocillo.
o Se coloco la tirilla de tal manera que las flechas de la misma
gueden en direccibn hacia abajo y se dejo incubar por

15 minutos a temperatura ambiente.

3.5.4 Interpretacion de los resultados

En el Gréfico 6, se observa un ejemplo de tipos de resultados como:

o Resultado positivo: Aparicion de linea roja debajo de la linea de
control.
o Resultado negativo: Solo aparece la linea de control.

Grafico 6. Ejemplo de resultados
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Fuente: Neogen (s,f)
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3.6 Método Petrifilm Ec

Las Placas Petrifilm para el Recuento de E. coli (Placa Petrifilm EC)
contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente gelificante
soluble en agua fria, un indicador de actividad de la glucuronidasa y un
indicador que facilita la enumeracién de las colonias. La mayoria de las
E. coli (cerca del 97 %) produce beta-glucuronidasa, la que a su vez produce
una precipitacion azul asociada con la colonia. La pelicula superior atrapa el
gas producido por E. coli y coliformes fermentadores de lactosa.

Cercadel 95 % de las E. coli producen gas, representado por colonias
entre azules y rojo-azules asociadas con el gas atrapado en la Placa Petrifilm

EC (dentro del diametro aproximado de una colonia).

3.6.1 Materiales y equipos.
e Balanza
e Agua estilada estéril
e Recipientes estériles
e Incubadora
e Placas 3M Petrifilm Ec.
e Botella de dilucion
e Dispersor
e Pipetas estériles
e Cuenta colonias

e Diluyentes estériles: Agua peptona o Butterfield

3.6.2 Preparacion de la muestra.
e Se peso 50 g de la muestra.

e Enun frasco que contiene 400 ml de agua destilada se transfirio
los 50 g de la muestra.
e Se procedié a homogenizar la muestra.

e Se coloco la Placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada.
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e Se Levanto la pelicula superior y con una pipeta equivalente
perpendicular a la Placa Petrifilm, se transfirié 1 ml de la muestra
en el centro de la pelicula inferior.

e Se bajo con cuidado la pelicula superior para evitar que atrape
burbujas de aire.

e Con el lado liso hacia abajo, se coloco el dispersor en la pelicula
superior sobre el inoculo.

e Se procedido a presionar suavemente con el dispersor para
distribuir el indculo sobre el &rea circular.

e Se Incubd las placas caras arriba en grupos de no mas de
20 piezas por24h+2ha35°C+1°C.

3.6.3 Interpretacion de los resultados
Las Placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias
estandar. Las colonias de E. coli se tornaran de color azul mientras en los

coliformes totales presentaran una coloracion roja.

Grafico 7.Ejemplo de resultado

Fuente: 3m Petrifilm
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3.7 Analisis estadistico
A los microorganismos en estudio se le aplicaron analisis estadisticos
diferentes debido a que por su naturaleza se les emplearon diferentes planes

de aceptacién o rechazo, dependiendo de su grado de patogenicidad.

3.7.1 Andlisis estadistico para Salmonella spp.

Se planteé un analisis estadistico descriptivo de sumatoria de muestras
que cumplen y no cumplen y compararlos con el requisito microbioldgico ya
gue al ser un patégeno de alto riesgo para el ser humano el CODEX, INEN,
FAO y otras entidades exigen reportar la ausencia o presencia del

microorganismo.

3.7.2 Andlisis estadistico para E. coli.

Con los datos obtenidos se us6 el programa Minitab 18 para realizar un
analisis de varianza para comparar las medias de concentracion bacteriana
por puesto empleando comparacion Fisher al 5 % y de esta forma determinar
por puesto si cumplen o no con los requisitos microbiolégicos de la norma
INEN.
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3.8 Plantilla del plan de Muestreo para toma de muestras
La Tabla 3. muestra la plantilla base que se elaboré para la toma de

muestras correspondiente al plan de muestreo.

