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RESUMEN

La higiene en la fabricacion de alimentos es uno de los factores principales
para asegurar su inocuidad y sanidad; consiste en prevenir la contaminaciéon y
el crecimiento de las bacterias en los alimentos, para prevenir enfermedades y
deterioro de los productos.

Los procesos de limpieza y sanitizacién del equipo y superficies son basicos
para la higiene de los alimentos pero no basta con llevarlos a cabo siguiendo
los procedimientos estandarizados de higiene operacional, conocidos también
como procedimientos operativos estandares de sanitizacion (POES é SSOP por
sus siglas en inglés). Se deben monitorear los equipos y superficies
higienizados para garantizar que los SSOP estan cumpliendo sus propodsitos. La
percepcidn directa, sea visual, olfativa o tactil, de la limpieza no es suficiente
para garantizar su eficiencia, ya que pueden pasar inadvertidos residuos de
alimentos y de bacterias; para verificar la higiene de equipos y superficies se
requiere un control mas objetivo de la eficiencia de la limpieza y la
sanitizacion.

Por ello se han desarrollado, especialmente para la industria de alimentos,
métodos rapidos de verificacidon de higiene; como el de evaluacién de higiene
por bioluminiscencia que se basa en medir la cantidad de ATP presente en la
superficie higienizada, como una medida de la presencia de microorganismos y
de residuos de alimentos. Para medir el ATP presente, se utiliza la reaccién que
se lleva a cabo entre la luciferina y la luciferasa (de las luciérnagas) con el ATP
de los residuos mencionados y registrando en un lumindmetro la cantidad de
fotones emitidos por la reaccion, la cual es proporcional a la cantidad de ATP
de la muestra, puesto que los demas reactivos estan estandarizados en el
sistema. La reaccion de bioluminiscencia es la siguiente (Feldman, et. al

2000):
o Mg®" y Luciferasa o
Luciferina + ATP + O, »  Oxiluciferina + AMP + CO, + Luz

El limite de deteccidn o sensibilidad es aproximadamente de 1-2 femtomoles,
es decir de 1 a 2x107*> moles ATP, 6 de 10* UFC de bacterias (3M, 2005).

El objetivo del estudio fue comparar la sensibilidad de dos sistemas de
monitoreo de higiene basados en bioluminiscencia: el 3M™ Clean Trace" vy el
BioControl™ Lightning MVP, retando a los sistemas mediante la aplicacion de
soluciones de 4 alimentos diferentes y de 4 tipos de microorganismos, a
superficies de acero y plastico. Los sistemas se comportan de diferente
manera, segun la superficie; y hay diferencias en el niUmero de muestras
rechazadas, lo que sugiere una diferencia de sensibilidad entre los métodos.
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I. MARCO TEORICO

1.1 HIGIENE DE LOS ALIMENTOS
La palabra sanidad deriva del latin sanitas y significa salud. Aplicada a la
industria alimentaria, sanidad es la “creacién y el mantenimiento de
condiciones higiénicas y saludables”. La higiene alimentaria es una
ciencia sanitaria aplicada; encargada de facilitar comida sana
manipulada en un entorno limpio, mediante operadores sanos vy
entrenados en buenas practicas de higiene y sanidad, para prevenir la
contaminacidn por microorganismos que causen enfermedades de
origen alimentario, y para minimizar la proliferacién de microorganismos
que descompongan alimentos, controlando los microorganismos, para

gue sean beneficiosos en lugar de perjudiciales (Marriot, 2003).

Las practicas carentes de higiene pueden contribuir al brote de
enfermedades transmitidas por alimentos o ETA’s, que causan dafhos y
gastos al consumidor, lo cual lleva a desprestigiar a la marca o a la
empresa y en casos extremos pueden producir la muerte de los

consumidores.

Por ejemplo, Starlac era una marca lider de leche en polvo en los afios
1950’s en EUA, producida por una gran compafiia de fabricacion de
alimentos. Sin embargo, se detectdé un brote de ETA causada por
Salmonella, cuyo origen se atribuyé a ese producto y la publicidad
adversa ocasiond que el producto fuera retirado del mercado y la marca

desaparecié (Marriot, 2003).

Un programa higiénico eficaz, incluye la limpieza y desinfeccion
regulares de los sistemas de calefaccion, aire acondicionado, equipos de

refrigeracion, etc. ademas de las superficies en contacto con los



alimentos, algunos de sus beneficios son: a) la mejora de Ila
aceptabilidad del producto; b) aumento en la conservacion del alimento;
c) la mejora de las relaciones con los clientes; d) la reduccidon de los
riesgos para la salud publica; e) el aumento de confianza de los
organismos y los inspectores; f) reducciéon de desperdicios y g) mejora
de la moral de los empleados (Marriot, 2003), estos programas pueden
reducir el numero de enfermedades, algo necesario, ya que la
Organizacién Mundial de Salud calcula 2.2 millones de muertes al afo

causadas por enfermedades gastrointestinales (Logan, 2010).

1.1.1 Leyes y reglamentos sanitarios

Dada la importancia que tiene la higiene en la preparacién de los
alimentos para la salud del consumidor, existen leyes y reglamentos
para controlar la inocuidad de los alimentos y las practicas higiénicas en
la industria relacionada con la fabricacién y preparacion de éstos. Las
leyes son aprobadas por los legisladores y deben ser firmadas por el
poder ejecutivo. Después de que una ley haya sido aprobada, el
organismo responsable de su cumplimiento prepara las regulaciones
concebidas para aplicar la ley y desarrolla los reglamentos. La
legislacion aplicada a la alimentacién proporciona normas para disenar
edificios, equipos, mercancia, tolerancia hacia sustancias quimicas y otro
tipo de materiales usados en alimentacidon, practicas y requisitos
higiénicos, etiquetado, necesidades y formacion para los puestos, entre
otros (Marriot, 2003).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus siglas en
inglés), en EUA, es la responsable de hacer cumplir la Ley sobre
Alimentacién, Medicamentos y Cosméticos, asi como otros estatutos
ambientales y estd bajo la jurisdiccidon del Departamento de Salud y

Servicios Humanos.



En México, conforme a la Ley General de Salud, la Secretaria de Salud
ejerce atribuciones de regulacidon, control y fomento sanitario, a través
de la Comision Federal para la Proteccidén contra Riesgos Sanitarios
COFEPRIS, que es la responsable de regular, supervisar y auditar a los
establecimientos e industrias productores de alimentos; por ello, entre
otras publicaciones y disposiciones que contribuyen a estas tareas, se ha
publicado el “Manual de Buenas Practicas de Higiene y Sanidad”, asi
como diversos manuales de Analisis de Riesgos, identificacion y Control
de Puntos Criticos, aplicados a distintos tipos de industrias, disponibles
en Internet para hacerlos accesibles a todos los productores vy

operadores del sector alimentario.

1.1.2 Programas de higiene

Para asegurar la inocuidad de los alimentos es necesario mantener
condiciones higiénicas en todas las etapas del proceso; esto puede
resultar mas o menos sencillo a nivel doméstico pero se complica en
escala industrial, por lo que se requieren programas de higiene
cuidadosamente integrados para garantizar que los alimentos
producidos en una empresa serdn seguros para los consumidores
(Forsythe, 2002).

En primer lugar se necesitan Buenas Practicas Agricolas (BPA 6 GAP por
sus siglas en inglés) para controlar contaminantes, plagas vy
enfermedades, un ambiente adecuado y la adopcién de practicas y

medidas higiénicas (Catalan, 2006).

El método de las 4 Pes (Premises & Instalaciones, Planta/equipo,
Personal y Proceso) es una base comiUnmente utilizada para organizar

los programas sobre higiene de los alimentos (Johns, 1995).



Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM o GMP por sus siglas en
inglés Good Manufacturing Practice) son esenciales para asegurar la
calidad de los alimentos; son requeridas por las leyes y regulaciones
nacionales e internacionales para la higiene de los alimentos y se
consideran frecuentemente como pre-requisitos para sistemas basados

en el andlisis de riesgos como el HACCP (Easter, 2003).
Los contenidos de un programa GMP incluyen (Catalan, 2006):

« Instalaciones adecuadas: edificios y areas de trabajo, equipos,

servicios.

+ Condiciones de equipos de produccidn: materiales resistentes,
superficies lisas e impermeables, facilidades para limpieza y
sanitizacion, seguridad para personal, mantenimiento vy

calibracion.

+ Programa de control de materias primas: evaluacion periddica de
las materias primas, inspeccion del 100% de las partidas,
certificacion del proveedor y requisitos relativos a las

especificaciones.

+ Procedimientos y planes de limpieza y sanitizacién: superficies,
utensilios y equipos de trabajo a higienizar, responsabilidades de
tareas particulares, método y frecuencia de la limpieza vy
sanitizacion, tipo de principio activo y concentracion, requisito de
temperatura, medidas de control de calidad sanitaria y medidas de

seguridad personal.

+ Control para el almacenamiento y uso de productos quimicos para
limpieza y desinfeccién: hojas de seguridad, rotulacién, programa

de control de productos quimicos, especificaciones de
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almacenamiento, precauciones y acciones en caso de derrames y

listado de teléfonos y sitios de emergencia.

Higiene personal: aseo personal, estado de salud vy

comportamiento y conductas personales apropiadas.

Control de plagas: medidas para impedir el acceso, infestacién vy

anidamiento y programas para luchar contra las plagas.

Especificaciones en el control de produccién y controles de
calidad: sistema de control y registro de procesos productivos;
auditorias de calidad; planillas de control de los parametros y/o
variables de produccidon y aseguramiento de la calidad (tolerancias

permitidas y acciones correctivas).

Programa de control de envases: evaluacion periodica de los
envases, inspeccion del 100% de las partidas y certificacion del

proveedor.

Condiciones de recepcidon, almacenamiento y distribucion de

alimentos: recepcidn de alimentos, almacenamiento y distribucion.

Sistema de trazabilidad a materias primas vy productos
terminados: programa de trazabilidad y recuperacion de
productos, planillas de control y registros de produccion vy
distribucién, informacién de materias primas (ingredientes,

rotulacion, vida atil) e identificacién de lotes de produccién.

Sistema de investigacion y retroalimentacion de reclamos vy
denuncias de consumidores: recepcion del reclamo, investigacion
interna e implementaciéon de la accién correctiva y respuesta al

consumidor que realiza el reclamo.



« Especificaciones del etiquetado: debe cumplir con las exigencias

establecidas en la normatividad correspondiente.

+ Sistemas de capacitacion a los empleados: programas de

capacitacion.

Los procedimientos estandarizados de higiene operacional, conocidos
también como procedimientos operativos estandares de sanitizacion
POES (SSOP por sus siglas en inglés Sanitation Standard Operating
Procedures), estan considerados dentro de las GMP, pero por su
importancia, deben ser objeto de un programa especifico

adecuadamente documentado (Catalan, 2006).

Se basan en que todo establecimiento de alimentos debe desarrollar,
mantener y adoptar procedimientos escritos de limpieza y desinfeccién
de instalaciones y equipos, asi como comprobar su cumplimiento diario
(FSIS, 2010); en éstos se integran los procedimientos de limpieza vy
desinfeccion a seguir antes, durante y después de las operaciones,
frecuencia para la ejecucién de cada procedimiento e identificacion del
responsable de dirigirlo; supervision diaria de la ejecuciéon de los
procedimientos de prevencion de la contaminacion y de acciones
correctivas cuando se determina que los procedimientos no logran
prevenir la contaminacion. Este programa consta de dos etapas
(Dupont, 2009):

1) Pre-operacional: que establece procedimientos de sanitizacién antes
de comenzar con el proceso, los cuales buscan garantizar que la
instalacién, equipo, maquinaria y utensilios se encuentren libres de

agentes contaminantes

2) Operacional: describe las acciones que se realizan simultdneamente

con las labores de produccién, que igualmente permiten no sdlo evitar
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situaciones de riesgo asociadas a los inadecuados estados sanitarios,

sino que mantienen las condiciones apropiadas.

Los procedimientos relacionados con la higiene que un establecimiento
deberia tener estandarizados y descritos son (INA, 2007; Catalan,
2006):

« Seguridad del agua

« Limpieza de las superficies de contacto con los alimentos

+ Prevencién de contaminacion cruzada

« Higiene de los empleados

» Disposicion de residuos y manejo de los desechos

+ Control de compuestos o agentes téxicos

« Salud de los empleados

« Control de plagas

+ Manejo de agentes de limpieza y desinfeccion en areas de

elaboraciéon de alimentos

El programa APPCC
El programa de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control, APPCC

(HACCP por sus siglas en inglés Hazard Analysis and Critical Control
Points), ha sido reconocido como un programa voluntario para asegurar
la inocuidad de los alimentos y en funcién de sus resultados, es cada

vez mas utilizado (Marriot, 2003).

Por ello, instancias internacionales como FAO (2002) lo recomiendan
como herramienta para asegurar la inocuidad de los alimentos; a

continuacién se presenta un resumen del programa:

Es un procedimiento sistemdtico y preventivo, reconocido

internacionalmente para abordar los peligros bioldgicos, quimicos y



fisicos mediante la previsién y la prevencion, en vez de mediante la
inspeccion y comprobacién de los productos finales, para garantizar la

inocuidad de los alimentos y para favorecer el comercio internacional.

Requiere de técnicas de comprobaciéon o vigilancia rapidas, sencillas,
exactas, reproducibles, de facil utilizacion y rentables, por ejemplo la

vigilancia de la higiene por bioluminiscencia.

Los pioneros en este campo fueron, durante los afios 60’s, la compafia
Pillsbury, el Ejército de los Estados Unidos y la Administracién Nacional
de Aeronautica y del Espacio (NASA) quienes querian contar con un
programa de «cero defectos» para garantizar la inocuidad de los

alimentos que los astronautas consumirian en el espacio.

El sistema de APPCC, que se aplica a la gestién de la inocuidad de los
alimentos, utiliza la metodologia de controlar los puntos criticos en la
manipulacién de alimentos, para impedir que se produzcan problemas
relativos a la inocuidad. La utilizacion de este sistema es compatible con
la aplicacién de los sistemas de gestion de la calidad total (GCT), como
los de la serie ISO 9000. Sin embargo, el APPCC es el sistema preferido
entre las herramientas de gestion de la inocuidad de los alimentos (FAQ,
2002).

El sistema de APPCC se aplica a productos especificos y antes de
aplicarlo a uno de ellos, su linea de produccion debe estar funcionando
de acuerdo con los Principios Generales del Codex de Higiene de los
Alimentos, los Cddigos de Practicas del Codex pertinentes y la
legislacion correspondiente en materia de inocuidad de los alimentos. A
partir de éstos, se ha integrado una lista de “prerrequisitos del
programa”; se considera indispensable que estos prerrequisitos se

apliquen adecuadamente, antes de pensar siquiera en la implementacién
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de APPCC (Gonzalez, 2007). Aunque diversos autores pueden organizar
de diferentes maneras los prerrequisitos, desglosar o integrar algunos,

estos son generalmente de 10 a 12 e incluyen:

1) Mantenimiento de locales, instalaciones y equipos incluyendo
programa de mantenimiento preventivo.

2) Abastecimiento de agua potable

3) Capacitacion de trabajadores incluyendo BPM e higiene personal

4) Procedimientos estandarizados de limpieza y desinfeccion

6) Procedimientos de operacion estandarizados y control de los mismos

7) Trazabilidad

8) Manejo adecuado de productos y materiales de limpieza

9) Programa de manejo adecuado de residuos

10) Programas de control de plagas

11) Controles de almacén y seguimiento de proveedores

Como puede apreciarse, los procedimientos estandarizados de higiene y
sanitizacion que por supuesto, incluyen los controles de dichas
operaciones, son un prerrequisito importante. La bioluminiscencia es
una buena forma de controlar dichos procesos. De ahi el interés en este
trabajo.

No entraremos en detalles en la aplicacion de APPCC, pues no es el

objetivo de este trabajo, pero cabe mencionar que:

1- La presencia de residuos de alimentos y/o de microorganismos en
las superficies del equipo que tienen contacto con los alimentos a
lo largo del proceso, es uno de los factores que favorecen la

contaminacion e implican riesgos en el producto final.



2- Por su composicién quimica, los alimentos favorecen la adherencia
de residuos y el crecimiento de microorganismos en la superficie
del equipo, incluyendo el riesgo de formacién de biopeliculas.

3- La inspeccion visual después de la limpieza es importante pues
permite detectar un proceso claramente inadecuado o insuficiente,
pero no alcanza para detectar contaminaciones pequefas, del
orden de 10* UFC de bacterias o microgramos de alimentos,
cantidades que sin embargo, son suficientes para introducir una
contaminacion en el alimento y para favorecer desarrollo
microbiano.

4- El sistema APPCC requiere que los procesos sean monitoreados y
revisados durante la operacién; la limpieza y desinfeccion, desde
luego deben ser monitoreadas.

5- Este monitoreo puede llevarse a cabo mediante métodos
tradicionales de recuento microbiano en superficies, pero tiene los
inconvenientes de que la obtencion de resultados requiere al
menos 18 horas y de que sélo detecta algunos microorganismos
(segun el método de analisis aplicado) pero no todos, y ademas
no detecta residuos de alimentos, que pueden ser nutrientes para

microorganismos presentes o advenedizos.

Todas estas consideraciones son buenas razones para utilizar un sistema
basado en bioluminiscencia para la evaluacion de procesos de

higienizacion del equipo en la industria alimentaria.
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1.2 RELACION DE LOS MICROORGANISMOS CON LA
HIGIENE
El conocimiento de los microorganismos es importante para el productor
de alimentos y en particular para el especialista sanitario porque su
control es parte de los programas de higiene y de garantia de inocuidad
(Marriot, 2003).

1.2.1 Microorganismos comunes en los alimentos

Debido a las condiciones de la produccidon primaria de alimentos, la
presencia de microbiota autéctona de plantas y animales es
practicamente inevitable en las materias primas utilizadas en la industria
alimentaria; muchos de esos microorganismos pueden eliminarse en los
procesos industriales pero algunos permanecen, y otros llegan al
producto a lo largo de la cadena de produccion. En muchos casos dicha
presencia se mantiene controlada con un manejo adecuado, por ello es
tan importante controlar a la microbiota presente y evitar su
multiplicacion, con lo que se previene el deterioro del alimento y, sobre
todo, se evita la presencia de microorganismos patdégenos o sus toxinas.
A continuacion se describen los grupos que con mayor frecuencia se

encuentran en los alimentos y cual es su importancia (Doyle, 2000).

Los mohos: son microorganismos eucariontes que crecen formando un
micelio filamentoso integrado por una serie de células tubulares que van
de los 30 a 100 um de diametro, llamadas hifas; el conjunto de hifas
que crecen juntas forma el micelio. Los hongos que pueden estar en los
alimentos son variados y pueden crecer en pH desde 2 hasta 8, aw
(cantidad de agua disponible) desde 0.6 y a temperaturas desde 0° C
(Marriot, 2003). Es muy frecuente su presencia en alimentos porque

son abundantes en el campo, frutos, tierra fértil, se dispersan por el aire
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y porque son heterdtrofos y pueden alimentarse de los componentes de

los alimentos produciendo toxinas (Adams, 1997).

Las levaduras son microorganismos eucariontes que a diferencia de los
mohos, no forman agregados; tienen un tiempo de generacion de 2 a 3
horas, por lo que sélo una levadura/g de alimento, puede provocar el
deterioro en 40-60 horas. Las levaduras pueden crecer en a, desde 0.6
y su pH O6ptimo es de 4.0-4.5, pero también pueden crecer en un rango
mas amplio, desde 3 hasta 7 6 mas (Marriot, 2003). Las levaduras son
abundantes en todos los productos de origen vegetal, especialmente en
frutas y verduras ya que son muy eficientes utilizando azucares los
cuales transforman en etanol y acidos organicos; es relativamente facil
que los alimentos azucarados y con a, intermedia o alta, se deterioren

por levaduras. Afortunadamente no causan ETA’s (Doyle, 2000).

Las bacterias son microorganismos procariontes de diametro
aproximado de 1 ym, con morfologia de bacilos o cocos; pueden ser
aerobios o anaerobios, se desarrollan a valores de a, 0.92 a 0.99 y
pueden producir colores andmalos en alimentos con pigmentos
inestables o causar decoloracién mediante la formacion de mucus.
Algunas producen esporas resistentes a condiciones ambientales
adversas, por ejemplo a temperaturas superiores a 80°C o desecacion
extrema (Marriot, 2003). Las bacterias heterotrofas son muy
abundantes en los alimentos ya que colonizan ampliamente a los seres
vivos de los cuales proceden, sean vegetales o animales. Su tiempo de
reproduccion puede ser tan breve como 20 minutos lo que hace que
facilmente deterioren el alimento o, en el caso de bacterias patdgenas,
hace que facilmente lleguen a alcanzar poblaciones peligrosas para el

consumidor (Adams, 1997).
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Los virus estan formados por moléculas de DNA o RNA rodeadas por una
capside de proteina; son parasitos intracelulares obligados y son muy
especificos en cuanto a las células que pueden infectar, por lo cual no
se pueden reproducir en los alimentos pero si pueden transmitirse a
través de ellos. Un virus que ha causado brotes importantes en
restaurantes en los ultimos 10 afios, es el virus de la hepatitis A,
transmitido a través de mariscos crudos (Marriot, 2003). También se
transmiten facilmente por alimentos algunos enterovirus y rotavirus
(Caballero, 2008). Igualmente tienen importancia en la industria de
alimentos los virus que afectan a las bacterias; se denominan
bacteriofagos y pueden afectar, por ejemplo a bacterias acido-lacticas y
otros organismos fermentadores, e interferir seriamente en Ia
elaboracion de embutidos, encurtidos, queso, mantequilla, vino, cerveza

y otros alimentos fermentados (Katsuyama, 2005).

Los parasitos son organismos eucariontes que viven de los nutrientes y
de la proteccién de los hospederos. Los parasitos de origen alimentario
pueden ser de diferentes tipos y varian en tamafio, desde organismos
unicelulares (protozoarios como Entamoeba histolytica) a gusanos
multicelulares grandes (helmintos) que pueden ser vistos sin
microscopio, como la solitaria, Taenia solium. El tamafo fluctia de 1 a 2

MM (micrémetros) a 2 metros de largo (UGRJ, 2011; Mossel, 2003).

Se puede reducir el riesgo de presencia de microorganismos patégenos
por diversos medios, desde las buenas practicas agricolas, hasta la
remocién o destruccion por lavado, calentamiento, adicién de sustancias
o mediante el fomento de la competencia de otros organismos; son muy
importantes las practicas como minimizar la contaminacién del equipo,
de las personas y el ambiente, asi como evitar la contaminacion cruzada

entre los alimentos no procesados y procesados (Katsuyama, 2005).

13



1.2.2 Crecimiento microbiano

La mayoria de alimentos sirven de sustrato para el desarrollo microbiano
de bacterias, levaduras, y hongos. Se multiplican por fisién binaria y la
velocidad de division o tiempo de generacion depende de varios
factores. Bajo condiciones favorables sucede cada 20 minutos para las
bacterias, asi una sola bacteria produce mas de 8 millones en unas 8
horas y mas de 34 millones en 12 horas, las levaduras tienen un tiempo
de generacion de 2-3 horas, por lo que una levadura por gramo de
alimento pueden provocar el deterioro en 40-60 horas; este crecimiento
exponencial no se establece inmediatamente, al inicio hay una fase de
latencia que representa el tiempo en que los microorganismos se
adaptan a su nuevo ambiente y durante esta fase no hay division activa,
las células aumentan de tamafo y producen nuevos materiales, la
siguiente fase de crecimiento es llamada logaritmica o exponencial, ya
que asi es como crecen en esa etapa; cada célula se duplica en el
mismo tiempo y las células originadas son todas viables y de tamafio

constante.

