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Resumen

En los Ultimos afos, los cambios en los habitos alimenticios han conducido a la preparacion
masiva de alimentos listos para consumo. El Codigo Alimentario Argentino los define de la siguiente
manera: “comida elaborada, cocida o precocida que no requiere agregado de ingredientes para su
consumo”. Este tipo de productos son muy susceptibles a la contaminacién microbiana por lo tanto

requieren de un control microbiolégico estricto y constante a lo largo de su cadena alimentaria.

El envasado es un factor importante para proteger al alimento del medio ambiente que lo rodea,
los films de plastico presentan una amplia aceptacion para el uso en la conservacion de alimentos,

tanto en supermercados como en la cocina doméstica.

El objetivo de este trabajo fue determinar la calidad higiénico-sanitaria y el deterioro de productos

alimenticios comercializados por el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (U.N.R.C).

Se analizaron 33 muestras de alimentos listos para el consumo, de las cuales 11 se utilizaron
para evaluar la aptitud para consumo humano y 22 para evaluar la vida util de las mismas aplicando
films de PVC en el periodo de septiembre de 2016 a marzo del 2018. El andlisis microbioldgico de las

muestras se llevd a cabo siguiendo la metodologia analitica de las normas 1SO, APHA e ICMSF.

De las 5 muestras de alimentos elaborados por el meni del comedor universitario se determiné

que todas fueron aptas para consumo humano, cumpliendo los requisitos microbioldgicos establecidos.

Del total de 6 muestras elaboradas por seis empresas de la ciudad de Rio Cuarto y tomadas del
comedor universitario, 2 fueron consideradas no aptas para consumo humano no cumpliendo con la

norma vigente por superar los limites de recuento de Staphylococcus aureus y Enterobacterias.

En las muestras provenientes del sector self-service del comedor universitario y las comidas
elaborados por una empresa proveedora que fueron envasados con films de PVC se registraron
importantes aumentos en los recuentos de las bacterias indicadoras de la vida util del producto, lo cual
indica que este envase no es muy apropiado para la conservacién a largo plazo de productos altamente

perecederos analizados en este estudio.

La correcta aplicacion de las buenas practicas de manufactura, la capacitacion y concientizacion
de los operarios disminuy6 el riesgo de los consumidores a contraer enfermedades transmitidas por

alimentos.

Existen diversas investigaciones que demuestran que el agregado de sustancias antimicrobianas
a los film de PVC extiende la vida (til de distintos productos alimenticios almacenados con estos

envases.
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1. INTRODUCCION

1.1 Alimentos. Generalidades

Segun el Cadigo Alimentario Argentino (CAA), alimento es toda sustancia o mezcla de
substancias que ingeridas por el hombre aporten a su organismo los materiales y la energia
necesarios para el desarrollo de sus procesos bioldgicos. La designacién "alimento" incluye
ademas las substancias o mezclas de substancias que se ingieren por hébito, costumbres, o
como coadyuvantes, tengan o no valor nutritivo (CAA, 2010).

El cuerpo humano requiere la ingestion de un minimo de nutrientes, en cantidad y
calidad, para poder mantener las funciones en las diferentes etapas de la vida, lo que va
acompafiado habitualmente de saciedad. Ademas, para que el alimento sea consumido son
necesarias las propiedades de color, sabor, aroma y textura. El conocimiento de los
compuestos que determinan dichas propiedades y la forma en que los diferentes procesos
tecnolégicos pueden influir en ellos, son indispensables para poder determinar la calidad
sensorial u organoléptica del alimento y, en definitiva, su mayor o menor idoneidad para formar

parte de una dieta (Astiasaran y Martinez, 2000).

En general, los productos alimenticios constituyen medios adecuados para el
crecimiento de los microorganismos, que pueden causar su alteracion e incluso producir
infecciones e intoxicaciones. Ademas, son susceptibles a sufrir contaminacién por sustancias
guimicas o radioactivas representando un peligro cuando éstas alcanzan determinados
niveles. Todos estos aspectos determinan la importancia de la calidad higiénico-sanitaria y

toxicolégica de los alimentos (Astiasaran y Martinez, 2000).

Los alimentos se clasifican en cuatro categorias, determinadas a partir del tipo de

procesamiento utilizado antes de su adquisicién y consumo por parte de los individuos:

1. Alimentos crudos o minimamente procesados: los alimentos crudos son los obtenidos
directamente de plantas o animales y comprados para el consumo sin haber sufrido
modificaciones después de salir de la naturaleza. La adquisicion de los alimentos crudos se
limita a frutas, hortalizas, verduras, raices, tubérculos y huevos. Los alimentos minimamente
procesados son los alimentos crudos que, antes de su adquisicién, se sometieron a limpieza,
eliminacion de las partes no comestibles o no deseadas, secado, embalaje, pasteurizacion,
refrigeracion, congelacion, fermentacién y otros procesos que no agregan sustancias al

alimento original. Este procesamiento minimo aumenta la duracion de los alimentos crudos,
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preservandolos y haciéndolos adecuados para su almacenamiento. También pueden acortar
las etapas de preparacion, facilitar su digestién o hacerlos mas apetecibles. Algunos alimentos
comunmente sometidos a estos procesos son cereales, legumbres, leche y carne. También,
son considerados procesos minimos la molienda y refinacién, utilizadas en la produccién de

harina y pasta.

2. Ingredientes culinarios: en este grupo se encuentran aceites vegetales (soja, maiz,
girasol), grasas (manteca, grasa de coco), sal, azucar, los cuales son productos alimenticios
fabricados por la industria con la extraccion de sustancias presentes en alimentos crudos o,
en el caso de la sal, presentes en la naturaleza. Estos productos se utilizan para sazonar y

cocinar los alimentos crudos o minimamente procesados y raramente se comen solos.

3. Alimentos procesados: son productos industrializados elaborados principalmente con
adicion de sal o azUcar (y eventualmente aceite o vinagre) a un alimento crudo o minimamente
procesado. Dichos alimentos han sufrido modificaciones relativamente simples con el fin de
prolongar la vida util de los alimentos crudos o minimamente procesados y, frecuentemente,
hacerlos mas apetecibles. Algunos ejemplos son: conservas de verduras, cereales, legumbres
y pescado, frutas en almibar, carnes saladas (carne seca, charqui, tocino, jamaon), quesos y

panes hechos con harina de trigo, agua, sal y levadura.

4. Alimentos ultra-procesados: son formulaciones industriales listas para el consumo y
hechas total o principalmente de sustancias extraidas de alimentos (aceites, grasas, azlcar,
almidén, proteinas), derivadas de componentes de los alimentos (grasas hidrogenadas,
almidén modificado) o sintetizadas en laboratorio con base en materias organicas (colorantes,
aromatizantes, potenciadores del sabor y diversos tipos de aditivos utilizados para
proporcionar a los productos propiedades sensoriales atractivas). Generalmente, poseen
poca (0 ninguna) cantidad de alimentos crudos o minimamente procesados en su
composicion. Entre estos alimentos se incluyen galletas dulces y saladas, papas, cereales,
barras de cereales, dulces en general, helados, comidas rapidas, fideos instantaneos, varios
tipos de platos preparados o semi-listos, refrescos, jugos artificiales, bebidas energéticas y
bebidas lacteas. El pan y otros panificados son ultra-procesados cuando, ademas de harina
de trigo, levadura, agua y sal, los ingredientes incluyen sustancias tales como grasa vegetal
hidrogenada, azucar, almidén, suero de leche, emulsionantes y otros aditivos (Monteiro y Da
Costa Louzada, 2015).

Estos alimentos constituyen un problema para la salud humana por distintas razones:
tienen muy baja calidad nutricional y, por lo general, son extremadamente sabrosos, a veces

hasta adictivos; imitan los alimentos y se los ve erréneamente como saludables; fomentan el




W arina Bonaced 2019

consumo de shacks; se anuncian y comercializan de manera agresiva; y son cultural, social,
econdémica y ambientalmente destructivos. A nivel mundial, las ventas de productos
ultraprocesados aumentaron un 43,7% entre los afios 2000 y 2013 (de 328.055 kilotoneladas
en 2000 a 471.476 kilotoneladas en 2013). Por ejemplo, en el afio 2000 las ventas en volumen
de estos productos en América del Norte (Estados Unidos y Canadd) ascendieron a 102.868
kilotoneladas, lo que representa el mayor mercado individual del mundo, con un 31,4% de
ventas. En el mismo afio, Asia y el Pacifico asiatico se constituyeron en el segundo mercado
més grande (19,5% de ventas), seguido por Europa occidental (19,3%) y América Latina
(16,3%) (OPS, 2015).

En nuestro pais, el consumo de alimentos y bebidas se ha modificado en las dos ultimas
décadas, destacandose una disminucion en el consumo de frutas y vegetales, harina de trigo,
legumbres, carne vacuna y leche; y el aumento en el consumo de masas de tartas y
empanadas, carne porcina, productos carnicos semielaborados, yogurt, gaseosas, jugos y
comidas listas para consumir. La modificacion en la estructura de la dieta atraviesa a toda la
sociedad en diferente medida y pareceria indicar un cambio en la forma de comprar, preparar
y consumir los alimentos, relacionado con una mayor practicidad y menos tiempo dedicado a
la preparacion. Esto esta relacionado con la incorporacion de la mujer al mercado laboral, que
en la actualidad alcanza a casi la mitad de las mujeres argentinas, y que implica menos tiempo
disponible para la elaboracion de alimentos, a lo que se suma la falta de conocimientos y
habilidades culinarias que incrementa la necesidad de comidas de facil elaboracion o listas
para consumir. Otro factor asociado, en el caso de personas adultas, es la necesidad de
consumir alimentos fuera del hogar por razones laborales sobre todo en los grandes centros
urbanos, mientras que en los nifios y adolescentes ocurre o mismo por razones de

sociabilidad o escolaridad (Zapata y col., 2016).

Los alimentos listos para consumo implican operaciones de troceado, cortado en lonjas,
dosificacién y envasado que incrementan los riesgos de una contaminacion accidental por

patdgenos (Ordofiez Pareda y col, 2017).

1.2 Sequridad alimentaria

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO), existe seguridad alimentaria cuando todas las personas tienen en todo momento
acceso fisico y econémico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus
necesidades alimenticias y sus preferencias a fin de llevar una vida activa y sana. Existe

seguridad alimentaria si se dan cuatro condiciones:
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- Una oferta y disponibilidad de alimentos adecuados.
- Estabilidad de la oferta, sin fluctuaciones ni escasez, en funcion de la estacion del afio.
- Acceso a los alimentos o la capacidad para adquirirlos.

- Buena calidad e inocuidad de los mismos (Armendariz Sanz, 2008).

En la Unidn Europea, en general, las tres primeras condiciones estan logradas. Se trata
de tener acceso a una oferta continua, variada y suficiente de los alimentos. En cuanto a la
buena calidad e inocuidad de los mismos se llevan a cabo mecanismos que garanticen que el
producto alimenticio llegue al consumidor en las mejores condiciones de calidad e inocuidad
para las personas y el medio ambiente. La experiencia acumulada por diversas crisis y
problemas de salud alimentaria ha sido importante para establecer una serie de normas, en

continua evolucién, dirigidas a la seguridad del consumidor (Armendariz Sanz, 2008).

