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RESUMEN

La calidad microbiolégica cumple un papel importante al momento de
procesar los alimentos. El objetivo de este trabajo es evaluar la calidad
microbiolégica de las ensaladas frescas de vegetales comercializadas por
locales de comida de los centros comerciales ubicados en la zona norte de la
ciudad de Guayaquil. En la industria alimentaria existen tres tipos de riesgos,
el quimico, fisico y microbiolégico, siendo este ultimo el responsable de las
enfermedades transmitidas por los alimentos, causadas por la Salmonella
spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Shigella y otros. Varios
estudios han demostrado que las malas practicas de manufactura pueden
causar contaminacion microbioldgica. Para la determinacion de la poblacion
se establecié un plan de muestreo con base a la distribucion de los centros
comerciales en la zona norte de la ciudad de Guayaquil, ubicando 14 centros
comerciales con un total de 142 locales de comida que expenden ensaladas
frescas de vegetales y para establecer el tamafio de la muestra se aplico la
férmula de poblaciones finitas, obteniendo 104, considerado el numero de
locales de comida que seran evaluados. Los analisis microbiolégicos se
realizaran siguiendo los métodos de la AOAC para siembra en placas Petrifilm
3M. La interpretacidn de los resultados obtenidos seran realizados con la
ayuda del software estadistico Infostat. Los resultados obtenidos de los
analisis microbiologicos seran evaluados mediante los parametros
establecido por la NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01

Palabras clave: Alimentos, calidad, ensaladas, microbiologia, vegetales.
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ABSTRACT

Microbiological quality has an important role in food processing. The
objective of this work is to evaluate the microbiological quality of fresh
vegetables salads sold by food stores of shopping malls located in the north of
Guayaquil city. There are three types of risks in the food industry, the chemical,
physical and microbiological, being this last risk the responsible for food-born
illnesses caused by Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Shigella and others. Several studies have shown that wrong manufacturing
practices can cause microbiological contamination. To determine the
population, a sampling plan was stablished based on the distribution of
shopping centers in the north of Guayaquil city, locating 14 shopping centers
with a total of 142 food stores that sell fresh vegetables salads and to stablish
the sample size the formula of known population was applied, obtaining 104,
as the number for food stores to be evaluated. The microbiological analyzes
will be performed following the AOAC official methods for Petrifilm 3M plates.
The results will be interpreted with the help of the Infostat program. The results
obtained from the microbiological analysis will be evaluated using the
requirements established by the NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01.

Key words: Food, quality, salads, microbiology, vegetable

X\/I



1 INTRODUCCION

Actualmente, la higiene personal ha sido considerada primordial para
prevenir el contagio de bacterias y del mismo modo se deben tratar a los
alimentos. La asepsia y desinfeccion son fundamentales al momento de
preparar los alimentos en cualquier lugar que estos se encuentren,
especialmente si son vendidos al consumidor como en un local de comida.
Por tal motivo, es esencial asegurar que se cumplan los protocolos de limpieza

y manipulacion para garantizar un alimento seguro.

Asegurar los alimentos se refiere a mantenerlos aptos para el consumo
humano, por eso las buenas practicas de manufactura deben ser
perfectamente aplicadas, ya que si esto no se cumple, el alimento se

contaminara y podria causar algun dafio para la salud humana.

Los locales de comida que se encuentran dentro de los centros
comerciales ubicados en la zona norte de la ciudad de Guayaquil y que
comercializan ensaladas estan divididos en categorias como, franquicias,
local de comida rapida, restaurantes o cadena local. Estos establecimientos
que expenden alimentos deben cumplir con protocolos de higiene personal y
manipulacion de alimentos para evitar cualquier tipo de contaminacion o
alteracion, de esta manera se logra brindar alimentos inocuos a los

consumidores y sobre todo se mantiene la calidad.

La alimentacién humana viene dada por una cadena alimenticia que
involucra animales y plantas. Un plato de ensalada es recomendable ingerir
en las dietas por su variedad de nutrientes y beneficios para la salud. Ademas,
la poblacion busca alimentarse de alimentos frescos y nutritivos, por
consiguiente este tipo de materias primas y las ensaladas preparadas deben
mantener una conservacion optima para evitar el desarrollo microbiano vy el

posterior deterioro.

Son muchas las causas por las que se pueden contaminar los

alimentos y desarrollarse microorganismos patdégenos en los mismos. Las



causas pueden surgir desde los equipos de trabajo hasta el personal y todo
relacionado a que los manipuladores desconocen las normativas para

manipular alimentos.

La calidad microbiologica tiene el dominio de determinar la presencia o
ausencia de microorganismos en los alimentos y asi decretar si un alimento
es seguro de consumir (inocuo) o no. Actualmente, en el sector
agroalimentario existen varios meétodos rapidos para realizar analisis
microbiolégicos de manera eficaz, como las placas Petrifilm 3M, Compact Dry,
entre otros. La norma Peruana NTS N° 071-MINSA/DIGESA-V.01 muestra

especificamente los requisitos microbioldgicos para las ensaladas frescas.

Con los antecedentes expuestos se plantearon los siguientes objetivos:

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general.

Evaluar la calidad microbiolégica de las ensaladas frescas de vegetales
comercializadas por locales de comida de los centros comerciales ubicados
en la zona norte de la ciudad de Guayaquil.

1.1.2 Objetivos especificos.

» Establecer un plan de muestreo para las ensaladas de vegetales
comercializadas en los centros comerciales del norte de Guayaquil.

* Realizar el analisis microbiolégico a las muestras obtenidas
mediante siembras en placa Petrifilm 3M.

* Comparar resultados segun la Norma peruana MINSA NO71

1.2 Hipé6tesis general

La calidad microbiologica de las ensaladas vegetales comercializadas
en los centros comerciales del norte de Guayaquil cumple con los requisitos
microbioldgicos establecidos en la normativa MINSA 071.



2 MARCO TEORICO

2.1Verduras y hortalizas

Las hortalizas son todas aquellas plantas herbaceas que se producen
en un huerto de la cual una o mas partes pueden utilizarse como alimento.
Verduras son las partes comestibles de color verde de una planta (Albrecht,
Cervilla, Garnero, Scavuzzo y Zizich, 2019).

2.1.1 Clasificacion de las hortalizas segun su parte comestible.
La clasificacion de las hortalizas segun sus partes comestibles ha sido
informada por Ocampo (2010) y la explica de la siguiente manera:

* Raiz Principal: nabo, rabano, zanahoria, betabel, chirivia,
rutabaga, salsifi, jicama, perejil de raiz.

* Raiz Lateral engrosada: camote, yuca

* Tallo Aéreo: esparragos, apio

* Tallo Subterraneo: papa

* Bulbos: cebolla, ajo, puerro, cebolla blanca

* Hoja ancha: col, acelga, perejil, lechuga, coles de brucelas,
berro, espinaca, kale.

* Flor: coliflor, brocoli, alcachofa

* Fruto maduro: tomate, sandia, meldn, fresas

* Fruto inmaduro: pimientos, frejoles, maiz, pepino, calabaza,

berenjena, zapallo.

2.2 Ensaladas

Una ensalada fresca es un plato de comida compuesto por varias
verduras y hortalizas presentadas en trozos de consumo crudo. Normalmente
las ensaladas suelen ser acompafnantes en un plato principal de un almuerzo
0 una cena, aunque también pueden ser un plato principal, cuando se elabora
con variedad de verduras y hortalizas y adicionalmente se afiaden proteinas

animales (Barranzuela, 2017).



Para el chef la forma mas util de clasificar las ensaladas es por
ingredientes: ensaladas de verduras, ensaladas de frutas ensaladas
combinadas y mas. Esto se debe a que las técnicas de preparacién son
ligeramente diferentes para cada una. Por consiguiente, Gisslen (2011, p.711)

clasifica a las ensaladas en 5 tipos diferentes:

* Ensaladas de aperitivo: estimulan el apetito, son servidas como
plato de entrada y también pueden sustituir el primer plato. Son
ensaladas que deben contener vegetales frescos y aderezos de
sabores.

* Ensaladas de acompafiantes: dan balance y armonia con el
resto de la comida, son un acompanante y los ingredientes
deben ser solo los vegetales evitando carbohidratos, proteinas
o lacteos.

* Ensaladas de plato principal: estas deben ser lo suficientemente
grandes para ser servidas como una comida completa y deben
contener vegetales verdes, vegetales frescos crudos, y
cantidades abastecidas de proteinas y quesos.

* Ensaladas separadas: son servidas después del plato principal.
Tienen el propdsito de limpiar el paladar después de una comida
y de refrescar el apetito para el postre. Este tipo de ensalada se
prepara con poca cantidad de vegetales frescos solo verdes,
como lechugas o endivias con un ligero aderezo.

* Ensaladas de postre: un tipo de ensalada dulce que contiene

frutas, gelatinas, nueces y cremas.

Las ensaladas han estado presentes en las dietas del ser humano
durante varios afos. Al ser estas en su mayoria consumidas sin coccion
pueden causar enfermedades a la salud de las personas ya que algunas
hortalizas o verduras podrian contener agentes patégenos como, Salmonella
spp, o S. aureus. El daho a la salud puede afectar gravemente a los ancianos

y a los nifios por presentar mayor vulnerabilidad (Hinostroza, 2019).



2.3 Microbiologia de los alimentos

2.3.1 Generalidades.

En 1684 fue Anthony Van Leeuwenhoek quien describio en detalle los
primeros microorganismos tras realizar las primeras observaciones por medio
del microscopio. Pero a pesar de estas observaciones, no se condujo a la
investigacion de lo que estos microorganismos podrian realizar a los
alimentos, como las fermentaciones y ni que podian desarrollar enfermedades
infecciosas, ya que la quimica y la medicina estaban como estudio primario y

no daban lugar al estudio de alimentos (Andino y Castillo, 2010, p.2).

Louis Pasteur como pionero cientifico en el ambito de la microbiologia
alimentaria, logré demostrar en sus estudios sobre la actividad microbiana y
su influencia en las fermentaciones, en los cuales hizo importantisimos
hallazgos que consiguieron impulsar a la industria del vino, la cerveza o el
vinagre, e introducir uno de los mayores conceptos de la microbiologia, la
teoria microbiana de la enfermedad. Y ademas logro inventar el proceso de
destruccion de microorganismos a través de la ‘pasteurizacion’ (Agudo, 2016).

Consecuentemente, surgen las enfermedades transmitidas por
Alimentos (ETA) causadas tras ingerir alimentos que contienen
microorganismos patdgenos, virus, parasitos, hongos, entre otros, afectando
la salud del consumidor. Los sintomas mas comunes son diarreas, vomitos,
infecciones, pero también se pueden presentar enfermedades graves como
hepatitis, intoxicaciones o fiebre, entre otros (Ospina, Pacheco, Prieto y
Quijada, 2018).

2.3.2 Calidad microbiolégica.

En términos generales, la calidad es el grado en el que un conjunto de
caracteristicas inherentes al producto o servicio cumple con los requisitos. El
término ‘calidad’ puede utilizarse acompanado de adjetivos como pobre,
buena o excelente e ‘inherente’ significa que existe en algo, especialmente

como una caracteristica permanente (ISO 9000, 2005, p.8).



En términos de alimento, la FAO (2004) considera 3 enfoques de

calidad:

* La calidad debe mantener alimentos ausentes de defectos,
fraudes y falsificaciones.

* La calidad requiere que analisis bromatoldgicos y organolépticos
sean realizados por especialistas a los alimentos.