Al aumentar el nUmero de microorganismos, con el tiempo el medio
acumulara productos de desecho y estara empobrecido de nutrientes, lo
qgue origina una disminucion de la velocidad de crecimiento y da lugar a
la fase estacionaria en la que el niumero de células viables de la
poblacidn permanece constante por el cese total de crecimiento o

porque el crecimiento iguala a la muerte bacteriana.

La fase final de crecimiento se conoce como declive o muerte, la
mayoria de microorganismos mueren y al observar al microscopio los
cultivos viejos muestran una gran cantidad de restos celulares y muy
pocas células intactas (Forsythe, 2002; Marriot, 2003). A continuacién

se presenta la curva de crecimiento microbiano.
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Figura 1-1 Curva de crecimiento microbiano (Fuente: Ciesliar, 2003).

1.2.3 Factores que influyen en el crecimiento de los

microorganismos

Los principales factores extrinsecos que influyen en el crecimiento de
microorganismos son temperatura, disponibilidad de oxigeno vy
humedad; y los factores intrinsecos son nutrientes, cantidad de agua
disponible (aw), potencial de oxido-reduccién, pH(concentraciéon de
hidrogeniones), sustancias inhibidoras, interacciones microbianas
(sinergismo y antagonismo) y desde luego también influye el nimero
inicial de microorganismos y la condiciones vitales (activos, estresados,
inhibidos, jovenes, viejos, esporulados) en que se encuentren, y son sus
efectos combinados los que determinan si tendra lugar el crecimiento y
con qué rapidez (Forsythe, 2002). Cuando alguno de los factores es

limitante, se frena la multiplicacién microbiana (Marriot, 2003).

1.2.4 Biocapas (biofilms)

Se denomina biocapas, biofilms o biopeliculas a las microcolonias de
bacterias estrechamente asociadas a una superficie inerte (o a un tejido
vivo), sujetas mediante una matriz de material extracelular parecido a

un polisacarido en el que otros restos o desperdicios, incluidos
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nutrientes y microorganismos pueden quedar atrapados en un ambiente

resistente a antibidticos, desinfectantes y defensas (Donlan, 2002).

Una biocapa se construye sobre si misma superponiendo varios estratos
de material polisacarido poblado de microorganismos como Salmonella,
Listeria, Pseudomonas vy otros. En la industria alimentaria, las
biopeliculas son muy peligrosas porque pueden desprender fragmentos
del material y células microbianas, al paso de sustancias alimentarias,

contaminandolas (Marriot, 2003).

Zona de alta actividad

Microcolonias

canales

Superficie T
| I

Zona de baja actividad metabdlica

Figura 1-2 Estructura de una biocapa (Fuente: Univ. de Sevilla, 2011).

Se ha demostrado que L. monocytogenes se adhiere al acero inoxidable
y forma una biocapa; el mecanismo consiste en dos pasos: primero se
produce una atraccidon electrostatica entre el microorganismo y la
superficie y después el microorganismo produce un polisacarido
extracelular que lo fija firmemente a la superficie inerte. Después se
forman microcolonias y se estructura la biocapa en la cual se mantienen
pequefos canales para acceso de agua Yy nutrientes. La biocapa
constituye una especie de “cultivo continuo”, que puede mantenerse en
fase logaritmica puesto que esta recibiendo nutrientes y agua, pero

también es un foco de contaminacion porque se desprenden
16



microorganismos de la superficie, especialmente al paso de alimentos
(Marriot, 2003; U. de Sevilla, 2011).

El acero inoxidable se utiliza ampliamente en la industria de alimentos
porque tiene buena resistencia a la corrosion, no existe la migracién de
cationes a los alimentos y en general no favorece el desarrollo de
colonias de bacterias, es una aleacién de hierro y carbono que contiene
al menos 10,5% de cromo y existen diversas aleaciones con distintos
grados de calidad, dependiendo al uso al que vayan dirigidos; el jugo
de limoén puede atacar el inoxidable 304 pero no ataca el 316 (Elinox,
2011). Sin embargo el teflén es mas facil de limpiar que el acero; las
biocapas pueden ser retiradas raspando o con agua caliente y soluciones
al 3y 6% de H,O, pero la mejor manera de controlarlas, es evitar que
se formen, mediante la aplicacidn rigurosa de procedimientos de higiene

y de la evaluacion de los mismos (Félix, 1991 en Marriot, 2003).

1.2.5 Efectos de los microorganismos en el deterioro de

alimentos.

El alimento se considera deteriorado o estropeado cuando se convierte
en no apto para consumo humano; el deterioro puede ser causado por
microorganismos y también por las enzimas propias de los alimentos;
factores como la disponibilidad de agua, la temperatura y el dafio fisico
generalmente aceleran los procesos de deterioro tanto enzimatico como

microbiano (Marriot, 2003).

Los metabolitos producidos por los microorganismos en los alimentos
proteicos como la carne, incluyen amoniaco, etanol, lactato, acetato,
indol y acetoina, con cantidades menores de acidos grasos de cadena
larga, aminas y etil-ésteres de los acidos grasos de cadena corta,

sulfuros, sulfuro de hidrégeno y mercaptanos. En el pescado se forman
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compuestos parecidos, asi como trimetilamina y niveles mas elevados
de las denominadas aminas vasoactivas o “vasopresoras”, como la
histamina. La mayor parte de los ésteres, aminas, amoniaco Yy
compuestos sulfurados se producen a partir de los aminoacidos. La
degradacién importante de la proteina se da hasta fases avanzadas de

la alteracién (Mossel, 2003).

Los alimentos ricos en hidratos de carbono son colonizados
preferentemente por microorganismos glucoliticos y predomina la
fermentacion, en la que se producen acidos (principalmente lactico y
acético) y disminuye el pH; o se produce etanol generalmente
acompanado de desprendimiento de CO,. Otros productos que se
forman son el 2,3-butenodiol, el acetilmetilcarbinol, el diacetilo, etanol,
e Hy (Mossel, 2003).

La actividad microbiana en los alimentos grasos genera la liberacién de
acidos grasos por hidrdlisis; éstos no son perceptibles sensorialmente
cuando tienen mas de 12 atomos de C, pero cuando son liberados los
acidos butirico, caprico y caproico, producen olores desagradables. La
lipdlisis sequida de la B-oxidacion origina cetonas con olores y sabores
desagradables. Los acidos grasos insaturados liberados por la lipdlisis
microbiana, pueden en segundo momento, oxidarse rapidamente en
presencia de aire (Mossel, 2003). Los niveles de metabolitos microbiano

son un indicador util de la frescura de los alimentos.

Los alimentos y factores como actividad acuosa, pH, potencial redox y
condiciones de proceso y de almacenamiento proporcionan habitats
especificos a los microorganismos; por ejemplo en mermeladas, que
tienen valores de Aw bajos, se desarrollan mohos, a continuacion se
muestran los grupos de microorganismos mas frecuentemente

involucrados en el deterioro de diversos alimentos.
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Tabla 1-1 Gérmenes tipicos de la alteracion de los alimentos.

Especie Alimentos afectados Sintomas de la alteracion

Bacterias

Clostridium Carnes y pescados crudos y Putrefacciéon, malos olores y sabores.
procesados Podredumbre blanda.

Pseudomonas Carnes y pescados crudos y Puntos (colonias en la superficie),
procesados malos olores y sabores.

Acetobacter Vino y cerveza Acidez y enturbiamiento.

Lactobacillus Carnes envasadas al vacio y Viscosidad, malos olores, produccién
procesadas, tocino de gas.
Leche Acidificacién.
Vino Ahilado y verdoso.

Streptococcus/ Carnes y leches frescas y Coloracién, malos olores y sabores.
Micrococcus procesadas

Bacillus Productos cocinados, leche y Malos olores y sabores, ahilado en
pan pan.
Mohos
Botrytis Fruta y verduras Reblandecimiento “pelusa”.
Penicillium/ Queso, pan Malos sabores, manchas negras o
Rhizopus Alimentos cocinados verdes.
Levaduras Mermeladas y conservas Sabor vinoso, textura blanda.
Queso Viscoso, coloracion grisacea, manchas
“humedas”

Fuente: Johns, 1995

Como se sabe, los efectos combinados de los factores que influyen el
crecimiento de los microorganismos son los que determinan la
supervivencia y desarrollo. Por ejemplo, a pH &cido aumenta la
susceptibilidad de los microorganismos al calentamiento por lo que se
requieren tratamientos térmicos mas suaves. La siguiente tabla muestra
microorganismos tipicamente alterantes de alimentos de acuerdo a su
pH.
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Tabla 1-2 Tipos de alteracion asociada tipicamente a los alimentos

Rango Alimento Rango Factores Microorganismos
de pH de pH adicionales alterantes
Acidez Leche 7.0-6.8 Antimicrobianos Lactobacillus spp.
baja naturales Bacillus spp.
7.0-5.5 .
Micrococcus,
Coliformes
Tocino 6.6-5.6 Cloruro sédico Micrococcus,
Nitrito sédico Vibrio
Carne en canal 7.0-5.4 Almacenada en Acinetobacter,
Pseudomonas
Carne roja 6.2-5.4 Refrigerada, Lactobacillus,
envasada a vacio Brochothrix,
Termosphacta,
Enterobacteriaceae
6.6 Carne oscura al Micrococcus,
corte (DFD) Bacillus,
Lactobacillaceae,
Enterobacteriaceae
Verduras 6.4-5.4 Calor Microorganismos del
enlatadas agriado plano
B. stearothermophilus
Acidez Mezclas de Calor Anaerobios  termofilos,
media verduras Cl. Saccharolyticum
salsas putrefaccion.
Pepinillos en 7.0-4.5 Acido acético Levaduras, coliformes,
vinagre bacterias acido lacticas
Queso cotagge 4.5 Bacterias Gram
negativas, levaduras
Acido Mahonesa, 4.1-3.0 Levaduras,
4.5-3.7 tomates, fruta 4.0 Lactobacillus,
Cl. pasteurianum,
B. coagulans
Frutas secas 4.5 Aw baja, sulfito Mohos, levaduras
Acidez Zumo de frutas 3.9-3.5 Calor Mohos, levaduras,
alta bacterias acidolacticas
<3.7 Frutas citricas 3.5-3.0 Penicillium spp.

Fuente: ICMSF, 1991 (condensada)
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Algunos de los hongos que afectan a los alimentos, produciendo

diferentes alteraciones, se encuentran en las siguientes tablas:

Tabla 1-3 Ejemplos de podredumbres fiingicas en hortalizas

Nombre vulgar Moho responsable
Podredumbre amarga Colletotrichum
Podredumbre negra Rhizopus, Ceratocystis

Podredumbre en pliegues Phytophtora

Podredumbre de carbdn  Aspergillus alliaceus (cebollas, ajos)
Penicillium hirsutum (rabano picante)

Manchas oscuras Cladosporium

Podredumbre blanda Trichothecium

Fuente: Mossel, 2003

Tabla 1-4 Ejemplos de podredumbres flingicas en frutas

Nombre vulgar Moho responsable
Podredumbre negra Aspergillus
Podredumbre parda Fusarium (citricos, pifia)

Monilinia (cerezas, melocotones)
Phytophtora (manzanas, fresas)
Podredumbre del corazén Alternaria
Podredumbre verde Trichoderma

Fuente: Mossel, 2003.

1.2.6 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s)

Como se ha mencionado, por su origen, manejo, deficiencias en el
proceso o contaminacion posterior, los alimentos pueden transmitir
enfermedades gastrointestinales como infecciones o intoxicaciones; las
infecciones y las intoxicaciones microbianas son las mas importantes
porque en los alimentos, por su composicién nutritiva y por los factores
ambientales, una pequefia cantidad de microorganismos puede

reproducirse y alcanzar niveles realmente peligrosos (Adams, 1997).
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Las enfermedades asociadas al consumo de alimentos pueden deberse a
factores de la formulacion, como compuestos inhibidores inadecuados
en el alimento; o del proceso como tratamientos térmicos insuficientes,
contaminacidon cruzada a partir de materias primas, equipo sucio o

malas practicas, asi como a transporte o almacenamiento inapropiados.

Los portadores asintomaticos pueden contaminar involuntariamente
alimentos o infectar a otras personas. También se ha encontrado que
algunas enfermedades diarreicas originan secuelas aparentemente no
relacionadas, como artritis, problemas cardiacos o alergias, ademas

iniciar o intensificar un estado de desnutricién (ICMSF, 1991).

Las enfermedades microbianas que se pueden transmitir por el consumo

de alimentos se dividen en (Mossel, 2003):

e Infecciones alimentarias: por la ingestion de microorganismos
patdgenos que pueden invadir al hospedero o liberar toxinas
resultantes del crecimiento dentro del tracto intestinal o en algun
otro 6rgano. El nimero de células viables que pueden causar una
infeccion es variable y puede ser reducido; se toman como

parametros:

a) la dosis infectiva minima (DIM), que se define como el
numero de células mas pequefio que iniciara la infeccién y
causara los sintomas de la enfermedad en individuos

anteriormente sanos y

b) la dosis infectiva media (DIsgp), que es el numero de células
gue provoca los sintomas de la enfermedad, en el 50% de

la poblacion expuesta.
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Intoxicaciones alimentarias: provocadas por la absorcion intestinal
de toxinas que ya estaban presentes en los alimentos antes de su
ingestion, como consecuencia del crecimiento y metabolismo de
los microorganismos en los sustratos alimentarios; destacan entre
ellas, las toxinas de Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum
y Bacillus cereus. También hay toxinas producidas por hongos
filamentosos como Aspergillus flavus (aflatoxinas) o Fusarium
(fumonisinas) (Forsythe, 2002).

La dosis infectiva

Es variable y esta influida por varios factores (Mossel, 2003):

Propiedades intrinsecas del microorganismo: Factores de
virulencia como adherencia, produccidon de toxinas, penetracion
capilar y competitividad en el lugar de accion; supervivencia a las
condiciones del tracto digestivo, al antagonismo ejercido por otros
microorganismos y a los factores de defensa de la mucosa, asi
como las condiciones a las que ha estado expuesto el

microorganismo anteriormente.

El fendmeno de coinfeccion: Un segundo microorganismo
patdogeno puede cambiar el estado de “portador asintomatico” de
un hospedero hacia un primer microorganismo, por la
modificacidon de la flora entérica normal, dafio o lesion a la mucosa
intestinal o por alteracion de la motilidad del tracto entérico. Asi,
una dosis muy baja de un enteropatdgeno puede desencadenar la

enfermedad si se ingiere junto con otro agente patdgeno.

Tipo de alimento con el que es ingerido el patégeno: Para causar
una enteritis bacteriana son necesarias cifras superiores a 10*
células, pero si estos microorganismos son ingeridos con agua,
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pasan casi inmediatamente desde el estdomago hacia el duodeno y
producen la infeccidon con un nimero considerablemente menor de
UFC’s. Asi mismo cuando los microorganismos estan envueltos en
los lipidos de los alimentos, se ven protegidos contra el efecto
bactericida del jugo gastrico. Debido a estos fendmenos la dosis
infectiva minima por via oral puede ser tan baja como de 1 a 10

células.

e Resistencia del hospedero: Las personas clinicamente enfermas
son mas susceptibles, sin embargo la respuesta de los
consumidores aparentemente sanos frente a una dosis definida de

un agente infeccioso, es muy variable y esta influenciada por:

o la acidez del jugo gastrico,

o la defensa inmunoldgica humoral y celular,

o la edad, el estado nutricio, el modo de vida y la
incompetencia inmune resultante de una enfermedad como
el SIDA,

o la capacidad de la flora intestinal para impedir el
asentamiento y la colonizacién de enteropatégenos en las
diversas areas criticas de revestimiento intestinal, es decir la
“exclusion competitiva”, y

la exposicion anterior a un patdgeno que origind una

o

inmunidad protectora.
A continuacién se presentan valores de la dosis infectiva minima (DIM)

estimada para algunos microorganismos causantes de ETA's.
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Tabla 1-5 Dosis infectivas de causantes de ETA's

Agente patéogeno

Minima dosis infectiva estimada

Formas vegetativas

E. coli enteropatégena 10°a > 10’
E. coli O157:H7 10-100

C. jejuni 1000

L. monocytogenes 4b 1000
Salmonella 10*a 10%°
Sh. flexneri 10%2a > 10°
Sh. dysenteriae 10 a 10*

S. aureus enterotoxigénico
V. cholerae

10° a 10%/g*
1000

V. parahaemolyticus 10°a 10°

Y. enterocolitica 10’

Bacterias esporuladas

B. cereus 10*a 108
Clostridium botulinum 103 *

Clostridium perfringens 10° a 10’

Virus

Hepatitis A < 10 organismos
SRSV < 10 organismos

* Namero de microorganismos viables capaces de producir
toxina suficiente para provocar una respuesta fisioldgica.

Fuente: Adaptado de Snyder, 1995 en Forsythe, 2002



Enfermedades alimentarias producidas por bacterias

Las enfermedades producidas por bacterias tienen un considerable impacto socio-econémico, pueden

incapacitar para el trabajo, o la actividad laboral puede verse reducida durante el padecimiento y la

recuperacion (ICMSF, 1991). A continuacion se presentan las caracteristicas de las principales ETA’s

de origen bacteriano.

Tabla 1-6 Caracteristicas de algunas enfermedades alimentarias causadas por bacterias

Enfermedad Agente Sintomas Tiempo Fuentes/Alimentos Medidas
0 agente causante de » generalmente preventivas
etiolégico incubacion  implicados
Bacilosis Toxinas Nauseas, vémitos, dolor 1-16 Productos cocinados,  Manipulacién higiénica
producidas por abdominal, con recuperacién horas pastas, arroz frito y y tratamientos
Bacillus cereus en menos de 24 h. leche en polvo térmicos: 30 min a
560 C para inactivar la
toxina del sindrome
diarreico y 90 min a
1269 C para inactivar
la toxina del sindrome
vomitivo.
Botulismo Toxinas Nauseas, vomito y posible 18-48 Conservas En productos
producidas por diarrea con fatiga, cefaleay horas alimenticias de baja enlatados o
Clostridium mareos, posterior acidez, carne y ahumados, control de
botulinum estrefiimiento; vision pescado enlatados, los procesos y puntos
tipos A, By E.  borrosa, dificultad para pescado ahumado y criticos: t, t, pH.

tragar y hablar, debilidad
muscular y temperatura
corporal por debajo de la
normal. Mortalidad del 65%
por fallo respiratorio o
cardiaco de 3 a 6 dias.

preparado

Cocinar o recalentar
para eliminar toxinas;
los tipos Ay B se
inactivan a 80° C por
10 minutos y las del
tipo E a 60° C, 5 min.

26



Enfermedad Agente Sintomas Tiempo Fuentes/ Alimentos Medidas
o0 agente causante de B generalmente preventivas
etioldgico incubacion oy plicados
Intoxicacion Enterotoxina Nauseas, vomitos, 3-6 horas Principal reservorio es Pasteurizacion de
estafilo- producida en espasmos abdominales por la nariz humana; alimentos
coccica el alimento por gastroenteritis (inflamacién presente en 30 a susceptibles,
Staphylococcu  de paredes de estomago e 40% de las personas refrigeracién e higiene
S aureus intestinos). Salvo sanas que apropiadas; no
complicaciones, no es contaminan alimentos exponer alimentos a
mortal y remiteen 1a3 cocinados. temperaturas de
dias. riesgo para su
desarrollo.
Clostridium Toxina Nauseas, vomitos 8-12 Carne cocinada, aves Inmediata
perfringens producida en ocasionales, diarrea y dolor  horas y pescados refrigeracion de carne
el hospedero ocasional. Recuperacién mantenidos mucho cocinada, aves y
por Clostridium rapida. tiempo a temperatura pescados; control de
perfringens favorables para temperaturas de
desarrollo. refrigeracion. BPHyS.
Salmonelosis Infeccidn Nauseas, diarrea, fiebre, 6-24 Carne, aves, huevos Limpieza e higiene en
(infeccion) producida por  dolor abdominal que puede horas y productos lacteos los manipuladores de
alguna de las ir seguido de escalofrios y poco cocinados o alimentos y del
1200 dolor de cabeza. En recalentados; son equipo;
variedades ocasiones, vomito. especialmente pasteurizacion,
patdogenas de Duracion: deldiaal susceptibles cuando refrigeracion
Salmonella semana. Mortalidad <1%. se mantienen mucho apropiada y envasado.
tiempo en frigorifico BPHyS
Shigellosis Infecciéon por Nauseas, vémitos, diarrea 1-7 dias  Alimentos Practicas higiénicas de
(disenteria especies de liquida que puede ser manipulados por los manipuladores de
bacilar) Shigella sanguinolenta, fiebre, dolor trabajadores poco alimentos; BPHyS
abdominal, escalofrios y escrupulosos en
dolor de cabeza. Duracion higiene
de pocos dias.
Aeromonas Infeccién por Gastroenteritis 1 a5dias Agua, carne de aves, Procesado, y

Aeromonas
hydrophila

carnes rojas

almacenado higiénico;
almacenara T <20 C.
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Enfermedad Agente Sintomas Tiempo Fuentes/ Alimentos Medidas

o0 agente causante de B generalmente preventivas

etiolégico incubacion  jmplicados

Campylo- Especies Diarrea, dolor abdominal, 1-7 dias Aves y carnes rojas Manipulacién,

bacteriosis infectivas de retortijones, fiebre, proceso, preparacion
Campylobacter abatimiento, heces y almacenamiento de
: sanguinolentas, dolor de carnes siguiendo
C. jejuni (89-  cabeza, dolor muscular, practicas higiénicas.
93%) desvanecimiento y y Control de T interna
C. coli (7- raramente r,nuerte. Duracion en la coccién.

de 2 a 14 dias.
10%)

Listeriosis Infeccidn por Diarrea, fiebre y dolor 1diaa Leche, ensalada de Evitar el consumo de
Listeria abdominal, puede resultar varias col, quesos, helados, alimentos crudos que
monocytogene en: meningitis y semanas aves, carnes rojas hayan contactado con
s serotipo 4b meningoencefalitis, animales infectados;

septicemia listerial, fiebre, almacenar alimentos a
intenso dolor de cabeza, -20 C. Pasteurizacion
nauseas, vomitos, lesiones adecuada; control de
post-contacto, colapso, T en los procesos.
coma, influenza falsa, BPHyS.

interrupcién del embarazo,

parto con nifio muerto; 30%

de mortalidad en infantiles y

adultos

inmunocomprometidos.

Yersiniasis Infeccién por Dolor abdominal, fiebre, 1-3 dias Productos lacteos, Manipulacién,
Yersinia diarrea, vémitos, erupcion carne cruda, pescado, procesado,
enterocolitica cutdnea durante 2-3 dias y verdura fresca preparacion y

rara vez muerte almacenamiento de
los alimentos en
condiciones higiénicas

Infeccidén por Escherichia Dolor de cabeza, fiebre, 10-12 Agua y alimentos Manipulacién higiénica

E. coli coli. Serotipos  diarrea, vomito y dolor horas, contaminados, y tratamientos

entero- asociados a abdominal con duracién de con rango principalmente térmicos suficientes.

patégena infecciones pocos dias. de 5-48 h carnicos sub-

cocinados y lacteos.
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Enfermedad Agente Sintomas Tiempo Fuentes/ Alimentos Medidas
o0 agente causante de B generalmente preventivas
etioldgico incubacion oy plicados
Escherichia Infeccién por Colitis enterohemorragica, 1 a5dias Carne de vaca Manipulacién
coli O157:H7  Escherichia coli puede provocar sindrome picada, productos higiénica, irradiacion,
(infeccidn) 0O157:H7 hemolitico urémico, con un lacteos, carne cruda cocinar a 65° C o
enterohemo- 5-10% de mortalidad. Dolor de vaca, agua, sidra mas.
rragica abdominal, vémitos, de manzana,
anemia, trombocitopenia, mayonesa;
lesion renal aguda con orina
sanguinolenta, convulsiones,
pancreatitis.
Vibrio para- Toxina Dolor abdominal, diarrea 12-14 h, Exclusivo de Manipulacion higiénica
haemolyticus producida en Mmuy acuosa, nausea y con rango ambientes marinos y cocinado suficiente
el hospedador  vomito, fiebre y dolor de de 2-48 h de productos marinos.

por Vibrio
para-
haemolyticus

cabeza. Duracibn de 2 a 5
dias. Mortalidad muy baja.