La seguridad alimentaria esta estrechamente relacionada con los conceptos de calidad
e inocuidad de los alimentos. La calidad se refiere a todos aquellos atributos que influyen en
el valor de un producto para un consumidor, abarca a los atributos negativos, tales como el
grado de descomposicidn, olores desagradables, decoloracion, etc., y también caracteristicas
positivas como aroma, textura, origen, color, etc. Por otro lado, la inocuidad se define como el
conjunto de condiciones y medidas necesarias durante la produccién, elaboracién,
almacenamiento, distribucion, preparacion y consumo de los alimentos para asegurar que,
una vez ingeridos, no representen un riesgo para la salud. Este ultimo concepto incluye la
contaminacién por agentes bioldgicos, quimicos o fisicos que pueden afectar la salud. Dentro
de los agentes fisicos se encuentran las particulas y cuerpos extrafios que llegan al alimento,
generalmente, durante su manipulacién o transporte: particulas de vidrio, madera, plastico,
restos organicos, etc. Los agentes quimicos son tdxicos de origen quimico que pueden estar
presentes en alimentos de forma natural (toxinas de vegetales, animales y hongos) o de forma
accidental (herbicidas, pesticidas, restos de medicamentos, productos de limpieza, aceites y
lubricantes utilizados para el funcionamiento y mantenimiento de maquinas). Por ultimo, los
agentes biolégicos son los mas frecuentes y variados, entre ellos, se encuentra la

contaminacién por microorganismos, insectos y roedores (FAO, 2010; Garcia Romana, 2012).

La Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO) define las normas como acuerdos
documentados que contienen especificaciones técnicas y otros criterios precisos para su uso
consecuente como reglas, directrices o definiciones, con el objetivo de asegurar que los

materiales, productos, procesos y servicios sean apropiados a su fin (Dankers, 2004).
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Dentro de las normas establecidas a nivel internacional que involucran inocuidad de
alimentos se encuentra el Codex Alimentarius, establecido conjuntamente por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAQO). La aplicacion de las mismas hace que los alimentos sean mas sanos
para los consumidores y asegura practicas mas justas en el comercio mundial, cada vez
mayor, en beneficio de los agricultores y otros productores de alimentos. Estas normas
internacionales sirven de base para las normas nacionales. La FAO y la OMS contribuyen al
proceso normativo aportando asesoramiento cientifico, que permite al Codex establecer y
poner al dia sus normas con base en el conocimiento cientifico méas reciente en materia de
inocuidad de los alimentos. El asesoramiento cientifico comprende la evaluacién de peligros
de origen quimico, microbiol6gico, riesgos y nuevas tecnologias, y evaluaciones de la relacion

riesgo-beneficio de diversas practicas en la cadena de alimentos.
Los resultados del Codex Alimentarius comprenden el establecimiento de:

- mas de 200 normas para alimentos, productos especificos o grupos de productos, que
abarcan los principales productos alimentarios que participan en el comercio internacional,
normas para el etiguetado y los métodos de andlisis;

- mas de 100 codigos de practicas y directrices para reducir la contaminacién y asegurar
la higiene de los alimentos durante la produccién, la manipulacion y el transporte, asi como
directrices para la inspeccién y certificacion de los alimentos, y para la evaluacién de los
alimentos modificados genéticamente;

- mas de 3.700 limites maximos de residuos (LMR) para los diversos plaguicidas y
medicamentos veterinarios que se utilizan en la agricultura;

- mas de 2.000 disposiciones sobre aditivos alimentarios;

- 150 dosis maximas y de referencia recomendadas para contaminantes y sustancias

téxicas presentes naturalmente en los alimentos, comprendidas las micotoxinas (FAO, 2014).
La produccién de un alimento seguro requiere:

- Control de materia prima.

- Control de disefio y proceso del producto.

- Buenas practicas higiénicas durante produccién, procesamiento, manipulacion,
distribucion, almacenamiento, venta, preparacion y utilizacion.

- Un enfoque preventivo, dado que es limitada la eficacia del andlisis microbiolégico del
producto terminado (Forsythe, 2003).
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Los procesos de produccion pueden ser muy complicados, por lo tanto, la elaboracién
de alimentos seguros en una industria exige la colaboracion de todo el personal, desde los
operarios de limpieza de la planta, hasta la gerencia. De aqui la existencia de diversos planes
de gestién de la seguridad como las Buenas Practicas Higiénicas (BPH), Buenas Practicas de
Manufactura (BPM), Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP) y Gestion de
la Calidad Total (TQM) (Forsythe, 2003).

1.3 Buenas Practicas de Manufactura

Las Buenas Practicas de Manufactura son un conjunto de principios y recomendaciones
técnicas que se aplican en el procesamiento de alimentos para garantizar su inocuidad y su
aptitud, y para evitar su adulteracion. También se les conoce como las “Buenas Practicas de
Elaboracion” (BPE) o las “Buenas Practicas de Fabricacion” (BPF) (IICA, 2009).

Los consumidores son cada vez mas exigentes en relacion a la calidad de los productos
que adquieren. La inocuidad de los alimentos es esencial, por lo que existen normas en el
ambito nacional (CAA) y del Mercosur que consideran formas de asegurarla. EI CAA incluye
en su Capitulo Il la obligacion de aplicar las BPM. Asimismo, la Resolucion N° 80/96,
Reglamento Técnico Mercosur sobre las Condiciones Higiénico Sanitarias y de Buenas
Practicas de Elaboracion para Establecimientos Elaboradores/Industrializadores de
Alimentos, indica la aplicacion de las BPM para establecimientos elaboradores de alimentos
gue comercializan sus productos en dicho mercado. Dada esta situacion, aquellos que estén
interesados en participar del mercado global deben contar con las mismas (Feldman y col.,
2016).

Las BPM son una herramienta basica para la obtencién de productos seguros para el

consumo humano, que se centralizan en la higiene y forma de manipulacion:

» Son Utiles para el disefio y funcionamiento de los establecimientos y para el desarrollo
de procesos y productos relacionados con la alimentacion.

» Contribuyen a una produccién de alimentos inocuos.

» Son indispensables para la aplicacion del Sistema HACCP, de un programa TQM o
de un Sistema de Calidad como 1SO 9000.

» Se asocian con el control a través de inspecciones del establecimiento (Feldman y
col., 2016).

Dentro de las incumbencias técnicas de las BPM se encuentran:




W arina Bonaced 2019

1) Produccién primaria: el control de los peligros alimentarios debe hacerse a lo largo
de toda la cadena alimentaria, desde la produccion primaria hasta el consumidor final, para
lograr el objetivo de que los alimentos sean inocuos y aptos para el consumo humano. Si se
sospecha que las materias primas son inadecuadas para el consumo, deben aislarse y
rotularse claramente, para luego eliminarlas. Las medidas para evitar contaminaciones
guimicas, fisicas y/o microbiolégicas son especificas para cada establecimiento elaborador.
Las materias primas deben ser almacenadas en condiciones apropiadas que aseguren la
proteccion contra contaminantes, alejadas de los productos terminados para impedir la
contaminacién cruzada. Ademas, deben tenerse en cuenta las condiciones Optimas de
almacenamiento como temperatura, humedad, ventilacion e iluminacion. El transporte debe
prepararse teniendo en cuenta los mismos principios higiénico-sanitarios que se consideran
para los establecimientos (IICA, 2009; PCAA, 2014).

2) Establecimiento: en esta seccion se tienen en cuenta la estructura y la higiene. En
cuanto a la estructura, solida y sanitariamente adecuada, el establecimiento no debe estar
ubicado en zonas inundables, con olores desagradables, humo, polvo, gases, luz o radiacion
que puedan afectar la calidad del producto que se elabora. Las aberturas deben impedir la
entrada de animales domésticos, insectos, roedores y contaminantes del medio ambiente
como humo, polvo, vapor, etc. Debe tener un disefio que permita realizar eficazmente las
operaciones de limpieza y desinfeccion. El agua utilizada debe ser potable, provista a presion
adecuada y a la temperatura necesaria, con un desagile adecuado. Todos los utensilios,
equipos y edificios deben mantenerse en buen estado higiénico, de conservacién y de
funcionamiento. Para organizar estas tareas, es recomendable aplicar los Procedimientos
Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES) que describen qué, como, cuando y
dénde limpiar y desinfectar, asi como los registros y advertencias que deben llevarse a cabo.
Las sustancias téxicas (plaguicidas, solventes u otras sustancias que pueden representar un
riesgo para la salud y una posible fuente de contaminacion) deben estar rotuladas con un
etiquetado bien visible y ser almacenadas en areas exclusivas. Estas sustancias deben ser

manipuladas sélo por personas autorizadas (PCAA, 2014).

3) Higiene del personal: el CAA establece en el Capitulo 11, Articulo 21, como obligatorio
que todo el personal que trabaje en un establecimiento elaborador de alimentos debe estar
provisto de libreta sanitaria nacional Unica, expedida por la autoridad sanitaria competente y
con validez en todo el territorio nacional. Los manipuladores de alimentos deben recibir la
capacitacion primaria con conocimientos de enfermedades transmitidas por alimentos,
medidas higiénico-sanitarias basicas para la manipulacién correcta de alimentos, criterios y

concientizacién del riesgo involucrado en el manejo de materias primas, aditivos, ingredientes,
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envases, utensilios y equipos durante el proceso de elaboracion, entre otros. Ademas, deben
someterse a examenes médicos periédicamente. Cualquier persona que perciba sintomas de
enfermedad o sufra una herida no puede manipular alimentos o superficies en contacto con
alimentos hasta su alta médica. Es indispensable el lavado de manos de manera frecuente y
minuciosa y mantener la higiene personal, se debe llevar ropa protectora, calzado adecuado
y cofia. No se puede fumar, escupir, comer, estornudar o toser sobre los alimentos, tocar el
cabello o el rostro, limpiarse el sudor con las manos, salir con el uniforme de trabajo a zonas
expuestas a contaminacion, usar joyas, broches, etc. Se deben guardar ropa y otros objetos
personales cuando el personal se encuentre en areas donde los alimentos estén expuestos o

donde se laven equipos y utensilios (Feldman y col., 2016).

4) Mantenimiento e higiene: las instalaciones y los equipos deben mantenerse en
buenas condiciones para facilitar las actividades de saneamiento, el funcionamiento de los
equipos y evitar la contaminacién de los alimentos. La limpieza puede realizarse aplicando
métodos fisicos y quimicos, en forma separada o combinada. Entre los métodos fisicos se
encuentran el fregado, raspado, uso de vapor, corrientes turbulentas o aspiradoras y, dentro
de los métodos quimicos el uso de detergentes, alcalis 0 acidos. Consiste en la eliminacién
de residuos gruesos de las superficies, la aplicacién de una solucion de limpieza y enjuague
con agua, para realizar al final la desinfeccion. En cuanto a los programas de limpieza y
desinfeccion, éstos deben indicar superficies, equipos y utensilios que se van a limpiar y
asignar personal responsable, métodos o procedimientos que se van a aplicar, frecuencia de
la limpieza y desinfeccion y medidas de vigilancia. Por Gltimo, es importante un programa de
control de plagas, que tiene como objetivo prevenir la introduccién y la proliferacién de plagas

Yy, Si es necesario, tomar las medidas de erradicacién correspondientes (IICA, 2009).

5) Controles operacionales: sirven para detectar la presencia de contaminantes fisicos,
guimicos y/o microbiolégicos y para verificar que los controles se lleven a cabo correctamente.
Una persona responsable realiza controles de residuos de pesticidas, metales y de tiempos y
temperaturas (PCAA, 2014).

6) Transporte y distribucion: los alimentos deben estar protegidos durante el transporte.
El vehiculo nunca debe introducir contaminacién en el alimento, sino que debe protegerlo de
polvo, humo, combustible y de la carga de otros alimentos. Los medios de transporte,
contenedores y depositos de alimentos deben mantenerse limpios y en buen estado. Si se
utiliza el mismo medio de transporte o el mismo recipiente para diferentes alimentos o para
productos no alimentarios, este debe limpiarse a fondo y, de ser necesario, debe ser

desinfectado entre una carga y otra. Se recomienda llevar un registro de los cargamentos

previos para el control de la contaminacion cruzada (IICA, 2009).
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7) Informacién del producto y sensibilizacion de los consumidores: se deben cumplir las
normas de etiquetado vigentes: identificacién del lote, Gtil para la rastreabilidad y, de ser
necesario, facilitar el retiro de los productos (permite identificar los lotes afectados);
instrucciones claras que permitan manipular, exponer, almacenar o utilizar el producto

alimenticio sin afectar su inocuidad (IICA, 2009).