Tabla 3. Modelo base del plan de muestreo

Salmonella spp. E. coli

Dial|Dia2|Dia3|Dia4|Dia5|Dial|Dia2|Dia3|Dia4|Diab

Puesto A

Puesto B

Jornada 1l | Puesto C

Puesto D

Puesto E

Puesto A

Puesto B

Jornada 2 | Puesto C

Puesto D

Puesto E

Elaborado por: El Autor
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Datos obtenidos en los analisis de Salmonella spp.

Los resultados que vemos en la Tabla 4. y Tabla 5. son de los analisis

de Salmonella spp. con 3 repeticiones hechas en cada puesto durante los

5 dias.

Tabla 4. Resultados Salmonella spp Jornada 1

Dia 1
Puesto A NEG-NEG-NEG
Puesto B NEG-NEG-NEG
Jornada 1 Puesto C NEG-NEG-NEG
Puesto D NEG-NEG-NEG
Puesto E = NEG-NEG-NEG

Elaborado por: El Autor

Dia 2
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

Tabla 5. Resultado Salmonella spp. Jornada 2

Dia 3
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

Dia 4
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

Dia 5
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG
NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

Puesto A NEG-NEG-NEG

Puesto B NEG-NEG-NEG

Puesto C NEG-NEG-NEG
Jornada 2

Puesto D NEG-NEG-NEG

Puesto E NEG-NEG-NEG

Elaborado por: El Autor

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG

NEG-NEG-NEG



4.1.1 Promedio de resultados de los analisis de las dos jornadas.
La Tabla 6. muestra los promedios obtenidos en base a las Tablas 4 y
5 y posteriormente sera comparada con la tabla de requisitos microbiol6gicos

para asi, de esta forma validar el cumplimiento o no de la norma INEN.

Tabla 6. Promedio de resultado obtenidos de Salmonella spp

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5

Puesto A NEG NEG NEG NEG NEG

Puesto B NEG NEG NEG NEG NEG

Jornada 1 Puesto C NEG NEG NEG NEG NEG
Puesto D NEG NEG NEG NEG NEG

Puesto E NEG NEG NEG NEG NEG

Puesto A NEG NEG NEG NEG NEG

Puesto B NEG NEG NEG NEG NEG

Jornada 2 Puesto C NEG NEG NEG NEG NEG
Puesto D NEG NEG NEG NEG NEG

Puesto E NEG NEG NEG NEG NEG

Elaborado por: El Autor

Ademas, en La Tabla 6. Se debe interpretar los resultados de la
siguiente manera:
e NEG significa negativo (ausencia del microorganismo).

e POS significa positivo (presencia del microorganismo).
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Tabla 7. Comparacion de los resultados obtenidos de Salmonella spp. con los

requisitos microbioldgicos.

TOTAL DE ANALISIS RESULTADOS
JORNADA 1 50 AUSENCIA
JORNADA 2 50 AUSENCIA
VS
Requisito M M Método de
ensayo
Recuento de 5x10 1x10 AOAC 99.12
microorganismos mesdfilos,
ufc/g
E. coli ufc/g <10 10 AOAC 998.08
Staphylococcus aureus 100 1000 AOAC 2003.11

coagulasa positiva, ufc/g

Salmonella /25¢g

No detectado

NTE INEN 1529-15

Vibrio cholerae/25¢g

No detectado

ISO/TS21872-1

Vibrio

parahaemolyticus/25¢g

No detectado

ISO/TS21872-1

De acuerdo con la norma INEN 456 camarones frescos congelados

sobre los requisitos microbiolégicos acerca de Salmonella, las muestras

analizadas cumplen con los parametros establecidos de acuerdo con la

norma, al determinarse con la ausencia del microorganismo.
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Grafico 8.Suma de resultados obtenidos

RESULTADOS

Suma resultados negativos Suma resultados positivos

Elaborado por: El Autor

En el Gréfico 8. muestra la sumatoria de resultados negativos y
positivos, donde el color verde contiene los 150 analisis y se confirma la
ausencia del microorganismo, ademas que las muestras cumplen con el
requisito microbiologico Salmonella spp, norma INEN 456 Camarones frescos
congelados y por tal motivo los puestos A, B, C, D, E no poseen ninguna
observacion y se concluye que los camarones no estan contaminados con

Salmonella spp.
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4.2 Datos obtenidos en los andlisis de E. coli
La Tabla 8. representa los resultados reportados de los analisis de
E. coli de las 2 Jornadas de manera triplicada como se mencioné en el plan

de muestreo.