Moluscos, bivalvos,
crustaceos y peces.

Elaboraciéon a partir de: Barreto, 2000; Katsuyama, 2005; Marriot, 2003; Forsythe, 2002 y Velazco, 2011.
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Micotoxicosis

Se designa con el nombre de micotoxinas a las sustancias toéxicas
producidas por el crecimiento de los mohos en los alimentos; existen
mas de 200 especies diferentes de mohos que producen sustancias
toxicas por via oral para animales y el hombre. Se han identificado mas
de 300 micotoxinas y los tres géneros mas importantes son Aspergillus,

Penicillium y Fusarium (Forsythe, 2002).

A continuacidon se muestran las micotoxinas mas frecuentes en las ETA’s

y los alimentos implicados.

Tabla 1-7 Micotoxinas mas importantes para la industria alimentaria

Micotoxina Principales Alimentos implicados
productores

Aflatoxinas Aspergillus flavus  Granos de cereales, harina, pan, harina de
Aspergillus mal'z,, palomitas de maiz, mantequilla de
parasiticus mani

Patulina Penicillium Manzanas y productos derivados
cyclopium
Penicillium
expansanum

Ac. Penicilico Especies de Alimentos enmohecidos de supermercados
Aspergillus

Ocratoxina Aspergillus Granos de cereales, granos verdes de café
ocharaceus
Penicillium
viridicatum

Esterigmatocistina Aspergillus Granos de cereales, queso, carne desecada,
versicolor pasteleria refrigerada y congelada.

Fuente: Marriot, 2003

Como se observa en la siguiente tabla, los efectos patoldgicos de las
micotoxinas son adversos, y el consumo de dosis altas 6 frecuentes

puede producir enfermedades subsecuentes importantes.
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Tabla 1-8 Efectos patoldgicos de algunas micotoxinas

Micotoxina Origen Efectos toxicos
Aflatoxina Aspergillus flavus, Carcinogenicidad, con especial
parasiticus y nomius; afinidad por el higado;
posiblemente también otras  inmunosupresion
especies y géneros
Fusarenona F. nivale Inhibicion de la sintesis de
proteinas en las células de los
tejidos hematopoyéticos
Fusarina C F. moniliforme Mutagenicidad
Fusariogenina F. sporotrichioides Aleucia toxico alimentaria (ATA)
Grioseofulvina P. islandicum Carcinogenicidad
Islandicina P. islandicum Mutagenicidad

Islandotoxina

Kéjico, acido
Luteosquirina
Maltorrizina
Moniliformina
Acido
micofenolico
Ocratoxinas

Oxalina
Paspalinina

Patulina

Paxilina

Penicilico, acido

Psoraleno
Roquefortina

Roridina E

Rubratoxinas

P. islandicum

Varias especies de
Aspergillus y Penicillium

P. islandicum
A.oryzae

Varias especies de Fusarium

Varias especies de
Penicillium

Varias especies de
Aspergillus y Penicillium
P. oxalicum

Claviceps paspali

Varias especies de
Penicillium y Aspergillus,
Byssochlamys nivea

P. paxilli

Varias especies de
Penicillium y Aspergillus
Sclerotinia sclerotiorum
P. roqueforti

Stachybotris atra
P. rubrum y purpurogenum

Hepatotoxicidad

Convulsiones

Carcinogenicidad con especial
afinidad por el higado

Efectos hemorragicos y
neurotoxicos

Degeneracion miocardica

Toxicidad para los leucocitos,
provocando anemia

Hepatotoxicidad; nefrotoxicidad

Neurotoxicidad
Produccion de temblores

Toxicidad general y posiblemente
carcinogenicidad

Produccion de temblores
Carcinogenicidad; cardiotoxicidad

Efectos dermatiticos

Neurotoxicidad, provocando
ataques convulsivos

Alelcia toxica alimentaria (ATA)*
Efectos hemorragicos; hepatotoxico
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Micotoxina Origen Efectos toxicos
Secaldénico D, Varias especies de Efectos hemorragicos
acido Penicillium

Eslaframina

Solaniol

Esporidesmina

Esporofusario-
genina

Vomitoxina
Wortmannina

Xantoascina

Zearalenol
Zearalenona

Rhizoctonia leguminicola

Fusarium solani

Pithium chartarum
F. sporotriichioides

Varias especies de Fusarium

P. wortmannii; Myrothecium
spp., Fusarium oxysporum

A.candidus

P. roseum
Varias especies de Fusarium

Interaccion con el sistema nervioso
parasimpatico

Neurotoxicidad

Hepatotoxicidad; eczema facial
Alelcia toxica alimentaria (ATA)

Vémitos

Hemorragias en estomago,
intestino, corazon y timo

Lesiones miocardicas y pulmonares

Afectan al Gtero
Vomitos; interferencia con los

sistemas de hormonas esteroides

*ATA: vOmitos, inflamacién aguda del aparato digestivo, anemia, insuficiencia circulatoria
y convulsiones. (FAO, 2003)

Fuente: Mossel, 2003

Virus

Los alimentos pueden actuar como vehiculos de transmisién de los
virus; se denomina enterovirus a aquellos que producen infecciones
gastrointestinales ya que se multiplican en el intestino de la persona
infectada. Hay tres grupos principales involucrados en gastroenteritis
viral: virus estructurados redondos pequefos (6 SRSV por sus siglas en

inglés), virus de la hepatitis infecciosa y rotavirus (Forsythe, 2002).

La dosis infectiva puede ser tan baja como 10 particulas viricas y los
alimentos con mayor frecuencia implicados en la transmision de virus
son los moluscos bivalvos, tales como almejas, berberechos, mejillones

y ostiones (Caballero, 2008).
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El virus de la hepatitis A produce fiebre, dolor abdominal, nauseas,
espasmos e ictericia; los sintomas se presentan aproximadamente 25
dias después de consumirlo, se encuentra en mariscos crudos de aguas
contaminadas, bocadillos,

ensaladas y postres. Para prevenir su

presencia y transmision se recomienda un manejo higiénico de los

alimentos y cocinarlos a 70°C (Marriot, 2003).

En la siguiente tabla se resumen las principales ETA’s virales,

Tabla 1-9 Virus transmitidos por alimentos y enfermedades asociadas

Familia Virus Enfermedad asociada
Adenoviridae  Adenovirus grupo F, Gastroenteritis
Serotipos 40 y 41 (Ad V)
Astroviridae Astrovirus humano, 7 Gastroenteritis benigna
serotipos (HuAv)
Liciviridae Calcivirus entérico humano, Gastroenteritis
5 0 mas serotipos (HuCv).
Virus pequefios esféricos.
Ejemplo: Norwalk o NLV. 4-9
(serotipos)
Hepatitis E (HEV) Hepatitis
Hepatitis infecciosa
Parvoviridae Parvovirus, ejemplo: agente  Gastroenteritis asociada con
de Dichling, y Cockle mariscos
Picornaviridae Poliovirus tipos 1y 3 Meningitis, paralisis, fiebre
Echovirus tipos 1-65
Enterovirus (68-71) Meningitis, exantema, diarrea,
Coxsackie A(1-23) fiebre, sintomas respiratorios
Coxsackie B(1-6)
Hepatitis A (HAV) Meningitis, sintomas
respiratorios, miocarditis,
Hepatitis infecciosa
Reovirus Reovirus Gastroenteritis
Rotavirus, principal A,
ocasional Grupos By C
Coronaviridae Coronavirus entérico Gastroenteritis posiblemente.
humano (HECV) Enterocolitis necrotizante del
recién nacido
Torovirus Torovirus humano Gastroenteritis

(Caballero, 2008)
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Para prevenir la contaminacién de los alimentos por virus se debe poner
énfasis en las BPHyS, mantener elevados estandares de proteccidon de
los alimentos y procedimientos sanitarios, y monitorear la salud del

personal involucrado en su preparacion (Adams, 1997).

A diferencia de las bacterias, los virus no se pueden multiplicar en los
alimentos y como se pueden inactivar con tratamientos térmicos se
recomienda la pasteurizacion de la leche para eliminar el virus de la
hepatitis A. En el caso de los moluscos algunas instituciones
recomiendan calentar de 85 a 90°C por lo menos durante 90 s, para

destruir los virus (Caballero, 2008).

En la siguiente tabla se muestran datos para la inactivacién de los virus

en alimentos.

Tabla 1-10 Minima temperatura interna y tiempo de coccién que asegura la
inactivacion de los virus

Alimento Tiempo Temperatura
(°C)
Pollo y carnes rellenas 15s 73.9
Carne molida 15s 68.3
Carne de cerdo 15s 68.3
Carnes inyectadas 60 s 65.6
Pescado picado 3 min 62.8
Huevo en platillo 3 min 62.8
Rosbif 12 min 60.0
Pescado, mariscos, carne de res (cubos, rebanadas), 15s 62.8
huevos en cascardn y otros guisos potencialmente
riesgosos

Fuente: Caballero, 2008.
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Parasitosis

Algunas veces los alimentos actuan como vehiculo de parasitos, que al
ser ingeridos por el hombre ocasionan enfermedades; éstas se producen
como consecuencia de la presencia y acciéon nociva de los parasitos
sobre las personas o animales. Los parasitos tienen diferentes
caracteristicas y algunos poseen ciclos vitales complejos pasando por
diferentes fases en hospederos animales distintos (Forsythe, 2002;
Costamagna, 2007).

Los parasitos afectan a sus hospederos en varios grados. Sus modos de
accion incluyen por lo general una combinacion de los siguientes: toman
nutrientes del hospedero; consumen, digieren y destruyen sus tejidos;
algunos productos de su metabolismo son téxicos. Algunas infestaciones
de parasitos Unicamente causan molestias, pero otras causan
importantes sintomas como: falta de apetito; crecimiento retardado;
debilidad general; tos; pelo aspero; pérdida rapida de peso; diarrea

(sanguinolenta) persistente; muerte (UGRJ, 2011).

Giusanos adultos Frotozoarios
Mematodos Cestodos Trematodos Coccidia
(ouzanos (gusanos planos  (fascicla 0.5 merszoite
redondos) 0.8a 2m) a 2.5 mm) (00002 mm)

.

Huewos Clocito
Q03 a 0,05 mm 005 mm 025 mm O.02 mim

Figura 1-3 Parasitos internos comunes. Fuente: UGRJ, 2011
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La infeccidon indica entrada y multiplicaciéon del parasito en el hospedador; mientras que el término

infestacion se emplea para aquellos parasitos que no se multiplican en el organismo del hospedador (para

generar nuevos ejemplares necesitan cerrar un nuevo ciclo) (Costamagna, 2007).

Tabla 1-11 Principales enfermedades parasitarias humanas

Tipo Especies Enfermedad Sintomas Principal fuente de Hospederos
producida principales contagio intermediarios
Protozoos Entamoeba Disenteria Variables. Desde Verduras vy frutas Ninguno
(organismos histolytica amebiana diarreas limitadas a contaminadas por
unicelulares) ulceraciones de los manipuladores,
organos y hasta la moscas, etc. agua
muerte contaminada
Toxoplasma Toxoplasmosis Hidrocefalia y cequera Carnes crudas o Gatos domésticos
gondii en los niflos. Menos poco cocidas (cerdo,

Trématodos
(gusanos planos
sin segmentar,
duelas)

Céstodos
(gusanos planos
segmentados,
tenias)

Fasciola hepatica

Clonorchis
sinensis

Taenia solium y
T. saginata

Fasciolosis

Clonorquiasis

Teniasis

grave en los adultos,
a menudo croénica con
posible afeccién de los
ojos

Inflamacién, abscesos
y hemorragias
intestinales

Infeccién del conducto
biliar, vesicula biliar e
higado

Pérdida de peso o
vomitos, dolores
abdominales y en
casos graves hasta la
muerte

cordero, vacuno,
aves). Gatos
domeésticos

Berros

Peces de agua dulce

crudos o poco
cocidos

Cerdo (T. solium) y

vacuno (T. saginata)

poco cocidos

Caracoles y
rumiantes

Caracoles y peces
de agua dulce

Cerdos y vacunos
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Tipo Especies Enfermedad Sintomas Principal fuente de Hospederos
producida principales contagio intermediarios
Diphyllobothrium  Difilobotriosis Asintomatica en el Pescado crudo o Pescado de agua
latum 50% de los casos. poco cocido dulce
Diarrea, vomitos,
somnolencia y
debilidad general
Trichinella spiralis  Triquinelosis Asintomatica en la Carne de cerdo y cerdos
Nematodos mayoria de los casos.  embutidos crudos o
(gusanos En otros vomitos y poco cocidos
cilindricos sin diarrea los primeros
gusanos musculares, edema y
redondos) fiebre
Anisakis sp. Anisaquiasis o Variables. Puede Pescado crudo o Pescados

enfermedad del
“gusano del
arenque”

limitarse a dolor
gastrico y vomitos, en
los casos graves
pueden producir
Ulcera de estomago

poco cocido. A
menudo ligeramente
salado

marinos, incluidos
los arenques

Fuente: Forsythe, 2002.
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1.3 LIMPIEZA Y DESINFECCION
Los residuos que contienen microorganismos pueden contaminar los
alimentos, asi como formar biopeliculas que los protegen del ambiente y
desinfectantes y que son dificiles de eliminar del equipo y los utensilios;
los residuos de alimentos permiten la  multiplicacion de
microorganismos, por lo que es importante garantizar que la limpieza

sea eficaz y elimine los residuos de alimentos y de microorganismos.

La suciedad es material que se encuentra en un sitio inadecuado. Se
compone de restos de lo que ha pasado por ahi; en el caso de la
industria alimentaria, de restos de alimentos y polvo con particulas
sueltas y materia organica (residuos de alimentos, jabones, objetos de
limpieza) que puede encontrarse en un servicio de comidas o instalaciéon
procesadora de alimentos; también puede contener materia inorganica

como depodsitos minerales, metalicos y alcalinos (Marriot, 2003).

1.3.1 Tipo de suciedad

El tipo de suciedad a eliminar varia de acuerdo con la composicién del
alimento y la naturaleza del proceso a que ha sido sometido; para
limpiarlos deben elegirse los agentes de limpieza mas convenientes. Los
restos alimenticios pueden ser particulas secas y residuos desecados o
cocidos, pegajosos, grasosos 0 Viscosos; para eliminarlos se requiere
una combinacidon de medios fisicos, agua caliente y agentes quimicos de

limpieza (Forsythe, 2002).

A continuacion se presenta una clasificacién de los tipos de suciedad

mas comunes en la industria alimentaria.
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Tabla 1-12 Tipos de suciedad

Componente en

la superficie Solubilidad Limpieza Cambios al calentar
AzUcar Hidrosoluble Facil Caramelizacion; mas dificil
de limpiar
Grasa Insoluble en agua, Dificil Polimerizacién; mas dificil
soluble en &lcali de limpiar
Proteina Insoluble en agua, Muy dificil Desnaturalizacion; muy
soluble en &lcali, poco dificil de limpiar
soluble en acidos
Sales minerales Hidrosolubilidad variable, Facil a Interaccion con otros
la mayoria acido-solubles dificil componentes dificiles de
eliminar

Elaborada a partir de: Tamplin, 1980 en Forsythe, 2002 y Marriot, 2003.

1.3.2 El proceso de limpieza y desinfeccion

Los procesos de limpieza tienen cinco etapas basicas (Johns, 1995):

- Preparacion o pre-limpieza: Desmantelamiento del equipo

- Operacién de limpieza: Eliminaciéon de particulas de alimentos
adheridas a la superficie con agua 50-60°C y detergentes.

- Enjuague: Eliminacién de residuos tras la limpieza, usando agua
limpia.

- Desinfeccion: Destruccién de bacterias que sobreviven al proceso
de limpieza, mediante calentamiento o0 wusando productos
guimicos.

- Secado: Eliminacién de agua que puede atraer a las bacterias;

puede ser mediante evaporacidén o con aire caliente.

Existen cuatro tipos de manejo para el mantenimiento y limpieza, segun

la etapa de aplicacion (Forsythe, 2002):

- Correctivo: Se basa en el informe rapido y eficaz de los defectos y

accion de respuesta rapida.
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- Preventivo: Consiste en determinar cuando sera necesario realizar
el siguiente tratamiento y se planea ligeramente antes de la fecha
en que se preveé que sera indispensable.

- Planificado: Para acciones mayores que afectan al sistema
productivo por lo que es necesario predeterminar cuando
sucedera; incluye inspecciones y documentaciones mas rigurosas
gue los otros, generalmente con participacién de personal de
supervision.

- Aplicando funcionamiento del equipo: Se aplica a aparatos muy
dificiles de desarmar y/o de limpiar efectivamente por métodos
simples; los sistemas "Clean In Place” o CIP por sus siglas en
inglés, son ejemplo de estos procesos. Generalmente se aplican

entre turnos.

1.3.3 Clasificacion de detergentes

Las propiedades deseables de un agente limpiador son: completa y
rapida solubilidad, no ser corrosivo a superficies metalicas, brindar
completo ablandamiento de agua, excelente accién humectante,
emulsificante de la grasa, solvente de los sélidos que se desea limpiar,
buenas propiedades de enjuague, accién germicida, bajo precio, no
toxico y biodegradable (Flores, 1999). Se clasifican con base en su

composicion:

- Detergentes alcalinos, especialmente Utiles para eliminar grasa: sosa

caustica, fosfato trisédico, bicarbonato de sodio, tetraborato de sodio.

- Detergentes acidos, especialmente Utiles para eliminar residuos de

proteinas: acido glucdnico, acido sulfénico.

- Detergentes a base de polifosfatos que actian como secuestrantes de

iones, Utiles para eliminar residuos minerales; el ion trifosfato es de
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gran utilidad porque forma complejos solubles con los iones calcio,
fierro, magnesio y manganeso, quitando las manchas que estos
ocasionan (Lomeli, 2007): Pirofosfato tetrasddico, hexametafosfato de

sodio.

- Agentes abrasivos (limpieza en seco): Arena a presion.

1.3.4 Técnicas de desinfeccion

La desinfeccion es un proceso fisico o quimico que reduce
significativamente la carga microbiana, especialmente de
microorganismos patdégenos, de un material, medio o equipo (Forsythe,
2002). En la industria alimentaria, se aplican tratamientos de
desinfeccion después del lavado como una de las medidas que en
conjunto permiten asegurar la inocuidad de los productos que se

procesan en dicho equipo.

De acuerdo a la NOM-093-SSA1-1994 las superficies de equipo de
coccién de alimentos deben desinfectarse por lo menos cada 24 horas y
las superficies que se utilicen en la elaboracion de alimentos como
rebanadora, sierra, mezcladora, molino, peladora, procesadora,
batidoras, abrelatas, extractores de jugos y similares deben lavarse o

limpiarse segun el caso después de cada uso.

Los cientificos han desarrollado una gran diversidad de técnicas de
desinfeccion, pero comentaremos Unicamente aquellas aplicables a la

desinfeccion de superficies en la industria alimentaria.

Desinfeccion con agentes fisicos: calor (seco/humedo), radiacion UV,

radiaciones ionizantes (Flores, 1999).

Desinfeccidon con sustancias quimicas mediante la aplicaciéon de: cloro,
yododforos, compuestos cuaternarios de amonio, compuestos anféteros
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tensoactivos, acidos y alcalis fuertes, fenol y compuestos relacionados,

agentes gaseosos esterilizantes, entre otros. Cabe senalar que en el uso

de desinfectantes quimicos, es indispensable (Wildbrett, 2000; Flores,

1999):

Comprobar su eficacia y determinar si su accion es
inhibidora o letal (microbiostatica o microbicida) y su
espectro de accidon (bacteriostatico, fungistatico, viricida,
bacteriocida, fungicida o parasiticida) e inclusive el grupo
especifico contra el cual es eficaz.

Verificar la efectividad en la matriz del (o los) alimento(s)
gue se procesan en cada equipo

Rotar los desinfectantes para evitar adaptacion de los
microorganismos y/o seleccion de mutantes resistentes.
Considerar las condiciones de utilizacién: temperatura, el
tiempo de accidon, la concentracion, la estabilidad vy

precauciones.

A continuacidon se presenta una tabla con las combinaciones de

detergentes/desinfectantes mas utilizadas en la industria.

Tabla 1-13 Combinaciones de detergentes/desinfectantes mas utilizados en la
industria alimentaria

Detergente Desinfectante

Alcalis inorgéanicos Hipocloritos
Compuestos organicos que liberan cloro
QAC's *

Acidos inorgénicos Tensioactivos no idnicos
Ioddforos

Tensoactivos anidnicos Compuestos organicos que liberan cloro
Tensoactivos no iénicos QAC's

Yodoéforos

*Compuestos cuaternarios de amonio.
Fuente: Forsythe, 2002.
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1.4 EVALUACION DE LA HIGIENE
El objetivo de la limpieza y desinfeccién es asegurar la elaboracion de
alimentos inocuos y con buena capacidad de conservacién. Y es
necesario llevar a cabo un control microbiolégico del equipo e
instalaciones sometidas a limpieza y desinfeccidon, para comprobar que
dichos procesos son eficaces y contribuyen al objetivo. Los controles que

pueden aplicarse son (Forsythe, 2002):

- Vigilar las condiciones de trabajo en la limpieza y desinfeccion.

- Comprobar el estado microbioldgico de las instalaciones limpiadas o
dispuestas para el funcionamiento.

- Llevar a cabo el control microbioldgico inicial del producto preparado.

- Controlar reclamaciones concretas.

Hasta los afios 1980’s el Unico método para medir el estatus higiénico
de las superficies en contacto con alimentos era el método tradicional
basado en cuenta estandar de bacterias, en placa de agar (Easter,

2003); muchas especificaciones para la industria, se han hecho con base

en esta determinacién, como ejemplifica la siguiente tabla:

Tabla 1-14 Especificaciones de nimero aceptable de microorganismos
alterantes en las superficies de contacto con los alimentos

Recuento microbiano Condicidon de la superficie

UFC's
< 1/cm? Excelente
2-10/cm? Bueno
11-100/cm? Se requiere limpieza
101->1000/cm? Fuera de control: parar el proceso y buscar el fallo

Adaptada de: Snyder, 1995 en Forsythe, 2002.

De acuerdo a Ila NOM-093-SSA1-1994, las especificaciones
microbioldgicas para superficies inertes en contacto con alimentos son:
Cuenta total de mesofilicos aerobios < 400 UFC/cm?® de superficie y

coliformes totales < 200 UFC/cm? de superficie.
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Recientemente se han desarrollado diversos métodos de evaluacion de

higiene, de los cuales no todos se han trasladado a la industria debido a

problemas en su aplicacion o interpretacion; se muestran algunos

ejemplos en la siguiente tabla.