* La calidad de los alimentos designa caracteristicas deseadas,
confiriendo los derechos del origen, medio ambiente, territorio,

modalidades, entre otros. Declarados en su oferta de producto.

La calidad microbioldgica, calidad fisica, quimica y calidad sensorial
son tres areas importantes que constituyen a la calidad de los alimentos. La
calidad microbiolégica es la que cumple un papel fundamental, porque a
través de ésta se puede determinar la inocuidad de los alimentos, es decir, su
capacidad de no producir dafios a la salud (no causar enfermedades) de las
personas que lo consumen (Elles, 2018, p.6).

El criterio microbiologico para los alimentos, es la aceptabilidad de un
producto basada en la ausencia o presencia de microorganismos o en la
cantidad de los mismos, incluyendo a los parasitos o la cantidad de toxinas,
ya sea analizado por unidades de masa, volumenes, superficies o lotes
(Codex Alimentarius, 2009, p.38).

La mayoria de las veces los manipuladores carecen de conciencia
sobre el peligro de la contaminacidn microbiolégica. Ellos son los principales
responsables de respetar los protocolos de procesamiento e higiene como el
lavado adecuado de manos, uso de equipo de proteccidn personal,
desinfeccidon del area de trabajo y limpieza de utensilios y equipos, para asi
mantener la calidad de los alimentos y prevenir o evitar contaminaciones
microbiolégicas. De esta manera se consigue mantener una buena imagen
del local de comida, restaurante o establecimiento (Araujo, Correia,
Fernandes, Leao y Pinheiro, 2012).



Se debe tener en cuenta que la contaminacion microbiologica de
alimentos de origen vegetal puede venir desde el sistema de riego,
fertilizacion, cosecha o transporte. Durante todas estas etapas, los alimentos
estan expuestos a una contaminacion microbiolégica y presentar una gran
carga bacteriana. Por tal motivo, las hortalizas deben ser manipuladas con
una buena practica de higiene, porque estas suelen consumirse crudas o
minimamente procesadas. Por tal motivo, es recomendable aplicar un sistema
de desinfeccion para la reduccion de microorganismos antes de ser

preparados y consumidos (Baldini, Gentili, Marzoca y Oriani 2017).

Por otro lado, la conserva es un papel importante para alimentos
perecederos y las condiciones generales que se deben mantener para
conservar los alimentos hortofruticolas son la temperatura, la humedad,
aireacion y gases. Las temperaturas no deben ser muy frias porque pueden
deteriorar a los productos y tampoco deben ser muy altas. La humedad se
debe mantener en cotas altas para evitar pérdidas de agua y para incrementar
la humedad se deben disminuir las temperaturas. Para la aireacion y gases
se utilizan las atmosferas modificadas (Gaitan, 2014).

2.3.3 Inocuidad.

La inocuidad de los alimentos es toda actividad del proceso
encaminada a garantizar que los alimentos no causaran dafio al consumidor
(alimento seguro) si se preparan y/o ingieren segun el uso al que estan
destinados (Gomez, 2016, p.113).

Por consiguiente, todas las personas tienen derecho a una
alimentacion inocua, nutritiva y suficiente. Hoy en dia aproximadamente una
de cada diez personas en el mundo se enferman después de comer alimentos
contaminados. La cadena alimentaria se ha vuelto mas compleja, causando
que cualquier incidente adverso relacionado a la inocuidad de alimentos,

pueda afectar negativamente a la salud publica (FAO, 2019).

Tal es el ejemplo de las ensaladas, donde los principales ingredientes
son vegetales minimamente procesados (VMP), donde el proceso involucra;



lavado, pelado, reduccion de tamafio, picado/rallado, mezclado, envasado.
Con las ventajas de ser un alimento nutritivo y de preparacion rapida, y las
desventajas por ser altamente perecederos y la calidad entre sus materias
primas no es uniforme. Aun asi, el objetivo de producir alimentos
minimamente procesados es tratar de conseguir alimentos frescos para el
consumo humano. Sin embargo, los alimentos perecederos sufren cambios a
partir de su cosecha y mas adelante en el procesamiento, por ejemplo el
pelado o picado pierden tejido vegetal y causa la aceleracion de procesos
fisiolégicos naturales, desencadenando procesos bioquimicos provocando

alteracion microbiologica (Parzanese, 2012).

Cabe recalcar que los agentes externos a los alimentos son los que
causan la contaminacion y un peligro para la salud, pero no el alimento como
tal. Por tal motivo, se deben conocer todas las etapas del proceso para evitar
riesgos de contaminacién. Durante varios afios, se han implementado las
buenas practicas de manufactura (BPM) y controles microbioldgicos en
aquellas empresas procesadoras de alimentos que garantizan la inocuidad. A
causa de algunos brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)
se tratd de mejorar las estrategias en el control sanitario, con el desarrollo e
implementacion de analisis de riesgos y puntos criticos de control (HACCP,
siglas en inglés) (Marquez, 2017).

2.3.4 Microorganismos indicadores de alteracion.

2.3.4.1 Aerobios mesdfilos.

La NTE INEN 1529-5 (2006) indica que los microorganismos aerobios
mesofilos son aquellos que se desarrollan en presencia de oxigeno libre a
temperaturas (ambiente) entre 20y 45 °C con una zona 6ptima de desarrollo
entre 30y 40 °C.

Los microorganismos aerobios mesofilos presentes en los alimentos
determinan la calidad de como han sido manipulados durante todo su proceso.
La contaminacion del producto final puede darse desde la materia prima; el
método microbiolégico para determinar aerobios mesdfilos es mediante un

recuento en placas y determinar unidades formadoras de colonias (ufc). Un



recuento alto, puede que no sea necesariamente presencia de agentes
patégenos, de igual manera no mantiene la calidad del alimento (Guerrero,
2016).

2.3.5 Microorganismos indicadores de higiene.

2.3.5.1 Coliformes.

Segun la NTE INEN 1529-8 (1990) Los coliformes son bacterias
aerobias y anaerobias facultativas, fermentan la lactosa con produccion de
acido y gas cuando se incuban a 30 + 1 °C los productos refrigerados y a
35+ 1 °C los productos que se mantienen a temperatura ambiente. Este grupo
bacterias es utilizado como indicador del grado de higiene.

2.3.5.2 Coliformes fecales y E. Coli.

Las bacterias coliformes fecales son parte de un grupo de coliformes
que fermentan la lactosa con produccion de acido. Este grupo contiene una
alta proporcion de E. coli. Las malas practicas de manipulacion producen su
transmision a los alimentos, siendo por ello indicadores de higiene por

contaminacion fecal (Moncayo, 2018).

La Escherichia coli es una bacteria Gram negativa que pertenece al
grupo de la familia Enterobacteriaceae, casi siempre es inmévil, es una
especie baciliforme, mide 0.5 um de largo y 3 um de ancho aproximadamente,
es una bacteria catalasa positiva, oxidasa negativa y presenta fermentacion
caracteristica de la lactosa. Sus condiciones de desarrollo son, a una
temperatura éptima de 37 °C considerando la E. coli como microorganismo
mesdfilo que logra desarrollarse a temperaturas desde 7 - 10 °C a 50 °C, el
pH del medio es 4.4 siendo el pH neutro el éptimo de desarrollo y su A, minima
es 0.95 (Steve, 2017).

Los coliformes en términos generales son un conjunto de bacterias que
indican contaminacion en los alimentos. Habitualmente se los ha denominado
como fecales porque su contaminacién al medio ambiente proviene de las

heces, sin embargo, hay muchos de vida libre que se encuentran en animales,
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suelos y plantas. Por tal motivo, se los ha clasificado entre coliformes fecales,

coliformes totales y E. Coli siendo un patégeno (Diaz, 2019).

2.3.6 Microorganismos patégenos.

2.3.6.1 Salmonella.

Una bacteria de género perteneciente a la familia de Enterobacterias
(entero = intestino), Gram negativa, anaerobio-aerobio facultativo y sus
condiciones &ptimas de desarrollo son a temperaturas entre 34 a 43 °C,
pH7a7.54y Aw 0.99. La Salmonella spp. es un microorganismo considerado
como patogeno por ser causante de enfermedades que son transmitidas por
alimentos que la contienen y son consumidos por el hombre. Sin embargo,
esta bacteria puede ser destruida por el calor de pasteurizacién (Michanie,
2015).

La Salmonella puede atravesar toda la cadena alimentaria, desde los
establecimientos para animales y la produccion agricola hasta los hogares o
instituciones y servicios de comidas. Comunmente, la salmonelosis se contrae
por ingerir alimentos contaminados de origen animal (especialmente huevos,
carnes, aves de corral y leche), no obstante hay otros alimentos que se
contaminan con Salmonella, como por ejemplo las hortalizas contaminadas
por estiércol. Por tal motivo, las recomendaciones de medidas de prevencion
que se deben tomar contra la salmonelosis, son las practicas basicas de
higiene de los alimentos, como la coccién completa (Organizacion Mundial de
la Salud, 2018).

2.3.6.2 Staphylococcus aureus.

La NTE INEN 1529-14 (1998) indica que es una bacteria que pertenece
a la familia Micrococcaceae y al género Staphyloccocus, sus miembros tienen
la forma de cocos, generalmente se agrupan formando racimos, son
inmoviles, Gram positivos, aerobios y anaerobios facultativos y su temperatura

Optima de desarrollo es de 37 °C

Los estudios han demostrado que cepas de S. aureus pueden habitar

usualmente en el area nasofaringea de los seres humanos, por lo tanto se
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asocia la contaminacion de los alimentos con este microorganismo por parte
de aquellos portadores que no emplean correctamente las medidas de
bioseguridad y no usan adecuadamente el equipo de proteccién personal,
especialmente las mascarillas, en el momento para manipular los alimentos

(Alarcon-Lavin, Cerda-Leal, Escudero, Oyarzo y Valenzuela, 2017).

2.4 Condiciones de desarrollo microbiano
2.4.1 Temperatura.
Los microorganismos se desarrollan a diferentes temperaturas; Diaz,

Gutiérrez y Pefia (2018) los clasifican de la siguiente manera:

* Psicrofilos: aquellos microrganismos que su punto optimo de
desarrollo esta a bajas temperaturas desde 15 a 10 °C y mas
bajas.

* Mesdfilos: microorganismos que se desarrollan en el punto
optimo de 20 — 25y 40 °C.

e Termdfilos: el punto Optimo de desarrollo de estos
microorganismos esta por encima de los 60 °C llegando hasta
65 °C.

2.4.2 Oxigeno.
Tortora, Funke y Case (2007, p.166) clasifican a los microorganismos

segun su desarrollo en presencia y ausencia de oxigeno en:

* Aerobios: utilizan el oxigeno para su crecimiento
* Anaerobicos: no utilizan el oxigeno para su crecimiento
* Facultativos: son microorganismos aerobios que tienen la

capacidad para desarrollarse en ausencia de oxigeno.
2.4.3 pH.

Los microorganismos se desarrollan con facilidad con un pH cercano a

la neutralidad entre 6 a 7, los mohos pueden tolerar un pH mas bajo y crecer
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en alimentos de pH 2 y 3 y las levaduras pueden crecer en condiciones de pH
intermedio (pH 4.5) (Barreiro y Sandoval, 2006, p.50).

2.5 Antecedentes del estudio microbiolégico de ensaladas

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) registra muertes de dos
millones de personas en el mundo entero cada afio por la causa de
enfermedades tras ingerir alimentos insalubres, siendo los nifios en la mayoria
de los casos. Existen mas de 200 enfermedades que son causadas por los
alimentos, las bebidas y el agua que llegan a contener bacterias, virus o
parasitos. Estas enfermedades pueden ser desde una diarrea hasta el cancer
(Flores, 2015).