8) Capacitacion: todas las personas que estén en contacto directo o indirecto con
alimentos deben ser capacitadas. La capacitacion es fundamental para cualquier sistema de

gestion de inocuidad de alimentos (IICA, 2009).

9) Documentacion: es un aspecto basico, ya que define procedimientos y controles y
permite un facil y rapido rastreo de los alimentos ante la investigacibn de productos
defectuosos. Deberd permitir diferenciar nimeros de lotes, siguiendo el historial de los
alimentos desde la utilizacion de insumos hasta el producto terminado, incluyendo el
transporte y la distribucién (PCAA, 2014).

1.4 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) se definen como el sindrome
originado por la ingestion de alimentos y/o agua, que contengan agentes biol6gicos o no
biol6gicos en cantidades tales que afecten la salud del consumidor a nivel individual o grupos
de poblacién. Son llamadas asi porque el alimento actia como vehiculo de transmisién de

organismos dafiinos y/o sustancias téxicas (Guerrero, 2016; Panalimentos OPS/OMS, 2002).

Un brote de ETA se da cuando dos o mas personas sufren una enfermedad similar
después de ingerir un mismo alimento y los analisis epidemioldgicos sefialan al alimento como
el origen de la enfermedad, que luego es confirmado por analisis de laboratorio (Panalimentos
OPS/OMS, 2002).

Las ETA pueden manifestarse a través de:

* Infecciones: producidas por la ingestién de alimentos y/o agua contaminados con
agentes infecciosos. Ejemplos: hepatitis, salmonelosis, listeriosis, yersiniosis, brucelosis,

triquinosis, entre otros.

* Intoxicaciones: producidas por la ingestion de toxinas (productos metabdlicos de los
microorganismos), formadas en tejidos de plantas o animales, o sustancias quimicas
incorporadas en cualquiera de los eslabones de la cadena alimentaria. Ejemplos: intoxicacion

por toxina de estafilococo, botulismo, por plaguicidas, por mariscos, entre otros.
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» Toxoinfecciones: ocurren cuando los agentes infecciosos ingeridos con alimentos

contaminados producen toxinas dentro del huésped. Ejemplos: Vibrio cholerae, botulismo

infantil, Bacillus cereus, Clostridium perfringens, entre otros (Panalimentos OPS/OMS, 2002).

Estas enfermedades se caracterizan segun dos parametros: la dosis infectiva minima
(DIM), el menor numero de células que iniciara la infeccién y causara los sintomas de la
enfermedad en individuos sanos; y la dosis infectiva 50% (Dlso), que es el nUmero de células
que provoca los sintomas de la enfermedad aproximadamente en el 50% de la poblacion

expuesta (Mossel y col., 2006).

Para que ocurra una ETA, el patdgeno o sus toxinas deben estar presentes en el
alimento. Sin embargo, la sola presencia del patégeno no significa que la enfermedad ocurrira.

En la mayoria de los casos de ETA:

o EIl patégeno debe estar presente en cantidad suficiente como para causar una

infeccion o para producir toxinas.

o El alimento debe presentar caracteristicas intrinsecas que favorezcan el desarrollo

del agente.

o El alimento debe permanecer en la zona de peligro de temperatura durante tiempo
suficiente como para que el organismo patdgeno se multiplique y/o produzca toxina. Otras
condiciones extrinsecas deben prevalecer para que esta multiplicacion y/o produccion de

toxina sea favorecida.

o Debe ingerirse una cantidad suficiente del alimento conteniendo el agente, para que

la barrera de susceptibilidad del individuo sea sobrepasada (OPS, 2016).

Los alimentos afectados con mas frecuencia son los de origen animal (90%) vy las
fuentes de contaminacion suelen estar en los establecimientos de expendio y consumo por
encima de las plantas de procesamiento. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes y
complicaciones de las ETA son: dolor intestinal, fiebre, diarrea y/o vomitos detectdndose
complicaciones en los casos donde se traten de poblaciones vulnerables como nifios,

ancianos y personas inmunodeprimidas (Oliva Martinez, 2008).

Como consecuencia de los cambios en el sistema de vida y en los habitos alimentarios,
las enfermedades causadas por el consumo de alimentos contaminados han surgido como
una causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Se han descripto alrededor

de 250 agentes causantes de ETA, entre los que se incluyen bacterias, virus, hongos,
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parasitos, priones, toxinas y metales. Estas enfermedades son un problema cada vez mas
importante a nivel internacional y en cada uno de los paises debido, entre otras cosas, al
intercambio comercial y al intenso movimiento de las personas. Segun estimaciones de la
OMS, en América Latina las infecciones transmitidas por alimentos representan alrededor del
70% de los casos de enfermedad diarreica aguda. El patbgeno de transmision alimentaria
mas estudiado a nivel clinico y alimentario, es Salmonella. Entre el afio 2001 y el 2007 se ha
reportado un total de 221 casos de Salmonella aisladas a partir de muestras clinicas y
muestras de alimentos (Boric Bonifaz, 2008).

Se ha demostrado que la falta de higiene es la principal causa de las ETA, que se puede

concretar por ciertos errores y factores (Gutiérrez Bello, 2000).
Dentro de los errores mas frecuentes se encuentran:

1- Preparacion de alimentos con demasiada antelacién a su consumo. Una espera a
una temperatura inadecuada permite la proliferacion microbiana.

2- Coccion con un tratamiento térmico poco apropiado, al resultar insuficiente para
destruir o, al menos, reducir la carga microbiana.

3- Uso de instalaciones, equipos y utensilios mal disefiados, que posibilitan que se
produzcan contaminaciones cruzadas.

4- Fallos de higiene en los manipuladores de alimentos, que pueden ser personas

portadoras o colonizadas por un agente patégeno.
Entre los factores mas habituales se encuentran:

1) La contaminacién del alimento, que pudo haber ocurrido por: manipulacién
incorrecta, suciedad del medio, aguas residuales, insectos, fallos tecnolégicos.

2) La cantidad de microorganismo que se encuentra en el alimento: cada
microorganismo tiene un umbral por encima del cual puede producir la enfermedad.

3) La temperatura a la que se almacena o se conserva el alimento hasta su consumo.
Es un factor que resulta clave, ya que la multiplicacién de cada tipo de microorganismo
depende de la temperatura del medio.

4) El tiempo también es determinante de los niveles que puede alcanzar el desarrollo
de la poblacién microbiana contenida en un alimento.

5) El pH marca la acidez del medio, que facilita o impide la multiplicacion de los
microorganismos.

6) La actividad acuosa, que significa la disponibilidad del agua existente en el alimento,

determina si un microorganismo puede multiplicarse.
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7) La concentracion de sales, ya que la presién osmética del medio puede impedir el
desarrollo de aquellos microorganismos que suelen ser patégenos para el ser humano.

8) El tratamiento tecnoldgico recibido por el alimento, de modo particular el orientado
hacia su conservacion: salazon, ahumado, pasteurizacion, adicion de agentes conservantes,
etc. (Gutiérrez Bello, 2000).

1.5 Microorganismos que producen ETA

En general, los microorganismos causantes de ETA son de origen exdgeno, es decir,
proceden de contaminantes derivados de la obtencién o el procesamiento de los alimentos.
Sin embargo, en otros casos los microorganismos pueden originarse en el propio alimento,

tratandose asi, de una contaminacién endégena (Equipo Vértice, 2005).

La mayoria de las ETA no son graves, en general, se resuelven espontaneamente en
un plazo de dos a cinco dias. Sin embargo, también existen otras enfermedades que
presentan una sintomatologia méas grave e incluso son mortales para determinados grupos de
riesgo como nifios, ancianos y pacientes con otras enfermedades de base (Equipo Vértice,
2005; Mossel y col., 2006).

Dentro de las bacterias que aparecen con mayor frecuencia como productores de ETA
se mencionan a: Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,

Clostridium perfringens, Clostridium botulinum y Listeria monocytogenes, entre otras.

7

% Salmonella spp. Produce una infeccion llamada salmonelosis. La mayoria de las
personas afectadas por esta bacteria desarrollan cuadros gastrointestinales tales como:
diarrea, fiebre y dolores abdominales entre 12 y 72 h después de consumido el alimento
contaminado. Entre los alimentos implicados se encuentran: carne vacuna, de aves y de
cerdo, huevos, leche y productos lacteos, pescado, camarones, ancas de rana, especias,
levadura, coco, salsas, aderezo preparado con huevo no pasteurizado, mezclas para tortas,
postres rellenos con cremas elaboradas con huevo crudo, gelatina seca, manteca de mani,
cacao, frutas, vegetales (como tomates, ajies, melén), chocolate, etc. (Equipo Vértice, 2005;
ANMAT, 2015).

En Argentina, la salmonelosis como tal no se encuentra declarada como evento de
notificacion obligatoria, pero queda englobada en los eventos Diarreas Agudas en
Enfermedades de Transmisién Alimentaria, notificada al Sistema Nacional de Vigilancia del
Ministerio de Salud. Durante el afio 2013 el analisis de los casos positivos para agentes

bacterianos muestra que Salmonella spp. fue el segundo agente causal de diarrea; la mayor
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proporcion corresponde a las bacterias sin serotipificar, seguidas por las serovariedades
Enteritidis y Typhimurium (ANMAT, 2015).

/7

% Staphylococcus aureus. Produce intoxicacién alimentaria por el consumo de
alimentos en los que la bacteria se ha multiplicado y producido la enterotoxina. Esta toxina
resiste la irradiacion, la actividad de enzimas proteoliticas y es termoestable, presenta elevada
resistencia a los tratamientos térmicos habituales y se inactiva a temperatura de esterilizacion
(Mossel y col., 2006; ANMAT, 2013).

La intoxicacion estafilococica es un sindrome caracterizado por nauseas, vomitos,
diarrea, malestar y debilidad. Los sintomas comienzan a manifestarse entre 1 a 6 h después
de consumido el alimento. Aunque la enfermedad es raramente mortal, los casos graves
pueden complicarse presentandose a veces deshidratacion y shock. EI hombre es el principal
reservorio de S.aureus, se encuentra en la piel y en las vias respiratorias superiores
(nasofaringe). Entre los alimentos implicados mas frecuentes se encuentran: carne de
mamiferos y aves, leche y sus derivados como queso, crema, yogur y helados, productos de
pasteleria rellenos de crema, ensaladas, alimentos cortados en rebanadas, sandwiches y

otros tipos de alimentos que llevan manipulacién por parte del operador (ANMAT, 2013).

R/

% [Escherichia coli. Es una bacteria que se encuentra normalmente en el intestino del
ser humano y de los animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas de E.coli son
inocuas. Sin embargo, existen cepas de esta especie que producen diarreas en el hombre:
E.coli enteropatégena (EPEC), E.coli enterotoxigénica (ETEC), E.coli enteroinvasiva (EIEC),
E.coli enteroagregativa (EAEC) y E.coli enterohemorragica (EHEC) (Mossel y col., 2006;
OMS, 2017).

En Argentina, el Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) es una enfermedad endémica con
aproximadamente 400 a 500 casos nuevos cada afio. La frecuencia de aparicién es mayor
durante los meses calidos, aunque se presentan durante todo el afio. La infeccion por E.coli
productor de toxina shiga (STEC) es la principal causa de SUH (40 % de los casos), siendo
E.coli 0157:H7 el serotipo predominante. Una vez que STEC ingresa al organismo las
manifestaciones clinicas comienzan 3 a 4 dias después, con dolores abdominales y diarrea
acuosa que, en los dias siguientes, puede progresar a diarrea sanguinolenta. El 90% de los
casos se resuelven en esta instancia, sin embargo, el 10% evoluciona a SUH. Esta
enfermedad afecta principalmente a nifios menores de 5 afos, siendo la primera causa de
insuficiencia renal pediatrica. En su forma clésica el SUH es un cuadro caracterizado por una
triada clinica: insuficiencia renal aguda, trombocitopenia (reduccion de plaquetas) y anemia

hemolitica microangiopatica (ruptura anormal de los glébulos rojos) (ANMAT, 2012).
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Entre los alimentos cominmente asociados estan: carne bovina (mayor incidencia),
carne de ovejas y cabras, agua (incluso agua de red deficientemente tratada), leche y sus
derivados no pasteurizados, frutas y verduras, jugos de frutas sin pasteurizar, entre otros
(ANMAT, 2012).

s Bacillus cereus. Es un bacilo Gram positivo, anaerobio facultativo vy
esporoformador, las esporas confieren a la bacteria resistencia a condiciones adversas. Si
estas condiciones son las apropiadas, la espora germina y el microorganismo puede crecer.
Para la germinacién, algunas cepas necesitan activacion por calor (shock térmico) (ANMAT,
2013).