Tabla 1-15 Técnicas de deteccion de la suciedad en sistemas CIP

Técnica Medicién Escala de Problemas
tiempo
Transferencia Rendimiento Tiempo real Precision e interpretacién
de calor térmico-Nivel dependientes del modelo del
de suciedad proceso
Flujo de calor Rendimiento Tiempo real Confiabilidad a escala local seguin
local térmico-Nivel el material del modelo
de suciedad
Pérdida de la Rendimiento Tiempo real Precision (presién diferencial);
presion total o  hidraulico interpretacidon de unidades
tasa de flujo espesor de la complejas dependientes de un
suciedad patrén de flujo
Ultrasonido Espesor de la Tiempo real Escala local, intrusion en el flujo,
suciedad calibracién
Técnicas de Actividad Retrospectiva Tiempo de espera, especificidad de
ATP/ADN microbiana deteccidon segun costo, volumen
del liguido de medicién, células
inactivas
Microbioldgicas Actividad Retrospectiva Tiempo de espera, consumo de
(hisopado) quimica y tiempo, operadores habiles, acceso
microbiana. invasivo para la toma de muestras
Visual Suciedad o Tiempo real Facil, sin equipos y rapida.
biopeliculas Precision y resoluciéon subjetivas.
Instrumentos Suciedad o Tiempo real Acceso a las superficies de
opticos: FTIR, biopeliculas proceso; escala local, calibracion,
NR umbral del sensor.
Propiedades Suciedades Tiempo real Detecta materiales en liquidos, no
eléctricas de en superficies, agrega
liquidos incertidumbre segun la fuente, la
(capacitancia, sensibilidad varia para diferentes
conductividad, contaminantes, cambia la
amperometria) resolucién segun concentraciones,
especificidad
Propiedades Suciedad, Tiempo real Escala local, implementacion en

eléctricas de
superficies

biopeliculas y

corrosion

areas de proceso, calibracion

Fuente: Wilson, 2005.
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1.4.1 Determinacion de residuos persistentes

Desde luego, que hay residuos que son mas faciles de eliminar y
algunos que son persistentes; ello depende de la composicién de las
matrices manejadas en el equipo, las temperaturas de proceso, el
material y caracteristicas de la superficie, el tiempo transcurrido entre el
uso y la limpieza. Para el control de residuos de grasa, Trautman (1981)

considera las siguientes posibilidades (Wildbrett, 2000):
- Visual: Utilizacion de colorantes para hacer evidente el residuo.

- Fotométrica: Disolviendo una muestra de la superficie en alcohol para
medir la capacidad de transmision de la solucion, que depende de la

grasa presente.

- Radiométrica: Marcaje radioactivo de la grasa y medicion de la
actividad residual sobre las superficies enjuagadas (para fines de disefio

e investigacion).

- Gravimétrica: Pesar el soporte portador de la suciedad antes vy

después de la limpieza.

- Conductométrica: Determinacidon del proceso de desengrasado con un
electrodo en el liquido de enjuague, a través del aumento de la

conductividad eléctrica.

Los residuos persistentes de almidén pueden determinarse con un
método de antrona conjugada, en microescala (Lang y Wildbrett, 1989).
Rietz (1993) elaboré un protocolo simplificado de este proceso
(Wildbrett, 2000).

Los restos persistentes de proteina pueden disolverse con lejia de sosa y

para verificar la eficiencia se aplica al agua de enjuague una hidrolisis
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acida y reaccién con nihinidrina; la determinacidon puede ser cualitativa

(visual) o cuantitativa mediante espectrofotometro (Wildbrett, 2000).

Finalmente, para detectar residuos inorganicos, se disuelven en acido y
se cuantifican en el fotdmetro de llama (Sauerer, 1989 en Wildbrett,
2000).

1.4.2 Analisis microbiolégico

Segun investigaciones de mercado realizadas en 2003 por Strategic
Consulting Inc., del total de ensayos microbioldgicos realizados por la
industria en el mundo (1,136.5 millones), el 58% (660.5 millones)
correspondieron a la Industria de la Alimentacion, de los cuales 49% se
aplicaron en alimentos y 9 % en bebidas. Aproximadamente, el 20% de
los analisis se dirigieron a la deteccion de los microorganismos
patdégenos Salmonella y Escherichia coli 0157:H7 y el 80% restante
fueron analisis rutinarios (recuento total, de coliformes, de mohos y de

levaduras) (Herranz, 2008).

Debido al gran numero y variedad de los microorganismos presentes,
los analisis bacterioldgicos son menos exactos y precisos que los
métodos quimicos de andlisis y aunque el analisis bacterioldgico puede
gue no proporcione resultados precisos, es muy util para indicar el nivel
de higiene en el equipo, utensilios manejo de materias primas y otros

aspectos del ambiente y productos alimenticios (Marriot, 2003).

Los que se aplican especificamente para evaluacién de sistemas de
higiene son los de anélisis microbiolégico de superficies inertes; pueden
llevarse a cabo por métodos tradicionales que se caracterizan por ser
laboriosos, emplear grandes volumenes de medios de cultivo y requerir

un tiempo considerable para la obtencién de resultados (Herranz,
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2008); o por métodos modernos, entre los que se incluyen los basados

en la deteccidon de ATP por bioluminiscencia (Forsythe, 2002).
Los métodos tradicionales mas usados para estos analisis son:

Cuenta en placa de bacterias aerobias: El método de cuenta en placa, a
veces denominado recuento total en placa, puede utilizarse para
conocer el grado de contaminacion del aire, agua, superficies del equipo,
instalaciones y productos alimenticios. Cuando se aplica a superficies,
éstas se frotan con hisopos, que luego se diluyen en un liquido adecuado
como agua peptonada o buffer de fosfatos, segun el nivel de
contaminacion esperado; éste liquido se inocula luego en un medio
nutricio solidificado con agar, en una caja Petri y se incuba en las
condiciones adecuadas para el grupo microbiano que se quiere detectar,
generalmente mesofilos (Marriot, 2003). Una vez que se tienen las
diluciones, el analisis también puede llevarse a cabo utilizando placas
Petrifilm 3M™.,

Técnica de la placa de contacto: En esta técnica, en vez de utilizar
hisopos y diluciones, se abre una placa cubierta hasta el borde con el
medio de cultivo (o una disenada especificamente para ello, como la
placa Rodac) y se comprime contra la superficie a estudiar; sélo puede
utilizarse en superficies ligeramente contaminadas, por ejemplo para

comprobar la eficacia de un programa desinfectante (Marriot, 2003).

Sin embargo una importante limitacion de estos métodos es que se
requieren al menos 18 a 24 horas de incubacion, antes de tener un

resultado; es largo para una prueba de higiene previa a la produccién.
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1.4.3 Métodos rapidos de evaluacion de higiene

El principio en el que se basan estos sistemas es que las sefales del
desarrollo microbiano tales como niveles de trifosfato de adenosina
(ATP); el cual se emplea para almacenar y liberar energia en las células
de los seres vivos mediante las interconversiones de ATP y ADP
(difosfato de adenosina) (Brown, 2004), enzimas especificas, pH,
impedancia, conductancia y capacitancia eléctricas, se modifican
paralelamente con el crecimiento microbiano; para que las mediciones
sean significativas es necesario establecer la correlacidn entre estos

parametros y el recuento de células viables (Herranz, 2008).
Algunos de los mas importantes son:

Pruebas con indicadores y la reduccion del colorante: Algunas enzimas
producidas por microorganismos son capaces de inducir reacciones de
reduccidn que se pueden detectar mediante sustancias indicadoras como
colorantes. La reduccion es acompafiada de un cambio de color,
proporcional al cambio de potencial redox, que a su vez es proporcional
al numero de microorganismos presentes. En su version mas simple se
usa un papel filtro empapado de colorante que se aplica directamente
sobre una muestra de alimento, una pieza del equipo o una superficie

para conocer su estado higiénico (Marriot, 2003).

Existen tiras para la prueba de “contaminacién con tejido o liquido
tisular” (TTFC) que detectan los péptidos y azlcares reductores; un
resultado positivo indica la presencia de material organico que puede

favorecer el desarrollo microbiano en una superficie (Forsythe, 2002).

También existen hisopos para la deteccion de proteinas, los cuales no
requieren instrumentos de medicién ya que se interpretan visualmente,
detectando el cambio de color que indica la presencia de proteinas y
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proporciona una medida de la higiene; algunos autores consideran que

la interpretacion es algo subjetiva (3M, 2011).

Figura 1-5 Hisopo Pro-Tect
de 3M para deteccidon de
residuos proteicos

Figura 1-4 Hisopo Flash de
Biocontrol. Detectores
instantaneos tipo lapiz para
deteccion de restos de
proteinas en superficies.

A continuacién se muestra una tabla con algunos de los principales

productos de este grupo:

Tabla 1-16 Hisopos monitores de proteina de 3M para verificacion de limpieza
y determinacién de proteinas alergénicas

Producto

Analito

Aller-tect

Proteinas alergénicas

Pro-tect

Proteinas totales

Protect-M

Proteinas
residuales

Procedimiento

Incubacion 15 min a
550 C

Incubacion 10 mina T
amb

Incubacion 45 min
a37°C

Aplicaciones

Monitoreo Alérgenos
en equipo para

Monitoreo de limpieza,
industria de Alimentos

Monitoreo de
limpieza, industria

Alimentos de alimentos,
hospitales
Sensibilidad 5 ug 50 g 3 g
Resultados Verde: pasa Morado: Verde: pasa Morado: | Verde: pasa
Desaprobado Desaprobado Morado:
Desaprobado

Todos estan basados en la reaccion de Biuret, que presenta interferencias por
limpiadores alcalinos y H,0,, y se almacenan en refrigeracion.

Fuente: adaptado de 3M, 2011.
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1.4.4 Bioluminiscencia

La bioluminiscencia es la capacidad de algunos organismos vivos para
emitir luz; hay organismos luminiscentes entre los crustaceos,
protozoos, hongos, celentéreos, bacterias, gusanos y medusas
(bioluminiscencia sin O,), asi como entre insectos y peces (Shimomura,
2006).

El estudio moderno de la bioluminiscencia comenzé cuando R. Dubois,
fisidlogo francés en 1885 realizd la primer reaccion luciferina-luciferasa
con dos extractos acuosos de Pyrophorus y en 1887 con extractos de
Pholas dactylus; uno de los extractos se obtuvo triturando los insectos
con agua fria y otro extracto fue hecho con agua caliente, los dos
extractos se tornaban luminiscentes cuando eran mezclados, de lo que
Dubois concluyé que el extracto de agua fria contenia una enzima
termolabil especifica y necesaria para la reacciéon luminosa a la que
llamé “luciferasa”, también concluyé que el extracto de agua caliente
contenia una sustancia relativamente estable al calor y especifica para la
reaccion a la cual designd “luciferina”. Se percibid entonces que se
trataba de una reaccién sustrato-enzima que emitia luz. El resplandor de
la luciérnaga procede de un dérgano en el abdomen y el ritmo de la

secuencia de destellos esta bajo control nervioso (Shimomura, 2006).

Se creia que todos los fendmenos de bioluminiscencia se debian a la
reaccion luciferina-luciferasa, hasta que en 1961 se descubrid la
proteina aequorina, a partir de la medusa Aequorea. La aequorina
emite luz en soluciones acuosas, con adiciéon de Ca’*, en presencia o
ausencia de oxigeno, la emisién de luz es una reaccién intramolecular de
la proteina, y es proporcional a la cantidad de proteina. Las propiedades
de la aequorina fueron distintas a las de la luciferina o la luciferasa y

entonces se introdujo el término fotoproteina.
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Ahora se conocen mas fotoproteinas: las sensibles al Ca®*", en
celenterados y en protozoarios; las de activacion por peroxido
encontradas en gusanos y en coledpteros; y las de activacién por ATP

encontradas en el ciempiés Luminodesmus (Shimomura, 2006).

La luciérnaga utiliza el ATP en un conjunto de reacciones que convierten
energia quimica en energia luminosa. Los principales componentes son
la luciferina (un acido carboxilico complejo) y la luciferasa (una enzima)
(Lenhinger, 1993).

El ATP es altamente soluble en agua y muy estable en soluciones de pH
entre 6.8 y 7.4, pero se hidroliza rapidamente a pH extremo. Por
consiguiente, se almacena mejor como una sal anhidra, tarda varias
semanas en hidrolizarse. La masa molecular del ATP es de 507,181

g/mol y su acidez es de 6.5 (Yurkanis, 2008).

Las células eucariontes contienen alrededor de un gramo de ATP por
kilogramo, cantidad que soélo alcanza para una milésima parte del
consumo diario (Garrahan, 1994). Una célula procarionte contiene
aproximadamente de 10-15 pg ATP (Forsythe, 2002). El ATP se produce
de forma continua y cualquier proceso que bloquee su produccién

provoca la muerte rapida.

Luciferil adenilato

Q
2
PPi » Lucifera)\‘u"z
|

A
! |

\
‘\
;\co2 + AMP
/

Luciferina Oxiluciferina

A

\_ \\—..,_ - *'/

7_7--/
Reacciones regeneradoras

Figura 1-6 Ciclo de la bioluminiscencia (Lenhinger, 1993)
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En el laboratorio se utilizan luciferina y luciferasa de luciérnaga para
medir cantidades muy pequefias de ATP, del orden de 107'?> mol. Debido
a que la necesidad del ATP es especifica, la reaccién luminiscente de la
luciérnaga es un ensayo altamente sensible y especifico para la
presencia de ATP en una muestra; un destello de luz resultante de
aproximadamente 107!° mol de ATP puede medirse sin dificultad por

medio de un fotomultiplicador (Lenhinger, 1993).

e La reaccion luminiscente de las luciérnagas

La reaccion de bioluminiscencia de las luciérnagas requiere, ademas del
ATP, la luciferina y la luciferasa, de ién Mg?* como cofactor. La
luciferina es activa en la forma D y como la forma L es inactiva y es un

inhibidor competitivo (Shimomura, 2006).

Luciferil adenilato
N N cooH  ATP N N CO AMP
OO T -
S S o} S S
HO
D-Luciferina i 0,
0—0 O/OH
N\ )‘)l N\ N N AMP
B T
I — T
o} S S o s S
AMP
co,
N N N N~
LT o LT
o S S o S S
Oxiluciferina C1 (luz roja) Oxiluciferina C2 (luz verde
amarillenta)
Figura 1-7 Esquema del mecanismo de la reaccion de bioluminiscencia 52
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En el primer paso de la reaccion, el sustrato se prepara por unién de
AMP, seguidamente se oxigena con liberacion de AMP y a continuacion
se parte con liberacion de CO,. El principal producto, la oxiluciferina
puede estar en dos formas isoméricas ceto C1 y endlica C2. Segun el
pH (pH>7.5 favorece la forma ceto), se forma en un estado excitado
singulete que emite un cuanto de luz al pasar a su estado electrdénico
fundamental, la emisidn tiene su maximo a 562 nm (Shimomura, 2006).
El pH 6ptimo es de 7.8 y la temperatura éptima es de 20-22 ©°C
(Forsythe, 2002).

e Inhibidores de la reaccion

Son inhibidores de la reaccién de bioluminiscencia los detergentes, pH
acido y alcalino, colores fuertes y cloro libre. Los detergentes se
neutralizan con lecitina y Tween 80 (Scharam, 1991 en Forsyhte, 2002);
también hay productos comerciales patentados para neutralizar la
accion de detergentes especificos, por ejemplo ciclodextrinas para
neutralizar los compuestos cuaternarios de amonio y otros detergentes

catidnicos (Forsyhte, 2002).

Los sanitizantes usados en la industria pueden tener influencia sobre la

reaccion (Green, 1998):

El hipoclorito de sodio en concentraciones menores a 70 ppm Yy los
compuestos cuaternarios de amonio en concentraciones menores a 30

ppm no tienen efecto en las mediciones.

El acido lactico en concentraciones > 0.5% reduce las lecturas de
Unidades Relativas de Luz (RLU por sus siglas en inglés Relative Light
Units) hasta en un 75% (P < 0.05).

El fosfato trisddico > 1% reduce en un 60% las lecturas RLU.
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El peréxido de hidrégeno al 0.1% no tiene efecto en las mediciones de

ATP, pero al 1% reduce las lecturas en un 60 % (P < 0.05).

El triclosan al 0.25% no tiene efecto significativo sobre las lecturas, pero
al 0.5% vy al 1%, las lecturas se reducen en un 30% y 50%

respectivamente.

Por lo tanto cuando se piensa incluir los sistemas de evaluacién basados
en bioluminiscencia para determinar la calidad sanitaria del equipo de
proceso, es esencial considerar el tipo y concentraciéon de limpiador o

sanitizante que se utiliza.

¢ Componentes para llevar a cabo un ensayo

Ademas de los componentes basicos, para llevar a cabo un ensayo los
kits comerciales cuentan con otros componentes, ya sea para estabilizar
el pH, la emision de fotones y en general aumentar el rendimiento de la
reaccion; desde luego los componentes especificos, concentraciones y
otros detalles son parte de las patentes de los productos, pero en

general, utilizan (La Rosa, 1998; Shimomura, 2006):

» Buffer tricina 25 mM pH=7.8, 10-25mM Tris-HCI o buffer glicil-
glicina, pH 7.5-7.8, para asegurar condiciones éptimas de pH
para la reaccion,

» MgS045mM 6 MgCl; en la misma concentracidn para proporcionar
el cofactor,

> EDTA 0.5mM para secuestrar iones que pueden interferir,

> DTT (Ditiotreitol) 0.5mM, para mejorar la reaccion de
bioluminiscencia, por su actividad reductora del grupo sulfhidrilo
(Niwa, 2004),

> BSA (Albumina sérica bovina) para estabilizar la enzima y

> Agua como medio de reaccion.
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Como en toda reaccidon enzimatica, hay un tiempo éptimo o pico de la
reacciéon, que ocurre entre los 0.3 y 0.5 segundos después de la
inyeccion del ATP. La intensidad de la luz en el pico de la reaccion es
proporcional a la cantidad de luciferasa, pero debido al corto tiempo de
respuesta, la intensidad de la luz se mide a los 5 y 10 segundos después

de la inyeccion del ATP, y no en el momento pico (Shimomura, 2006).

La duracion de la emision de luz se puede hacer mas larga y constante
si se adiciona alguno de los siguientes suplementos: 13-20 pM PPi
(Pirofosfato), 0.18 mM oCTP (periodato oxidado histidina trifosfato), 1
mM ADP, 270-500 uM CoA y 1 uM PPi con 16 pM L-luciferina (La Rosa,
1998).

Los fabricantes de los equipos utilizan hisopos humedecidos con un
extractante de ATP que puede ser cloruro de benzalconio, Triton X-100,
cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio o acido tricloroacético
(Forsythe, 2002).

e El lumindémetro

El lumindmetro contiene un fotomultiplicador para detectar la sefial
luminosa, que es un instrumento electrénico cuya finalidad es convertir
una sefal luminosa (a veces de unos pocos fotones) en un pulso
eléctrico amplificado; sus principales elementos son: una capa
fotosensible llamada fotocatodo y una estructura multiplicadora de
electrones construida por una serie de dinodos sometidos a diferentes
voltajes en orden creciente (Botija, 2011). El fotén llega al fotocatodo y
transfiere su energia al electron que es empujado por fuerzas
electrostaticas alejandolo del cdtodo y cuando éste choca contra una
placa, le arranca varios electrones, los electrones van de una placa a la

siguiente, y cada vez se multiplica su nimero. Si hay 10 placas, y cada
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electrén arranca cuatro electrones secundarios, cuando el rayo
electrénico llega a la ultima placa comprende ya alrededor de un milléon
de electrones. El nUmero de electrones secundarios que se libera de este
modo, depende de la energia cinética de los electrones incidentes, de la
tension con que estos ultimos han sido acelerados y de las capas de
oxido de magnesio u 60xido de cesio con que estén formadas las paredes
(Barros, 2001).

Los instrumentos de la primera generacidén requerian sumergir el hisopo
utilizado en un dispersante y mezclar en otro recipiente con los
reactivos; por lo tanto habia operaciones de pipeteado y retrasos en la
lectura que son fuente de errores. Los instrumentos de segunda
generaciéon tienen la cubeta para la lectura con los reactivos, en el
extremo del estuche del hisopo, sellados con una capa que se rompe
con el mismo hisopo después de tomar la muestra, de manera que la
reaccion se produce inmediatamente y como un todo se llevan al

luminémetro para hacer la lectura sin demora (Forsythe, 2002).

1.4.5 Evaluacion de higiene por bioluminiscencia

El control de la higiene en el proceso de produccion puede realizarse
facilmente utilizando un equipo de bioluminiscencia para detectar ATP,
ya que permite la determinacion en tiempo real de los niveles de
higiene, para identificar areas problematicas y confirmar la efectividad
de las acciones correctivas (Forsythe, 2002), se lleva a cabo en menos
de 1 minuto (3M, 2008), desde la toma de muestra hasta el resultado,
en tanto que el cultivo de microorganismos mas sencillo requiere de 18
a 24 horas. Existen diversos sistemas para realizar esta evaluacion, se

muestran algunos sistemas en la tabla siguiente.
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Tabla 1-17 Analisis comparativo de sistemas de monitoreo de higiene por ATP

Marca Hygiena™ Charm™ Charm™ Biotrace™ BioControl™ Neogen™ Merck®
Nombre del systemSURE II Luminator-T  NovalLum Unilite NG Lightning MVP Accupoint HY-Lite 2
Instrumento

Tiempo de 15 5 5 10 10 10 10
lectura (s)

Nombre del Ultrasnap PocketSwab PocketSwab Clean-Trace Lightning MVP AccuClean Hy-Lite
hisopo Plus Plus Swab Rinse Pen
colector

Almacena- 2-80 C 2-250 C 2-25° C 2-80 C 2-30° C 2-80 C 2-80 C
miento de

hisopos

Sensibilidad®  0.97 - 9,999 1.73 - N/A 1.53 - 0.2 -10,000 2.6 - 999 N/A
(Femtomoles 100,000 100,000

de ATP)

Reproduci- 8% - 18% 9% - 28% N/A 8% - 20% 11% - 56% N/A N/A
bilidad?

Forma de Relacion: RLU RLU RLU Escala log y RLU RLU RLU
lectura 1fM=1RLU

Tamafio (cm) 18.5x7x 3 22.5x13x8 18.1x9.8x6 15x10x20 20.5x10x5.5 14x8.5x4.5 11x13x28
instrumento

fM = femtoMol.  Un femtoMol = 10**> de un mol.

'Sensibilidad se define como:

Limite de Deteccién (L.O.D.)=(3xDesviacién estandar del blanco)+Media del blanco.

’Reproducibilidad o coeficiente de variacion se calculd utilizando 10 réplicas para cada dilucién de ATP (2-2000 fM) aplicadas a
hisopos directamente.

N/A (Not Available)- Informacién no disponible o que no se pudo encontrar.

Fuente: Hygiena™, 2006.
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e Los sistemas de evaluacion de higiene utilizados en el

estudio

Los sistemas seleccionados 3M" Clean Trace" (anteriormente Biotrace™ )
y BioControl™ Lightning MVP, son instrumentos de segunda generacion,
similares en cuanto a precio y con escalas arbitrarias en RLU (Unidades
Relativas de Luz) para que el usuario pueda tomar decisiones a partir de
los resultados, el sistema de BioControl muestra dos valores en
pantalla, uno referente a las RLU y otro con el cual se toman limites de

rechazo-aceptacion recomendados.

Tabla 1-18 Parametros de los sistemas utilizados

Parametro Sistema
3M" Clean Trace™ BioControl™ Lightning MVP
Superficie Lectura <150 RLU Desde 0 hasta 2.5
limpia
Precaucion 150 a 299 RLU De 2.6 a 3.0
Superficie sucia | > 300 RLU De3.1a7.5
Sensibilidad 1.53-100,000 femtomoles de | 0.2-10,000 femtomoles de ATP
ATP (Hygiena, 2006) (Hygiena, 2006)
Repetibilidad/ Repetibilidad CV=7.8% | Reproducibilidad CV=11%-56%
Reproducibilidad (Simpson, 2006) (Hygiena, 2006)
Reproducibilidad CV=8%-20%
(Hygiena, 2006)

La repetibilidad se refiere al grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente
a diferentes porciones de una muestra homogénea por un solo analista,
usando los mismos instrumentos y método en intervalos cortos de
tiempo y la reproducibilidad se refiere al grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea por
dos analistas o instrumentos diferentes, usando el mismo método en

diferentes dias(Vega, 2011).
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El proceso de evaluacidon de higiene se ha estandarizado practicamente
en todos los equipos para muestrear areas de 100 cm? (10x10 cm?) con
un hisopado de 10 trazos en un sentido y otros 10 trazos en sentido

perpendicular.