Desde hace por lo menos dos siglos se conoce que las enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA) son causadas por la presencia de
diferentes microorganismos. Primero surge la pandemia del colera, provocada
por el Vibrio cholerae, luego la Salmonella typhi causando fiebres tifoideas,
también esta la Escherichia coli como responsable de muchas gastroenteritis
causando mortalidades, en su mayoria infantiles, asi mismo esta el
Stahylococcus aureus asociado con sintomas patologicos tras la ingestion de
alimentos que lo contenian, y asi sucesivamente surgieron mas
microorganismos patdégenos bien conocidos hasta la actualidad (Bello, 2012,
p.153).

En las ciudades de Guayaquil, Quito y Cuenca se han realizado
estudios sobre la contaminacion microbiolégica en alimentos de consumo
masivo, obteniendo que el 90 % de los resultados presentan microorganismos
indicadores de higiene y el resto con microorganismos patdégenos, cuyos
investigadores aseguran son los causantes de las enfermedades
gastrointestinales. Patdgenos como la listeria en una persona sana, puede
causar diarreas, abortos en los embarazos y meningitis en adultos mayores.
Adicionalmente, el ministerio de Salud Publica report6 6 638 casos de
Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) causadas por bacterias,
virus y parasitos, donde el 30 % lo ocupa la provincia de Pichincha (El
Comercio, 2019).
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Los riesgos de contaminacion alimentaria son de caracter fisico,
quimico y microbiolégico, siendo el principal riesgo para productos
hortofruticolas el microbiologico, este puede ser intrinseco; es decir, que viene
de las practicas agricolas mal aplicadas o extrinseco; que incluye
inadecuadas condiciones durante el transporte de los productos, inadecuado

tiempo de cosecha o recoleccion y la presencia de insectos (Cuevas, 2006).

Cabe mencionar que, en una investigacion realizada por Sampértegui
(2016) en la ciudad de Cuenca sobre calidad microbiologica de las ensaladas
frescas que se comercializan en ferias libres, se obtuvo como conclusién que
el 15 % de las muestras resultaron contaminadas por E. coli y coliformes
sobrepasando el limite de la norma que establece 102 y 10° limite por g,
respectivamente. En la investigacion se indica que el area, los manipuladores
y el ambiente de las ferias libres influyen significativamente para que se
produzca una contaminacion cruzada y afecte a este tipo de productos.

Del mismo modo, en una investigacion realizada por Soto (2015) en la
ciudad de Guayaquil para determinar la presencia de S. aureus en alimentos
preparados que se comercializan en la via Daule demostré que las ensaladas
frias (normalmente compuestas por hortalizas, tomate, pepino, cebollas),
ensaladas de aguacate, ensalada rusa y ensaladas de vegetales con
mayonesa, superaron el limite permisible de 100 ufc/g obteniendo como
resultado 111 ufc/g en ensaladas frias y 110 ufc/g en el resto de ensaladas.
En el estudio se concluye que este tipo de contaminacion se debe a que en el
espacio de venta de estos alimentos no se mantienen las BPM por parte de
los manipuladores y mantienen un inadecuado manejo en la preparacion,

conservacion y despacho del alimento.

De igual manera, en un estudio realizado por Avila, Bailon y Tolentino
(2015) donde se determind la calidad microbiolégica de ensaladas que se
venden en pollerias, el 45 % de las 60 muestras tomadas resultaron positivo
para la prueba de E. coli. Ademas, se explica que algunas de las muestras
que fueron lavadas anteriormente con agua insegura resultaron positivas para

E. coli, y las muestras que no fueron lavadas con agua insegura no
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presentaron contaminacion por E. coli, determinando que existe una relacion

significativa entre el uso de agua insegura y la presencia de E. coli.

De forma semejante, en un estudio realizado por Fiallos (2017) para
determinar el contenido de metales pesados y la calidad microbiologica de
frutas y vegetales que se expenden en el mercado mayorista de la ciudad de
Ambato, se concluyé que para el caso de los vegetales los resultados del
analisis microbioldgico para aerobios mesdfilos, todas las muestras exceden
los limites permisibles de la normativa. En el caso de la col blanca, nabo,
acelga, lechuga y espinaca especificamente, los resultados superaron los
limites en enterobacterias por haber sido tratadas con agua de riego
contaminada por microorganismos patdégenos. En el estudio se menciona que
la fuente principal de contaminacion microbiana de los cultivos que se
expenden en el mercado son; el suelo por contener abonos organicos de
origen animal, el agua de riego y el sector por estar ubicado cerca de
desechos industriales.

Habria que mencionar que Bonifaz (2015) en la ciudad de Quito, realizé
un estudio para evaluar el agua de plata y su efecto bactericida sobre las
ensaladas servidas. El estudio realiz6 analisis microbioldgicos a las ensaladas
antes del tratamiento del agua y los resultados para aerobios mesofilos
estuvieron en 5 x 10* ufc/g, para coliformes totales 9 x 10° ufc/g y para E. coli
1.57 UCF/g, valores que cumplen los requisitos microbiolégicos para
ensaladas.

Asi mismo, en Peru Soto (2016) evaluo la calidad microbiologica de
ensaladas bajo el efecto del zumo de Citrus latifolia, y de esta manera logré
reducir las ufc/g de Escherichia coli y aerobios mesofilos. En el estudio se
hace una comparacion con dos analisis microbiologicos, un analisis de control
(ensaladas frescas compradas del mercado) y un analisis de evaluacion
(ensaladas frescas que contienen el zumo). Durante 1, 2 y 3 horas luego de
afadir el zumo se consiguio reducir las colonias formadas por E. coli de
11.3 ufc/g a 1.5 — 4.3 y 2.9 ufc/g respectivamente y aerobios mesofilos de
9.8 ufc/g a 3.5 — 3.5y 6.1 ufc/g respectivamente.
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Cabe mencionar también que, en una investigacion realizada por
Gonzalez (2018) en Coruia, donde se determind la calidad microbiologica de
alimentos de comida rapida, el analisis de aerobios meséfilos para las
ensaladas resulté el mas alto con una cantidad incontable de ufc (5x107)
superando lo establecido en la norma donde se indica que el: Grupo D:
Comidas preparadas envasadas a base de vegetales crudos, el limite
permisible es 10° ufc/g.

Por otra lado, en México, en un estudio realizado por Cantu, Gonzalez
y Yeverino (2019), donde se determino la calidad microbiolégica de ensaladas
frescas listas para el consumo, el 70 % de las muestras tomadas de
restaurantes y cafeterias superaron los limites para aerobios mesdfilos y el
100 % de las muestras supero el limite de coliformes fecales, segun los
requisitos de la Norma Oficial de México para estos dos tipos de
microorganismos. En los restaurantes y cafeterias el lavado y sanitizacion no
son vigilados adecuadamente, por lo que existe una mayor contaminacion

microbiana.

Asi mismo, en una investigacion realizada por Basualdo, Castro, Diaz,
Gomez y Ugnia (2018) donde se determiné la inocuidad en ensaladas de
hortalizas minimamente procesadas listas para el consumo, se encontraron
niveles altos de coliformes totales en las muestras estudiadas a pesar de que
las ensaladas estaban en diferentes tipos de empaques y presentaciones, por
lo que concluyeron que no habia diferencia significativa entre el tipo de

empaque y la contaminacion por coliformes totales.

Es importante también mencionar que, en un estudio desarrollado por
Antillén y Arias-Echadi (2000) en Costa Rica, donde se evalu6 la calidad
microbiolégica de ensaladas servidas tipo buffet provenientes de diferentes
hoteles de 4 y 5 estrellas, desafortunadamente los resultados demostraron la
presencia de Salmonella spp. en dos muestras de ensalada tipo rusa, el 70 %
de las muestras presentaron coliformes fecales en ensaladas servidas en
barras superando los limites establecidos del NMP/g y en cuanto a S. aureus
dos muestras superaban el limite para platos servidos. El estudio menciona
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que existen errores importantes en la higiene tanto de los alimentos como de
los manipuladores, tal como lo denota el recuento de coliformes, algo que

afectaria especialmente a los turistas y demas consumidores.

Incluso, en Venezuela un estudio realizado por Gomez et al. (2018)
donde se determind la calidad microbioldgica de ensaladas crudas que se
expenden en puestos ambulantes, el analisis para Salmonella spp. evidencio
que el 26.66 % (4 de 15 establecimientos en estudio) de las muestras
resultaron positivas, estableciéndolas como ‘insatisfactorias’ segun lo
estipulado en la norma Minsa/Digesa-v.591 que enfatiza la ausencia de
Salmonella spp. en este tipo de alimento.

Ademas, La Red Canaria de Vigilancia Epidemiologica (2015) publicé
un informe con resultados de brotes de toxiinfeccion alimentaria (TIA) en la
comunidad autonoma de Canarias entre el afio 2008 y 2015 mostrando que
el 1.4 % de los casos esta relacionado a la salmonelosis por el consumo de
ensaladas, hortalizas y verduras.

2.6 Requisito microbiolégico
En la Tabla 1 se describe los requisitos microbiologicos para los
alimentos preparados de consumo humano que no cuentan con tratamiento

térmico, segun descritos en la norma Peruana “MINSA”.

Tabla 1. Requisitos microbioldgicos para ensaladas frescas

Milite por g o mL

Agente microbiano Categoria Clase n c¢ o M

Aerobios mesdfilos (*) 2 3 5 2 10° 10°
Coliformes 5 3 5 2 10° 10°
Staphylococcus aureus 7 3 5 2 10 102
Escherichia coli 5 3 5 2 10 102
Salmonella spp. 10 2 5 0 Ausencia/25g -

(*) No procede para el caso de yogurt de fabricacion casera

Fuente: MINSA (2008, p.20)
Elaborado por: La Autora
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Donde:

n: unidades de muestra que se seleccionan al azar.

c: numero permisible de muestras que pueden presentar valores
microbianos entre my M.

m (minuscula): limite microbiolégico que acepta o rechaza una muestra.
M (mayuscula): valores mayores que “M” son rechazados, representan un
peligro para la salud (MINSA, 2008).

2.7 Normas para el control de calidad e inocuidad

2.7.1 HACCP.

El sistema HACCP (Analisis de Puntos Criticos de Control y Riesgos)
fue desarrollado principalmente con el fin de brindar alimentos seguros a los
astronautas de la NASA, y actualmente es un programa muy amplio que se
emplea en las industrias alimentarias de cualquier tipo. El objetivo principal es
garantizar la seguridad del producto, aspecto basico para brindar un alimento
de calidad (Carrefio y Camacho, 2016, p.146).

El sistema HACCP se basa en 7 principios basicos que hacen que su
funcionamiento sea efectivo para asegurar la inocuidad de los alimentos;

Apaico (2017) clasifica los principios en los siguientes:

* Anadlisis de peligros e identificacion de medidas preventivas
* |dentificacion de los puntos criticos de control PCC

* Establecer los limites criticos de control

* Establecer un sistema de vigilancia de los puntos criticos

» Establecer las medidas correctivas

» Establecer un sistema de verificacion

* Crear un sistema de documentacion o registro
La OIRSA (2016) determina que aquellas personas participantes en la

produccion de alimentos y plantas de proceso, deban utilizar el sistema
HACCP como instrumento para evaluar los peligros y establecer sistemas de
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control centrados en la prevencion de las ETA, o por la normativa de cada
pais y requieran de un sistema HACCP, deben estar comprometidas en la
implementacion del sistema, sus principios y la elaboracion del plan.