Tabla 8. Resultados de los analisis de las muestras para la determinacion de E. coli.

E. coli
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Puesto A 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
Puesto B 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
Jornadal | puesioc | 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
Puesto D | 98-90-110 | 100-80-60 | 180-200-190 | 90-35-54 | 120-119-121
Puesto E 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0 0-0-0
Puesto A 0-0-0 8-12-10 0-0-0 0-0-0 0-0-0
Puesto B | 10-10-10 28-32-30 0-0-0 11-9-10 29-31-31
Jornada 2 | pesio c | 20-0-10 0-0-0 0-0-0 20-21-18 0-0-0
Puesto D | 150-160-140 | 250-150-110 | 180-170-280 | 310-200-210 | 170-200-200
Puesto E | 10-10-10 9-11.10 10-10-10 0-0-0 10-11-10

Elaborado por: El Autor
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La Tabla 9. representa los promedios obtenidos de la Tabla 8, y estos
datos fueron ingresados al programa Minitab 18 para realizar el analisis de

varianza y comparacion Fisher al 5 %.

Tabla 9. Promedio de los resultados.

Puesto A Puesto B Puesto C Puesto D Puesto E
0 0 0 100 0
0 0 0 80 0
Jornada 1 0 0 0 190 0
0 0 0 180 0
0 0 0 120 0
0 10 10 150 10
10 30 0 170 10
Jornada 2 0 0 0 210 10
0 10 20 240 0
0 30 0 190 0

Elaborado por: El Autor
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4.3 ANOVA Minitab

Como se menciond en la metodologia se utilizd el programa Minitab
para realizar la validacion estadistica de los datos obtenidos de los analisis
microbioldgicos, en el Grafico 9 observamos que se empleé el analisis de la

varianza con la opcion de un solo factor.

Gréafico 9.ANOVA

Estadisticas Grafica Editor Herramientas Ventana Ayuda Asistente

Estadisticas basicas '@ EO G A OBH0G

Regresion 14

) - O

DOE P | FE Analicic dosads

. . Un solo factor
Graficas de control Plamm AN

Determinar si las medias de dos o mas grupos difieren. [~ |

Herramientas de calidad 4 Mooeromear gemerar Ld
Confiabilidad/supervivencia 4 Modelo de efectos mixtos »
Analisis multivariado P 4f ANOVA totalmente anidado..

i i »
Series de tiempo B-_i.! MANOVA general..
Tablas 14 )

L 0“ Prueba de igualdad de varianzas...
No parametricos 14 ;
: : Grafica de intervalos...
Pruebas de equivalencia » \_§
_ ., Grafica de efectos principales...
Potencia y tamano de la muestra » P P
= Grafica de interacciones...

Fuente: Programa Minitab 18

Agrupar informacién utilizando el método LSD de Fisher y una
confianza de 95 %

Factor N Media Agrupacion
PUESTOD 10 163.0 A
PUESTOB 10 8.00
PUESTOE 10 3.00
PUESTOC 10 3.00

PUESTOA 10 1.00 B
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

o W W

45



El puesto D es significativamente diferente a los demas puestos, para

entender mejor esto veremos los siguientes Graficos.

Gréfico 10.Comparacion entre los puestos A, B, C, D, E.

Gréfica de intervalos de Puesto A, B, C, D, E (95 % IC para la media)

200

150

100

Datos

50

PUESTO A PUESTO B PUESTO C PUESTO D PUESTO E

La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

Elaborado por El Autor

Los requisitos microbiolégicos de la norma INEN de camarones frescos

congelados indica que para E. coli:

N=5 C=2 m=<10 M= 10
Donde:
n = numero de unidades de muestras a ser analizadas.

m = Criterio microbioldgico por debajo del cual el alimento no representa un
riesgo para la salud.