Los limites de aceptacion - rechazo recomendados por los fabricantes
pueden modificarse de acuerdo a los requerimientos de higiene vy
caracteristicas del lugar; por ejemplo tienden a ser mas estrictos en
lineas de envasado o empacado de producto terminado, que en zonas
donde se trabajan materias primas que luego seran sometidas a

tratamientos térmicos.

El equipo 3M" Clean Trace™ indica que, una vez activado el hisopo, se
debe agitar lateralmente 5 veces y se toma la lectura. El BioControl™
Lightning MVP dice que se debe agitar lateralmente 5 segundos y se
toma la lectura. Ninguno de los dos establece limite de tiempo para
tomar la lectura, o estabilidad de la misma. Por eso, como parte de este
trabajo, se registraron las lecturas a intervalos regulares hasta 55

segundos.

La sensibilidad se refiere al limite de deteccion, es la minima
concentracion que puede ser atribuida al analito, convencionalmente se
define como la concentracion correspondiente a una respuesta igual a la
sefal del blanco (yp) mas tres veces la desviacién estandar de la senal
del blanco (LDs = y, + 3sp), esta respuesta es interpolada en la curva
de calibracion para obtener la minima concentracion
detectable(LANAVASE, 2010), que es de 100 RLU (1.53 femtomoles de

ATP o 10 000 microorganismos) para el sistema de 3M™,
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e Otras aplicaciones de la bioluminiscencia

La luz emitida por la luciferasa en la reaccidon de bioluminiscencia se ha
utilizado también para monitorear la expresion de genes, cuando se
hacen modificaciones genéticas dirigidas (Mao Yi, 2011), asi como para
otras aplicaciones bioanaliticas, como en la deteccidon y cuantificacién de
inhibidores de la nitrificacion natural en los sistemas suelo-planta
utilizando Nitrosomonas europea recombinante, debido a la expresién de

los genes IuxAB introducidos, de Vibrio harveyi (Subbarao, 2006).

Recientemente se han desarrollado métodos basados en
bioluminiscencia para determinar exclusivamente la contaminacion
microbiana en muestras de alimentos; se utiliza extraccién diferencial
para separar ATP somatico de ATP microbiano, el ensayo requiere
aproximadamente 5 minutos en total, el coeficiente de correlacion entre
Unidades Formadoras de Colonias y la medida en RLU es de 0.82 y la
probabilidad de clasificar correctamente por niveles de contaminacion

microbiana es superior a 98% (Siragusa, 1996).

Para determinar Unicamente el ATP microbiano se extrae éste
selectivamente; primero se extrae el ATP no microbiano con un
detergente no idnico (Tritdn X-100) y se destruye inmediatamente
mediante alta concentracion de ATPasa de patata. A continuacion de
extrae el ATP microbiano con &cido tricloroacético al 5% o con un
disolvente organico como etanol, acetona o cloroformo, y finalmente se
hace la reaccién de bioluminiscencia con el ATP disponible, que sera el
gue se ha extraido de los microorganismos (Simpson, 1991 en
Forsythe, 2002).

60



También se han desarrollado métodos con membrana para la deteccion
y enumeracion microbioldgica rapida (RMDS) de Milliflex® para
muestras que se pueden filtrar, los datos se dan directamente en
Unidades Formadoras de Colonias y su sensibilidad es equivalente al
método tradicional, obteniendo los resultados en menos horas, como se
muestra en la tabla siguiente (Chollet, 2008).

Tabla 1-19 Deteccion rapida y tradicional de microorganismos ATCC y
poblaciones mezcladas en agua estéril

Microorganismo Deteccidn rapida Milliflex Cuenta tradicional
Tiempo de Cuenta de Tiempo de Cuenta de
incubacién UFC (SD) incubacién UFC (SD)
(horas) (dias)

Cepas ATCC

Escherichia coli ATCC 6 44 (4.5) 1 58.2 (2.4)

8739

Paseudomonas 8 66.6 (3.8) 1 76.4 (5.1)

aeruginosa ATCC 9027

Burkholderia cepacia 16 42.3(1.5) 2 53 (2.6)

ATCC 25416

Staphylococcus 9 78.3(1.5) 1 104 (7.2)

epidermidis ATCC 12228

Saccharomyces 4 48 (2.0) 2 51 (2.5)

cerevisiae ATCC 7754

S. epidermidis + B. 16 65.7 (6.1) 2 64.7 (5.8)

cepacia

UFC es la media de tres pruebas. ATCC (Coleccion americana de tipos de cultivos) UFC
(Unidades formadoras de colonias) SD (Desviacion estandar) (Chollet, 2008)

El método se basa en la filtracion por membrana, la bioluminiscencia de
ATP y el andlisis de imagen; se filtra la muestra, se incuba, se introduce
en el sistema y se adiciona una solucién para lisar las células, después
se rocia automaticamente una solucion con los componentes para la
reaccion de bioluminiscencia e inmediatamente se toma una foto con
una camara, en la que se captura la imagen luminosa y se transforman

los resultados a UFC" s, directamente por el sistema (Chollet, 2008).
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II. OBJETIVO

Comparar la sensibilidad de dos sistemas de evaluacién de higiene,
basados en la determinacion de ATP por bioluminiscencia en superficies
de plastico y de acero inoxidable, mismos que son: 3M Clean
Trace (anteriormente Biotrace') y BioControl” Lightning MVP vy

determinar la estabilidad de las lecturas.

Los sistemas se compararon:
R/

% Mediante la aplicacion de suspensiones de alimentos vy

microorganismos en superficie de plastico.

% Mediante la aplicacion de suspensiones de alimentos vy

microorganismos en superficie de acero.

X/

% En todos los casos se midid la estabilidad de la lectura.
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II.MATERIALES Y METODOS

MATERIALES:
Hisopos de superficie 3M" Clean Trace™
Hisopos de liquidos 3M™ Clean Trace™

Hisopos de superficie para el sistema
BioControl™ Lightning MVP

Tubos de ensayo

Matraces de 1000 y 100mL

Probeta de 100mL

Pipetas graduadas de 10 mL

Varilla de vidrio en L

Placas Petrifilm™ 3M™ AC

Placas Petrifilm™ 3M" YM
SUSTANCIAS, MEDIOS Y MUESTRAS
Solucion salina isoténica (SSI)

Extracto de Levadura
Caldo BHI
Caldo lactosado

Caldo y agar sabouraud con 2%
dextrosa

Agar soya tripticasa
Alcohol etilico 70°

Jugo de naranja envasado “Unico
fresco” de Jumex®

Leche entera pasteurizada

Alim. lacteo fermentado Soful®
Salchicha tipo viena

Detergente liquido lavatrastes sin cloro

CEPAS (obtenidas del Cepario de FQ de
la UNAM):

Salmonella typhi CFQ-B 138
Escherichia coli ATCC 10536
Listeria monocytogenes CFQ-B 103
Candida albicans ATCC 10231

EQUIPO:

Medidor de densidad éptica Densimat
Biomerieux® y tubos para su uso

Parrilla eléctrica

Agitador de tubos (Vértex), MAXI MIX
Plus™ Thermolyne

Difusores para las placas Petrifilm™
Contador de colonias Quebec

Homogeneizador Stomacher™ vy bolsas
para su uso con doble cierre

Lumindmetro 3M" Clean Trace™

Lumindmetro BioControl™ Lightning
MVP

Micropipeta Accumax PRO™ de 10-100
ML y puntas estériles

Micropipeta Accumax PRO™ de 100-
1000 pL y puntas estériles

Incubadora de 37° C

Incubadora de 28° C

Autoclave

Mechero de Bunsen

Cronometro Agilent Technologies™
Gradilla para tubos

Tablas de polipropileno para alimentos,
Microban® (36x25)cm

Superficies de acero inoxidable
(40x45)cm

Plantillas de opalina con recuadro
interno de 10cmx10cm
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Descripcion del proyecto
Este trabajo consistié en comparar la sensibilidad de los dos sistemas de
evaluacion de higiene por bioluminiscencia 3M™ Clean Trace™ vy
Biocontrol™ Lightning MVP. Entre las actividades previas se tomaron
lecturas con la soluciéon blanco, diluyente para todas las muestras
solucién salina isotonica SSI estéril (solucion de NaCl al 0.85%),
verificandose lecturas RLU que no interfirieran con los resultados, se
estandarizaron los cultivos de los microorganismos que se utilizaron
mediante la escala de Mc Farland (ver apéndice A) y corroborando la
concentracion mediante cuenta en placa; se verificd el funcionamiento
de ambos sistemas y se hicieron pruebas preliminares para
estandarizar el método de higienizacion de las dos superficies en
estudio, asi como Ila manera de contaminarlas tanto con
microorganismos como con alimentos, y para asegurar que habia
respuesta de los equipos, con las concentraciones de microorganismos y

de alimentos que se planeaba utilizar.

Para la comparacion, se hicieron ensayos simultéaneos, por triplicado, en
superficies de plastico y acero inoxidable; primero se hicieron con
diferentes cargas de los 4 microorganismos: Salmonella typhi,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, y Candida albicans, por ultimo
se aplicaron las soluciones de los 4 alimentos diferentes representativos
de la industria alimentaria: carnicos (salchicha), lacteos (leche
pasteurizada y alimento lacteo fermentado) y bebidas (jugo de
naranja). En todos los casos se midié también la estabilidad de la
lectura. Los consumibles de 3M™ Clean Trace™ fueron proporcionados
por 3M™ de México al igual que el sistema de evaluacién de higiene. Los
cultivos de microorganismos fueron proporcionados por el Cepario de la
FQ.
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3.1 CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS
Los microorganismos utilizados se estandarizaron a partir de cultivos de
24 h a los cuales se midi6 densidad Optica mediante Densimat
Biomerieux™ y se sembraron para cuentas en placa, de manera que se
pudieran relacionar los datos de ambos métodos (ver apéndice A) y, a lo
largo del estudio, se pudiera ajustar la concentracidén necesaria de
microorganismos mediante densidad Optica (ver apéndice B). Cabe

sefalar que siempre se confirmd mediante cuenta en placa.

/ Siembras en \

2 N e i

I A
— ] J )]
& U
Cultivo 24 h

Lecturas en
Densimat

. /

Figura 3-1 Diagrama de la cuantificacion de microorganismos

3.2 VERIFICACION DE LOS SISTEMAS DE EVALUACION DE
HIGIENE

Para asegurar que los sistemas de evaluacidon de higiene estuvieran en
optimas condiciones, se verific6 que la fecha de ultima calibracidon
siguiera vigente y se efectuaron los controles segun las especificaciones

de cada fabricante.
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BioControl " Lightning MVP

Control negativo: Activar el hisopo sin haberlo utilizado y se deben tener

valores de 1.3 - 2.2 en la escala arbitraria, valores que se obtuvieron:

Tabla 3-1 Control negativo efectuado Biocontrol™

Tiempo de lectura (s) Hisopo 1 Hisopo 2

10 1.8 677 1.7 533
25 1.6 406 1.5 325
40 1.5 341 1.5 292
55 1.5 332 1.4 256

Control positivo: Vial de 1x10!* mol de ATP liofilizado, que aplicado al
hisopo debe dar de 3 - 4 en la escala arbitraria; resultados menores a 2
indican un problema con el instrumento, si se obtienen resultados de 2 -

2.9 se debe repetir. Resultados mayores a 4 indican contaminacion.

Preparacion de la concentracion de 1x107!* mol de ATP a partir de vial
con 3 ng de ATP: (3 ng ATP/1.183 mL)*(20 pL) = (1x107!* mol ATP)

Resultados obtenidos en el intervalo de 3 a 4, como lo indicado.

Tabla 3-2 Control positivo efectuado Biocontrol™

Tiempo de lectura (s) Hisopo 1

10 3.3 18803
25 3.3 19486
40 3.3 19616
55 3.3 19310

3M" Clean Trace"

Control negativo: Lectura menor a 10 RLU del sistema sin hisopo,

comprobada al encenderlo.

Control positivo: Vial de 3 ng de ATP, que de acuerdo a su preparaciéon

y aplicacidon debe dar los siguientes resultados.
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Tabla 3-3 Control positivo con sistema 3M™. Valores RLU de acuerdo a la
cantidad de ATP.

[ATP] Cantidad aplicada a hisopo Lectura en RLU
Vial de ATP 3 ng >10 000

3 ng/mL 20 Ml >300

0.3 ng/mL 20 pL <100

Preparacidon segun instrucciones del fabricante: (3 ng/mL)*(20uL) >

300 RLU, las lecturas obtenidas fueron las siguientes.

Tabla 3-4 Control positivo con estandar de ATP purificado, efectuado 3M™

Tiempo de lectura(s) Hisopo 1l Hisopo 2

10 792 859
25 803 864
40 824 878
55 853 869

Se verificd que los sistemas de evaluacién de higiene estaban en
condiciones satisfactorias para realizar las pruebas, ya que cumplieron
las especificaciones de los fabricantes mediante el uso de los controles

positivos y negativos.

3.3 PROCESO DE LIMPIEZA-DESINFECCION

El proceso disefiado consistid en las siguientes etapas:
- Enjuague con agua caliente

- Aplicacién de solucién detergente

- Aplicacién de fuerza mecanica con fibra de celulosa

- Enjuagues con agua fria y caliente

- Secado
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Después de varias pruebas, se determind que el enjuague con agua
caliente, seria a 80°C; la solucidén detergente seria con “salvo alternativa
al cloro™” en concentracion 1:20, la fuerza mecanica se aplica por 60
segundos y los enjuagues son 3 con 500 mL de agua fria y uno con el
mismo volumen de agua a 80 °C, para cada superficie. Finalmente se
determind que la mejor forma de secar es al ambiente, pues el uso de

pafios o papel deja residuos que pueden interferir.

3.4 METODO PARA LA APLICACION DE CONTAMINANTES Y
ESTABILIDAD DE LECTURAS

Se preparo la dilucidon del alimento o microorganismo y se inocularon
100 uL a la superficie limpia y seca, delimitada por plantilla de opalina
(Davidson, 1999) y se extendid con varilla de vidrio esterilizada, con dos
pases perpendiculares sin girarla y tres retoques a la superficie, dejando
1 cm de los bordes del recuadro. Se dejaron secar las muestras al

ambiente, por 20 min.

Se hicieron los hisopados como lo indican los fabricantes (ver apéndice
C), atemperando los hisopos antes de usarlos, en el ambiente del
laboratorio durante 20 minutos después de sacarlos de refrigeracion;
una vez tomada la muestra, se activaron los hisopos y se introdujeron
al lumindmetro para hacer las lecturas, registrandolas a los 10 segundos
después de activado el hisopo(como indican los fabricantes) y a los 25,

40 y 55 segundos, para establecer la estabilidad de las lecturas.
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3.5 PRUEBAS PRELIMINARES CON ALIMENTOS

Se hicieron diluciones de cada alimento, aplicando 20 uL directo al
hisopo y se determinaron las RLU. De las mismas diluciones, se
aplicaron 100 pL a superficies de plastico y de acero previamente
sanitizadas y secas para establecer qué concentraciones era adecuado

probar en el estudio.

Diluciones decimales

[
»

v

[
»

| ! | !

20 pL a hisopo, 0.1 mL a superficie de
plastico o de acero inoxidable (duplicado)

. /

Figura 3-2 Diagrama de las pruebas preliminares con alimentos

3.6 PRUEBAS PRELIMINARES CON MICROORGANISMOS

Se efectuaron con suspensiones de cultivos de 24 h, ajustadas a una
concentracidn que permitiera lecturas, de acuerdo con la sensibilidad
reportada para ambos equipos. Se aplicaron igual que las suspensiones

de alimentos y se registraron las lecturas.
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3.7 PRUEBAS DE SENSIBILIDAD CON LOS DOS SISTEMAS

DE EVALUACION DE HIGIENE
Para cada experimento, primero se higienizaban superficies de acero y
plastico; luego se aplicaban por triplicado las suspensiones de
microorganismos a partir de cultivos de 24 h (estandarizadas vy
verificadas) y soluciones de los alimentos, siguiendo el procedimiento
descrito para la aplicacién de contaminantes. A continuacién se tomaron
muestras con los hisopos correspondientes para cada sistema y se
hicieron lecturas a los 10 segundos en los equipos respectivos. Las
lecturas se repitieron a los 25, 40 y 55 segundos, para determinar su
estabilidad.

En esta etapa se incorpord el uso de hisopos para liquidos de 3M™, para
conocer si el limite de deteccion era similar en los hisopos de superficie

y de liquidos.
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PRUEBAS PRELIMINARES CON ALIMENTOS

Las pruebas preliminares con alimentos se efectuaron con el sistema
3M™ Clean Trace”, en dos modalidades: se aplicaron 20 pL de las
suspensiones directamente al hisopo de superficie y se contaminaron las
superficies de prueba con 100 pL de las suspensiones; el tiempo de
secado después de la contaminacién, se estableci6 en 20 min. Se
muestran a continuacion los resultados de estas pruebas preliminares;

todas se hicieron por duplicado.

Cabe mencionar que el propdsito del estudio es determinar cual de los
dos sistemas detecta mejor la contaminacién, o cual marca precaucion y
rechazo con cantidades mas bajas de contaminantes, para lo cual se
establecieron primero las suspensiones de alimentos y microorganismos
gue dieran lecturas cercanas al limite de precaucidon para el sistema

3M™ Clean Trace™.

Conviene recordar cuales son las formas de interpretar las lecturas en
RLU para fines de evaluacién de higiene del sistema 3M™ Clean Trace™,
que fue el utilizado en las pruebas preliminares.

Tabla 4-1 Interpretacion de RLU para evaluaciéon de higiene de 3M™ Clean
Trace™

Interpretacion Lectura del sistema
3M™ Clean Trace™

Superficie limpia o ACEPTABLE | <150 RLU

Precaucion o 150 a 299 RLU
REPETIR EL ENJUAGUE

Superficie sucia o > 300 RLU
RECHAZO,

SE REQUIERE VOLVER A LAVAR

71



4.1.1 Leche pasteurizada

Tabla 4-2 Resultados preliminares de leche pasteurizada

Pruebas contaminando el hisopo (20 pL directamente al hisopo). Lecturas en RLU

t(s) Leche 1073 Leche 1072 Leche 107!

10 29 38 94 115 134 1219 1409
21 22 28 89 115 120 1176 1417
33 19 25 91 111 117 1189 1415

Pruebas en superficies. Lecturas en RLU

t(s) Plastico Acero

107! 107%" 107 1073 10°Y" 10! 107 107

10 2411292 |177|92 |77 |84 |88 |68 |71 (233|1163|1277|1501|289 [132 |90

25 240|288 19292 |72 |81 |86 |62 |71|234|1226|1276|1505|283 |133 |87

40 233|294 |199|94 |73 |85 |93 |64 |71(239|1216|1271|1505|277 |132 |82

55 240|299 |207|97 |72 |85 |95 |66 |74(234|1210|1287|1489|277 |132 |81

* Se repitio en vista de resultados poco consistentes.

Para la aplicacion de la suspension directamente al hisopo, se
obtuvieron lecturas muy bajas en concentracién 103, en 1072 las
lecturas son bajas pero cercanas al limite de precaucién y en 107! se
tienen valores aproximadamente 10 veces mayores como es de
esperarse; esto significa que el limite de precaucion y rechazo para las
soluciones de leche se encuentra entre 102 y 107!, pero mas cercano a
10°. Hay una razonable proporcionalidad entre los resultados a

diferentes concentraciones de leche.

En cambio, como puede observarse, los valores obtenidos al aplicar las

suspensiones de leche a las superficies de prueba, no son tan
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consistentes. En los resultados mostrados (y en algunos otros, no
mostrados), se puede apreciar que hay variaciones en los resultados
interpretados y que son aun mas erraticos en el acero, lo cual coincide
con la dificultad encontrada para dispersar la contaminacién en dicha

superficie.

Los resultados en RLU para suspensiones de leche 102 y 10 aplicadas
a superficies de plastico, estan por debajo del limite de precaucion, que
es de 150 RLU. Mientras que para la concentraciéon 107!, los valores de

RLU estan en la zona de precaucion.

En la superficie de acero se observd que para la solucidon de leche 107
los valores son menos consistentes ya que aunque todos los datos son
de aceptacién, algunos estan cercanos al limite de precaucién. En la
solucion de leche 107! los valores son como 10 veces mayores que para
la solucién de leche 107%, pero incluye resultados de aceptacidn, de
precaucién y de rechazo, aunque éstos ultimos predominan. Los limites
de precaucion y rechazo estarian en las soluciones intermedias entre
10! y 107, A partir de estos resultados, las superficies se contaminaron

con suspensiones 107! y102 de leche.
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4.2.2 Jugo de naranja

Tabla 4-3 Resultados preliminares de jugo

Pruebas contaminando el hisopo (20 pL directamente en hisopo). Lecturas en RLU

t(s) Jugo 1072 Jugo 1073 Jugo 10
10 5832 5454 1258 961 101 125
20 5953 5715 1266 958 92 117
30 5996 5888 1253 962 90 115
60 6129 5786
Pruebas en superficies. Lecturas en RLU
t(s) | Plastico Acero

10% 10” 10* 10" 10° 10” 10 10 *
10 10695 (8476 |2129|1942 | 157|205 | 74801 | 70057 | 7260 | 5834 | 671 | 725|290 (62 | 151 |94
25 10895 (9032 |2204 |1952 | 152|202 | 74094 | 69670 | 7331 | 5860 662|716 | 293 |62 | 149 |93
40 11299 (9591 |2244 1949 | 154|200 | 73827 | 69256 | 7376 | 5878 | 660 | 727 [ 290 |60 | 152 |92
55 11488 [ 10153 | 2268 | 1948 | 154 | 203 | 73469 | 69019 | 7433 | 5893 | 654 | 720 | 294 | 59 [ 152 |92

* Se repitid en vista de resultados poco consistentes.

Lo primero que se puede notar es que son datos mucho mas

consistentes que en las pruebas preliminares con leche. En las
muestras directamente aplicadas al hisopo, el limite de precaucién esta

por encima de 10, ya que en 107 se tienen valores mucho mas altos.

La tabla anterior muestra que para las soluciones de jugo aplicadas a
superficies de plastico, el equipo mostrd valores de precaucion desde la
solucién de 10™, y en concentracién de jugo de 103 ya se obtienen

valores muy altos, muy superiores al limite de rechazo.

En la tabla que antecede se observa también que para las soluciones de

jugo 10 aplicadas a la superficie de acero, los valores presentan mucha
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variacidon y la solucién de jugo 10 da valores de rechazo; el limite de

precaucién quedaria entre 103y 10™ para jugo.

4.2.3 Salchicha tipo Viena

Se homogenizaron 10 g de salchicha en 90 mL de SSI estéril, en
Stomacher a velocidad alta durante 120 seg (10') y a partir de esta
suspension, se elaboraron las siguientes diluciones decimales. Se
omitieron las pruebas con aplicaciéon directa al hisopo, ya que los

resultados no se ven afectados por la interaccién con la superficie.

Tabla 4-4 Resultados preliminares de salchicha

Salchicha | Lecturas en RLU

Plastico Acero
t(s) 1073 10% |10 10 10°° 10°®
10 226(110(70|67(391(320|432|389|326|1048|391|320
25 230(124 (6465|394 (329|437 |404|333|1066|394|329
40 22713366 |68|395|330(432|405|330|1059|395|330
55 23212864 |69|395|332(426|408|330|1055|395|332

En plastico la suspensién de salchicha 107 tiene valores de aceptacion y
de precaucién, en tanto que la suspensién de 10™ da valores muy

cercanos, dentro de la zona de aceptacion.