2.7.2 BPM (Buenas Practicas de Manufactura).

La Agencia Nacional de Regulacion Control y Vigilancia Sanitaria
(ARCSA) (2015) define a las BPM como, el conjunto de medidas preventivas
y practicas generales de higiene en la manipulacion, preparacion, elaboracion,
envasado y almacenamiento de alimentos para consumo humano, con el
objetivo de garantizar que los alimentos se fabriquen en condiciones sanitarias
adecuadas y se disminuyan asi los riesgos potenciales o peligros para su
inocuidad. (p.4)

Por otro lado, las buenas practicas de manufactura también cumplen el
deber de mantener la higiene del personal, controlar enfermedades de los
mismos, influir en habitos personales de aseo y las practicas operativas. Por
tal motivo, es imprescindible que las empresas que comercializan alimentos
mantengan controles de salud de los empleados para evitar la contaminacion

y garantizar alimentos inocuos (Gaibor, 2015).

Las buenas practicas de manufactura ayudan a mantener una correcta
manipulacion de los alimentos en cada una de las operaciones de la cadena
alimentaria, tratando de mantener la higiene en cada paso y etapa del proceso
para evitar contaminacion cruzada y que se mantenga el principio de ‘marcha
hacia delante’. Ademas, las BPM son un gran punto de apoyo para la
implementacion del sistema HACCP o cualquier otro sistema sobre calidad e

inocuidad alimentaria (Pacheco, 2017).

2.7.3 POES.

El mantener la higiene en una planta procesadora de alimentos es una
condicion esencial para asegurar la inocuidad de los productos que alli se
elaboren. Una manera eficiente y segura de llevar a cabo las operaciones de
saneamiento es la implementacién de los Procesamientos Operativos

Estandarizados de Saneamiento (POES). Estos procedimientos describen los
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meétodos de saneamiento diario a ser cumplidos por el establecimiento y son
aplicados antes, durante y después de las operaciones de elaboracion
(Acosta, 2008, p.154).

Poner en practica los POES y las BPM establece un punto de partida
para el disefo e implementacion del sistema HACCP. Robles (2010) establece
los beneficios de la adopcion de este tipo de procedimientos:

* Procedimientos detallados para las practicas de saneamiento en
planta.

» Evitar contaminaciones fisicas, quimicas o biolégicas

* Ofrecen una planificacion previa para asegurar la aplicacién de
las acciones correctivas.

* Provee herramientas de capacitacion a los empleados

* Compromiso de todo el personal de planta con la inocuidad a los

clientes y entes supervisores externos.

2.8 Técnicas para analisis microbiolégicos

2.8.1 Siembra en superficie.

Este método se basa en distribuir la muestra sobre una superficie de
medio de cultivo preparado que luego se incubara dependiendo el tiempo y
temperatura del microorganismo y permitira obtener una seria de colonias
visibles y contables que arrojara un recuento de microorganismos

determinados en la muestra analizada (Gamboa, 2015a).

2.8.2 Siembra en profundidad.

La siembra por profundidad se basa en primero adicionar en una caja
Petri un volumen determinado de muestra y posteriormente se vierte el medio
de cultivo fundido a 45 ° C, que al solidificarse el agar los microorganismos
quedan inmovilizados y se desarrollan como colonias visibles después de la
incubacion (recuento de microorganismos en la muestra) (Comba, Pérez y
Vanegas, 2015, p.89).
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2.8.3 Compact Dry.

En el Grafico 1 se muestra la placa Compact Dry, cuyo procedimiento
en este tipo de placa establece el numero de microorganismos presentes en
una muestra. Las placas Compact Dry vienen preparadas con el medio de
cultivo segun el microorganismo que se desea analizar. Tienen un sistema
sencillo de uso, el mismo que consiste en utilizar 1 mL de muestra sobre la
placa, se homogeniza e incuba para luego realizar el proceso de observacion

en un cuenta colonias (MicroPlanet, 2019).

Grafico 1. Placa Compact Dry.
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Fuente: Hyserve (2010)

2.8.4 Petrifilm.

En el Grafico 2 se muestra la placa Petrifilm. Este tipo de placas estan
compuestas por una lamina delgada de medio de cultivo. Ademas se recubren
por una pelicula de polipropileno para atrapar el gas que producen las
bacterias. También tienen una cuadricula para facilitar el recuento de las ufc.
Estas placas vienen disefiadas para recuento de aerobios mesdfilos,
coliformes, Escherichia coli, mohos y levaduras (Gamboa, Garcia, Hernandez
y Rodriguez, 2005, p.141).
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Grafico 2. Placa Petrifilm 3M

-

Fuente: 3M (2020)

En la Tabla 2 se presentan las ventajas y desventajas entre el uso de
métodos tradicionales y las placas Petriflm para la siembra de
microorganismos. El método Petrifilm sera conveniente a utilizar en la parte
experimental para realizar los analisis microbiolégicos a las muestras de

ensaladas.

Tabla 2. Ventajas y Desventajas de placas Petrifilm

Método Petrifilm Métodos tradicionales

No requiere de preparacion
de material, placas listas para  Ayudan a comprender los

Ventajas usarse, no requiere de equipo  microorganismos y para fines

especializado, método académicos son buenos.

estandarizado, bajo costo.

Tienen tiempo de vida . .
. . Métodos muy laboriosos,
relativamente corto y si no se

tiempo de incubacion largos e

Desventajas tienen los cuidados
) interferencia de organismos
necesarios se pueden o
. antagonicos.
contaminar.

Fuente: Arones (2019)
Elaborado por: La Autora

Cabe mencionar que en un estudio realizado por Muguruza (2019)
sobre la evaluacion microbioldgica de alimentos en una feria gastrondmica en
Peru, para analizar microbiolégicamente los alimentos sin tratamiento térmico
del lugar se utilizé la técnica de siembra en placas Petrifilm para E. coli,
coliformes totales, S. aureus y aerobios mesodfilos siguiendo los Métodos
Oficiales de la AOAC. De esta manera, los resultados obtenidos en el estudio
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fueron validos para hacer recuentos y poder evaluar la calidad de este tipo de

alimento.

Del mismo modo en Colombia, un estudio realizado por Cordero,
Martinez y Vera (2014) sobre la relacion de las ETA y los microorganismos
causantes en un terminal de transporte de Cucuta, se utilizaron las placas
Petrifilm para determinar la presencia de E. coli, técnica por la cual se pudo
constatar la presencia de colonias de Escherichia coli en el 50 % de las
bebidas especificamente y también se identificaron colonias de coliformes.

Asi mismo, en la ciudad de Guayaquil un estudio realizado por Carpio
(2017) para determinar indicadores entéricos Salmonella, Shigellay E. Coli en
Lactuca sativa que se expende en los mercados municipales: Central y
Sauces IX, para el caso de la deteccion de E. coli se utilizd la técnica del
Petrifilm segun la AOAC meétodo oficial 991.14. Como conclusién del estudio,
los analisis microbioldgicos presentaron presencia de colonias de E. coli en
todas las muestras tomadas de los dos diferentes mercados, pero

encontrandose éstas dentro de los limites permitidos.

De la misma manera Arosquipa (2014) en un estudio sobre “Calidad
Microbiolégica de los alimentos preparados sin tratamiento térmico por el
programa de complementacion alimentaria de los Comedores pertenecientes
al Distrito Coronel Gregorio Albarracin de la Ciudad de Tacna”, se obtuvieron
recuentos para Escherichia coliy Staphylococcus aureus utilizando la técnica
de siembra en placas petrifilm, siguiendo los métodos de la AOAC 911.14 para
E. coli y método de la AOAC 2003.07 para S. aureus, por consiguiente, el
estudio consiguio evaluar la calidad microbiolégica de los alimentos con los
resultados obtenidos mediante el uso de esta técnica.

Existen varios métodos para poder realizar los analisis microbiologicos
a los alimentos y obtener diversidad de resultados certeros. El objetivo de
estos meétodos, es determinar la calidad microbiolégica, detectar malas
practicas de higiene, encontrar puntos criticos y de riesgo. Cada pais

mantiene normas de analisis en alimentos muy similares, ya que se mantienen

22



las practicas de laboratorio globalizadas. Las normas INEN en el Ecuador, por
ejemplo, describen desde el inicio de la practica, involucrando la toma de
muestras, la preparacion de la misma, esterilizacion de materiales,
procedimientos a seguir, hasta los requisitos microbiolégicos para cada
producto alimenticio (Gamboa, 2015b).
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Ubicacion del ensayo

El Grafico 3 muestra la ubicacion del Laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Educacién Técnica para el Desarrollo de la Universidad
Catolica de Santiago de Guayaquil, ubicada en la avenida Carlos Julio
Arosemena Tola km 1 %2 via a Daule, en el cantén Guayaquil, provincia del
Guayas, donde se desarrollaran los diferentes analisis microbioldgicos.

Grafico 3. Ubicacion del trabajo practico
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Fuente: Google maps (2020)

3.2 Condiciones climaticas

Segun la informacion provista por la pagina Climate-Date.org (2020), la
temperatura media anual en Guayaquil se encuentra a 25.7 °C, siendo Abril
el mes donde la temperatura llega hasta 31 °C, siendo Agosto el mes mas frio
y seco con temperaturas de hasta 19 °C y 0 mm de precipitacién. La mayor
cantidad de precipitaciéon ocurre en Marzo, con un promedio de 199 mm.

3.3 Ubicacién geografica de la poblacion de estudio

En el Grafico 4 se muestra un mapeo de los centros comerciales que
estan ubicados en la zona norte de la ciudad de Guayaquil. En el mapa se
han sefialado a los centros comerciales con el simbolo de una estrella y una

numeracion del 1 al 14.
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Grafico 4. Ubicacion de Centros Comerciales
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1. Rio Centro Ceibos 8. PlazaQuil
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5. Las Vitrinas 12. City Mall
6. Policentro 13. La Rotonda
7. San Marino 14. Rio Centro Norte

Elaborado por: La Autora.