¢ = nimero maximo de unidades de muestra que puede contener un nimero
de microorganismos comprendidos entre m y M para que el alimento sea

aceptable.
M = Criterio microbiolégico por encima del cual el alimento representa un

riesgo para la salud.
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Conociendo entonces los rangos, se ingreso la restriccion 10 (linea
roja) para poder identificar si los puestos de abasto cumplen o no con la norma

en base a los resultados obtenidos de los analisis.

En el Grafico 10 se puede observar que existe un puesto que excede
los limites de cumplimiento de la norma por tanto este puesto posee una
elevada carga microbiana, sin embargo, los otros puestos que aparentemente
estan dentro del rango permitido se encuentran al cercano al limite por ende
en la siguiente grafica se procedera a colocar los datos de cada puesto dentro

del grafico para saber qué lugar ocupan en el espacio dentro del plano

Gréfico 11.Comparacion entre puestos A, B, C, D, E con datos visibles.

Grafica de valores individuales de PUESTO A; PUESTO B; ...
250

200

150

Datos

100

50

PUESTO A PUESTO B PUESTO C PUESTO D PUESTO E

Elaborado por: El Autor

En el Grafico 11 cada puesto posee 10 puntos grises que representan
los 10 resultados obtenidos tanto de la Jornada 1 como la Jornada 2 de cada
puesto. Se puede visualizar cada dato en el espacio y asi poder determinar

de una mejor manera si los puestos cumplen o no con la norma.
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Siguiendo con la interpretacibn vemos que el puesto B, C, D, E
incumplen con la norma por superar el limite permitido por tanto solo el puesto

A cumple con los requisitos microbiolégicos.

4.4 Interpretacidon de resultados por jornada

En el Grafico 12 y 13 podemos apreciar los resultados de los puestos
durante la jornada 1 por los cinco dias de muestreo. El puesto D lleva una
carga microbiana de E. coli que pasa los limites de cumplimiento de la norma
mientras los puestos A, B, C, E cumplen con la norma ya que en la jornada

uno no se presenta crecimiento del microorganismo.

Gréfico 12. Resultados de la jornada 1

Gréfica de intervalos de Puesto A, B, C, D, E (95 % IC para la media)
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La desviacion estandar agrupada se utilizo para calcular los intervalos.

Elaborado por: El Autor
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Gréfico 13.Resultados individuales

Grafica de valores individuales de PUESTO A; PUESTO B; ...
200
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7]
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7777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 10
0 & L 4
PUESTO A PUESTO B PUESTO C PUESTO D PUESTO E

Elaborado por: El Autor

A continuacién, se mostraran los Graficos 14 y 15 en los cuales se
aprecia que existe un cambio notorio para la Jornada 2 en comparacion a la
Jornada 1 en donde el crecimiento microbiano se increment6 notablemente y

los puestos que cumplian en la jornada 1 ahora en la jornada 2 no cumplen.

Gréfico 14. Resultados de la jornada 2

Gréfica de intervalos de Puesto A, B, C, D, E (95 % IC para la media)

200

150

50

PUESTO A PUESTO B PUESTO C PUESTO D PUESTO E

La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Elaborado por: El Autor
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Gréfico 15.Resultados individuales

Grafica de valores individuales de PUESTO A; PUESTO B; ...
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PUESTO A PUESTO B PUESTO C PUESTO D PUESTO E

Elaborado por: El Autor

Se interpreta que los puestos B.C.D.E no cumplen con los requisitos

microbianos de la norma INEN y solo el puesto A esta dentro de los
parametros de aceptacion.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos se concluyo lo siguiente:

Se determind los planes de muestreo para cada microorganismo.
Para Salmonella spp. se desarroll6 un plan de muestreo de clase
2 de categoria 10 siendo n = 5y ¢ = 0 lo cual significa que no se
acepta que en los cinco analisis realizados se encuentre la
presencia del microorganismo para que cumpla con la norma INEN
del camaron. Para E. coli se desarrollé un plan de muestreo de clase
3 de categoria 5 siendo n = 5y ¢ = 2 lo cual significa que de los
cinco analisis realizados se acepta que cumple el puesto si existe
ausencia del microrganismo o tiene un limite de tolerancia de hasta
dos muestras que presente 1 unidad formadora de colonia, si
llegase a existir un tercer analisis con unidades formadoras de
colonias, se considera que no cumple el puesto.