En acero la solucién 1072 da valores cercanos y similares a la aplicacion
de la misma solucion en superficie de plastico; pero en las suspensiones
mas diluidas, no hay proporcionalidad en las lecturas; se atribuyd a
interferencias por la composicidon de la salchicha, ya que fue constante

aun en repeticiones (no mostradas). Para las pruebas finales, se
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estandarizd la forma de tomar la suspension de salchicha para
contaminar, a fin de reducir en lo posible dichas interferencias. Se

considerd que el limite de precaucién esta cercano a la solucién 1073,

4.3 PRUEBAS PRELIMINARES CON MICROORGANISMOS
Se llevaron a cabo como las preliminares con alimentos, por duplicado,
aplicando 20 pL al hisopo de superficie y 100 puL a superficies limpias y
secas, de plastico y acero inox., 20 minutos de secado de la muestra e

hisopado segun instrucciones, registrando lecturas a 10, 25, 40 y 55 s.

4.3.1 E. coli

Se prepard el inoculo y se corrobor6 el recuento mediante siembra en
placas Petrifilm AC por duplicado (ver apéndice B). En la tabla siguiente

se muestran las cantidades del microorganismo realmente aplicadas.

Tabla 4-5 Resultados Preliminares con E. coli

Pruebas contaminando el hisopo (20 pL directamente en hisopo). Lecturas en RLU

t(s) 80x103 UFC 80x102 UFC

10 406 402 64 53
25 424 423 62 49
40 449 430 60 49
55 466 441 64 49

Pruebas en superficies. Lecturas en RLU

t(s) | Plastico Acero
40x10* 40X103 UFC* 40X10? 40x10* 40X10° | 40X10°
UFC UFC UFC UFC UFC

10 679 | 735 | 820 | 439 | 135 165 134 | 107 56 | 352|246 |91 | 59| 36 | 31

25 703 | 755 | 836|431 | 134 171 135|110 |56 |355|250 |94 |59 36|31

40 724 | 736 | 842 | 441 | 131 177 135 | 109 56 | 365|261 |90 | 56 | 35| 36

55 730 | 772 | 846 | 435 | 128 171 140 | 110 59 | 366 | 268 | 92 | 61 | 35| 39

* Se repitid en vista de resultados poco consistentes.
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Cuando el hisopo se contamina con 80x10° se obtiene un resultado de
rechazo, y cuando se aplican sélo 80x10° UFC, los resultados son de

aceptacion.

En la superficie de plastico, cuando se aplican 40x10* UFC los valores
son altos, por encima del limite de rechazo, mientras que en la
suspension con 40x10% UFC se obtuvieron valores en la zona de rechazo
y cercanos a la zona de precaucién; consistentemente, al aplicar 40x102

UFC se obtuvieron valores en la zona de aceptacion.

En acero se obtuvieron valores de precaucion y rechazo al contaminar
con 40x10* UFC, mientras que para 40x10° UFC se obtuvieron valores
en la zona de aceptacién, y para 40x10° UFC los resultados son de

aceptacion muy por debajo del limite de precaucién.

La suspensidon de 40x10% se eligi6 para comenzar con las pruebas con

ambos sistemas.

4.3.2 Salmonella typhi
Se preparo el inoculo como se ha explicado y se corrobord el recuento
mediante siembra en placas Petrifilm AC por duplicado (ver apéndice B).
En la tabla siguiente se muestran las cantidades del microorganismo

realmente aplicadas.

Tabla 4-6 Resultados preliminares S. typhi

Pruebas contaminando el hisopo (20 pL directamente en hisopo). Lecturas en RLU

t(s) | 86x10% UFC 86x10% UFC* 86x10% UFC

10 5897 6332 63 | 459 |255 |85 260 | 253 |18 19
25 6016 6374 70 | 476 |297 |97 315 [ 319 |19 23
40 6050 6421 78 | 496 |330 |109 |[356 |[346 |19 19
55 6077 6490 82 |[508 |361 |121 [386 |[390 |19 18
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Pruebas en plastico. Lecturas en RLU

t(s) 43x10* UFC 43x10° UFC* 43x102 UFC*

10 742 [ 882 253 |74 403 251 377 170 [372 |84
25 772 | 882 264 | 77 400 257 380 174 |386 |78
40 768 | 893 267 |78 404 272 376 182 | 393 76
55 780 | 894 |269 |79 408 276 | 382 183 395 |78

Pruebas en acero. Lecturas en RLU

t(s) 43x10% UFC* 43x10° UFC 43x10% UFC

10 328 164 499 457 170 225 114 110
25 346 181 517 491 173 232 118 112
40 363 191 528 512 177 237 124 122
55 381 206 544 524 177 241 129 124

* Se repitid en vista de resultados poco consistentes.

En las pruebas de aplicacion al hisopo, el limite de precaucion se
encuentra cercano a 86x10° UFC, ya que se obtuvieron tres valores en
la zona de precaucion, dos valores en la zona de aceptaciéon y uno de
rechazo; en acero y plastico el limite de precaucion esta cercano a
43x10° UFC y el de rechazo estd cercano a 43x10* UFC.

4.3.3 Listeria monocytogenes

Se preparo el inoculd como se ha explicado y se corrobord el recuento
mediante siembra en placas Petrifilm AC por duplicado (ver apéndice B).
En la tabla siguiente se muestran las cantidades del microorganismo
realmente aplicadas. Se omitieron las pruebas con aplicacion directa al
hisopo, en vista de que los resultados eran mucho mas proporcionales
al nivel de contaminacidn y menos interesantes puesto que no se ven

afectados por la interaccién con la superficie.
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Tabla 4-7 Resultados preliminares L. monocytogenes

Lecturas en RLU

Plastico Acero

t(s) | 49x10% UFC | 49x10° UFC | 49x10% UFC | 49x10° UFC

10 | 228 |289 |113 52 | 114 | 272 |73 88

25 | 227 | 183 | 117 52 | 116 | 277 |77 93

40 | 226 |189 | 125 55 112 | 286 |74 94

55 [ 230 | 190 | 129 56 | 112 | 289 |74 97

En plastico se observa claramente que el limite de precaucion esta
cercano a 49x10° UFC, ya que se obtienen valores en la zona de

precaucidén, mientras que en acero se obtienen valores mas bajos.

Como se puede observar, los resultados son semejantes entre E. coli,
Salmonella y Listeria; en general el limite de precaucion estd cercano a

50x10% UFC para las tres bacterias.

4.3.4 Candida albicans

Se preparo el inoculo como se ha explicado y se corrobord el recuento
mediante siembra en placas Petrifilm AC por duplicado (ver apéndice B).
En la tabla siguiente se muestran las cantidades del microorganismo

realmente aplicadas.
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Tabla 4-8 Resultados Preliminares C. albicans

Lecturas en RLU

Plastico Acero
t(s) | 23x10% UFC 230 UFC 23x10° 23x10° UFC 230 UFC

UFC

10 384 | 145 | 221 | 109 | 58 90 1878 84 234 | 170 | 25 59
25 395 | 152 | 265 | 111 | 54 89 2838 90 238 | 182 |24 59
40 401 | 162 | 324 | 112 |53 92 3574 94 244 | 192 | 24 62
55 407 | 162 | 360 | 110 | 54 93 4023 98 247 | 205 | 26 65

En plastico se obtienen dos valores de precaucidon y uno de rechazo para
la suspensién 23x10? UFC, lo que indica que se acerca al limite de

rechazo, y la soluciéon de 230 UFC da valores de aceptacion.

En acero la concentracién de 23x10° UFC da valores muy altos, por
encima del limite de rechazo, y se obtienen dos valores de precaucion y
uno de aceptacidon para la suspensién 23x10? UFC, lo que indica que se
acerca al limite de precaucién; la contaminacién con 230 UFC da

valores muy bajos, que son de aceptacion.

Se aprecia una mayor sensibilidad con la levadura Candida albicans que
con las bacterias, observandose valores de precaucién con 23x10% UFC,
lo cual es consistente con el hecho de que se trata de un organismo

eucarionte con mayor tamafo y mayor cantidad de ATP.

Para las pruebas con ambos sistemas se determind que las
concentraciones utilizadas de Candida albicans fueran similares a las de
las bacterias para tener concentraciones similares para todos los

microorganismos.
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4.4 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CON AMBOS SISTEMAS
DE EVALUACION DE HIGIENE

Aungue ya se mencionaron los parametros e interpretacién de ambos
sistemas, consideramos importante ponerlos aqui, para facilitar la
lectura de las tablas y la comparacién. Conviene enfatizar que las
lecturas de 3M™ Clean Trace™ estan en RLU (unidades relativas de luz)
y las de Biocontrol™ Lightning MVP se reportan primero en la escala
arbitraria (EA) de 0 a 7.5 (dividida en 0.1) y, en la linea inferior, en RLU
que, como el nombre lo indica, son, establecidas por cada sistema, ya
que dependen -ademas del ATP recolectado- de la concentracién de
reactivos y de las caracteristicas del fotomultiplicador y del luminémetro
en general, que no son iguales en los dos sistemas, por lo que no

corresponden a una misma unidad.

Tabla 4-9 Interpretacion de RLU para la evaluacion de higiene

Interpretacién Sistema
3M" Clean Trace™ | BioControl™ Lightning MVP

Superficie limpia o ACEPTABLE | Lectura <150 RLU | Desde 0 hasta 2.5

Precaucion o 150 a 299 RLU De 2.6 a 3.0
REPETIR EL ENJUAGUE

Superficie sucia o > 300 RLU De3.1a7.5
RECHAZO,

SE REQUIERE VOLVER A LAVAR

A continuacion se muestran los resultados de las superficies
contaminadas por triplicado, para ambos sistemas de evaluacién de
higiene, tomando las lecturas de cada prueba a los 10, 25, 40 y 55 sy
también se muestra el Coeficiente de variacion CV% (calculado como la
desviacidén estandar entre la media, por 100) de la lectura respecto al
tiempo; el CV% es inverso a la estabilidad de la lectura, y se han

determinado rangos del CV% para decidir si son datos homogéneos.
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4.4.1 Leche pasteurizada

Tabla 4-10 Resultados con suspension de pasteurizada 107!

10! | Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable

t(s) 3M™ Clean BioControl™ Lightning | 3M™ Clean BioControl™ Lightning
Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU) Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU)

10 225

25 222

40 227

55 226
1.0| 1.7 | 3.0 74| 11.1| 10.0| 5.0| 1.3 | 11.8 8.4 3.8 5.3

CV %

Tabla 4-11 Resultados con suspension de leche pasteurizada 1072

1072 | Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable

t(s) 3M™ Clean BioControl™ Lightning 3M™ Clean BioControl™ Lightning
Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU) Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU)

10 185

25 179

40 179

55 174

CV%

2.5

16.7

2.1 | 221
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4.4.2 Jugo de naranja

Tabla 4-12 Resultados con suspension de jugo de naranja 103

1073

Superficie de plastico

Superficie de acero inoxidable

t(s)

10

25

40

55

CV %

3M™ Clean
Trace™ (RLU)

BioControl™ Lightning
MVP (EA/RLU)

3M™ Clean BioControl™
Trace™ (RLU) Lightning MVP
(EA/RLU)

249 | 234

232 | 230
236 | 230

233 | 233

3.3| 0.9

Tabla 4-13 Resultados con suspension de jugo de naranja 10™

10

Superficie de plastico

Superficie de acero inoxidable

t(s)

3M™ Clean
Trace™ (RLU)

BioControl™ Lightning
MVP (EA/RLU)

3M™ Clean
Trace™ (RLU)

BioControl™ Lightning
MVP (EA/RLU)

224 | 2.8 2.9 2.7
6719 8469 | 5499

217 | 2.8 2.9 2.7
6338 8122 | 5107

213 | 2.8 2.9 2.7
6142 7650 | 4927

211 | 2.8 2.9 2.7
5705 7089 | 4551

2.7 6.8 7.6 7.9

83



4.4.3 Salchicha

Tabla 4-14 Resultados con suspension de salchicha 103

1073 | Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable
t(s) 3M™ Clean BioControl™ Lightning 3M™ Clean BioControl™ Lightning
Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU) Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU)
10 185 2.6 2.9
4150 7922
25 177 2.6 2.9
3683 7535
40 173 2.5 2.9
3482 7226
55 173 2.5 2.8
3340 6899
CV % 19| 3.2 | 1.4 9.7 5.9

Tabla 4-15 Resultados con suspensioén de salchicha 10

10 | Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable
t(s) 3M™ Clean BioControl™ Lightning 3M™ Clean BioControl™ Lightning
Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU) Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU)
10 177 | 2.7 2.7 2.7
4576 4723 4498
25 162 | 2.7 2.6 2.6
4643 4230 3789
40 158 | 2.7 2.6 2.6
4540 4060 3679
55 154 | 2.6 2.6 2.6
4413 3914 3565
CV % 7.7 | 6.4 | 6.2 2.1 8.3 10.8
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4.4.4 Alimento lacteo fermentado. (Soful)
Tabla 4-16 Resultados con suspension de Sofi/ 1073

1073 | Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable

t(s) 3M™ Clean BioControl™ Lightning 3M™ Clean BioControl™ Lightning
Trace™ (RLU

10 240

25 237

40 235

55

232

CV %

1.3 ] 1.4

4.4.5 Salmonella typhi

Tabla 4-17 Resultados con suspension de S. typhi 56x10° UFC

Superficie de plastico

Superficie de acero inoxidable

3M™ Clean BioControl™ Lightning
Trace™ (RLU) MVP (EA/RLU)

3M™ Clean
Trace™ (RLU)

BioControl™ Lightning
MVP (EA/RLU)

Salmonella 56x10° UFC

t(s)

10 250
25 252
40 257
55 253

cv

%

0.9 1.2

1.2

1.7
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Tabla 4-18 Resultados con suspension de S. typhi 56x10? UFC

Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable
3M™ Clean Trace™ | BioControl™ 3M™ Clean Trace™ BioControl™
(RLU) Lightning MVP (RLU) Lightning MVP
(EA/RLU) (EA/RLU)
t(s) | Salmonella 56x10% UFC
10 2.6 3.0 2.9
4341 | 9721 | 8772
25 2.6 3.0 3.0
4355 | 9953 | 9060
40 2.6 3.0 3.0
4324 | 9934 | 8980
55 2.6 3.0 2.9
4249 | 9550 | 8882
cv
§ 2.5 3.6 2.5 0.7 1.1 3.6 1.3 2.2 4.5 1.1 2.0 1.4
4.4.6 E. coli
Tabla 4-19 Resultados con suspension de E. coli 42x103 UFC
Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable
3M™ Clean Trace™ | BioControl™ 3M™ Clean Trace™ BioControl™
(RLU) Lightning MVP (RLU) Lightning MVP
(EA/RLU) (EA/RLU)
t(s) | E. coli 42x103 UFC
10 228
25 228
40 224
55 220
CV%
2.1 1.7 0.8 2.5 9.4 4.3 3.3 3.6 6.5 2.2 6.0 8.8
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4.4.7 Listeria monocytogenes
Tabla 4-20 Resultados con suspension de L. monocytogenes 41x10° UFC

Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable
3M™ Clean Trace™ | BioControl™ 3M™ Clean Trace™ BioControl™
(RLU) Lightning MVP (RLU) Lightning MVP
(EA/RLU) (EA/RLU)
t(s) | Listeria 41x10% UFC
10 | 170 | 274 2.9
8079
25 | 163 | 285 2.9
8098
40 | 166 | 288 2.9
7941
55 | 162 | 288 2.9
7556
CV%
2.2 2.3 0.9 2.0 3.2 2.0 2.8 1.5 4.6 | 13.0 2.9 5.2
4.4.8 Candida albicans
Tabla 4-21 Resultados con suspension de C. albicans 46x103 UFC
Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable
3M™ Clean Trace™ | BioControl™ 3M™ Clean Trace™ BioControl™
(RLU) Lightning MVP (RLU) Lightning MVP
(EA/RLU) (EA/RLU)
t(s) | C. albicans 46x10% UFC

10

25

40

55

CV%

18.4

21.0| 29.3

4.6 8.3

4.5 5.1 4.9

0.9

5.9 5.9




Tabla 4-22 Resultados con suspension de de C. albicans 46x10? UFC

Superficie de plastico

Superficie de acero inoxidable

3M™ Clean Trace™ BioControl™ 3M™ Clean Trace™ BioControl™
(RLU) Lightning MVP (RLU) Lightning MVP
(EA/RLU) (EA/RLU)

t(s)
10

25

40

55

C. albicans 46x10% UFC

Tabla 4-23 Resultados con suspensiones de alimentos en hisopos para
liquidos (500 pL)

t(s) | Leche 1072 1073 10

10 278 | 206

25 287 | 215

40 288 | 222

55 293 | 219

CV% | 5.68 0.92 2.18 | 3.23 | 2.35 | 4.08
t(s) |Jugo 10 10°° 10

10

25

40

55

CV% | 3.35 3.59 4.04 |1 2.05 | 3.13 1.86
t(s) | Salchicha 107 1073 10

10

25

40

55

CV% | 7.18 10.53 4.29 | 2.55|20.63 | 37.20
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t(s) | Sofal 1073
10 292

25 310

40 316

55 322

CV% 4,18

Tabla 4-24 Resultados con suspensiones de microorganismos en
hisopos para liquidos (500pL)

t(s) |S. typhi 56x10° | Sol 56x10*
UFC/mL UFC/mL

10 281

25

40

55

CV% 5.27 4.76 2.30 | 4.00

t(s) | E. coli 42x10* Sol 42x10°
UFC/mL UFC/mL

10 135 161

25 151 166

40 153 173

55 157 173

CV% 2.87 6.48 3.48 | 0.00

t(s) | C. albicans Sol | Sol. 46x10°
46x10° UFC/mL | UFC/mL

10

25

40

55

CV% 2.29 3.13 2.79 | 7.32

t(s) | Listeria Sol 41x103
monocytogenes | UFC/mL
Sol. 41x10*
UFC/mL

10 151

25 152

40 156

55 153

CV% 0.57 1.51 1.63| 1.41
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Los hisopos para liquidos 3M™ son mas sensibles con alimentos vy
microorganismos que los hisopos de superficies 3M™, en general dan
valores en suspensiones 100 veces mas diluidas, también tienen mayor
repetibilidad, ya que para la misma suspension, se obtienen valores mas
cercanos, en la misma escala de decisidon. El CV % es aceptable, excepto
para el caso de salchicha 10™, pero ésta lectura estd muy por debajo de

la sensibilidad del sistema.

4.5 ANALISIS DE RESULTADOS PARA AMBOS SISTEMAS DE
EVALUACION DE HIGIENE

Conviene recordar que se utilizaron los siguientes contaminantes, tanto
sobre superficies de plastico, como de acero inoxidable, y que en tablas
y comentarios siguientes utilizaremos los cédigos que aqui se indican,
combinando iniciales de los contaminantes y concentracidn en que se

aplicaron:
Leche: L10! y L107
Jugo: J1073 y 110
Salchicha: S107 y S10™
Alimento lacteo fermentado: F10°
Salmonella typhi: S.t. 56x10° UFC y 56x10° UFC
Escherichia coli: E.c. 42x10% UFC
Listeria monocytogenes: L.m. 41x10° UFC
Candida albicans: C.a.  46x10% UFC y 46x10° UFC

Para alimentos se obtuvieron valores similares en preliminares y

pruebas con ambos sistemas, excepto para la salchicha en que se
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obtuvieron valores mas altos en las preliminares, debido a que no se
habia decantado suficientemente después de homogeneizar y fueron
residuos soélidos los que impactaron esos resultados, por lo que se

estandarizd el tiempo de decantado después de la homogenizacion.

Para ambos sistemas, con jugo de naranja se tuvo la mayor
sensibilidad, ya que con la solucién 107 se tuvieron valores de rechazo y

precaucion, y con la solucién 10™ valores de precaucion y aceptacidn.

Con salchicha se obtuvieron valores de rechazo, precaucion y aceptacion
con la suspensién 107, y con la suspensién 107 se obtuvieron valores
de precaucion y aceptacion. En el caso del alimento lacteo fermentado,
con 1073 se obtuvieron valores de rechazo, precaucién y aceptacion en
plastico y de precauciéon y aceptacién en acero. Finalmente, con leche se
obtuvieron valores irregulares por la dificultad de dispersidn
homogénea, ya que se obtuvieron valores de rechazo, precaucién y

aceptacién tanto para la solucién 10! como para 1072,

En las pruebas preliminares con microorganismos, se encontré que con
concentraciones de bacterias de 50x103, se obtienen valores de
precaucion, similarmente a los resultados obtenidos en las pruebas con

ambos sistemas.

En la tabla siguiente se integran los resultados de “Aceptacién” = A,
“Precauciéon” = P y “Rechazo” = R para todos los contaminantes
tomados a los 10 segundos, en ambas superficies y se identifica el
sistema con mayor sensibilidad en cada caso definiendo ésta como la

capacidad de deteccion del contaminante, que se traduce en rechazo.
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Tabla 4-25 Numero de superficies: Aceptadas(A), en Precaucion (P) y
Rechazadas (R), para cada contaminante aplicado y sistema con mayor
sensibilidad para el caso. Los sistemas se identificaron como: 3M™Clean
Trace ™ = 3M y BioControl™ Lightning MVP =BC. Cuando la sensibilidad es
practicamente igual, se registré6 como similar = S.

Aplicadas en plastico Aplicadas en acero

Conta- Sistema 3M Sistema Mayor Sistema 3M Sistema BC Mayor

minante BC sensi- sensi-
bilidad bilidad

Decision A P R Al P [R A P R Al P [R

L10? 1| 2 |0 0| 2 |1 [BC 1| 0 |2 110 |2 S

L1072 1 1 1 1| 0 |2 BC 2 1 0 0| 2 |1 BC

J10°3 0 0 3 0l 0 |3 S 0 2 1 111 |1 3M

j10* of o |3 1] 1 |1 |3M 1| 2 |0 of 3]0 BC

S107 11 1 |1 1] 2 |0 |3M 2 1 |0 2 1|0 S

s10™* 2 1 0 0| 3 |0 BC 2 1 0 2| 1 |0 S

F10°3 1 1 1 1| 1 1 S 3 0 0 2| 1 |0 BC

2 con Alim. 6 6 9 4 9 8 11 7 3 8 9 4

S.t. 56x10° UFC | 0 1 2 0] 0 |3 BC 2 1 0 0| 0 |3 BC

S.t. 56x10° UFC 3( 0 [0 3] 0 |0 S 1 1 1 0| 3 |0 BC

E.c. 42x10° UFC [ 0O 1 2 o 2 |1 3M 3 0 0 3| 0 O S

L.m.41x10° UFC [ 0O 2 1 o 2 |1 S 3 0 0 11 2 |0 BC

C.a.46x10% UFC 0| 0 |3 0] 0 |3 S 0 1 2 0| 0 |3 BC

C.a.46x10% UFC 0| 0 |3 0] 0 |3 S 0O 0 |3 0| 1 |2 3M

2 con 3| 4 11 3| 4 |11 9| 3 6 4| 6 |8

Microorg.

2 Total 9 10 (20 7| 13 |19 BC=4 20 10 |9 12 | 15 |12 BC=7
3M=3 3M=2
$=6 S=4
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Analizaremos los resultados de las 13 formas de contaminacion, en

ambas superficies:

En plastico el sistema 3M detectd mejor: J10™, S103 y E.c. 42x10°
UFC; que son el 23.1 % mientras que el sistema BC fue mas sensible
para la deteccion de residuos de L10%, L107%, S10“y S.t. 56x10° UFC;
es decir que detecté mejor 30.8 % de los contaminantes, y tienen una
sensibilidad similar en 6 de los casos: J103, F103, S.t.56x10° UFC,
L.m. 41x10° UFC, C.a.46x10% UFC y C.a.46x10°? UFC; que son el 46.1 %

de los contaminantes.