Se han descripto dos tipos de sindromes causados por B.cereus. El primero,
denominado sindrome diarreico, los sintomas aparecen 8 a 16 horas después de la ingestion
y se asocian una gran variedad de alimentos: sopas de verduras, salsas, carnes, flanes y
budines. Los sintomas son diarrea y dolor abdominal. Y el segundo tipo, llamado sindrome
emético, produce principalmente vémitos en un plazo de 5 a 7 h después de la ingesta del
alimento. Se presenta, sobre todo, tras el consumo de arroz hervido o frito conservado a una

temperatura elevada durante varias horas después de la coccién (Mossel y col., 2006).

R/

s Clostridium perfringens. Es un bacilo Gram positivo grande, esporoformador y
produce una toxoinfeccién. La enfermedad se presenta cuando el individuo ingiere un alimento
contaminado con elevado nimero de células vegetativas (>10° UFC) las cuales, al llegar al
intestino delgado, esporulan y liberan las enterotoxinas. Este microorganismo esta
ampliamente distribuido en la naturaleza, puede contaminar una gran variedad de alimentos,
con mayor frecuencia aquellos preparados con antelacion y en grandes cantidades para ser
servidos en reuniones masivas, sin que reciban el adecuado tratamiento térmico para destruir
las esporas termorresistentes. Dichos alimentos pueden ser: carnes, pollo, productos lacteos,

hortalizas, especias, alimentos rellenos, etc. (Gutiérrez Bello, 2000; ANMAT, 2013).

La enfermedad desarrolla una serie de trastornos digestivos con una duraciéon
aproximada de 6 a 8 h. El sintoma méas frecuente es un fuerte dolor abdominal. En general se
considera una enfermedad benigna y, en personas adultas, los trastornos gastroentéricos solo
duran un dia porque experimentan una regresion espontanea sin dejar secuelas, debido a que
la enterotoxina no origina lesiones en la mucosa intestinal. En cambio, no ocurre lo mismo en

las personas debilitadas y en los ancianos (Gutiérrez Bello, 2000).

« Clostridium botulinum. Es una bacteria anaerobia estricta, Gram positiva y

esporégena. La enfermedad que produce se denomina botulismo y existen distintos tipos:
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- Por transmision alimentaria: cuando el microorganismo crece en un alimento sintetiza

una neurotoxina muy potente que, luego de ingerida con el alimento, impide la liberacion de
acetilcolina en las neuronas. Los sintomas consisten en visién doble, caida del parpado
superior y dificultad en la deglucién. Las nauseas, vomitos, retorcijones abdominales,
estrefiimiento y diarreas preceden a la aparicion de sintomas neurolégicos. Estos sintomas

se presentan dentro de las 18-36 h después del consumo del alimento (Mossel y col., 2006).

La toxina, producida por la bacteria que crece en condiciones anaerébicas, se destruye
mediante temperaturas mayores a 85 °C durante al menos 5 min. El microorganismo no se
desarrolla en condiciones de acidez (pH inferior a 4,5), por lo tanto, la toxina no se generara
en alimentos acidos. Dicha toxina se ha encontrado en diversos alimentos, incluidas
conservas vegetales con bajo grado de acidez tales como judias verdes, espinacas, setas y
remolachas; pescados, incluido el atin en lata y los pescados fermentados, salados y
ahumados; y productos carnicos como jamon y salchichas (OMS, 2017).

- Del lactante: el botulismo en lactantes suele afectar a nifios menores de seis meses.
A diferencia del botulismo de transmisién alimentaria, causado por la ingestion de toxinas
previamente generadas en los alimentos, éste se produce cuando los lactantes ingieren
esporas de C.botulinum que germinan a células vegetativas, colonizan el intestino y liberan
toxinas. En la mayoria de los adultos y los nifios mayores de seis meses esto no ocurre,
porque las defensas naturales del intestino que el organismo desarrolla con el tiempo
impiden la germinacion y el crecimiento de la bacteria.

En los lactantes, los sintomas clinicos incluyen constipacion, pérdida de apetito,
debilidad, llanto alterado y una apreciable pérdida del control de la cabeza. Aunque son
varias las fuentes posibles de infeccién de lactantes con botulismo, la miel contaminada con

esporas se asoci6 a algunos casos.

- Por heridas: es infrecuente y se produce cuando las esporas entran en una herida y
las células vegetativas pueden reproducirse en un medio anaerdbico. Los sintomas son
similares al botulismo de trasmision alimentaria, pero pueden tardar hasta dos semanas en
aparecer. Esta forma de la enfermedad se relacion6 con el abuso de sustancias,

especialmente, con la inyeccion de heroina en personas adictas.

- Por inhalacién: es poco frecuente y estd asociado a sucesos accidentales o

intencionales (como el bioterrorismo) que dan lugar a la liberacion de las toxinas en
aerosoles. Presenta manifestaciones clinicas similares a las del botulismo de trasmision
alimentaria. Tras la inhalacion de la toxina, los sintomas aparecen después de uno a tres

dias y ese tiempo es mayor cuando los niveles de intoxicacién son més bajos. Los sintomas




W arina Bonaced 2019

son similares a los que provoca la ingestion de toxina botulinica y culminan en pardalisis

muscular e insuficiencia respiratoria (OMS, 2017).

+¢ Listeria monocytogenes. Es un bacilo no esporulado que causa una infeccion
conocida como listeriosis y que se encuadra dentro del grupo de enfermedades emergentes;
actualmente los brotes epidémicos en diferentes partes del mundo van en aumento y cada
vez con mayor numero de afectados. Esta bacteria se encuentra ampliamente distribuida en
el medio ambiente (suelo, vegetacién, agua dulce y salada) y también crece y sobrevive en
un amplio rango de temperaturas (4-65 °C). Los tratamientos de pasteurizacién son capaces
de destruirla (Gutiérrez Bello, 2000; Equipo Vértice, 2005).

Su reservorio frecuente es el tracto intestinal de una gran variedad de animales:
insectos, anfibios, peces, aves, roedores, animales domésticos de compariia y de granja,
etc. (Gutiérrez Bello, 2000).

Los sintomas incluyen: fiebre, dolores musculares y, ocasionalmente, molestias
gastrointestinales. En el caso de mujeres embarazadas produce abortos en el segundo
trimestre de gestacion; partos prematuros con muerte intrauterina del feto; infeccién en el
recién nacido, en caso de un parto a término puede afectar a la meninges entre la primera
y cuarta semana del nacimiento, con un elevado nivel de mortalidad (Equipo Vértice, 2005;
Gutiérrez Bello, 2000).

Es frecuente encontrar este microorganismo en leche cruda y en aquellos derivados
lacteos elaborados a partir de leche sin pasteurizar. También se encuentra en productos

carnicos, verduras y hortalizas (Equipo Vértice, 2005).

1.6 Microorganismos marcadores

La evaluacion sanitaria de un alimento se realiza mediante analisis microbiolégicos.
En este sentido, algunos microorganismos pueden tener una gran significacion sanitaria,
aunque no sean patégenos, debido a que su presencia puede ser una sefial marcadora de

la calidad higiénica del alimento analizado (Gutiérrez Bello, 2000).
Para estos efectos cabe distinguir dos grupos de microorganismos marcadores:

~Indices: microorganismos cuya presencia en cantidades o niveles por encima de
ciertos limites numéricos indica la presencia de patdgenos, similares desde el punto de vista

ecologico.
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~Indicadores: marcadores cuya presencia en cantidades determinadas indica un

tratamiento o proceso de inocuidad inadecuado (Mossel y col., 2006).

La finalidad del uso de marcadores es comprobar la eficacia de los tratamientos
tecnoldgicos destinados a conseguir la inocuidad de los productos alimenticios. En la practica,
el andlisis de microorganismos marcadores puede hacerse para inspeccionar la duracion de
la vida util de un alimento, pero se emplea con mayor frecuencia para evaluar la inocuidad,
relacionada con su calidad sanitaria. En este caso, los microorganismos elegidos deben

cumplir con algunos requisitos importantes:

= Ser detectables con rapidez y facilidad.

= Ser facilmente diferenciables de otros microorganismos que estén presentes en los
alimentos.

= Ser conocida su relacion con los patégenos cuya presencia se indica.

= Estar siempre presente cuando también lo esté el patégeno.

= Presentar necesidades de crecimiento y desarrollo iguales a las del patégeno.

= Presentar una mortalidad que al menos sea paralela a la del patégeno, asi como
superarle en su persistencia.

= No estar presente en los alimentos exentos del patégeno (Gutiérrez Bello, 2000).

Los microorganismos marcadores mas importantes son:

3 Microorganismos _aerobios meséfilos viables totales: se incluyen todos los

microorganismos capaces de desarrollar en presencia de oxigeno a una temperatura
comprendida entre 20 y 45 °C, con una Optima entre 30 y 40 °C. El recuento de
microorganismos aerobios mesdfilos, en condiciones establecidas, estima la microflora total
sin especificar tipos de microorganismos. Refleja la calidad sanitaria de los productos
analizados indicando, ademas, las condiciones higiénicas de la materia prima y la forma como
fueron manipulados durante su elaboracién. Un recuento bajo de aerobios mesofilos no
implica 0 no asegura la ausencia de patdgenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento

elevado no significa presencia de flora patdgena (ANMAT, 2014).

Un recuento elevado puede significar:

- Excesiva contaminacion de la materia prima.

- Deficiente manipulacion durante el proceso de elaboracion.

- La posibilidad de que existan patégenos, pues estos son mesofilos.
- La inmediata alteracion del producto (ANMAT, 2014).
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3 Hongos y levaduras: los hongos son organismos aerobios estrictos, eucariotas y

heterétrofos, con nutricion por absorcion. Desarrollan en un rango de pH de 2 a 9,
temperaturas entre 10 a 35 °C y pueden crecer en condiciones de actividad de agua (aw)
relativamente bajas (<0,85), aunque las levaduras generalmente requieren una mayor
actividad acuosa. En alimentos no acidos que conservan la humedad, las levaduras y los
hongos crecen mas lentamente que las bacterias y por ello pocas veces determinan
problemas en tales alimentos. En los alimentos &cidos y en los de baja actividad de agua,
crecen con mayor rapidez que las bacterias, determinando importantes pérdidas por alteracion
de frutas frescas y zumos, vegetales, quesos, alimentos en salazon, cereales y encurtidos,
asi como en los alimentos congelados y en los deshidratados, cuyo almacenamiento se realiza
en condiciones no adecuadas. La importancia de la presencia de hongos y levaduras en los
alimentos esta determinada por la capacidad de producir diferentes grados de deterioro y
descomposicién de los mismos. Ademas, los hongos producen metabolitos toxicos conocidos
como micotoxinas, compuestos estables que no se destruyen durante el procesamiento de
alimentos, por lo que son responsables de intoxicacidbn con consecuencias graves (cancer,
mutagénesis) en los érganos afectados. También estan asociados a reacciones alérgicas e
infecciones principalmente en la poblacibn inmunocomprometida, en ancianos y nifios
(ANMAT, 2014; Universidad de Murcia, 2014).