3.4 Poblacion

En las Tablas 3, 4 y 5 se han clasificado los centros comerciales de la

zona norte de la ciudad de Guayaquil en una primera y segunda parte,
respectivamente, seguido de un listado de los locales de comida que
comercializan ensaladas frescas. Cada una de las Tablas contienen siete
centros comerciales con los respectivos locales de comida, en total son 14

centros comerciales y 142 locales de comida que comercializan ensaladas.
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Tabla 3. Lista de locales de comida (primera parte)

C. Alban Aventur Garzocentro Mall del Plaza Plaza Plaza
C Borja a Plaza Sol Mayor Quil Triangulo
Bandejitas American Plaza Dalce
1 Benchos Gril El Chef Deli Café Almadraba Gusto
Bobby El toque Bossa
2 COTI Miles Ecuador Buffalos Zollers Café
Cocina
3 Dragon Che Elbita Burger del Tio
Dorado Marcelo King
Bolo
Coffee
4 Italian Deli Eddy’s Filippo Cajun and
Lunch
5 Jugos y Jalapefio  Green Beers Casa Res D’Picar
Frutas
6 Monster Linea de Charros Guayaco’
Fries Mar Express s Friends
Tacos Chop
7 Californianos Mofongos Chops KFC
8 Trinchete Nostrum Dolce
Incontro
Don
9 Perucho Camarén
Pique y
10 Pase El Corral
1 Sefor El
Cangrejo Espanol
12 Tarantella El Torito
13 Wingers Flagers
14 Freshii
15 Go Green
Il Capo di
16 Mangi
Italian
17 Deli
18 KFC
19 Little Italy
20 Mayflower
Mc
21 Donalds
22 NOE
Sol de
23 Manta
Sports
24 Planet
25 Subway
Texas
26 Chicken
Todo
27 Tipico

Elaborado por: La Autora
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Tabla 4. Lista de locales de comida (segunda parte)

. San Las RioCentro .. RioCentro La
C.C Policentro Marino Vitrinas Ceibos City Mall Nortre Rotonda
1 BurgerKing AKAI Alameda 5 p American i El Iméan
Peru Deli
2 El Dolar Amfarlcan Bombay Cajun Cajun Carls jr. Mathan
Deli Masala
La Cebiches Rincon
3 El Espafiol  Buffalos Carls jr. dela Chilis Tipico
Fogata o . .
Ruminahui Carmita
. . Burger o - Chop Sazoén
4 Italian Deli King Chilis El Espafiol Chops 593
. Chop El Comidas
5 Cajun Chops Sabroson  de Victor
6 Casa Res Dolce El Torito  D'Lefia
Incontro
Cebiches
7 dela El Espafiol Gogreen KFC
Ruminahui
Chop La tablita
8 Chops Go green GUS del Tartaro
- Il Capo di
9 El Espafiol . KFC Mar Azul
Mangi
10 Fridays KFC KOBE Mayflower
La tablita La parrilla Menestras
" Go Green del Tartaro de Sol del Negro
Gourmet La tablita
12 : Mayflower  del
Deli
Tartaro
Il Capo de Mc
13 Mangi Mc Donalds Donalds
Puerto Menestras
14 KFC Moro del Negro
Sol de
15 Mayflower Subway Manta
Mc .
16 Donalds Taco Way  Tijuana
17 Menestras Tierra
del Negro Santa
18 NOE Top Ribs
Segundo
19 Muelle
20 Signori
Sports
21 Planet
22 Subway
Tablita del
23 Tartaro

Elaborado por: La Autora
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Tabla 5. Resumen Tablas 3y 4

Numero de locales de
Centro Comercial (C.C)

comida
1. Alban Borja 8
2. Aventura Plaza 13
3. Garzocentro 5
4. Mall del Sol 27
5. Plaza Mayor 2
6. PlazaQuil 7
7. Plaza Triangulo 1
8. Policentro 4
9. San Marino 23
10. Las Vitrinas 3
11. RioCentro Ceibos 18
12. City Mall 16
13. RioCentro Norte 11
14. Rotonda 4
TOTAL
14 142
Centros Comerciales Locales de Comida

Elaborado por: La Autora.

Criterio de inclusion: Todo local de comida que comercialice ensaladas
frescas o incluya ensaladas frescas en el plato (alimento vegetal sin

tratamiento térmico).

Criterio de exclusion: Todo local de comida que no comercialice
ensaladas frescas o no incluya ensaladas frescas en el plato (alimento vegetal

con tratamiento térmico).

3.5 Muestra.
Para la determinacién del tamafo de la muestra se utilizé la formula
para poblaciones finitas publicada por Sampértegui (2016) en su estudio sobre

evaluacion de calidad microbiolégica en ensaladas frescas.
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N*Zz*p*q*
S d?x(N—-1)+Z2xpxq

n

Donde:

N: poblacion

z: nivel de confianza 1.96

p: probabilidad a favor 0.5
g: probabilidad en contra 0.5
d: precision 0.05

Para este caso N es igual a 142 que representa el numero total de
establecimientos que comercializan ensaladas vegetales en los distintos
centros comerciales del norte de la ciudad de Guayaquil. Por lo que:

B 142 % 1.96% % 0.5 = 0.5 *
©0.052% (142 —1) + 1.962 0.5 % 0.5

n

n = 103.87 = 104

El estudio presenta un tipo de muestreo probabilistico; el resultado de
la ecuacion es de 104 locales de comida, los cuales mediante un muestreo
aleatorio simple seran seleccionados entre los 14 centros comerciales, para

luego tomar de la misma forma aleatoria las muestras de ensaladas.

Para el presente estudio se ha establecido una clasificacién equitativa

del numero de muestreos por cada uno de los locales de comida.

La Tabla 6 muestra el numero de locales de comida que seran
evaluados en cada centro comercial. Para este caso ‘m’ es el numero de
locales que seran considerados para la toma de muestras, valor que fue
ajustado a 8 debido a que 7 en el global, representa 98, el cual es menor a
104.
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Tabla 6. Numero de locales de comida (m) por centro comercial

Centros Locales

n m
Comerciales de comida
14 142 104 7.42=8

m= locales de comida/centros comerciales

Elaborado por: La Autora.

3.6 Variables

Las variables en estudio seran:

* Dependiente: calidad microbiolégica de las ensaladas frescas de
vegetales.

* Independiente: ufc (Unidades Formadoras de Colonias, basados
en las Norma MINSA 071 XV: alimentos preparados, subgrupo
XV.1).

En la Tabla 7 se establece la clasificacion de las variables.

Tabla 7. Clasificacion de variables

Definicion de Dimension de Indicador Instrumento
variables variables
Aerobios
. Unidades mesofilos, E. coli, Presenciay
Independiente: ) Contador de
formadoras de  coliformes, recuento de )
ufc . ) ) colonias
Colonias S.aureusy microorganismos

Salmonella spp

Grado de Limites
Dependiente: o Norma
cumplimiento Cantidad de permisibles para
Calidad . ) ) MINSA
i de requisitos microorganismos cada
microbiologica ) o ) ) NO71
microbiolégicos microorganismo

Elaborado por: La Autora

3.7 Tipo de estudio y enfoque
El disefio de la investigacion es no experimental debido a que las
variables no son modificadas bajo ninguna condicidn para realizar el estudio,

es decir, no hay tratamientos (Sousa, Driessnak, Costa, 2007).
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La presente investigacion tiene un enfoque cuantitativo, lo que permite
medir variables por medio de datos numeéricos y cuenta con un disefio
apropiado para de esta manera apoyar a la hipdtesis de investigacion
(Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014).

El nivel de investigacion del presente trabajo es descriptivo, ya que
mediante los analisis microbiologicos se describe y analiza la calidad de las
ensaladas frescas de vegetales (Morales, 2010).

El tipo de la investigacion es de campo, debido a que las muestras se
toman directamente de los locales de comida de los centros comerciales del
norte de la ciudad de Guayaquil. Ademas, es una investigacion observacional,
ya que no se realizan manipulaciones en las variables y es transversal porque
se recolectan las muestras en un unico momento (Muggenburg y Pérez,
2007).

3.8Plan de Muestreo

Se tomaran las muestras de ensaladas de los locales de comida con
los cuidados de sanidad (bioseguridad) necesarios para evitar
contaminaciones. La muestra se envasara en bolsas de plastico con cierre y
se etiquetara de manera que sea imposible remover el contenido, el cual para

el estudio indicara lo siguiente:

e |Local de comida
e Centro comercial

e Fecha

Se recolectara la muestra en las mismas condiciones de venta del

alimento segun el local de comida.

En un periodo de 6 meses se hara la toma de las muestras de las
ensaladas de vegetales de los diferentes locales de comida.
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Las muestras seran conservadas en una hielera de foam manteniendo
una temperatura de 0 a 5 °C para ser trasladadas al laboratorio y realizar el

analisis por triplicado de manera inmediata.

3.9 Materiales
* Bolsas plasticas con cierre
* Marcadores
* Hielera de foam
* Guantes
* Mascarillas
*  Mandil
* Cofia
* Placas Petrifilm 3M para aerobios mesofilos, coliformes y E. coli, S.
aureus 'y Salmonella
* Balanza o gramera
* Pipetas
* Vasos de precipitacion
* Incubadora
* Autoclave
* Contador de colonias
* Alcohol

* Materiales esenciales de laboratorio

3.10 Registro y analisis de resultados microbiolégicos

En las Tablas 8, 9, 10, 11 y 12 se registraran los resultados de los
analisis microbiologicos para cada microorganismo. Luego los resultados
seran analizados utilizando estadistica descriptiva usando el software Infostat
para el calculo del analisis de la varianza y medias aplicando la prueba Tukey
se fijara un nivel de confianza del 95 % y un margen de error de 0.05,
presentando los resultados en tablas y graficos de barras.

Los resultados obtenidos de los analisis microbiolégicos seran
evaluados mediante los parametros establecido por la NTS N° 071-
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MINSA/DIGESA-V.01, por motivo de que las Normas Técnicas Ecuatorianas
INEN no cuentan con una especificaciéon de criterios microbiolégicos para

ensaladas.

Tabla 7. Registro de resultados Aerobios mesoéfilos

Aerobios
Centro Muestra Analisis Cumple/No
mesofilos Promedio
comercial (Local) (A,BoC) cumple
ufcl/g

Elaborado por: La Autora

Tabla 8. Registro de resultados coliformes

Centro Muestra  Analisis coliformes. Cumple/No
comercial (Local) (A,BoC) Ufclg cumple

Promedio

Elaborado por: La Autora
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Tabla 9. Registro de resultados E. coli

Muestra Analisis E. coli Cumple/No
Centro comercial Promedio
(Local) (A,BoC) ufclg cumple

Elaborado por: La Autora

Tabla 10. Registro de resultados para Staphylococcus aureus

Muestra  Analisis S. aureus Cumple/No .
Centro comercial Promedio
(Local) (A,BoC) ufcl/g cumple

Elaborado por: La Autora

Tabla 11. Registro de resultados para Salmonella spp.

Centro Muestra Andlisis Salmonella spp. Cumple/No
Promedio
comercial (Local) (A, B o C) Presencia/Ausencia cumple

Elaborado por: La Autora
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3.11 Procedimientos para siembra en placas Petrifilm

El analisis microbiolégico se realizara mediante la metodologia
establecida por la AOAC (Asociacion de Quimicos Agricolas Oficiales)
detallada en las guias de uso de placas Petrifilm 3M™ para cada uno de los
diferentes tipos de microorganismos, donde también contiene la guia de
interpretacion de resultados.

Con los resultados que se obtendran se verificara si las muestras se

encuentran dentro de los limites de la norma Peruana “MINSA”.

Antes de realizar las siembras en las placas se debera limpiar el area
de trabajo con alcohol al 70 % y se mantendra prendido el mechero bunsen
cerca del area de la manipulacion durante todo el proceso de las siembras en
las placas; el uso de mascairillas, cofias, mandiles y guantes es indispensable
para el momento de realizar el trabajo de laboratorio.

El Grafico 5 muestra los pasos para sembrar microorganismos segun
el método de placas petrifilm 3M para aerobios mesdfilos, E. coli, coliformes y

S. aureus.

Grafico 5. Pasos para la siembra en placas Petrifilm 3M

Fuente: 3M (2017)
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3.11.1 Siembra de Aerobios mesofilos.
Para esta técnica se utiliza el Método Oficial AOAC 990.12 (2002) en el
que se detallan los siguientes pasos:

* Se Preparara una dilucion de 1:10 de muestra de ensalada (la
preparacion de una dilucion 1:10 se hara con 11 g de muestra y
99 mL de diluyente estéril). Se pesaran 25 g de muestra en un
recipiente adecuado, como una bolsa Stomacher, una botella de
dilucién o cualquier otro contenedor estéril apropiado.

* Se adicionara agua de peptona al 0.1 %

* Mezclar u homogenizar la muestra con movimientos
horizontales.

* Se colocara la Placa Petriflm en una superficie plana y se
levantara la lamina superior.

* Con una pipeta se colocara 1 mL de dilucion de muestra en el
centro de la cuadriculada inferior.

* Se soltara lentamente la pelicula superior y dejar que caiga sobre
la dilucion evitando formar burbujas de aire.