En superficie de acero inoxidable, la sensibilidad del sistema 3M detectd
mejor sélo 2 residuos: J103 y C.a.46x10° UFC, es decir el 15.4 % vy el
sistema BC detecté mejor 7 de los contaminantes: L107%, J10™, F1073,
S.t.56x10% UFC, S.t. 56x10° UFC, L.m.41x10° UFC vy C.a.46x10° UFC, es
decir que detectd mejor 53.8 % de los contaminantes, en tanto que. La
sensibilidad de ambos sistemas es similar en 5 casos: L10!, S1073,
S10™*vy E.c. 42x103 UFC, lo que representa el 30.8 %.

En total se hicieron 26 pruebas con contaminantes, en las que que 3M
fue mas sensible en 5 de las pruebas, que corresponden al 19.2 %,
mientras que BC fue mas sensible en 10, es decir el 38.5 %, y los dos
sistemas tienen un desempefo similar en 42.4 % que corresponde a 11

pruebas.

Como las pruebas con los 13 contaminantes se corrieron por triplicado,
podemos decir que se hicieron 39 determinaciones de eficiencia de la

higiene con cada sistema, en cada una de las superficies en estudio.

Para el total de pruebas en la superficie de plastico, (n=39 para cada
sistema ya que son 13 suspensiones y muestreos por triplicado), para el

sistema 3M se obtuvieron 23 % (9 muestras) de aceptacion, 26 % (10
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muestras) de precaucion y 51 % (20 muestras) de rechazo, y para BC
se obtuvieron 18 % (7 muestras) de aceptacién, 33 % (13 muestras) de
precaucion y 49 % (19 muestras), se interpreta que es mas sensible BC
ya que detecta los contaminantes aplicados en el 82 % de las muestras
(sumando precaucion + rechazo), en tanto que 3M sdlo los detecta en el
77 % (precaucion + rechazo) Aunque la diferencia no es demasiado

grande, el sistema BC detectd 5 % mas de contaminantes.

3M/Plastico BC/Plastico
» Aceptacion
Aceptacion 18%
23%
Rechazo
Rechazo 49 %
51% Precaucion Precaucion
26% 33 9%

Figura 4-1 Porcentaje de muestras aceptadas-rechazadas para cada sistema
en plastico

A continuacién se presentan graficos de frecuencia del numero de
muestras aceptadas, en precaucion o rechazadas, para cada superficie y
sistema. El niumero de contaminante corresponde a su lugar en la tabla
4.25.
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3.5
3M/plastico
3
2.5
2
1.5 +— 1 Aceptacion
1 Precaucion
 Rechazo
0.5 -
0 -
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 4-2 Frecuencia de resultados en plastico con 3M

3> BC/plastico

1 Aceptacion

Precaucion

m Rechazo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 4-3 Frecuencia de resultados en plastico con BC

Respecto a las superficies, cuando los contaminantes son alimentos en
plastico (n=21 para cada sistema, las 7 primeras suspensiones vy
muestreos por triplicado) mediante 3M se obtuvo 29% de aceptacién (6

pruebas), 29%) de precaucion y 43% (9 pruebas de rechazo).
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Con el sistema BC se obtuvo 19% (4 muestras) de aceptacion, 43% de
precaucion (9 muestras) y 38% (8 muestras) de rechazo, lo que sugiere
gue BC tiene mayor sensibilidad para detectar contaminacién con
alimentos en superficies de plastico, ya que detecta el 81% de la
contaminacidon probada, mientras que 3M sélo detectd el 72% (rechazo

+ precaucion).

Con muestras de microorganismos en plastico (n=18 para cada sistema,
las 6 ultimas suspensiones y se tomaron 3 muestras en cada caso) para
3M se obtuvo 17% (3 muestras) de aceptacidon, 22% de precaucion y
61%(11 muestras) con rechazo. Con BC se obtuvo 17%(3 muestras) de
aceptacion, 22% de precaucion (4 muestras) 61%(11 muestras) de
rechazo, lo que denota similar sensibilidad a la contaminacidn

microbiana, en superficies de plastico.

Del total de muestras en la superficie de acero inoxidable(n=39 para
cada sistema ya que son 13 suspensiones y muestreos por triplicado),
para el sistema 3M se obtuvieron 51 % (20 muestras) de aceptacion, 26
% (10 muestras) de precaucion y 23% (9 muestras) de rechazo, y
para BC se obtuvieron 31 % (12 muestras) de aceptacion, 38 % (15
muestras) de precauciéon y 31 % (12 muestras) de rechazo, lo que
muestra mayor sensibilidad para el sistema de BC con respecto al
sistema de 3M, ya que detecta los contaminantes aplicados en el 69 %
de las muestras (sumando precaucion + rechazo), en tanto que 3M sdlo
los detecta en el 49 % (precaucion + rechazo), el sistema BC detecto

20 % mas de contaminantes.
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3M /Acero BC /Acero

Precaucion
26%

Precaucion
38%

Figura 4-4 Porcentaje de muestras aceptadas-rechazadas para cada sistema en
acero.

A continuacién se muestran los graficos de frecuencia de los resultados

obtenidos en la superficie de acero para 3M y para BC.
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3M/Acero
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Rechazo
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Figura 4-5 Frecuencia de resultados en acero con 3M

BC/Acero

35
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Figura 4-6 Frecuencia de resultados en acero con BC

Con muestras de alimentos en acero (n=21 para cada sistema, ya que

son las primeras 7 suspensiones y muestreos por triplicado) para el

sistema 3M se obtuvieron 52 % (11 muestras) de aceptacién, 33 % (7

muestras) de precaucién y 14 % (3 muestras) de rechazo, mientras que

para el sistema BC se obtuvieron 38 % (8 muestras) de aceptacién, 43



% (9 muestras) de precaucion y 19 % (4 muestras) de rechazo, lo que
sugiere mayor sensibilidad para el sistema BC, ya que detecta los
contaminantes aplicados en el 62 % de las muestras (sumando
precaucion + rechazo), en tanto que 3M sélo los detecta en el 47 %
(precaucion + rechazo), el sistema BC detectdé 15 % mas de los

contaminantes.

Con muestras de microorganismos en acero (n=18 para cada sistema,
las 6 Ultimas suspensiones y muestreos por triplicado) para el sistema
3M se obtuvieron 50% (9 muestras) de aceptacidon, 17% (3 muestras)
de precaucidon y 33% (6 muestras) de rechazo, y para el sistema BC se
obtuvieron 22% (4 muestras) de aceptacion, 33% (6 muestras) de
precaucién y 44% (8 muestras) de rechazo, lo que sugiere mayor
sensibilidad para el sistema BC, porque detecta los contaminantes
aplicados en el 77 % de las muestras (sumando precaucion + rechazo),
en tanto que 3M solo los detecta en el 50 % (precaucion + rechazo), el

sistema BC detectd 27 % mas de contaminantes.

Para el total de muestras en ambas superficies (n=78 para cada
sistema, ya que son 13 suspensiones, muestreos por triplicado y en dos
superficies), con el sistema 3M se obtuvo 37% de aceptacidon, 26% de
precaucidén y 37% de rechazo (29, 20 y 29 muestras respectivamente) y
mediante el sistema BC se obtuvo 24% de aceptacién, 36% de
precaucidén y 40% de rechazo (19, 28 y 31 muestras respectivamente).
Lo que muestra una mayor sensibilidad para detectar contaminantes
para el sistema BC en general. Cabe senalar que la tendencia se
mantiene en casi todas las pruebas: BC es mas sensible, excepto en la
deteccion de microorganismos en plastico, donde tienen un desempeno

muy similar.
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3M/Total de muestras

Rechazo
37% Aceptacion

37%

Precaucion

BC/Total de muestras

Aceptacion

24%
Rechazo

40%

Precaucion

36%

26%

Figura 4-7 Porcentaje de resultados generales para cada sistema.

A continuacidon se asignaron valores numéricos para cada nivel de
higiene, como se sefiala:

Nivel de higiene: Aceptacion(A) Precaucién(P) Rechazo(R)

Valor numérico Asignado: 1 2 3

Tomando en cuenta los valores numéricos asignados para cada nivel de
higiene, se calculd el CV % de las tres aplicaciones de cada
contaminante, con lectura a los 10 segundos (como indican los
fabricantes); para 3M se obtienen CV % promedio de 22.8 % en
plastico, de 27.2 % en acero y de 25.0 % en general, en tanto que el
sistema BC da CV % promedio de 19.9 % en plastico, de 23.9 % en
acero y de 21.9 % en general. Se observa que el sistema BC tiene
mayor repetibilidad entre los resultados de niveles de higiene en
general, en un 3.1 %, se muestran los CV % para las pruebas en la

siguiente tabla.
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Tabla 4-26 CV % del nivel de higiene de los contaminantes aplicados

Muestra Sistema
3M | BC

Alimentos en superficie de plastico 32.5 | 29.8

Alimentos en superficie de acero 34.1  36.3

Microorganismos en superficie de plastico | 11.3 | 8.24
Microorganismos en superficie de acero 19.1 | 9.4

Total en 22.8 | 19.9
Superficie de Plastico

Total en 27.2 | 23.9
Superficie de Acero

Total 25.0 | 21.9

Se puede observar que para ambos sistemas se presenta mas variacion
en los alimentos que en los microorganismos, esto debido a que la
cantidad de ATP de los microorganismos es mas uniforme que en los
residuos de alimentos, asi como en la superficie de acero respecto a la

de plastico, porque fue mejor la dispersién en la superficie de plastico.

Analisis estadistico

Se efectuaron comparaciones por pares para datos categdricos,
mediante la Prueba de los signos, prueba no parametrica apropiada
para analizar datos pareados cualitativos y determinar si sus medias son
diferentes ya que considera las diferencias entre pares. Y mediante la
Prueba de los rangos signados o también llamada Prueba de los rangos
con signo de Wilcoxon, que es similar a la anterior, pero mas especifica

porque toma en cuenta la magnitud de cada diferencia (Weimer, 2007).
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Prueba de los signos

El estadistico para la prueba de los signos es el siguiente y se puede
utilizar cuando n>10, que es cuando la distribucion muestral es

aproximadamente igual a la distribucion normal estandar.

2x—mn

z:

—

y
z=Valor estadistico de prueba

z.= Valor critico (Distribucion normal)

n= numero de signos

Xx= numero de signos positivos

Cuando z < zcno se rechazaHp y si z> z. se rechaza Hp
COMPARACION 3M VS BC

1. COMPARACION DEL TOTAL DE MUESTRAS DEL SISTEMA DE 3M Y
EL SISTEMA BC

Prueba de dos colas

a) Ho: psm — Hec =0

b) Hi: psm — Mec # 0

c) Numero de signos n = 31 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = -1.62

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)
f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = -1.62 < zg.025 = 1.96 , No se rechaza Hg y se
concluye que no hay diferencia significativa entre ambos sistemas
en general.

Prueba de una cola

a) Ho: Mam — MBc < O
b) H1: M3m — HBc > 0

c) Numero de signos n = 31 > 10
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d) Valor del estadistico de prueba: z = -1.62
e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)
f) Valor critico zp.0s=1.65

g) Decision: Como z = -1.62 < zpos = 1.65, No se rechaza Hg y se
concluye que el sistema 3M es menor o igualmente sensible que el
BC.

2. SUPERFICIE DE PLASTICO
Prueba de dos colas

a) Ho: gsm — Wec =0

b) Hi: yam — Mec # 0

c) Numero de signosn = 15 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = -0.26

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = -0.26 < Zg.025 = 1.96 , No se rechaza Hp y se
concluye que no hay diferencia significativa entre ambos sistemas
en plastico.

Prueba de una cola

a) Ho: Wam — Pec < 0

b) Hi: M3m — HBc > 0

c) Numero de signosn = 15 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = -0.26

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.0s=1.65

g) Decision: Como z = -0.26 < zg0s = 1.65 , No se rechaza Hg y se
concluye que el sistema de 3M es menor o igualmente sensible al
sistema BC.

3. SUPERFICIE DE ACERO
Prueba de dos colas

a) Ho: Wam — Hec =0
b) Hi: M3M — MBc # 0
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c) Numero de signos n =16 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = -2.00

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = -2.00 > zpp25 = 1.96 , Se rechaza Hg y se
concluye que existe diferencia significativa entre ambos sistemas
en superficie de acero.

Prueba de una cola

a) Ho: M3m — Hec < 0

b) Hi: M3m — MBC > 0

c) Numero de signos n = 16 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = -2.00

e) Nivel de significancia: o = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.0s=1.65

g) Decision: Como z = -2.00 > zp05 = 1.65 , Se rechaza Ho y debido
al signo negativo obtenido se concluye que el sistema BC es
significativamente mas sensible que el sistema de 3M en superficie
de acero.

Se observa que los casos en que se rechaza Hg es en la comparacion en
superficie de acero, por lo tanto hay diferencia significativa entre el
sistema de 3M y el de BC cuando se hacen las pruebas en acero,

resultando una mayor sensibilidad para el sistema BC.
COMPARACION 3M
PARA 3M SUPERFICIE DE PLASTICO VS SUPERFICIE DE ACERO

Prueba de dos colas

a) Ho: Wpta — Hace =0

b) Hi: gpta — Mace # 0

c) Numero de signos n = 25 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = 3.40

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)
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f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = 3.40 > Zgo2s = 1.96 , Se rechaza Hg y se
concluye que hay diferencia significativa entre los resultados
obtenidos en plastico y acero para 3M.

Prueba de una cola

a) Ho: Mpa — Pace < 0

b) Hi: Wpia — Mace > 0

c) Numero de signos n = 25 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = 3.40

e) Nivel de significancia: o = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.0s=1.65

g) Decision: Como z = 3.40 > zgos = 1.65 , Se rechaza Hg y se
concluye que es mas sensible significativamente la evaluacién de
higiene en superficie de plastico que en superficie de acero.

COMPARACION BC
PARA BC SUPERFICIE DE PLASTICO VS SUPERFICIE DE ACERO

Prueba de dos colas

a) Ho: Mpia — Hace = 0

b) Hi: Wpta — Hace # 0

c) Numero de signos n = 21 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = 1.53

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decisidon: Como z = 1.53 < zp025 = 1.96 , No se rechaza Hp y se
concluye que no hay diferencia significativa entre los resultados en
plastico y en acero para el sistema BC.

Prueba de una cola

a) Ho: Mpa — Mace < 0

b) Hi: Mpia — Hace > 0

c) Numero de signos n = 21 > 10

d) Valor del estadistico de prueba: z = 1.53
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e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zp.0s=1.65

g) Decision: Como z = 1.53 < zg0s = 1.65 , No se rechaza Hg y se
concluye que el sistema BC es menor o igualmente sensible en
plastico que en acero.

Prueba de los rangos signados
El estadistico para la prueba de los rangos signados es el siguiente y se

puede utilizar cuando n>15, que es cuando la distribucidn muestral es

aproximadamente igual a la distribucién normal estandar:

T—u n(n+ 1) o ||n(n+ 1)(2n+ 1)

z = = =
s H 1 \ 24

z=Valor estadistico de prueba

z.= Valor critico (Distribucion normal)

n= numero de diferencias no cero

T= suma de rangos positivos

M= media estandar

s= desviacion estandar

Cuando z < zcno se rechazaHp y si z> z. se rechaza Hp
COMPARACION 3M VS BC

1. COMPARACION DEL TOTAL DE MUESTRAS DEL SISTEMA DE 3M Y
EL SISTEMA BC

Prueba de dos colas

a) Ho: Wam — Hec =0
b) Hi: M3m — MBC # 0
c) Numero de signos n = 31 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = -1.56
e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)
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f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = -1.56 < zg025 = 1.96 , No se rechaza Hp y se
concluye que no hay diferencia significativa entre ambos sistemas
en general.

Prueba de una cola

a) Ho: p3m — Hec < 0

b) Hi: p3v — Mec > 0

c) Numero de signos n = 31 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = -1.56

e) Nivel de significancia: o = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.0s=1.65

g) Decision: Como z = -1.56 < zg05 = 1.65 , No se rechaza Hp y se
concluye que el sistema 3M es menor o igualmente sensible que el
sistema BC.

2. SUPERFICIE DE PLASTICO

Prueba de dos colas

a) Ho: Wam — Hec =0

b) Hi: 3w — Hec # 0

c) Numero de signos n = 15 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = -0.20

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = -0.20 < zg025 = 1.96 , No se rechaza Hp y se
concluye que no hay diferencia significativa entre ambos sistemas
en superficie de plastico.

Prueba de una cola

a) Ho: Wav — Hec <0

b) H1: M3m — MBc > 0

c) Numero de signos n = 15 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = -0.20

e) Nivel de significancia: o = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)
f) Valor critico zg.0s=1.65
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g) Decision: Como z = -0.20 < zg0s = 1.65 , No se rechaza Hp y se
concluye que la sensibilidad del sistema de 3M es igual o menor
gue la del sistema BC en superficie de plastico.

3. SUPERFICIE DE ACERO
Prueba de dos colas

a) Ho: Wam — Hec =0

b) Hi: pam — pec # 0

c) Numero de signos n = 16 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = -1.86

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = -1.86 < zg.025 = 1.96 , No se rechaza Hg y se
concluye que no hay diferencia significativa entre ambos sistemas
en superficie de acero.

Prueba de una cola

a) Ho: Wam — Pec < 0

b) Hi: M3m — MBCc > 0

c) Numero de signos n = 16 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = -1.86

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zp.0s=1.65

g) Decision: Como z = -1.86 > zpos = 1.65 , Se rechaza Hp y se
concluye que el sistema BC es significativamente mas sensible que
el sistema 3M en superficie de acero.

Se observa que él Unico caso en que se rechaza Ho es en la
comparacién en superficie de acero, por lo tanto hay diferencia
significativa entre el sistema de 3M y el de BC cuando se hacen las

pruebas en acero, siendo mayor la sensibilidad para el sistema BC.
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COMPARACION 3M
Para 3M superficie de plastico vs superficie de acero:

Prueba de dos colas

a) Ho: Mpta — Mace = 0

b) Hi: Mpa — Mace # 0

c) Numero de signos n = 25 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = 3.01

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = 3.01 > zpo2s = 1.96 , Se rechaza Hp y se
concluye que hay diferencia significativa entre los resultados
obtenidos en plastico y acero con el sistema 3M.

Prueba de una cola

a) Ho: Mpa — Pace < 0

b) Hi: Wpta — Mace > 0

c) Numero de signos n = 25 > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = 3.01

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)

f) Valor critico zg.0s=1.65

g) Decision: Como z = 3.01 > zgos = 1.65 , Se rechaza Hp y se
concluye que el sistema 3M es significativamente mas sensible en
plastico que en acero.

COMPARACION BC
Para BC superficie de plastico vs superficie de acero: n =21 z=1.95

Prueba de dos colas

a) Ho: Mpa — Mace = 0

b) Hi: gpta — Mace # 0

c) Numero de signosn = > 15

d) Valor del estadistico de prueba: z = 1.95

e) Nivel de significancia: a = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)
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f) Valor critico zg.025=1.96

g) Decision: Como z = 1.95 < zg025 = 1.96 , No se rechaza Hp y se
concluye que no existe diferencia significativa entre los resultados
en plastico y acero para el sistema BC.

Prueba de una cola

a) Ho: Mpa — Pace < 0
b) Hi: Wpia — Mace > 0
c) Numero de signos n = > 15
d) Valor del estadistico de prueba: z = 1.95
e) Nivel de significancia: o = 0.05 (Nivel de confianza del 95%)
f) Valor critico zg.0s=1.65
g) Decision: Como z = 1.95 > zg0s = 1.65 , Se rechaza Hg y se
concluye que el sistema BC es mas sensible significativamente en
plastico que en acero.
Utilizando la prueba de los signos y la prueba de los rangos signados a
un nivel de confianza del 95%, resulta que no hay diferencia
significativa en la utilizacién general de un sistema con respecto al otro,
pero en la superficie de acero las pruebas estadisticas concluyen que si
hay diferencia significativa, favoreciendo al sistema BC. Para ambas
pruebas estadisticas el nimero de resultados es limitado para efectuar
las comparaciones de alimentos en plastico, alimentos en acero,

microorganismos en plastico y microorganismos en acero.

Mediante este analisis estadistico se puede concluir que al 95% de
confianza se puede utilizar el sistema 3M o el sistema BC sin diferencia
significativa en los resultados en plastico, mientras que si hay una
diferencia significativa si se efectian en superficie de acero, siendo mas

sensible el sistema BC.

Respecto a las comparaciones efectuadas para cada sistema en

superficie de plastico y de acero; la prueba
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de los signhos marca una diferencia significativa para el sistema 3M mientras que no marca diferencia

significativa para el sistema BC, pero la prueba de los rangos signados si marca diferencias significativas

tanto para 3M como para BC, conclusidén opuesta para BC que con la prueba de los signos, misma que esta

limitada en el manejo de informacion, y sélo utiliza los signos; mientras que la prueba de los rangos

signados utiliza ademas de los signos la magnitud de la diferencia (Weimer, 2007), entonces se puede

concluir que al 95% de confianza existe hay una diferencia significativa al utilizar cualquiera de los dos

sistemas de evaluacién de higiene en superficie de plastico o superficie de acero, obteniendo resultados

considerablemente mas bajos en acero.

Tabla 4-27 Resultados obtenidos con las pruebas estadisticas aplicadas

Prueba Comparacion entre 3M y BC Comparacion de cada sistema
estadistica Total de Superficie de Superficie de acero Comparacion de 3M Comparacién de BC
muestras plastico entre superficie de entre superficie de
plastico y superficie de | plastico y superficie de
acero acero
Prueba de | No hay No hay Existe diferencia Hay diferencia No hay diferencia
los sighos (2 | diferencia diferencia significativa entre significativa entre los significativa entre los
colas) significativa significativa ambos sistemas en resultados obtenidos en | resultados en plastico y
entre ambos entre ambos superficie de acero. plastico y acero para en acero para el
. sistemas en 3M. sistema BC.
sistemas.

plastico.

Prueba de
los signos (1
cola)

El sistema 3M
€s menor o
igual de sensi-
ble que BC.

El sistema de 3M
es menor o
igualmente
sensible al
sistema BC.

El sistema BC es
significativamente mas
sensible que el sistema
de 3M en superficie de
acero.

El sistema 3M es
significativamente mas
sensible en plastico que
en acero.

El sistema BC es menor
o igualmente sensible
en plastico que en
acero.
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Prueba de | No hay No hay No hay diferencia Hay diferencia No existe diferencia
los rangos | diferencia diferencia significativa entre significativa entre los significativa entre los
signados (2 significativa significativa ambos sistemas en resultados obtenidos en | resultados en plastico y
colas) entre ambos entre ambos superficie de acero. plastico y acero con el acero para el sistema
) . sistema 3M. BC.
sistemas. sistemas en
superficie de
plastico.

Prueba de

El sistema 3M

El sistema 3M es

El sistema BC es

El sistema 3M es

El sistema BC es

los rangos | es menor o menor o significativamente mas | significativamente mas | significativamente mas
signados (1 | igualmente igualmente sensible que el sistema | sensible en plastico que | sensible en plastico que
cola) s_enS|bIe que el sensible que el 3M en superficie de en acero. en acero.

sistema BC. acero.

sistema BC en
plastico.