3 Escherichia coli: tiene como habitat natural el tracto intestinal del hombre y animales

de sangre caliente, por lo que es indicador de contaminacion fecal. Ademas, da indicio de la

posible presencia de patégenos entéricos (Universidad de Murcia, 2014).

o3 Coliformes totales: comprende todos aquellos microorganismaos fermentadores de la

lactosa con produccién de acido y gas a 31-37 °C. Pueden ser o no fecales. Niveles altos de
estas bacterias indican contaminacién y elaboracién deficiente de los alimentos (Pascual
Anderson & Calderon y Pascual, 2010; Universidad de Murcia, 2014).

o3 Coliformes fecales: incluyen un grupo de microorganismos seleccionados por

incubacién de los in6culos procedentes de un caldo de enriquecimiento de coliformes a
temperaturas superiores a las normales (44-45 °C), dependiendo del método. En general,
estos cultivos de enriquecimiento contienen un alto porcentaje de E.coli, por lo que son
indicativos de una probable contaminacién de origen fecal del alimento (Universidad de
Murcia, 2014).

o3 Enterobacterias: son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos que fermentan

la glucosa, reducen nitratos a nitritos, son citocromo oxidasa negativo y crecen en medios que

contienen sales biliares. Dentro de este grupo se engloban E.coli, coliformes totales,
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coliformes fecales y bacterias no fermentadoras de lactosa. Se prefiere determinar este grupo

por las siguientes razones:

- Una prueba sélo para bacterias fermentadoras de lactosa puede llevar a resultados
falsamente seguros en los casos donde predominan las lactosas negativas, como por ejemplo

Salmonella.

- En los alimentos Salmonella puede ser mas resistente que E.coli y otros coliformes
frente a influencias desfavorables. La ausencia de estos ultimos puede llevar a conclusiones
de seguridad falsas (Pascual Anderson & Calderon y Pascual, 2010; Universidad de Murcia,
2014).

3 Bacterias anaerobias sulfito reductoras: constituyen un grupo bacteriano asociado al

género Clostridium. Se caracterizan por ser organismos Gram positivos, anaerobios y
formadores de esporas. Se utilizan como indicadores de calidad higiénica del alimento
(ANMAT, 2014).

1.7 Envase de alimentos

El envase de alimentos tiene funciones muy importantes que abarcan necesidades
técnicas y de comercializacion (figura 1). Sirve como contenedor para el alimento, permitiendo
el transporte eficiente dentro de toda la cadena alimentaria y previniendo cualquier dafio fisico,
lo protege contra la manipulaciéon y mantiene su calidad y seguridad desde la produccion hasta
que llega al consumidor final. El envase debe proteger los alimentos de condiciones
ambientales tales como oxigeno, humedad, luz, polvo, plagas, decoloracion, cambios de
textura, pérdida de nutrientes, etc. Ademas, tiene funcion de barrera contra la contaminacion
quimica y microbiana que podria conducir al deterioro de los productos. El envase, ademas,
debe informar sobre el producto, sus ingredientes, preparacién, uso, condiciones de
almacenamiento y fecha de vencimiento, y también sobre los recursos y las opciones de

reutilizacién y reciclado del mismo (Yildirim, 2011).
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Figura 1. Funciones de un envase de alimentos

Adaptado de https://es.slideshare.net/EsadeCreapolis/nuria-herranz-creapolis

De acuerdo a su funcién los envases se clasifican en (figura 2):

¢ Primario: es el envase inmediato al producto, es decir, el que tiene contacto directo
con éste.

e Secundario: es el contenedor unitario de uno o varios envases primarios.

¢ Terciario: sirve para distribuir, unificar y proteger el producto a lo largo de la cadena
comercial (Ramirez Ortiz, 2015).

Clasificacion de los envases %
)

—

Primario Secundario Terciario

Figura 2. Clasificacion envases de alimentos

Adaptado de http://www.cenem.cl/detalle-tip.php?id=32

1.7.1 Materiales utilizados en el envasado alimentario

Los materiales de envasado utilizados en la industria de alimentos pueden tener
diversas formas y funciones. La eleccion del envase mas adecuado depende del tipo de
alimento que se va a envasar. También son importantes las propiedades fisico-quimicas,

Opticas y de barrera del envase (Barros Velazquez, 2016).

Los principales materiales utilizados en el envasado alimentario son:
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Vidrio. Es inerte y proporciona una barrera absoluta a los gases y a la humedad, por lo
que es adecuado para la retencion del sabor y la frescura de los productos alimenticios y
bebidas como la cervezay el vino. Puede resistir altas condiciones de procesamiento térmico,
proporciona un buen aislamiento y se puede moldear en diferentes formas, ya sean
transparentes u opacas. Dentro de sus desventajas se encuentra el gran peso del material y
la fragilidad cuando se expone a presion interna, impacto y choque térmico (Singh y col.,
2017).

Papel. El papel, el carton y el cartdn corrugado se producen a partir de la pulpa obtenida
de la fibra vegetal. Se puede aplicar una capa de parafina o de polietileno (PE) para obtener
propiedades de barrera contra el vapor de agua y los gases. Ademas, se pueden utilizar
pigmentos minerales (arcilla de caolin, carbonato de calcio) en combinacion o no con
pigmentos sintéticos (a base de poliestireno (PS) para mejorar el brillo de los papeles
recubiertos (Barros Velazquez, 2016). El papel se presenta en gran medida en el envasado
de productos listos para consumo en forma de tiras de carton informativas que rodean el
recipiente o la tapa. También, se utilizan contenedores de cartén en forma de bandejas, platos
y cajas (Walsh y Kerry, 2012).

Metales. Los metales comunmente usados para el envasado de alimentos son estafo,
acero, aluminio y cromo. También se utiliza la hojalata fabricada a partir del acero recubierto
en ambos lados con una capa fina de estafio y lacada con epoxi fenélico, componentes de
oleorresinas o resinas de vinilo para proporcionarle a los alimentos envasados una barrera
inerte. Se usan para el envasado de frutas, verduras, carnes, pescados, legumbres, bebidas,
etc. El aluminio es utilizado para fabricar laminas, peliculas laminadas de papel 6 plastico,

laminados, peliculas metalizadas y latas (Singh y col., 2017).

Plasticos. Se dividen en dos categorias: termoestables y termoplasticos. Los
termoestables son polimeros que se solidifican de manera irreversible cuando se calientan y
no se pueden remodelar; son empleados principalmente en aplicaciones automovilisticas y de
construcciéon. Los termoplasticos son polimeros que se suavizan al exponerlos al calor y
regresan a su estado original a temperatura ambiente. Estos son ideales para el envasado de
alimentos ya que pueden moldearse en botellas, bandejas, peliculas de plastico y, ademas,
son reciclables (Walsh y Kerry, 2012). Los plasticos ofrecen proteccién a los alimentos contra
el deterioro y se integran facilmente dentro del proceso de elaboracion de los mismos, no son
susceptibles a la fragmentacién y se pueden obtener diferentes estructuras y disefios con
costos accesibles. Otra de sus ventajas es la baja densidad, son inertes, tienen propiedad de
barrera, buena resistencia mecénica, alta transparencia, capacidad de sellado térmico y

facilidad para ser impresos. En cuanto a las desventajas, provocan agotamiento de
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vertederos, contaminacion ambiental y un alto consumo de energia en el proceso de
fabricacion. Ademas, la difusion de sustancias propias del polimero podria poner en peligro la

salud de los consumidores (Martinez Tenorio y Lépez Malo, 2011).

1.8 Films de plastico

Los films de plastico son membranas continuas que separan una zona de otra. Estas
membranas pueden variar en su espesor y abarcan desde contenedores rigidos, hasta
laminas, peliculas y recubrimientos finos (Yam, 2009).

Una caracteristica importante de la mayoria de las peliculas es su termosellabilidad, que
se refiere a la propiedad termoplastica que permite que sean moldeadas en envases, en virtud
de su capacidad para realizar un sello hermético (Yam, 2009).

Otras caracteristicas importantes que poseen los films de plastico:

e Se adaptan facilmente a las formas del producto.

¢ Un alimento envuelto con film tiene mas brillo y transparencia.

e El envasado con film aumenta la duracion del producto en anaquel y ofrece
proteccion ambiental.

e Favorecen el envasado y la venta de varios productos como una sola unidad.

¢ No son reciclables, ni biodegradables.

e Pueden inmovilizar uno 0 mas productos en su lugar, brindando proteccién contra el
movimiento que ocasionan golpes o dafios al producto.

¢ Los films son econémicos en comparacién con otros productos de envasado.

¢ No deben ser calentados por encima de su temperatura maxima porque se produce
termo-degeneracion, lo que altera sus caracteristicas.

e A temperaturas muy bajas las peliculas empiezan a quebrantarse y a temperaturas
excesivamente altas se reblandecen.

e Muestran baja permeabilidad a los rayos ultravioleta por lo que puede reducirse

considerablemente su brillo e impresion (Proafio, 2002).

Las peliculas de plastico tienen una amplia aceptacion para el uso en la conservacién
de alimentos, tanto en supermercados como en la cocina doméstica. Estos materiales tienen
buenas propiedades de estiramiento y adhesion por lo que son adecuados para el envoltorio

manual de productos frescos (Leadbitter, 2003).

Se utilizan para rodear completamente un alimento, asegurando al producto de la

entrada de gases, vapores, humedad y efectos biolégicos del ambiente exterior, a la vez que
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proporcionan un aspecto agradable y decorativo. El vapor de agua y los gases atmosféricos
pueden alterar el sabor, el color y el contenido nutricional del producto envasado (McKeen,
2017).

Es muy comudn que el envasado de presas de aves de corral refrigeradas se realice con
films de PVC flexible. La dureza y resistencia de la pelicula de PVC, ademas de su buena
estabilidad térmica en un ambiente himedo, lo convierten en un material de eleccion en esta
aplicacion. Su capacidad de imprimirse facilmente con disolvente y las tintas a base de agua,
sin necesidad de ningun tratamiento superficial especial, han favorecido de manera
prominente el envasado de carnes rojas y aves de corral para la identificacion de marca y
comercializacién (Yam, 2009). Ademas, tales peliculas tienen una alta transmision de oxigeno
y vapor de agua, manteniendo la carne roja durante periodos mas largos en las géndolas de
los supermercados (Leadbitter, 2003).

Se utilizan también en cocinas institucionales, cafeterias, restaurantes y catering para
envolver bandejas con alimentos, cristaleria y utensilios. Las peliculas tienen una excelente

adherencia, claridad, estiramiento y dispensabilidad (Yam, 2009).

1.9 Normativa. Comidas preparadas

Segun el articulo 156 tris del (CAA), se entiende por comida preparada lista para
consumo, la elaboracion culinaria resultado de la preparacién con o sin coccion de uno o
varios productos alimenticios de origen animal o vegetal, con o sin adicion de otras sustancias
autorizadas para el consumo. Podra presentarse envasada o ser fraccionada a la vista o no
del consumidor en el momento de ser dispensada, y estar dispuesta para el consumo

directamente, o bien tras su calentamiento (CAA, 2017).

De acuerdo a la forma de preparacion, las comidas preparadas listas para el consumo

se clasifican en:

|. Comidas preparadas sin tratamiento térmico.

[I. Comidas preparadas con tratamiento térmico que incluyan posteriormente
ingredientes no sometidos a tratamiento térmico.

[ll. Comidas preparadas con tratamiento térmico que reciban un proceso de
manipulacién post tratamiento térmico tal como cortado, mezclado, feteado,
envasado, entre otros.

IV.Comidas preparadas que al final de su elaboracion hayan sido sometidas en su

conjunto a un proceso térmico.
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En las siguientes tablas se presentan las especificaciones microbioldgicas para las

comidas preparadas segun items I, Il, Il y IV.