* El dispersor se colocara sobre la lamina superior cubriendo toda
la muestra. (Lado rugoso hacia abajo).

* Luego se presionara el dispersor suavemente sin girarlo ni
deslizarlo, asi se distribuye la muestra.

* Se retirara el esparcidor para dejar solidificar el gel por 1 minuto
y luego se procedera a la incubacion.

* Se incubaran las placas cara arriba en pila de no mas de 20
piezas por 48 + 3 horas a 35 °C + 1 °C.

* Se contaran las colonias inmediatamente después de la

incubacion utilizando un contador de colonias estandar.

Revisar el Anexo 1 para la interpretacion de los resultados de aerobios

mesofilos.
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Consultar el Anexo 2 si los resultados de aerobios mesdfilos presentan

colonias muy numerosas para contar.

Revisar Anexo 3 si los resultados para aerobios mesofilos presentan

licuefaccion del gel y particulas de producto.

3.11.2 Siembra de coliformes y E. Col..
Para esta técnica se utiliza el método oficial AOAC 991.14 (2002) en el

que se detallan los siguientes pasos:

coli.

Se preparara una dilucion de la muestra de alimento. Se pesaran
11 g de muestra y se adicionaran 99 mL de agua de peptona al
0.1 en un recipiente adecuado, como una bolsa Stomacher, una
botella de dilucion o cualquier otro contenedor estéril apropiado.
Se mezclara u homogenizara la muestra mediante los métodos
usuales.

Se colocara la Placa Petrifilm en una superficie plana y levantar
la lamina superior.

Con una pipeta se colocara 1 mL de la muestra en el centro de
la lamina inferior.

Con cuidado colocar la lamina superior sobre el inéculo

Se distribuira la muestra presionando suavemente en el centro
del dispersor (lado liso hacia abajo).

Se dejara solidificar el gel por 1 minuto

Las placas se incubaran cara arriba en grupos de no mas de 20
piezas por 24 + 2 horas a 35 °C + 1 °C.

Se contaran las colonias inmediatamente después de la

incubacion utilizando un contador de colonias estandar.

Revisar Anexo 4 para la interpretacion de resultados de coliformes y E.
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Revisar el Anexo 5 para comparar los resultados de recuento de
coliformes y E. coli

Consultar el Anexo 6 para interpretar los resultados de coliformes y E.
coli si se presentas colonias Muy Numerosas Para Contar (MNPC).

Revisar el Anexo 7 si los resultados presentan burbujas después de la

siembra.

3.11.3 Siembra de Staphylococcus aureus.
Para esta técnica se utiliza el método oficial AOAC 2003.07 (2006) en
el que se detallan los siguientes pasos:

* Se preparara una dilucion de la muestra con 11 g de muestra y
99 mL de agua de peptona al 0.1 % y se colocaran en un
recipiente adecuado, como una bolsa Stomacher, una botella de
dilucién o cualquier otro contenedor estéril apropiado.

* Se mezclara u homogenizara la muestra mediante los métodos
usuales.

* La placa Petrifilm se debera colocar en una superficie plana y
nivelada, levantar lamina superior e inocular 1 mL de la muestra
en el centro de la lamina inferior.

* Cuidadosamente se deja caer la lamina superior en el inoculo.

* Distribuir la muestra presionando suavemente con el esparcidor,
retirarlo y dejar solidificar el gel.

* Seincubaran las placas a35°C+1037°C+1 °Cpor24+2
horas en pilas de no mas de 20 unidades.

* Se contaran las colonias con un contador de colonias estandar,

observar solo colonias coloreadas rojo-violeta como S. aureus.

En el caso de que se presenten colonias de colores diferentes ademas

del rojo-violeta, se utilizara el Disco Petrifilm Staph Express:
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* Se insertara el disco en medio de las laminas de la placa

* Se aplicara una ligera presion en el area del disco deslizando
con el dedo, garantizando el contacto uniforme.

* Se llevara a incubacion posicion cara arriba en pila de no mas
de 20 placas por 3horasa35+1°C637+1 °C

* Se contaran las zonas rosadas aunque no presenten colonias

Revisar Anexo 8 para la interpretacion de los resultados de

Staphylococcus aureus.

Ver anexo 9 para la interpretacion de los resultados de S. aureus con

el uso del disco.
3.11.4 Siembra de Salmonella spp.
El Grafico 6 muestra los procedimientos para el enriquecimiento de la

muestra previo a la siembra de Salmonella en la placa Petrifilm.

Grafico 6. Pasos para el enriquecimiento de muestra

Fuente: 3M (2014)

Para esta técnica se utiliza el Método Oficial AOAC 2014.01 (2014) en

el que se detallan los siguientes pasos:

a) Enriquecimiento de la muestra
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* Se pesaran 37 g de 3M™ Enriquecimiento base para Salmonella y se
agregaran en 1 L de agua destilada, se mezclara hasta uniformar y
llegar a la dilucion total (para mejores resultados se debera seguir el
procedimiento segun el prospecto del producto).

+ Luego se pesaran 50 mg de 3M™ Suplemento para Enriquecimiento
base para Salmonella y se dejara temperar el suplemento de 20 °C
hasta llegar a 24 °C finalmente se agregard el Suplemento al
Enriquecimiento base y se homogenizara mezclando vigorosamente.

* De la muestra se pesaran 25 g en un recipiente adecuado, como una
bolsa Stomacher, una botella de dilucién o cualquier otro contenedor
estéril apropiado y se agregaran 225 mL del enriquecimiento para
Salmonella previamente preparado.

* Se homogenizara la muestra con movimientos horizontales

* Las muestras enriquecidas se incubaran a 41.5 + 1 °C durante 18 a 24
horas.

* Transferir 0.1 mL a 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (R-V R10)
(revisar prospecto del producto para preparacion y otras indicaciones).

* Incubar a 41.5°C de 8 a 24 horas

b) Hidratacion de placas Petrifilm.

En el Grafico 7 se muestran los procedimientos para la hidratacion de
la placa Petrifilm previo a la incubacién.

Grafico 7. Pasos para la hidratacion de placa Petrifilm 3M

Fuente: 3M (2014)

 Se usara agua destilada para hidratar las Placas 3M™ Petrifilm SALX.
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+ Se colocara la Placa 3M™ Petrifilm sobre una superficie nivelada y
plana.

* La pelicula superior se levantara y con la pipeta en posicion
perpendicular se distribuiran 2 mL + 0,1 mL de agua destilada en la
lamina inferior y bajar la lamina superior suavemente.

* Se presionara ligeramente con el dispersor para distribuir el diluyente
de manera uniforme, se debe esparcir la dilucion por toda el area de
crecimiento de la placa Petrifilm antes de que se forme el gel. No se
debera deslizar el difusor a través de la pelicula.

* Se retirara el dispersor mantener la placa intacta durante al menos
1 minuto.

* Se mantendra la placa Petrifilm sobre la superficie plana 1 hora a
temperatura ambiente (20 °C - 25 °C / < 60 % humedad relativa) sin
exponerla a la luz para que se forme el gel.

c) Siembra en placas Petrifilm 3M para Salmonella.

En el Grafico 8 se muestra el Asa de 10 uL que se utiliza para tomar

el volumen adecuado para sembrar por estriado en la placa.

Grafico 8. Asa de 10 pL

Fuente: 3M (2014)
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En el Grafico 9 se muestran los pasos para sembrar Salmonella en la

placa Petrifilm con el uso del Asa.

Grafico 9. Pasos para la siembra de Salmonella en placa Petrifilm 3M

uente: 3M (2014)

* Se usara un asa estéril de 10 £ yL para extraer muestras

* Selevantara lalamina de la placa y se realizara la siembra por estriado
sobre el gel haciendo una linea para obtener colonias aisladas.

* Se bajara la lamina superior suavemente para cerrar la placa Petrifilm.
Y se aplicara una leve presiéon de barrido para remover cualquier
burbuja de aire.

* Seincubaran las placas a 41.5 °C = 1 °C durante 24 + 2 horas en pilas
de no mas de 20 unidades.

* Con un marcador permanente de punta ultra fina se encerraran en un
circulo al menos cinco colonias positivas presuntivas en la lamina
superior de la placa (colonias color rojo a marrén con una zona amarilla
0 una burbuja de gas o ambas).

* De las placas marcadas, se levantara la lamina superior y se insertara
el disco de confirmacion girandolo sobre el gel y evitar atrapar burbujas
de aire. Se cerrara la lamina superior y con movimientos suaves de

barrido se aplicara presion para remover burbujas de aire.
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* Seincubaran las placas con el disco a 41.5 °C + 1 °C por 4 — 5 horas
* Se retiraran las placas de la incubadora y se procedera a leer los
resultados. La concentracion sera solo en las colonias marcadas en el

circulo.

Ver Anexo 10 para la guia de interpretacion de resultados de la siembra
de Salmonella en placas petrifilm 3M.

Ver Anexo 11, Anexo 12 y Anexo 13 para verificar resultados de la
siembra en placa Petrifilm para Salmonella.
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4 RESULTADOS ESPERADOS
4.1 Académico
La investigacion podra brindar informacién sobre la microbiologia en
alimentos, la importancia sobre las normas de calidad, brindara informacion
sobre otros estudios relacionados a la microbiologia en ensaladas y vegetales.
Ademas se conocera sobre nuevas tendencias en analisis microbioldgicos en

alimentos.

4.2 Técnico

El trabajo desarrollado ofrecera informacion para poder realizar analisis
microbiolégicos utilizando nuevas técnicas de siembra microbiologica.
Metodologia rapida que ayudara a futuras investigaciones sobre trabajos de
microbiologia para conseguir resultados a tiempo.

4.3 Econdmico
El trabajo determinara la calidad microbiologica de las ensaladas y
segun los resultados se esperara que estos cumplan con los requisitos para

evitar pérdidas de productos que no deberan ser comercializados.

4.4 Participacion Ciudadana

El trabajo desarrollado dara una explicacion de nivel microbiologico,
para demostrar la importancia de la buena conservacion y cuidados
indispensables en la manipulacién de alimentos y asi evitar su contaminacion.
Especialmente alimentos vegetales que son expendidos al publico en centros
comerciales. La participacion de los manipuladores de los alimentos es
indispensable, pues de ellos depende la sanidad de los mismos.

4.5 Cientifico

Para el desarrollo del trabajo de investigacion se utilizara un paquete
estadistico que ayudara a interpretar los valores como resultados del analisis
microbioldgico, para ser evaluados y de esta determinar la calidad de las
ensaladas expendidas dentro los locales de comida. Ademas, la metodologia

utilizada brinda informacién cientifica sobre le manejo y manipulacién de
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microorganismos, la toma de muestras y aspectos claves sobre los analisis

respectivos.

4.6 Tecnologico

Durante el trabajo de investigacion se utilizara la tecnologia que facilite
el proceso para realizar los analisis microbiolégicos. También, se utilizaran
sistemas para registrar datos y resultados para establecer un adecuado orden
de la informacion durante el proceso del trabajo. La aplicacion de las técnicas
de analisis descritas en el trabajo permitira direccionar nuevas investigaciones

en el ambito agroalimentario.

4.7 Social

Las personas del sector podran tener un conocimiento sobre lo que
conlleva tener una buena conservacion, manejo e higiene de los alimentos
para mantener la buena calidad de ensaladas que seran expendidas al

publico.

4.8 Ambiental

Durante el proceso de la investigacion se mantendran las precauciones
para evitar la contaminacion de las muestras y utilizar el material necesario
para los analisis de laboratorio. Es preciso indicar que los resultados que se
obtendran permitiran identificar los locales que realizan inadecuadamente el
manejo y control de la sanidad de los alimentos lo cual perjudica la salud de
los consumidores y por ende el desequilibrio del ecosistema.