Se aplic6 el método Reveal 2.0 AOAC RI 960801 para la
determinacion de Salmonella spp. y se determind la ausencia del
microorganismo.

Se aplico el método Petrifilm AOAC 998.08 para la determinacion
de E. coli y se evidencio la presencia del microorganismo en varios
de los analisis.

Se concluye que, al realizar el micro mapeo, los puestos A, B, C, D,
E cumplen con los requisitos microbiol6gicos de Salmonella. Pero
se determin6é que para E. coli solo el puesto “A” cumple con la

norma.
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5.2 Recomendaciones
Se estableci6 una base estadistica para la ejecucion de futuras

investigaciones, en base a esto se recomienda que:

e Ampliar el muestreo a las superficies, personal y ambiente ya que
pueden ser fuente de propagacion de microorganismos

e Realizar planes de muestreos incluyendo los otros puestos de
abasto de General Villamil Playas.

e Determinar si las condiciones en que se almacena el camarén son
las correctas.

e Determinar si el puesto en el que se vende cumple las condiciones
para distribuir los camarones.

e Realizar capacitaciones a los comerciantes acerca de las buenas
practicas y el buen manejo del producto alimenticio, debido a que si
desconocen las normas esto facilitaria a que puedan contaminar el

producto durante el transporte y el almacenamiento del mismo.
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ANEXOS

Anexo 1. Incubadoras del laboratorio

Fuente: El Autor

Anexo 2. Incubadora de seis pisos

atd

Fuente: El Autor
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Anexo 3. Material Reveal

Fuente: El uor

Anexo 4. Contador de colonias tipo Quebeck.

@
—

Fuente: El Autor
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Anexo 5. Incubadora 44 °C

TEMPERATURA
s e B ENE
General purpose
Incubators Digital Min43°C / Max a5°C
EQ-MIC-004

Fuente: El Autor
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Anexo 7. Placas 3M Petrifilm
vomn {70 ;;‘, —(ﬁ

.

?

g

Fuente: El Autor
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Anexo 9. Muestras en los Whirl Pak

)

Fuente: El Autor

Anexo10. Muestras agrupadas por puesto

Fuente: El Autor
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Anexo 11. Gramera

Fuente: El Autor

Anexo 12. Empaque Petrifilm

Fuente: El Autor
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Anexo 13. Kits Reveal 2.0

Beveal 2.0 for sy
= r770.
Complete System ol

Contains:

20 lateral flow devices

20 Revive media foil Pouches
20 2x RV media foil pouches
40 Sampling bags

2 graduated Ccups
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Store at 15—-30°C
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SSNEOGEN  Exp:JUN 30, 2018

620 Lesher Place, Lansing, MI 48912
800-234-5333 (USA/Canada) = 517-372-9200 162628

Revlaoal 20 ...

Reveal 2.0 for Sa/rrrorell=z
Complete System
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20 Revive media foil pouches
20 Zx RV media foil pouches
40 sampling bags

Z graduated cups

Store at 15—30°C

=0 bt sz, Lmrrmirg. ML 406012 y
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. e Ns NSE APCHEE LT
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Cernrtainm:
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Fuente: El Autor

Anexo 14. Placas Petrifilm Puesto D

Tal

Fuente: El Autor
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Anexo 15. Analisis Reveal 2.0 Salmonella spp Puesto A
‘ TS e % 1 s
= 21 Z I3 AN
T e V)

Fuente: El Autor

Anexo 16. Andlisis Reveal 2.0 Salmonella spp Puesto B

4

Fuente: El Autor
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Anexo 17. Analisis Reveal 2.0 Salmonella spp Puesto C

o

Fuente: El Autor

Anexo 18. Andlisis Reveal 2.0 Salmonella spp Puesto D

\ 1 i

Fuente: El Autor
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Anexo 19. Andlisis Reveal 2.0 Salmonella spp Puesto E

Fuente: El Autor
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