Tabla 1: Especificaciones microbioldgicas para comidas preparadas segun items I, Il y llI

Parametro

Criterio de aceptacion

Metodologia @

Recuento de enterobacterias @ UFC/g

n=5, c=2, m=10%, M=10*

ISO 21528-2:2004
ICMSF

Recuento de E. coli (NMP/g)

n=5, c=0, m<3

1ISO 16649-3:2005
ICMSF (métodol)
BAM-FDA:2002 (métodol)

Recuento de Estafilococos coagulasa
positiva (NMP/g)

n=5, c=1, m=10, M=102

ISO 6888-3:1999
ICMSF

Salmonella spp.

n=5, c=0, Ausencia en 25 g

ISO 6579:2002, Co 2004
BAM-FDA:2011
USDA-FSIS: 2011

Listeria monocytogenes

n=5, c=0, Ausenciaen 25 g

ISO: 11290-1:1996
Amd:2004
BAM-FDA:2011
USDA-FSIS:2009

Recuento de Clostridium perfringens ¢
(UFClg)

n=5, c=1, m=10%, M=10°

ISO 7937:2004

Recuento de presuntos Bacillus cereus
(UFClg)

n=5, c=1, m=10%, M=10°

ISO 7932:2004

E.coli 0157:H7/NM ©

n=5, c=0, Ausencia en 65 g

USDA-FSIS:2010
ISO 16654:2001
BAM-FDA:2011

E. coli no 0157 ®)®

n=5, c=0, Ausencia en 65 g

ISO 13136:2012
BAM-FDA:2014

(1) O su version mas actualizada

(2) En caso de llevar como ingredientes vegetales crudos no realizar este parametro.

(3) Incluir solo en alimentos con carnes.

(4) Incluir sélo en alimentos con cereales, papas.
(5) En alimentos a base de carne picada y/o vegetales crudos.
(6) E. coli productor de toxina Shiga de los serogrupos: 0145, 0121, 026, 0111 y O103. Se tendran en cuenta soélo los

aislamientos positivos para los genes stx y eae, de los serogrupos mencionados

n: nimero de muestras que se toman y se analizan
¢: maximo namero de muestras con un resultado adverso

m: limite microbioélogico minimo
M: limite microbidlogico méaximo

Tabla 2: Especificaciones microbioldgicas para comidas preparadas segun item IV

Parametro

Criterio de aceptacion

Metodologia @

Recuento de aerobios mesdéfilos (UFC/g)

n=5, c=2, m=10%, M=10°

ISO 4833:2003
BAM-FDA:2001

Recuento de enterobacterias (UFC/g)

n=5, c=2, m=102, M=5 x10?

I1ISO 21528-2:2004
ICMSF

Recuento de E. coli (NMP/g)

n=5, ¢=0, m<3

ISO 16649-3:2005
ICMSF (método 1)
BAM-FDA:2002(método 1)

Recuento de Estafilococos coagulasa
positiva NMP/g)

n=5, c=1, m=10, M=10?2

ISO 6888-1:1999
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ISO 6579:2002, C0:2004
Salmonella spp. n=5, c=0, Ausencia en 25 g BAM-FDA:2011
USDA-FSIS:2011
ISO: 11290-1:1996,
Amd:2004
BAM-FDA:2011
USDA-FSIS:2009

Listeria monocytogenes n=5, c=0, Ausencia en 25 g

Recuento de presuntos Bacillus cereus @

=5 c= =102 M=103 .
(UFCIg) n=5, c=1, m=10%, M=10 ISO 7932:2004

Recuento de Clostridium perfringens ©

—E e =102 M=103 :
(UFC/g) n=5, c=1, m=104, M=10 ISO 7937:2004

USDA-FSIS:2010
E.coli O157:H7/NM ® n=5, c=0, Ausencia en 65 g ISO 16654:2001
BAM-FDA:2011

ISO 13136:2012

E. coli no 0157 ©©) n=5, ¢=0, Ausencia en 65 g BAM-EDA 2014

(1) O su version mas actualizada

(2) Incluir sélo en alimentos con cereales, papas

(3) Incluir sélo en alimentos con carnes

(4) Incluir sélo en alimentos preparados a base de carne picada, tales como albéondigas, empanadas, pasteles, arrollados o
similares

(5) En alimentos a base de carne picada y/o vegetales crudos

(6) E. coli productor de toxina Shiga de los serogrupos: 0145, 0121, 026, 0111 y 0103. Se tendran en cuenta sélo los

aislamientos positivos para los genes stx y eae, de los serogrupos mencionados

n: nimero de muestras que se toman y se analizan

¢: maximo nimero de muestras con un resultado adverso

m: limite microbiélogico minimo

M: limite microbidélogico maximo

Cuando el numero total de unidades del lote fuera igual o inferior a 100 unidades, se

procedera a la toma de una muestra indicativa (n=1), aplicAndose el plan de 2 clases. El
resultado positivo de la muestra indicativa es interpretado para todo el lote o partida (CAA,

2017).

En situaciones de riesgo epidemiolégico que justifiguen un alerta sanitario, podran ser

realizadas otras determinaciones microbioldgicas, en funcion del problema (CAA, 2017).

La evaluacion microbioldgica de comidas preparadas llevada a cabo en este estudio, se
realizé en el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (figura 3). EI mismo esta
ubicado en el campus universitario sobre la Ruta Nacional 36, km 601. Contiene una cobertura
edilicia de 1.537 m? de los cuales 234 m? corresponden al sitio de elaboracién de alimentos.

Ademas, posee un salén de recepcion de 1.303 m? que pueden ocupar 400 comensales.

Para organizar la demanda existente de comensales, la administraciéon del comedor
coordind el expendio de 900 menus diarios en 4 turnos de 30 min cada uno que comienzan a

las 12 hy finalizan a las 14 h. Ademas, se elaboran aproximadamente 100 menus alternativos.
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El mena diario consiste en sopa, plato principal que varia durante la semana, pany fruta,
mientras que el mend alternativo incluye un plato principal que es distinto al del menu diario,

ya que posee materias primas de mayor costo, pan y fruta.

Desarrollan sus actividades 32 personas que realizan tareas de limpieza, elaboracion
de menus, administracion y atencion al publico, supervisados por una Licenciada en Nutricion

y un responsable administrativo. Solo 10 operadores son los encargados de elaborar el mena.

El comedor no llega a satisfacer la demanda actual con los productos elaborados por
ellos mismos ya que por dia circulan aproximadamente 2.000 personas en su interior, esto se
debe a la falta de personal, sustento econémico e infraestructura. Esta problematica llevé a la
necesidad de incorporar empresas elaboradoras de alimentos de la ciudad de Rio Cuarto y
Zona para que provean al sector de minutas con diversos productos alimenticios: panificacion
(facturas, rasquetas, etc.), sandwichs, ensaladas, pizzetas, pastas, tartas, empanadas,

ensaladas de frutas, postres y otras comidas preparadas listas para consumo.

Debido a que el establecimiento no cuenta con habilitacién ni supervisién municipal por
encontrarse en jurisdiccién nacional, los controles microbiolégicos realizados a los productos
finales elaborados por el comedor, alimentos listos para consumir elaborados por terceros,
ambiente y operarios estan a cargo, desde hace aproximadamente 16 afios, del Departamento
de Microbiologia e Inmunologia, area de Microbiologia de Alimentos. Con los datos que
surgen a partir de los analisis realizados se elaboran informes que aportan resultados Utiles,
no solo para el area demandante sino también para el grupo prestador de servicios, ya que
estas empresas no solo comercializan sus productos en el comedor universitario, sino en toda
la ciudad de Rio Cuarto y municipios aledafios, siendo en numerosas oportunidades los Unicos

controles a los que se someten.
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2. HIPOTESIS
El deterioro de los alimentos se reduce con la utilizacion de film de PVC.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Realizar estudios microbiolégicos para determinar la calidad higiénico-sanitaria y el
deterioro de productos alimenticios comercializados por el comedor de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto (U.N.R.C).

3.2 Objetivos especificos

1) Anaélisis microbiolégico de comidas elaboradas por el comedor de la U.N.R.C (menu

tradicional y productos de self-service).

2) Anadlisis microbiolégico de comidas elaboradas por empresas que expenden sus

productos en el comedor de la U.N.R.C.

3) Andlisis microbiolégico de comidas elaboradas por empresas externas con y sin

envase de PVC.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Toma de muestras

Se tomaron y analizaron 33 muestras de alimentos que se comercializan en el &mbito
del comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto durante el periodo comprendido entre
los meses de septiembre del 2016 a marzo del 2018. Del total, 21 correspondieron a productos
elaborados por el comedor universitario y 12 muestras provenientes de empresas
proveedoras, que fueron tomadas de las heladeras del sector minutas del comedor
universitario disponibles para la venta por el sistema de autoservicio. EI muestreo fue

realizado al azar.

En todos los casos, las muestras fueron llevadas al laboratorio inmediatamente para su

analisis.
El procedimiento se llevo a cabo de la siguiente manera:

- Productos elaborados por el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto:

Se tomaron un total de 21 productos alimenticios elaborados por el comedor
universitario, de los cuales 5 correspondieron al mend tradicional (tabla 3) y 16 al sector self-

service (tabla 4).

La calidad microbiolégica de las muestras de menua tradicional analizadas fue
establecida verificando el cumplimiento de las normas microbiol6gicas constituidas en el
articulo 156 tris del Cédigo Alimentario Argentino (CAA), vigente en el ambito de la Republica

Argentina.

Con respecto a las muestras pertenecientes al sector self-service (16), se realizaron
muestreos de verduras crudas y de verduras cocidas por duplicado, tomando 4 muestras en
cada caso, las cuales fueron llevadas inmediatamente al laboratorio. En cada muestreo, se
analiz6 la muestra control o de tiempo 0 (TO) de forma inmediata, mientras que las 3 muestras
restantes fueron envueltas con film de PVC y conservadas a temperatura de refrigeracion de
7 °C. Luego de 24 h de conservacion en la heladera, se analizo la muestra correspondiente al
tiempo 1 (T1); a las 48 h de refrigeracion se analizé la muestra correspondiente al tiempo 2
(T2) y, cumplidas las 72 h de conservacion, se analizé la ultima muestra afectada al tiempo 3
(T3).
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Tabla 3: Alimentos elaborados por el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Menu

tradicional

Tipo de menu Muestras

Milanesa de carne con puré de papas

Milanesa de ternera con arroz

Tradicional Pastel de carne

Hamburguesa de carne vacuna con arroz y queso

Pollo con ensalada de zanahoria, lechuga y cebolla

Tabla 4: Verduras elaboradas por el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto. Sector Self-

service
Sector Self-service Muestras
Verduras crudas Ensalada de zanahoria, repollo y tomate
Verduras cocidas Ensalada de lentejas, remolacha y garbanzos

- Productos elaborados por empresas de la ciudad de Rio Cuarto:

Se tomaron y analizaron un total de 12 muestras de alimentos elaborados por 6

empresas de la ciudad de Rio Cuarto (tablas 5y 6).

En primera instancia, se realiz6 el andlisis microbiolégico de 6 productos alimenticios
elaborados por 6 empresas de la ciudad de Rio Cuarto. Su calidad microbiolégica fue
establecida verificando el cumplimiento de las normas microbiol6gicas constituidas en el
articulo 156 tris del CAA.

En segunda instancia, se tomaron 6 muestras de un alimento elaborado por la empresa
1. Dos de éstas fueron procesadas para su analisis microbioldgico de forma inmediata al llegar
al laboratorio (muestras control correspondientes al tiempo 0 (T0). Las 4 muestras restantes
se dividieron en 2 grupos de 2 muestras: uno con envoltura de film de PVC y el otro sin
envoltura de papel film. Estas 4 muestras fueron conservadas a temperatura de refrigeraciéon
de 7 °C durante 7 dias tiempo 1 (T1) y durante 11 dias tiempo 2 (T2).
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Tabla 5: Alimentos elaborados por distintas empresas de la ciudad de Rio Cuarto

Empresas Muestras

Empresa 1 Sandwich de miga de jamon cocido y verduras
Empresa 2 Mayonesa de ave (pollo, zanahoria, arvejas y queso)
Empresa 3 Bombas de carne con arroz integral
Empresa 4 Pizzeta de jam6n, queso y aceitunas
Empresa 5 Pebete de jamén cocido y queso

Empresa 6 Costeleta de ternera con arroz, arvejas y zanahoria

Tabla 6: Alimentos elaborados por empresas de la ciudad de Rio Cuarto con y sin envase

Empresa Muestra

Empresa 1 Sandwiches de jamo6n y queso

4.2 Analisis microbiolégico

El analisis microbiologico de las muestras se llevé a cabo siguiendo la metodologia
analitica de las normas I1SO, APHA e ICMSF.