4.9 Cultural

El trabajo brindara informacion que podra ser aplicada en cualquier
local de comida, o lugar que se manipulen alimentos para ser expendidos.
Ademas, ofrecera informacién sobre la importancia de las buenas practicas
de manufactura para evitar enfermedades y no perder la inocuidad de los
alimentos. Los resultados de la investigacion ademas permitiran fomentar un

cambio en la cultura alimenticia de la poblacién.

4.10 Contemporaneo
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La metodologia utilizada permitira dar un conocimiento a nuevas
técnicas de analisis microbiologicos y la facilidad que brindan las placas
Petrifilm. Ademas dara informacidén sobre como obtener resultados de manera
rapida y ordenada al momento de analizar resultados. Para de esta forma
incentivar a que se realicen mas trabajos sobre calidad microbioldgica en otros

alimentos de consumo diario.
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5 DISCUSION

Los alimentos comercializados en los locales de comida que no
mantienen los controles sanitarios adecuados presentan un riesgo de
contaminacion que puede perjudicar la salud publica. Es necesario que los
manipuladores de alimentos conozcan el problema de contaminacion
microbiana especialmente en los vegetales y tener la conciencia para lograr

mantener la calidad de los productos horticolas.

A nivel nacional, dentro de los ultimos cinco anos los estudios sobre
calidad microbiologica en ensaladas han podido demostrar resultados de
contaminacion microbiana para este tipo de alimentos clasificandolo como
alimento no apto para el consumo humano, tal es el ejemplo en la ciudad de
Ambato donde en un estudio realizado por Fiallos (2017), los resultados para
aerobios mesdfilos en todas las muestras de ensaladas excedieron los limites
permisibles de la normativa, por otro lado, en la ciudad de Guayaquil un
estudio realizado por Soto (2015) demostré la presencia de Staphylococcus
aureus en ensaladas frescas; en otras circunstancias, Sampértegui (2016) en
su estudio microbiologico realizado en la ciudad de Cuenca informé que el

15 % de las muestras estuvieron contaminadas por E. coli y coliformes.

Las ensaladas estan presentes en la mayoria de los platos de comida,
por tal motivo es necesario evaluar la calidad microbiologica de este tipo de
alimento, especialmente analizar las hortalizas antes de ser preparadas ya

que las ensaladas son de consumo crudo o minimamente procesadas.

A pesar de lo expuesto anteriormente sobre el lavado y desinfeccion de
las materias primas vegetales previo a su procesamiento, un estudio realizado
por Tolentino, Bailon y Avila (2015) demostrd en su investigacion que el 45 %
de las 60 muestras que fueron lavadas con agua insegura resultaron positivas
para la prueba de E. coli. De la misma manera el estudio realizado por Fiallos
(2017) pudo demostrar que los vegetales como la col blanca, el nabo, la

acelga, la lechuga y la espinaca superaron los limites de analisis
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microbiolégicos para enterobacterias tras haber sido tratadas con agua de

riego contaminada por microorganismos patdégenos.

Sin embargo, existen alternativas que han ayudado a reducir la carga
microbiana de materias primas vegetales, como en un estudio realizado por
Bonifaz (2015) donde pudo reducir cargas microbianas para aerobios
mesofilos, coliformes y E. coli en ensaladas listas para el consumo utilizando
agua de plata para tratar los vegetales previo a la preparacién de las
ensaladas y logré reducir las ufc para estos dos tipos de microorganismos.
Incluso Soto (2016) en su investigacion logré reducir la carga microbiana de
ensaladas frescas tras el uso de zumo de Citrus latifolia que hizo efecto en el
recuento de E. coli y aerobios mesofilos reduciendo el conteo de las ufc/g.

Cabe mencionar que la contaminacion microbiana de ensaladas puede
darse en cualquier tipo de establecimiento que se comercialicen, tal es el
ejemplo del estudio realizado por Antillon y Arias-Echadi (2000) donde en
hoteles de 4 y 5 estrellas se verificd la presencia de Salmonella spp. en
ensalada tipo rusa y el 70 % de las muestras presentaron coliformes fecales
en ensaladas servidas; otro ejemplo es el estudio de Cantu, Gonzalez y
Yeverino (2019) donde el 70 % de las muestras tomadas de restaurantes y
cafeterias superaron los limites para aerobios meséfilos y el 100 % de las
muestras superd el limite de coliformes fecales. En este mismo sentido,
Gomez et al. (2018) manifestaron que el 26.66 % de las muestras que se
expenden en puestos ambulantes resultaron positivas para Salmonella spp.

El estudiar las ensaladas frescas para evaluar su calidad
microbioldgica y darle una calificacion entre apta y no apta para ser consumida
por el humano, permite que se conozcan los riesgos que pueden intervenir en
la inocuidad. De esta manera, los manipuladores, especialmente los que
laboran en locales de comida podran conocer la importancia de aplicar las
buenas practicas de manufactura, de mantener la higiene personal y mantener

la limpieza del area de manipulacion, equipos y utensilios.
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Por otro lado, los métodos para determinar la presencia de
microorganismos en los alimentos se han actualizado y han podido facilitar los
procesos de siembra microbioldgica, especialmente si se los necesita para
una gran cantidad de analisis. Tal es el caso de las placas Petrifilm 3M, un
meétodo actual donde la placa ya viene lista solo para sembrar y hacer un
trabajo rapido, salvo de algunas donde si necesita una previa preparacion de
la muestra. Sin embargo, es un método que ha ayudado a los analistas para
hacer un trabajo de manera rapida.

En un estudio realizado por Muguruza (2019) sobre evaluacion
microbioldgica de alimentos expendidos en una feria gastrondmica, se empled
el método de siembra en placas Petriflm 3M para analizar alimentos sin
tratamiento térmico y determinar la presencia de E. coli, coliformes totales, S.
aureus y aerobios mesofilos. Con un total de 40 muestras el estudio logro
obtener los resultados para determinar la conformidad o no conformidad de
este tipo de alimentos. Del mismo modo, en una investigacion realizada por
Arosquipa (2014) sobre calidad microbiolégica en Peru, se procedié a
implementar el método de siembras en placas Petrifilm 3M para determinar E.
coli, coliformes y S. aureus en 34 muestras cada uno, elaborando un total de
102 analisis donde los resultados fueron aceptables para poder hacer la

evaluacion microbiologica en este tipo de alimentos.

Las placas Petriflm son una alternativa para realizar analisis
microbiolégicos y también han sido utilizadas en diferentes tipos de estudios
referentes a los microorganismos, ya sea para evaluar la calidad, determinar
la presencia de cierto microorganismo, o algun otro interés, tal es el ejemplo
de un estudio realizado por Cordero, Martinez y Vera (2014) donde se
determind la asociacion de Enfermedades Transmitidas por los Alimentos
referente a microorganismos presentes en alimentos. Utilizando las placas
petrifilm 3M se pudo constatar la presencia de colonias de Escherichia coliy
colonias de coliformes, de esta manera el estudio logré establecer asociacion
de ETA con este tipo de microorganismo presente en alimentos de venta en
el terminal de transporte en la ciudad de Cucuta.
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6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones
El estudio evalua la calidad microbiolégica de las ensaladas vegetales
comercializadas por locales de comida de los centros comerciales del norte
de la ciudad de Guayaquil, de acuerdo con lo establecidos en la NTS MINSA
071, que indica especificamente los requisitos microbiolégicos que deben

cumplir las ensaladas frescas (alimentos sin tratamiento térmico).

El trabajo cuenta con una poblacion de 142 locales de comida que
comercializan ensaladas de vegetales en 14 centros comerciales ubicados al
norte de la ciudad de Guayaquil, la distribucidn equitativa resulta de 8 locales
a tomar las muestras por cada centro comercial. Los analisis se realizan por
triplicado mediante la técnica de siembra en placas petrifilm en cinco tipos de
microorganismos: aerobios mesofilos, coliformes, E. Coli, S. aureus y

Salmonella spp.

Los resultados de los analisis microbioldgicos se evaluan utilizando la
estadistica y graficos de barra por cada uno de los microorganismos mediante
los datos de la tabla de resultados.

De los resultados obtenidos se identifica la cantidad de locales que
cumplen o no con los requisitos microbiolégicos para ensaladas vegetales y
mediante el promedio total de los resultados se determina una calificacion

para la evaluacion microbioldgica.

6.2 Recomendaciones

Seria recomendable poder solicitar a las autoridades que se realicen
capacitaciones a los locales de comida que no cumplan con las buenas
practicas de manufactura y sobre todo que no cumplan con los requisitos
microbioldgicos para ensaladas. Para que de esta manera se mantenga la
calidad microbiologica.
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También se recomendaria que se programen charlas para los
manipuladores sobre la importancia de mantener la higiene personal y del
local.

Se recomienda que los locales de comida mantengan inspecciones
frecuentes para evitar que estos incumplan las buenas practicas y que no se
utilicen alimentos pasados y de esta manera evitar ofrecer alimentos

inseguros.
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ANEXOS

Anexo 1. Interpretacion de resultados para aerobios mesoéfilos

Recuento de bacterias aerobias = 152

El tinte indicador rojo que se encuentra en
la placa colorea las colonias para su mejor
identificacion. Cuente todas las colonias rojas
sin importar su tamaiio o la intensidad del tono
rojo.

a4

Recuento de bacterias aerobias = 143

El rango recomendado de recuento en
la Placa Petrifilm AC estad entre 25-250
colonias. Obsérvese la figura 4.

2

Recuento de bacterias aerobias = 0

La Placa Petrifiim para Recuento de
Aerobios es de facil interpretacién. La
figura 2 muestra una placa sin crecimiento
de colonias.

5

Recuento de bacterias aerobias = 560
“estimado”

Cuando el numero de colonias es mayor
a 250 (como se puede observar en la
figura 5), por su excesivo crecimiento,
los recuentos deben ser estimados.
Determine el promedio de colonias en un
cuadrado (1 cm?) y multipliquelo por 20
para obtener el recuento total por placa.
El area de inoculacién de Petrifilm AC es
de 20 cm?.

3

Recuento de bacterias aerobias = 16
La figura 3 muestra una Placa Petrifilm AC
con crecimiento bajo de colonias.

Fuente: 3M (2017)
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Anexo 2. Interpretacidon de resultados para aerobios meséfilos MNPC

preciso, diluya la muestra

6

Recuento de bacterias aerobias = MNPC
Recuento estimado: 10°

La figura 6 muestra una Placa Petrifilm AC
con colonias muy numerosas para contar.

9

Recuento de bacterias aerobias = MNPC
Recuento estimado: 107

Las colonias de la figura 9 podrian
confundirse como contables a primera
vista. Sin embargo, si usted observa
detalladamente el borde o filo del area
de crecimiento, podra visualizar una alta
concentracién de colonias.

Registre este resultado como MNPC.

7

Recuento de bacterias aerobias = MNPC
Recuento estimado: 10°

Con recuentos muy altos, el drea total de
crecimiento puede virar o colorearse de
rosa, como se muestra en la figura 7.
Usted podria observar colonias
individuales solo en el filo o borde del area
de crecimiento. Registre este recuento
como muy numeroso para contar (MNPC).

MNPC (Muy Numerosas Para Contar): para obtener un recuento mas

Recuento de bacterias aerobias =
MNPC

Recuento estimado: 10°
Ocasionalmente, la distribucién 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.