Se observa que en los casos de la comparacion de 3M y BC en acero y en la del sistema BC en plastico y
acero; la prueba de los rangos signados de dos colas concluye que no hay diferencia significativa, mientras
que la de los rangos sighados de una cola concluye que si hay diferencia significativa, esto se debe a que
es mas estricta, ya que en base a su hipotesis no soélo concluye si existe diferencia entre las medias, sino
que también aporta informacidén sobre la direccion de la diferencia. En base a las pruebas estadisticas
aplicadas a los resultados, se puede concluir que al 95% de confianza, para los resultados de evaluacién
de higiene en superficie de plastico no existe diferencia significativa entre el sistema 3M y BC, mientras
acero el sistema BC es significativamente mas  sensible.

que en superficie de
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4.6 ESTABILIDAD DE LAS LECTURAS
Para determinar la estabilidad de las lecturas, para todas las pruebas se
tomaron éstas a 10s, 25s, 40s y 55s después de activado el hisopo y se
obtuvieron los CV %. Abajo se muestran los CV % obtenidos vy

posteriormente la interpretacion de los valores.

Para el sistema 3M van desde 0.7 hasta 29.3 y para el sistema BC van
desde 0.7 hasta 14.5.

Tabla 4-28 Valores de CV % de la estabilidad de la lectura

Contami- | Superficie de plastico Superficie de acero inoxidable
nante

3M™ Clean BioControl™ 3M™ Clean BioControl™

Trace™ Lightning MVP Trace™ Lightning MVP
L10? 1.0 1.7 3.0 741 11.1| 10.0| 5.0 1.3 |11.8 8.4 3.8 5.3
L1072 2.5|16.7 2.1 22.1 5.5 6.5| 4.3 1.9 1.6 4.3 6.2 6.1
J10°3 0.7 0.7 0.8 7.6 4.7 7.7 | 3.3 0.9 1.0 | 14.5 5.2 2.4
Jj10+# 3.0 1.3 1.5 6.0 | 11.8 7.6 1.8 7.0 2.7 6.8 7.6 7.9
S10°3 1.9 3.2 1.4 9.7 5.9 8.3|5.0 7.5 22.3 9.9 14.4 11.5
s10™ 7.7 6.4 | 6.2 2.1 8.3 10.8| 6.5 16.2 0.4 9.8 10.0 15.1
F1073 1.3 1.4 1.1 5.6 8.2 6.3 | 8.7 2.7 9.0 8.5 11.8 6.5
S.t. 56x10°
UFC 0.9 1.2 1.2 1.7 2.4 2.819.8| 4.8 3.9 4.2 2.5 1.3
S.t. 56x102
UFC 2.5 3.6 2.5 0.7 1.1 3.6 | 1.3 2.2 4.5 1.1 2.0 1.4
E.c. 42x10°
UFC 2.1 1.7 0.8 2.5 9.4 4.3 | 3.3 3.6 6.5 2.2 6.0 8.8
L.m.41x103
UFC 2.2 2.3 0.9 2.0 3.2 2.0 | 2.8 1.5 4.6 | 13.0 2.9 5.2
C.a.46x103
UFC 18.4 | 21.0 | 29.3 4.6 8.3 45| 5.1 4.9 0.9 5.9 5.9 7.2
C.a.46x10?
UFC 18.7 1.2 1.0 4.2 4.2 44 | 1.1 0.7 1.8 5.1 6.3 7.1
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Tabla 4-29 Interpretacion de los valores del coeficiente de variacién (CV%)

Coeficiente de variacion | Interpretacion

0<CV<5% Bueno - Muy bueno. Datos muy homogéneos, media
aritmética muy representativa
5% < CV < 20% Aceptable . Datos con homogeneidad aceptable. La

media aritmética es representativa

> 20 % Malo - A desechar. Datos heterogéneos, la media
aritmética es poco representativa.

Fuente: Filippini, 2011

El sistema 3M presenta mayor CV % a concentraciones muy altas de
contaminantes como en el caso de C. albicans 46x103 UFC con CV %,
gue fue de 21.0 y 29.3 %, en plastico y acero respectivamente, también
a concentraciones muy bajas, como en el caso de salchicha 10™ lectura
muy por debajo del limite de precaucién y debajo de la sensibilidad, se
presento un CV de 22.3 %. Se trata de lecturas por encima de 5000 RLU
y por debajo de 50 RLU, lo que no afectaria zona de higiene para la
toma de decisiones. Solo hubo un caso, Jugo 10 en plastico en que la

zona de higiene cambia de rechazo a precaucion con el tiempo.

El sistema BC presenta valores de CV % menores que el sistema 3M,
aceptables en todos los casos, sin embargo se presentan mas casos en
que la zona de higiene cambid dependiendo del tiempo de lectura para
las soluciones cercanas a los limites, se recomendaria para éste sistema
recorrer en una décima los limites de las zonas de higiene: 0 a 2.4
aceptacion, 2.5 a 2.9 precaucion y 3.0 a 7 rechazo, ya que se observo
gue si se tomaran estos limites se apreciaria mas la estabilidad de la

lectura a los tiempos de lectura de hasta 55 segundos.

Tomando en cuenta los CV % y el nUmero de pruebas en que el tiempo

de lectura afectd la zona de higiene en que se encontraban las pruebas,
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para ambos sistemas se puede decir que la lectura es estable desde 10

hasta 55 segundos para la evaluacion de higiene.

En seguida se presentan graficos de los datos de lecturas a distintos
tiempos para cada muestra (RLU vs t), en los que se puede observar la
dispersion de los datos y se aprecia que a valores mas altos de RLU se
tiene menor estabilidad de la lectura, asi mismo se observa que se
obtienen valores mas bajos de RLU en acero que en plastico, como se

ha visto antes en los resultados.
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Figura 4-8 Estabilidad de lecturas a bajos RLU, 3M en plastico
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Figura 4-9 Estabilidad de lecturas 3M en plastico
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Figura 4-10 Estabilidad de lecturas 3M en acero
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Figura 4-11 Estabilidad de lecturas BC en plastico
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Figura 4-12 Estabilidad de lecturas BC en acero

Para ambos sistemas se observan graficas con pendiente practicamente
constante a valores relativamente bajos de RLU, justo los que permiten
tomar decisiones en el monitoreo de higiene, por lo que también éstas
graficas muestran que la lectura es estable desde 10 hasta 55 segundos

después de activado el hisopo.

117



V.CONCLUSIONES

Para ambos sistemas la sensibilidad con alimentos fue la siguiente en
orden decreciente: jugo de naranja, salchicha, alimento lacteo
fermentado y leche pasteurizada; esto debido a la cantidad de ATP que
contienen y que varia en los alimentos. Con microorganismos, la
sensibilidad fue la siguiente en orden decreciente: C. albicans, S. typhi,
L. monocytogenes y E. coli, siendo mayor en la superficie de plastico
que en la superficie de acero. Para cada sistema, los resultados son

significativamente mas sensibles en superficie de plastico que en acero.

Cabe enfatizar, como ya se menciond, que cuando hay residuos visibles,
no es importante que los valores sean erraticos pues en ese caso, no se
evalla la higiene por bioluminiscencia, sino se repiten la operaciones de
sanitizacion; fue el caso de la contaminacion con leche en concentracién
10! en acero inoxidable. Se puede apreciar que hay variaciones en los
resultados interpretados y que es mayor en acero, lo cual coincide con
la dificultad encontrada para dispersar la contaminacién en dicha

superficie.

Con muestras de alimentos en plastico, alimentos en acero vy
microorganismos en acero; el sistema de BioContro/™ genera mas
resultados de rechazo, y con muestras de microorganismos en plastico,
los resultados son similares en ambos sistemas de evaluacion de

higiene; se muestran los resultados en porcentajes en la siguiente tabla.

Tabla 5-1 % Resultados obtenidos por residuo y superficie para 3M/BC

Resultado: Muestra
Alim. en plast. | Alim. en acero | Microorg. en plast. | Microorg. en acero
Aceptacion | 29/19 52/38 17/17 50/22
Precaucién | 29/43 33/43 22/22 17/33
Rechazo 43/38 14/19 61/61 33/44
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Figura 5-1 Porcentaje de muestras aceptadas-rechazadas para cada sistema en
plastico y acero. %Aceptacion=Verde, %Precaucion=Amarillo, %Rechazo=Rojo.

3M/Total de muestras

37%  37%

26%
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24%
40%

36%

Figura 5-2 Porcentaje de muestras aceptadas-rechazadas para cada sistema
en general. %Aceptacion=Verde, %Precaucion=Amarillo, %0Rechazo=Rojo.

Tabla 5-2 Numero de muestras aceptadas-rechazadas para cada sistema en

general

Nivel de higiene 3M BC
Aceptacion 29 37% 19 24%
Precaucién 20 26% 28 36%
Rechazo 29 37% 31 40%
Total de pruebas 78 100% 78 100%
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Comparando los resultados en superficie de plastico se observa un
resultado similar para ambos sistemas, mientras que en superficie de
acero se observa claramente que el sistema BioControl™ rechaza mas
superficies como se observa en la figura 5.1, para el total de muestras
el sistema de BioControl™ genera un 3% mas de rechazo y un 10%
mas de precauciéon que el sistema de 3M™, como se observa en la

figura 5.2

La variacién entre las tres réplicas de cada solucion, en términos de la
decisién que implican (Aceptacion / Precauciéon / Rechazo) no es muy
alta, aun considerando la incertidumbre introducida en las diferentes
fases de la contaminacidén de las superficies y por el hisopado; cabe
sefialar que se manejan sélo 3 réplicas en cada caso, lo cual es limitado
en términos estadisticos (Simpson, 2006), se presentd un CV%
promedio de 24.9% para 3M™ y de 21.8% para BioControl™.

Tomando en cuenta que un mayor numero de superficies rechazadas por
un sistema con respecto al otro implica mas rigor en las decisiones,
tenemos que en plastico ambos sistemas dan resultados similares el 46
% de las veces, en tanto que BioControl™ es mas estricto en 8 %
respecto a 3M™, mientras que en acero son similares el 31 % de las

veces y el 38 % de las veces es mas estricto el sistema BioControl™.

Respecto a la estabilidad de las lecturas, en ambos sistemas se
consideran homogéneos los datos, en funcion del coeficiente de
variacion, por lo que se concluye que las lecturas son estables desde 10

hasta 55 segundos después de activado el hisopo.

El estudio realizado proporciona una comparacién basica objetiva, en la
que el sistema 3M" Clean Trace” fue encontrado menos estricto para

rechazar las superficies contaminadas que el sistema BioControl™
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Lightning MVP en la superficie de acero con soluciones de alimentos y
microorganismos, mientras que son similares en la superficie de plastico

con soluciones de alimentos y microorganismos.

Mediante el analisis estadistico efectuado se concluye que al 95% de
confianza no existe diferencia significativa para la evaluacion de la
higiene en superficie de plastico entre el sistema 3M y el sistema BC,
mientras que para la deteccion de residuos de alimentos vy
microorganismos en superficie de acero es significativamente mas

sensible el sistema BC.
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VI.APENDICES

A. CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Se elaboraron las curvas de cuantificacion, basandose en la escala de Mc

Farland, hecha para E. coli, que relaciona la densidad optica con la

concentracidon de microorganismos (Cabeza, 2000).

Tabla A-1 Escala de Mc Farland

Escala de Mc Farland.

Tubo | UFC/mL
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Figura A-1 Curva de la escala de Mc Farland

Se utilizaron cultivos de 24 horas en infusidn cerebro corazén, de las 3

bacterias utilizadas en el estudio, determinando la densidad éptica en el

Densimat® que da las lecturas en unidades de la escala de Mc Farland.

Se prepararon diluciones decimales y se llevaron a cabo cuentas en

placa, por duplicado para correlacionar las UFC con la densidad éptica

para obtener la ecuacidon que relacionara la densidad éptica con la

concentracion y poder elaborar soluciones con la concentraciéon

deseada.
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Cuantificacion de E. coli

Tabla A-2 Cuantificacion de E. coli

Densidad
oOptica UFC/m |UFC/m |UFC/mL
Diluc. | (Mc Farland) |L L (calculado)
1:2 2.8 MNPC MNPC 96 x107
1:3 1.8 MNPC MNPC 48 x10’
1:5 1.2 MNPC MNPC 33 x107
10! 0.8 MNPC MNPC 19 x10’
107 0.2 MNPC MNPC 9.6 x10’
1073 0.1 MNPC MNPC 0.96 x10’
10 MNPC MNPC
107 S.L. MNPC MNPC
Recuento datos | yrc/mL
experimentales (promedio)
107°° S.L. 693 553 623 v.e.
107/ S.L. 101 92 96
1078 S.L. 22 9 15 v.e
107 S.L. 3 3v.e
10710 S.L. 0 1v.e

MNPC = muy numerosas para contar
S.L. = Sin lectura
v.e. = valor estimado

UFC/mL (E+07)

120

100

E. coli en Petrifilm
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y =33.075x-3.6099

R? =0.9696

Figura A-2 Curva de cuantificacion de E. coli
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Cuantificacion de Salmonella typhi

Debido a que la placa Petrifim AC no es el medio ideal para el

crecimiento de Salmonella, se utilizé Caldo Lactosado como diluyente

para su enriquecimiento.

Tabla A-3 Cuantificacion de S. typhi

Densidad |UFC/mL |UFC/mL |UFC/mL

optica (Mc UFC/ mL
Diluciones | Farland) Promedio
1:3 0.9 MNPC MNPC MNPC 23 x10’
10! 0.4 MNPC MNPC MNPC 2.3 x10’
1072 0.2 MNPC MNPC MNPC 0.23 x10’
1073 0.2 MNPC MNPC MNPC
10 S.L. MNPC MNPC MNPC
107 S.L. MNPC MNPC MNPC

Recuento datos experimentales

107 S.L. 966 746 726| 812.6 v.e
107 S.L. 72 76 57 68
1078 S.L. 4 6 5 5v.e.
107° S.L. neg neg Neg neg
10710 S.L. neg neg Neg neg

MNPC = muy numerosas para contar
S.L. = Sin lectura
v.e. = valor estimado

S. typhi en petrifilm
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Figura A-3 Curva de cuantificacion de S. typhi
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Cuantificacion de Listeria monocytogenes

Para estandarizar el cultivo, se utilizé una adaptacion

con placas

Petrifilm AC y agar soya tripticasa (AST), en vez de las placas y medio

especificos para Listeria.

La adaptacidon consiste en utilizar extracto de levadura (EL) al 0.1 y 0.5

% como diluyente de enriquecimiento, tanto para sembrar en AST como

en placas Petrifilm AC. El recuento se realizé por duplicado.

Tabla A-4 Cuantificacion de L. monocytogenes

UFC/ mL en

Densidad petrifilm

bptica (Mc|Con EL |Con EL UFC/ mL en AST
Diluc | Farland) 0.1% 0.5% Con EL 0.5%
Cepa 1.8 139 x107 | 136 x107 | 122 x10’
1:2 1.1 70 x10” |68 x10” |61 x10’
1:3 0.8 47 x10” |34 x10” |41 x10’
1:4 0.7 35 x10” |17 x10” |30 x10’
1:5 0.6 28 x10” |9 x10’ 24 x10’
10! 0.4 14 x10” |5 x10’ 12 x10’
102 0.1 MNPC MNPC 1.2 x107
1073 0.1 MNPC MNPC MNPC
10 0.1 MNPC MNPC MNPC
10°° S.L. MNPC MNPC MNPC

Recuento datos experimentales

10°® S.L. 1000 860 1140 v.e.
107 S.L. 139 136 122

MNPC = muy numerosas para contar
S.L. = Sin lectura

v.e. = valor estimado

Con Petrifilm la diferencia entre las dos concentraciones de EL es
minima, incluso con mejores resultados a la concentracién mas baja, por

lo que es la que se selecciond.
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Figura A-4 Curva de cuantificacion de L. monocytogenes en Petrifilm
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Figura A-5 Curva de cuantificacion de L. monocytogenes en agar
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Resultados de densidad de poblacién en cultivos de 24 horas.

Tabla A-5 Comparacion de cuantificacion de bacterias

Diluc. D. O. de la UFC/mL en UFC/mL
Con lectura Diluciéon cultivo Escala de
Cepa Mc Farland
Escherichia 1:3 1.8 4.8 x10°8 5.4 x108
coli
Salmonella 1:3 0.9 2.3 x108 2.7 x108
typhi
Listeria 1:3 0.8 4.7 x108 2.4 x108
monocytogenes

Como se sabe, Mc Farland desarrollé la escala con base en cultivos de E.

coli, por lo que se considera que genera resultados muy similares para

otras bacterias de ese tamafio y forma, lo cual se cumple en nuestros

resultados para E. coli y Salmonella typhi, mientras que para Listeria

monocytogenes da un resultado mayor porque son bacterias de menor

tamano.
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Cuantificacion de Candida albicans

Se prepararon tubos de distinta densidad dptica en SSI, diluciones y

cuentas para cada tubo en particular, y se hizo la correlacién entre la

escala de Mc Farland y la cuenta en placa en agar Sabouraud y en

Petrifilm YM (para hongos y levaduras).

Tabla A-6 Cuantificacion de C. albicans en agar

1a Densidad | 22 Cuenta en placa agar
Dilucidon | ¢ptica dilucién | Sabouraud
(Mc UFC/mL
Farland) UFC/mL |UFC/mL |Promedio |calculado
Cepa24h 107 157 169 163| 1.63 x10’
1:2 107 116 117 116.5| 1.17 x10’
1:3 1.60 107 36 50 43| 4.30 x10°
1:4 1.20 10°° 37 31 34| 3.40 x10°
1:5 0.70 10°° 23 28 25.5| 2.55 x10°
1:6 1.20 10 351 391 371 | 3.71 x10°
1:7 1.10 10 297 275 286 | 2.86 x10°
1:8 0.70 10 160 159 159.5| 1.60 x10°
1:9 0.60 10 142 121 131.5| 1.32 x10°
i C. albicans en agar Sabouraud
4.5 2
) ¢
3.5
g vl
T 25 2
g
=2
15 7S *
1
0.5
0 T T T
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00
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y=2.8317x-0.0522
R? =0.8866

Figura A-6 Curva de cuantificacion de C. albicans en agar
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Tabla A-7 Cuantificacion de C. albicans en Petrifilm YM

1a Cuenta en Petrifilm
Dilucién Densidad
Optica
(Mc 2% |UFC/m UFC/mL
Farland) |dilucion || UFC/mL | Promedio |calculado
Cepa
24h 10°° 174 190 182| 1.82 x10’
01:02 10°° 134 139 136.5| 1.37 x10’
01:03 1.60 10°° 79 64 71.5| 7.15x10°
01:04 1.20 107° 40 39 39.5| 3.95x10°
01:05 0.70 107 25 28 26.5| 2.65 x10°
01:06 1.20 107 389 381 385| 3.85 x10°
01:07 1.10 107 333 304 318.5| 3.19 x10°
01:08 0.70 10 259 219 239 | 2.39 x10°
01:09 0.60 10 159 168 163.5| 1.64 x10°
. C. albicans en Petrifilm YM
7 *
6
5
W
g ¢
2 3 L 2
=
, $
./
1
0 T T T 1
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00
Densidad optica y=4.6241x-1.1444
R? =0.8808

Figura A-7 Curva de cuantificacion de C. albicans en Petrifilm

Como puede observarse, se obtiene practicamente la misma correlacién
en ambos métodos de recuento y valores ligeramente mas altos de
cuentas microbianas en las placas Petrifiim™, lo que nos indica que

pueden usarse con buenos resultados.
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B. PROCEDIMIENTOS PARA PREPARAR SOLUCIONES DE
MICROORGANISMOS DE CONCENTRACION CONOCIDA

E. coli (Diluciones en SSI)

1.- Tubo ajustado a la turbidez
0.5 de la escala de Mc Farland
(1.3x10% UFC/mL)

l

2.- Dilucién 1:10
(1.3x107 UFC/mL)

!

3.- Dilucién 1:2.5
(50x10°% UFC/mL)

'

4.- Dilucion 1:10
(500 000 UFC/mL)

| Aplicado a superficies de plastico y acero

!

5.- Dilucién 1:10
(50 000 UFC/mL)

v

6.- Diluciéon 1:10
(5000 UFC/mL)

l

7.- Dilucién 1:10 (500 UFC/mL)

|

8.- Dilucion 1:10 (50 UFC/mL)

— | 42.3 UFC/mL

Cuenta en placa promedio =
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Salmonella typhi (diluciones en SSI; solo para contar, la ultima
dilucion se hizo en caldo lactosado, lo que permite cultivarla en 3M™

Petrifilm™ AC)

1.- Tubo ajustado a la turbidez
0.6 de la escala de Mc Farland
(12x107 UFC/mL)

|

2.- Dilucién 1:2.5 (5x107

UFC/mL)
'

3.- Dilucién 1:10 (5x10°
UFC/mL)

\4

4.- Dilucién 1:10 (500 000
UFC/mL)

Aplicado a superficies de plastico y acero

\ 4

5.- Dilucién 1:10 (50 000
UFC/mL)

Aplicado a superficies de plastico y acero

v

6.- Dilucién 1:10 (5000
UFC/mL)

\4

7.- Dilucién 1:10 (500 UFC/mL)

\4

8.- Dilucién 1:10 (50 UFC/mL)

Cuenta en placa promedio=

v

56 UFC/mL
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Listeria monocytogenes(diluciones en SSI y sélo para contar, la ultima
dilucion se hizo en extracto de levadura al 0.1%)

1.- Tubo ajustado a la turbidez
0.4 de la escala de Mc Farland
(15x107 UFC/mL)

|

2.- Dilucién 1:3 (5x107
UFC/mL)

3.- Dilucién 1:10 (5x10°
UFC/mL)

\4

4.- Dilucién 1:10 (500 000 )
UFC/mL)

Aplicado a superficies de plastico y acero

v
5.- Dilucién 1:10 (50 000

UFC/mL)
6.- Dilucién 1:10 (5000
UFC/mL)

v
7.- Dilucién 1:10 (500 UFC/mL)

v
8.- Dilucion 1:10 (50 UFC/mL)

Cuenta en placa promedio= 41
UFC/mL

\4
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Candida albicans (Se utilizé SSI como diluyente)

1.- Tubo ajustado a la turbidez
0.5 de la escala de Mc Farland
(1.16x10° UFC/mL)

\4

2.- Diluciéon 1:2.5 (5x10°

UFC/mL)
!

3.- Dilucién 1:10 (500 000
UFC/mL)

Aplicado a superficies de plastico y acero

\ 4

4.- Dilucion 1:10 (50 000
UFC/mL)

Aplicado a superficies de plastico y acero

\4

5.- Dilucién 1:10 (5000
UFC/mL)

v

6.- Dilucién 1:10 (500 UFC/mL)

v

7.- Dilucién 1:10 (50 UFC/mL)

Cuenta en placa promedio= 46

»| UFC/mL

133



C. PROCEDIMIENTO DEL HISOPADO, ILUSTRADO CON EL
SISTEMA 3M" Clean Trace'

Se muestrea una superficie de
10x10 cm con el hisopo,
mediante 10 trazos en sentido
vertical y 10 trazos en sentido
horizontal girando el hisopo, y
cuidando no tocar con la mano la
parte blanca del hisopo, ya que
es comun tener ATP en las
manos.

Después de muestrear y antes de
activarlo, el hisopo es estable
hasta por 30 minutos

Para activarlo, se aprieta el
émbolo y asi entran en contacto
los reactivos y el ATP colectado
en el hisopo.

Se agita lateralmente 5 veces en
el caso del 3M™ Clean Trace™ y
durante 5 seg para el
BioControl™ Lightning MVP.
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Fuente: 3M, 2011.

Sistema BioControl™ Lightning
MVP (Mismo procedimiento que
para el sistema 3M™ Clean
Trace™).

Inmediatamente después de
activado y agitado, se introduce
el hisopo al sistema.

Se toma la lectura, obteniendo
los resultados en 10 segundos
para ambos sistemas; esto
permite determinar el estado
higiénico de la superficie, de
acuerdo a la recomendacién de
cada sistema.

Fuente: BioControl™, 2005
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