4.2.1 Preparacion del homogenato o suspension inicial y las diluciones sucesivas de

las muestras. Metodologia analitica: ICMSF:2000

El homogenato (diluciéon decimal 10) se obtuvo mezclando 50 g + 0,1 representativo
de la muestra a analizar con 450 ml del diluyente agua de peptona al 0,1% contenidos en un
recipiente adecuado para su homogenizacion. Se dej6é reposar 15 minutos a temperatura
ambiente y a partir de esta dilucion se pipeteé un volumen de 10 ml y se colocé en un
recipiente con 90 ml de diluyente para obtener asi la dilucién 102, A partir de esta se tomo
con pipeta 1 ml y se coloc6 en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de peptona para obtener
asi la dilucién 103, En los casos donde se utilizaron mas diluciones se repiti6 el paso anterior

las veces necesarias.

4.2.2 Recuento _de microorganismos aerobios mesofilos viables totales. Metodologia
analitica: 1SO 4833-2:2003

Se tom6 0,1 ml de las diluciones que fueron necesarias, se deposit6 en la superficie de
Agar para Recuento (PCA) en cada placa de Petri (siembra de las diluciones por duplicado) y

se extendi6 el in6culo utilizando una espatula de Drigalsky. Las placas de Petri se incubaron
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a 30 £ 1 °C durante 72 + 3 h y posteriormente se realizé el recuento expresando el resultado

como Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por gramo de muestra.

4.2.3 Recuento de enterobacterias totales. Metodologia analitica: 1ISO 21528-2:2004

Se realizé recuento en placa en profundidad con agar Violeta-Rojo neutro- Bilis- Glucosa
(VRBG) fundido y templado a 45 £ 1 °C. Se tom6 1 ml de las diluciones que fueron necesarias,
se depositd en placas de Petri vacias (siembra de las diluciones por duplicado), se adicionaron
15 ml del medio de cultivo, se homogeneizé con los movimientos correspondientes y se dejé
solidificar. Luego se afiadio a cada placa aproximadamente 10 ml del mismo medio de cultivo
como capa virgen. Las placas de Petri se incubaron a 37 °C durante 24 + 2 h y se realiz6 el
recuento expresando el resultado como UFC/g de muestra. Para confirmar que las colonias
(figura 4) pertenecian a la familia Enterobacteriaceae, se realizaron las pruebas bioguimicas
de Oxidasa y Fermentacion de glucosa.

Figura 4. Colonias caracteristicas de enterobacterias en medio Agar Violeta Rojo Neutro Bilis

Glucosa (VRBG): violetas (fermetacién de la glucosa) con halo facsia (precipitacion de sales biliares)

4.2.4 Recuento _de coliformes totales y Escherichia coli. Metodologia analitica
ICMSF:2000. Adaptacion Método 2: Europeo

Se realiz6 por la técnica de Namero Mas Probable (NMP) o Fermentacion en Mdltiples
Tubos Clasico, utilizando caldo Mac Conkey como medio de enriquecimiento en tubos con
campana Durham, sembrando la correspondiente dilucion decimal del alimento. Estos fueron
incubados a 35-37 °C durante 24-48 h y se consideraron tubos positivos (coliformes totales)
aquellos en donde se observo turbidez, viraje del indicador (acidez generada por la
fermentacion de la lactosa) y produccion de gas. Se calculé el NMP de coliformes totales por
gramo de muestra utilizando la tabla de NMP. A partir de los tubos positivos se procedio a
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efectuar el aislamiento en placas de Petri con agar Eosina-Azul de Metileno (EMB) y la
posterior identificacion de colonias caracteristicas (negras/rojas (fermentacién de la lactosa)
con o sin brillo metélico) a través de las pruebas de Indol, Rojo de Metilo, Voges-Proskauer,
Citrato (I.M.Vi.C.). EI NMP de E. coli por g de alimento se determin6 en funcién de los tubos
de caldo Mac Conkey cuyas cepas presentes dieron positivas las pruebas bioquimicas
correspondientes para esta bacteria.

4.2.5 Recuento _de Staphylococcus aureus. Metodologia analitica: 1SO 6888-3:2003.
Correccion 2004

Se realizé mediante la técnica del NMP modificado utilizando caldo Giolitti Cantoni como
medio de enriguecimiento en tubos, sembrando las correspondientes diluciones decimales del
alimento. Los tubos fueron incubados a 37 °C durante 24-48 + 2 h y se consideraron positivos
aqguellos donde se evidencié ennegrecimiento del medio de cultivo (reduccién del telurito de
potasio). A partir de éstos se procedi6 a realizar el aislamiento en placas de Petri con agar
Baird-Parker y la posterior confirmacion de las colonias tipicas (negras, brillantes, rodeadas
de una zona translicida que presentan un anillo opalescente (figura 5)) y/o atipicas (colonias
negras menos oscuras, sin zona clara y/o borde blanco ) a partir de la prueba de la coagulasa
(figura 6). Se calculé el NMP/g de la muestra basado en el nimero de tubos de cada dilucion
en los cuales se confirma la presencia de Staphylococcus aureus.

Figura 5. Colonia caracteristica de Staphylococcus aureus en agar Baird-Parker: negra (reduccion
telurito de potasio), brillante, con borde blanco (actividad lecitinasa), rodeada de una zona clara

(actividad lipasa).
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Figura 6. Prueba bioquimica confirmatoria de Staphylococcus aureus: coagulasa (produccion de

coagulo).

4.2.6 Determinacidn de Salmonella spp. Metodologia analitica: ISO 6579:2002

Se realiz6 la determinacion de la presencia de Salmonella spp. en 25 g de muestra. El

aislamiento y la identificacion del microorganismo se realizaron en cinco pasos:

e Enriguecimiento no selectivo: se colocd 25 g de la muestra en 225 ml de Agua de
Peptona Bufferada (APB). Se incub6 a 34-38 °C durante 16-20 h.

e Enriguecimiento selectivo: se transfirio 1 ml del cultivo de enriquecimiento no selectivo

en un tubo con 10 ml de caldo Tetrationato y se incub6 a 37 + 1 °C, durante 24 + 3 h.
En otro tubo con 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis se traspaso 0,1 ml de APB y se
incub6 a 41,5+ 1 °C durante 24 + 3 h.

e Siembra en placas de agar selectivo y diferencial: a partir de los cultivos de

enriquecimiento selectivo se sembré en estrias por agotamiento para obtener colonias

aisladas en los medios:

©8 Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato: colonias del mismo color que el medio de
cultivo, transparentes. A veces con centro negro (precipitacion sulfuro de
hierro).

©3 Agar Bismuto-Sulfito: colonias pardas, grises, tendiendo a negro (precipitacion
sulfuro de hierro) con brillo metalico (reduccién de iones bismuto a bismuto
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metalico). EI medio que las rodea es, por lo general, oscuro al principio

volviéndose negro a medida que aumenta el periodo de incubacion.

Las placas fueron incubadas a 37 £ 1 °C por 24-48 h. A partir de colonias tipicas se

realizaron las pruebas bioquimicas y seroldgicas correspondientes.

¢ |dentificacidon por pruebas bioguimicas: a partir de cultivos puros se realizaron las

pruebas de I.M.Vi.C., Triple Sugar Iron (TSI), Fenilalanina, Urea y Descarboxilacion de

Lisina.

o Estudio de caracteristicas seroldgicas: se realizd con las cepas que dieron pruebas

bioguimicas tipicas. El analisis antigénico se realizé por aglutinacion somatica

empleando antisueros polivalentes OS-A 'y OS-B.

4.2.7 Recuento de Clostridium_perfringens. Metodologia analitica: Adaptacion
APHA:1992

Se tomé 1 ml de las diluciones correspondientes (por duplicado), se deposité en tubos
conteniendo agar Sulfito-Polimixina-Sulfadiazina fundido a 45-50 °C, se homogeneizé el
in6culo mediante agitacion, se dejo solidificar y se afiadié una capa de Vas-Par a cada tubo.
Se incubaron los tubos a 35 °C por 24-48 h. Se realiz6 el recuento presuntivo de las colonias
negras (reduccion sulfito). Para confirmar estas colonias se tomaron 5 y se repicaron en tubos
con caldo tetrationato o caldo Carne Cocida, se incubaron a 35 °C durante 18 a 24 h. Se
realizé la coloracion de Gram a partir de cada uno de estos. La presencia de microorganismos
con la morfologia correspondiente se confirmd por medio de pruebas metabdlicas: hidrélisis
de lecitina, coagulacién de leche cisteinada, hidrolisis de gelatina, nitrato-movilidad,
fermentacion de azlcares (glucosa, lactosa, sacarosa, rafinosa), produccion de SH», a-

hemodlisis. Se expresé el resultado como UFC/g de muestra.

4.2.8 Recuento de Bacillus cereus. Metodologia analitica: ISO 7932:2004

Se realizé recuento en placa en superficie en agar Manitol-Yema de Huevo-Polimixina
(MYP). Se tom6 0,1 ml de las correspondientes diluciones, se depositdé en la superficie del
agar en cada placa de Petri (siembra por duplicado) y se extendio el in6culo utilizando una
espatula de Drigalsky. Las placas de Petri se incubaron a 30 °C durante 18-48 h, se realiz6 el
recuento de colonias caracteristicas (grandes, de color rosado rodeadas de un halo denso de
precipitacion (actividad lecitinasa) sobre un fondo rojo violaceo) y se procedié a la
confirmacion de estas colonias mediante la prueba de B-hemdlisis en agar Sangre de Carnero.

El resultado se expresé como UFC/g de muestra.
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4.2.9 Recuento _de hongos v levaduras. Metodologia analitica: Adaptacién ISO
6611:2004-IDF 094

Se realizé recuento en placa en superficie en agar Extracto de levadura-Glucosa-
Cloranfenicol (YGC). Se tomé 0,1 ml de las diluciones correspondientes, se deposité en la
superficie del agar en cada placa de Petri (siembra de las diluciones por duplicado) y se
extendid el inéculo utilizando una espatula de Drigalsky. Las placas de Petri se incubaron a
25 °C durante 5 dias y posteriormente se realizd el recuento de las colonias (figura 7)

expresando el resultado como UFC/g de muestra.

Figura 7. Levaduras blancas y pigmentadas en agar Extracto de levadura-Glucosa-Cloranfenicol
(YGC).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se realizaron analisis microbiolégicos de alimentos listos para el
consumo elaborados en el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (U.N.R.C.) y
por empresas de la ciudad de Rio Cuarto que comercializan sus productos dentro del comedor
universitario. Ademas, se realizaron andlisis de comidas listas para consumo elaboradas por

empresas con y sin film de PVC como envase alimentario.

Los productos terminados listos para el consumo pueden contener una carga microbiana
considerable debido a diferentes factores, como la calidad microbiolégica de la materia prima
e ingredientes utilizados, las condiciones higiénicas en las que se elaboran y manipulan los

alimentos, las maquinas e instalaciones y el medio ambiente.

5.1 Analisis microbiolégico de productos terminados listos para el consumo

elaborados por el comedor de la U.N.R.C.

5.1.1 Alimentos listos para el consumo elaborados por el comedor de la U.N.R.C. Menu

tradicional.

Se analizaron 5 muestras de alimentos elaborados por el comedor universitario (menu

tradicional). Los resultados obtenidos del andlisis microbiol6gico se observan en la tabla 7.