Fuente: 3M (2017)
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Anexo 3. Aerobios mesdfilos Licuefaccion del gel

10

Recuento de bacterias aerobias = 160
Como se aprecia en la figura 10, algunas especies de bacterias pueden llegar a licuar el
gel de las Placas Petrifilm AC.

Cuando esto ocurra:

1. Determine el promedio en los cuadros no afectados y estime los resultados.

2. Realice recuentos preliminares para verificar el crecimiento; la licuefaccion
generalmente se presenta de manera tardia.

1

Recuento de bacterias aerobias = 83

Debido a que en las Placas Petrifilm AC las colonias de aerobios se tifien de rojo, se las
puede diferenciar de particulas o residuos de producto, ya que éstos tienen una forma
irregular y color opaco (observe los circulos 1y 2 de la figura 11).

Fuente: 3M (2017)
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Anexo 4. Interpretacion de resultados para Coliformes y E.coli

La identificacién de la E. coli puede variar de pais a
pais (ver en "Recomendaciones de uso" tiempos de
incubacién y temperaturas).

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

(NO use esta placa sola para la deteccién de E. coli O157. Como la mayoria de otros medios para enumeracion de E. coli coliformes,
esta placa no sefialard especificamente si estd presente algtin O157).

Fuente: 3M (2006)
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Anexo 5. Recuento de Coliformes y E.coli

No crecimiento = 0

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

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

Recuento de 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
deteccion del precipitado azul formado por una colonia.

El circulo 1 muestra una colonia rojo-azul cuyo conteo
se hizo con luz de atrés. El circulo 2 muestra la misma
colonia con luz de frente. El azul precipitado es més
evidente en el circulo 2.

Recuento de E. coli =13

Total de recuento de coliformes = 28

El rango de recuento de la poblacion 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 cm®. El recuento estimado se puede hacer en las
placas que contienen mas de 150 colonias, al contar

el niimero de colonias en uno o mds de los cuadrados
representativos y al determinar el promedio por
cuadrado. Multiplique el niimero promedio por 20 y
determine el conteo estimado por placa.

Fuente: 3M (2006)
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Anexo 6. Interpretacion de resultados para coliformes y E.coli MNPC

Recuento actual aprox. ~ 10°

Las Placas Petrifilm EC con colonias que son MNPC,
tienen una o mas de las siguientes caracteristicas:
Muchas colonias pequefias, muchas burbujas de gas
y el oscurecimiento del gel de un color rojo a un azul

purpura.

Recuento presuntivo de E. coli ~ 8

Recuento total estimado de coliformes aprox. ~ 10°

azules con gas para su posterior identificacién.

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 necesaria la confirmacion, aisle las colonias

Recuento actual aprox. ~ 10
Una alta concentracion de E. coli puede causar que el
drea de crecimiento se haga azul purpura.

Recuento actual aprox. de ~ 10°

Cuando un niimero alto de organismos no-coliformes,
como las Pseudomonas, estén presentes en las Placas
Petrifilm EC, el gel puede volverse amarillo.

Fuente: 3M (2006)
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Anexo 7. Interpretacion de resultados para Coliformes y E.coli, Burbujas

Recuento total de coliformes =3
Las particulas de alimento tienen forma irregular y no
tienen burbujas de gas.

0:00005 0@3
> P @
= U %

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

Recuento total de coliformes = 78

Los patrones de burbujas pueden variar. El gas
puede romper la colonia y asi, esta dltima 'delinea’ a
la burbuja. Vea los circulos 1 y 2.

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

Fuente: 3M (2006)
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Anexo 8. Interpretacion de resultados para Staphylococcus aureus

Recuento de S. aureus =11

Considere todas las colonias rojo-
violeta como S. aureus. Cuando solo
se encuentren presentes colonias rojo-
violeta, la prueba se habra completado.

Recuento de S. aureus =122

El limite de recuento recomendado de
una Placa Petrifilm Staph Express es de
150 colonias. La placa de la figura 4 se
esté acercando al limite del recuento. La
prueba se ha terminado.

Recuento de S. aureus =0

Esta Placa Petrifilm no tuvo colonias
después de 24 horas de incubacion. La
prueba se ha terminado.

Recuento de S. aureus ~ estimado 850
Cuando el numero de colonias de S.
aureus excede de 150, las colonias se
tornan Muy Numerosas Para Contar
(MNPC). Haga un estimado del recuento
o diluya ain mas su muestra. Para hacer
la estimacion, cuente las colonias en un
cuadro representativo y multiplique ese
namero por 30.

Recuento de S. aureus = 24

Las colonias de S. aureus pueden variar en
tamaiio. Independientemente del tamafio,
cuente todas las colonias rojo-violeta.
Utilice una lupa con luz para poder ver las
colonias con mayor facilidad. La prueba
se considera terminada.

Fuente: 3M (2017)
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Anexo 9. Interpretacion de resultados para S.aureus Disco Petrifilm

El Disco Petrifilm Staph Express se debe utilizar cuando la
placa presente colonias que no sean color rojo-violeta; por
ejemplo, colonias negras o azul-verdosas, puesto que éstas
pueden oscurecer el S. aureus. Las colonias negras pueden
ser o no ser S. aureus. Las colonias azul-verdosas no son S.
aureus.

Cuando el Disco se inserta en la placa y se incuba por una
hora adicional, se forman zonas rosadas de DNasa. Las
zonas rosadas son S. aureus la mayoria de las veces, aunque
ocasionalmente pueden ser S. hyicus o S. intermedius.
El grupo de organismos cominmente conocido como
coagulasa positiva de Staphylococci abarca principalmente
S. aureus, S. hyicus y S. intermedius.

Recuento de S. aureus =7

En la figura 7 se ven particulas de alimentos con forma irregular.
Es mas facil contar las colonias de S. aureus una vez que se ha
insertado el Disco, ya que las zonas rosadas se distinguen con
mayor claridad que el alimento.

Recuento de S. aureus =17

Cuente las zonas rosadas como S. aureus, independientemente
del tamafio de la zona. Las flechas de la figura 6 muestran un
desprendimiento del gel. Esto no afecta el desempefio de la placa
junto con el Disco.

Y

Recuento de S. aureus =3

Es dificil ver las colonias individuales debido al alimento y/o
al gran numero de bacterias del fondo, como lo muestra la
decoloracién de la placa de la figura 8. Inserte el Disco y cuente
las zonas rosadas como S. aureus.

Fuente: 3M (2017)

72




Anexo 10. Interpretacion de resultados para Salmonella

Colonias Presuntivas Colonias de Salmonella Coloni Sal ’ Coloni Sal "
Positivas en la Placa Confirmadas con Disco olonias No Salmonella ° on'la No Salmonella
. .o en la Placa con Disco de
de Confirmacion X X
Confirmacién

i : ia roj Figura D: Colonia azul X o . .
Figura A: c.'\lfbn'a "°J_ac;3°" 9 p Figura F: Colonia roja sin Figura I: La colonia
ro/negr: n . . . .
zona amarifa y asociada a oseur o.t gg a CT zona amarilla y no asociada mantiene el mismo color
burbuja de gas. precipitado azul. a burbuja de gas. rojo sin el precipitado

azul después de afiadir el
disco de confirmacién.

Figura B: Colonia roja con Figura E: Colonia azul Figura G: Colonia roja con
zona amarilla. oscuro/negra con centro zona magenta.
rojo oscuro y precipitado
azul. Figura J:
(1) Colonias rojas aisladas
sin zona amarilla y/o
asociadas a burbuja de gas.
(2) Colonias verde-azules
asociadas a burbuja de gas .
Figura C: Colonia roja y Figura H: Colonia azul
asociada a burbuja de gas, verdosa con zona amarillay
sin zona amarilla. asociada a burbuja

Placa 3M Petrifilm SALX sin presuntivos positivos

Fuente: 3M (2014)
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Anexo 11. Interpretacion de especies presuntivas de Salmonella

Presuntiva +

Presuntiva +

Presuntiva +

Presuntiva +

Presuntiva +

Presuntiva +

Presuntiva +

Presuntiva +

Presuntiva +

Fuente: 3M (2014)
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Anexo 12. Interpretacion de resultados para Samonella ejemplo 1

™ ifilm™ i ™ iflm™ ;
Placa 3M™ Petrifilm™ SALX Placa 3M Petrllfflm SALX con solo colonias Placa SM Petr.lf.llm SALX con colotuas
presuntivas positivas presuntivas positivas marcadas con circulos
Ob i6n: Placa d | ivo hidratad oml Observacion: Note las colonias rojas aisladas con una zona Observacion: Las cinco (5) morfologias mas predominantes
servacion: Placa de control negativo hidratada con 2m amarilla. de colonias aisladas presuntivas positivas (color rojo con

de diluyente zona amarilla) se han marcado con un circulo en la pelicula

superior de la placa.

Placa 3M™ Petrifilm™ SALX con disco de
confirmacién 3M™ Petrifilm™ SALX

Observacion: Las colonias presuntivas positivas marcadas Responsabilidades del usuario: No se ha evaluado el desempefio de las Placas

. 3M™ Petrifilm™ con todas las combinaciones de flora microbiana, condiciones
con un circulo son de color azul a azul oscuro/negro con de incubacién y matrices alimenticias. Es responsabilidad del usuario determinar

un precipitado azul después de la adicion del Disco de que todos los métodos de prueba y los resultados cumplan los requisitos del
Confirmacién 3M™ Petrifilm™ SALX e incubacién. Estas usuario. En caso de requerirse la reimpresion de esta “Guia de interpretacion”, las

. , L. L. configuraciones de impresion del usuario pueden afectar la calidad de laimagen
colonias marcadas con un circulo estén bioquimicamente ylos colores.

confirmadas como positivas para Salmonella especies.

Fuente: 3M (2014)
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Anexo 13. Interpretacion de resultados para Samonella ejemplo 2

Placa 3M™ Petrifilm™ SALX con colonias de
Morfologias Mixtas

Observacién: (1) Colonias rojas aisladas con zona amarilla y

asociadasa burbujas de gas. (2) Colonias aisladas rojas solo

con zona amarilla. (3) Flora de acompaOamiento colonias
Observacién: Placa de control negativo hidratada con 2ml azul, azul verdosas.

de diluyente

Placa 3M™ Petrifilm™ SALX

Placa 3M™ Petrifilm™ SALX con colonias
presuntivas positivas marcadas con circulos

Observacién: Las cinco ( 5) morfologias més predominantes
de colonias aisladas presuntivas positivas (color rojo con

Observacion: Las colonias presuntivas positivas marcadas zona amarillay asociadas a burbujas de gas; color rojo
con zona amarilla y no asociadas a burbujas de gas) se han

con un circulo son de color azul a azul oscum/negro con marcado con un circulo en la pelicula superior de la placa.
un precipitado azul después de la adicion e incubacién

del Disco de Confirmaciéon 3M™ Petrifilm™ SALX. Estas

colonias marcadas con un circulo estan bioquimicamente

confirmadas como positivas para Salmonella especies.

Placa 3M™ Petrifilm™ SALX con disco de
confirmacién 3M™ Petrifilm™ SALX

Responsabilidades del usuario: No se ha evaluado el desemperio de las Placas
3M™ Petrifilm™ con todas las combinaciones de flora microbiana, condiciones
de incubacion y matrices alimenticias. Es responsabilidad del usuario determinar
que todos los métodos de prueba y los resultados cumplan los requisitos del
usuario. En caso de requerirse la reimpresion de esta “Guia de interpretacion”, las
configuraciones de impresion del usuario pueden afectar la calidad de la imagen
y los colores.

Fuente: 3M (2014)
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