Tabla 7: Alimentos elaborados por el comedor de la U.N.R.C. Men tradicional

Muestra Enterobacterias E. coli S. aureus | Salmonella | C. perfringens | B. cereus
UFC/g NMP/g NMP/g spp. UFClg UFC/g
Milanesa de carne <10 <03 <3 A N/D <1x10?
con puré de papas
Milanesa de <10 <03 <3 A <10 <1x10?
ternera con arroz
Pastel de carne <10 <0,3 <3 A <10 <1x10?
Hamburguesa con <10 <03 <3 A <10 <1x10?
arroz y queso
Pollo con ensalada
de zanahoria, N/D 1,1 7 A <10 N/D
lechuga y cebolla

Referencias: N/D=No Determinado; UFC=Unidades Formadoras de Colonias; A=Ausencia; NMP=NUmero Mas Probable
Limites maximos: Enterobacterias: M=10% E.coli: m<3; S.aureus: M=10?; C.perfringens: M=103; B.cereus: M=10°
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El 100% de las muestras analizadas elaboradas por el comedor universitario fueron

aptas para el consumo humano segun la normativa vigente.

5.1.2 Verduras listas para consumo elaboradas por el comedor de la U.N.R.C. (producto

de self-service)

Se realiz6 el analisis microbiol6gico de 16 muestras del sector self-service del comedor
universitario (muestreo por duplicado), de las cuales 8 correspondieron a verduras crudas y 8
a verduras cocidas. Del total de muestras, 4 se utilizaron como control (TO) analizadas el
mismo dia que llegaron al laboratorio y las 12 restantes se envolvieron con film de PVC

almacenadas a temperaturas de refrigeracién y analizadas en distintos periodos de tiempo.

El promedio de los resultados obtenidos en el primer y el segundo muestreo realizados

para verduras crudas se muestra en la tabla 8.

Tabla 8: Andlisis microbioldgico de verduras crudas elaboradas por el comedor de la U.N.R.C. Sector

Self-Service
. RAT CT E.coli S.aureus HyL
Tiempo
UFClg NMP/g NMP/g NMP/g UFClg
TO 1,8 x 10° 6 x 10? 1,5 4,8 x10 5,5 x 103
T1 2,5 x 108 2,4 x 10* <0,3 2 1,3x 10°
T2 1,5x 108 5x 10° <0,3 2,3x 10 1,1 x 107
T3 1x10° 5x 107 2 x 108 4,5x10 2,5x 108

Referencias: UFC= Unidades Formadoras de Colonias; RAT= Recuento de microorganismos Aerobios
mesodfilos viables Totales; CT= Coliformes Totales; HyL= Hongos y Levaduras; NMP= Numero Mas
Probable

En el TO se observaron recuentos elevados de aerobios totales, coliformes totales y de
hongos y levaduras, los cuales fueron aumentando en aproximadamente 2 unidades
logaritmicas a medida que transcurria el tiempo de almacenamiento. En cuanto a S. aureus
se destaca una disminucién del recuento en el T1 y T2 con respecto al observado en el TO,
mientras que el T3 mostré un nimero elevado de este microorganismo. Asimismo, se observo
un bajo recuento de E. coli en los tres primeros tiempos, mientras que en el T3, el recuento

fue elevado (figura 8).
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Figura 8. Desarrollo microbiano a través del tiempo en verduras crudas envasadas con film

de PVC y almacenadas en refrigeracion

El promedio de los resultados obtenidos a partir del andlisis microbioldgico de verduras

cocidas se muestra en la tabla 9.

Tabla 9: Analisis microbiologicos de verduras cocidas elaborados por el comedor de la U.N.R.C.

Servicio Self-Service

Tiempo RAT CT E.coli S.aureus HyL
UFC/g NMP/g NMP/g NMP/g UFClg
T0 3x10° 6x 10° <03 1,2 x 102 35 x 10°
— 2 x 108 6 x 10° 3,5x 103 5,5 x 10? 1x10°
T 9x 108 5,9 x 107 1,5x 10° 1,4 x 10% 1x 108
T3 4 x 10° 1,2 x 108 1,5 x 108 5,5 x 108 4,5x 10°

Referencias: UFC= Unidades Formadoras de Colonias; RAT= Recuento de microorganismos Aerobios
mesofilos viables Totales; CT= Coliformes Totales; HyL= Hongos y Levaduras; NMP= NUumero M&s Probable

En el tiempo inicial se observan altos valores de HyL y RAT, mientras que en el T1 se

muestra un aumento en los recuentos de hongos y levaduras, aerobios y coliformes totales
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de 1, 2 y 3 unidades logaritmicas, respectivamente. Para los tiempos 2 y 3, se registraron

aumentos de los tres recuentos entre 1y 2 logaritmos.

Con respecto a E.coli, en el TO no se observo desarrollo de este microorganismo, pero
en los tiempos restantes mostré un alto recuento. Ademas, se observa un elevado recuento
de S.aureus desde el tiempo inicial, el cual aumenté en 1 logatirmo a lo largo del

almacenamiento (figura 9).

1.0x1010
-- RAT
-= CT
- E.coli
> 1.0x109° -¥ S.aureus
g - HyL
1.0x10090
0 20 40 60 80 100

Horas

Figura 9. Desarrollo microbiano a través del tiempo en verduras cocidas envasadas con film de PVC

y almacenadas en refrigeracion

Un recuento elevado de aerobios totales podria indicar materia prima contaminada,
deficiente manipulacion durante la elaboracion de los productos, presencia de patégenos, ya
gue la mayoria de éstos son mesofilos y, como consecuencia, alteracién del producto (Pascual

Anderson y Calderon y Pascual, 2010).

En el caso de hongos y levaduras, los recuentos altos se asocian a practicas sanitarias
inadecuadas durante la produccion y el almacenamiento de los alimentos, asi como el uso de
materia prima contaminada. También, son indicadores de la vida util y la calidad del producto
terminado, ya que dichas cualidades disminuyen notablemente por su presencia (Borbolla
Salay col., 2004; Galan Duran, 2012).

En cuanto a coliformes totales, niveles altos de estos microorganismos indican
contaminacioén y/o elaboracion deficiente de los alimentos (Pascual Anderson y Calderon y

Pascual, 2010).

La presencia de E.coli en un alimento esta influenciada por distintos factores como

deficiencia en la higiene de las superficies que estan en contacto con el mismo, del equipo o
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del manipulador de alimentos, en cualquier etapa del proceso productivo (Alonso y Poveda,
2008). Ademas, implica un cierto riesgo de que pudiera estar presente un microorganismo
patdgeno. Al ser un huésped constante del intestino del hombre y de los animales de sangre
caliente, se considera que es un indicador de contaminacion directa o indirecta de origen fecal.
Su superviviencia fuera del intestino es corta, por lo que su presencia en los alimentos indica
contaminacion fecal reciente. Recuentos elevados de este microorganismo en un alimento
sugieren una falta general de limpieza en su manejo o un almacenamiento inadecuado (Acufia
Peralta y col., 2014).

Un recuento elevado de S.aureus indicaria un manejo inadecuado del alimento, malas
practicas de limpieza, desinfeccion y control de temperatura por parte del manipulador y/o una
posible contaminacion cruzada. Esta bacteria se multiplica rapidamente a temperatura
ambiente. Sus principales fuentes de transmision son las vias respiratorias (boca, nariz), piel,
entre otros. El material y equipos sucios y las materias primas de origen animal también
pueden ser fuente de la contaminacién. Su presencia o la de sus toxinas es signo evidente de

falta de higiene (Campos Diaz y col., 2003; Rivera Mejia y Sagastizado Mendez, 2014).

En los ultimos afios se ha producido en Argentina un marcado desarrollo de la
comercializacién de hortalizas minimamente procesadas, siendo esta tendencia similar a la
observada a nivel mundial debido al incremento en su consumo por la facilidad de uso
(Rodriguez y col., 2002). Los vegetales frescos cortados son altamente perecederos aln en
refrigeracion y su vida util depende basicamente del control de la fisiologia del tejido vegetal
y de la actividad metabdlica de los microorganismos presentes (Manzo y col., 2015). Los
principales factores que influyen directamente en la calidad de estos vegetales son las
practicas de cultivo, el estado de madurez al momento de la recoleccion, la manipulacion post-
cosecha (reduccién de la carga microbiana inicial por lavado y remocion de tejido dafiado) y
el acondicionamiento de la materia prima, asi como las condiciones de almacenamiento
(Torales y col., 2010).

La adherencia, la mayor supervivencia y el crecimiento de los patégenos se favorecen
cuando se cortan o trituran las verduras durante un procesamiento minimo el cual, ademas
de proporcionar sitios para la union de microorganismos, causa la liberacion de exudados de
las verduras que nutren las bacterias adheridas, las cuales pueden crecer y alcanzar altas

poblaciones (Sant’/Ana y col., 2012).

El crecimiento de un microorganismo especifico durante el almacenamiento de un
alimento depende de varios factores, siendo los més importantes: la carga microbiana inicial

al comienzo del almacenamiento; las propiedades fisico-quimicas del alimento, como




W arina Bonaced 2019

contenido de humedad, pH, presencia de conservantes; el método de procesamiento utilizado
en la produccién del alimento; y el entorno externo de los alimentos, como composicién del

gas circundante y temperatura de almacenamiento (Kilcast y Subramaniam, 2000).

Las principales causas de disminucion de vida util de los alimentos son la pérdida de
calidad sensorial causada por microorganismos y el crecimiento de patégenos a niveles
detectables. En Estados Unidos, se ha reportado que la refrigeracion de alimentos a
temperaturas superiores a las recomendadas es la principal causa de origen de casos de
enfermedades transmitidas por alimentos, debido a que favorece el crecimiento de bacterias
patdgenas alcanzando niveles que causan enfermedades. Es importante definir que la
velocidad a la que transcurren las reacciones bioquimicas en los alimentos aumentan con la
temperatura, por lo que el rango de temperaturas absolutas en el almacenamiento de los

productos alimenticios es muy pequefio (Tirado y col., 2005).

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que tanto para verduras crudas
como cocidas los recuentos de los distintos marcadores fueron altos, en la mayoria de éstos
se registré un elevado valor en el TO, lo que afect6 la vida util del alimento. No se demostré
una diferencia considerable en los recuentos entre verduras crudas y cocidas a pesar que,
éstas ultimas, fueron sometidas a un proceso térmico a alta temperatura que disminuyo la
carga microbiana. Esto puede deberse a una contaminacion posterior 0 a preparacion con

demasiada anticipacion, con almacenamiento a temperaturas inadecuadas.

5.2 Analisis microbioldgico de comidas elaboradas por empresas que expenden sus

productos en el comedor de la U.N.R.C.

Se realizaron andlisis microbiolégicos de alimentos listos para consumo de 6 empresas

de la ciudad de Rio Cuarto y region.

En la tabla 10 se observan los resultados obtenidos del analisis microbiolégico realizado

a 6 alimentos de diferentes empresas.
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Tabla 10: Analisis microbiologico de productos elaborados por empresas de Rio Cuarto y region

Enterobacterias | E. coli | S. aureus Salmonella C. perfringens | B. cereus

Empresas UFClg NMP/g | NMP/g spp. UFC/g UFClg

Empresa 1:
Sandwich de miga

de jamén cocido y
verduras

N/D <0,3 <3 A <10 <1x10?

Ma)lfé]:lerseas 362 :ave <10 <03 | 4,8x 102 A <10 <1x10?

Empresa 3: Bombas
de carne con arroz 1,6 x 108 <0,3 2,3x10 A <10 <1x10?
integral
Empresa 4: Pizzeta
de jamén, queso y <10 04 4,3x10 A N/D <1x10?
aceitunas
Empresa 5: Pebete
de jamon cocido y <10 1,5 9 A <10 <1x10?
gueso
Empresa 6:
Costeleta de ternera
con arroz, arvejas y
zanahoria

1,3 x 10° 0,4 1,1 x 10° A <10 <1x102

Referencias: N/D=No Determinado; UFC=Unidades Formadoras de Colonias; A=Ausencia; NMP=Numero Mas Probable
Limites maximos: Enterobacterias: M=10% E.coli: m<3; S.aureus: M=10?; C.perfringens: M=103; B.cereus: M=10°

De las 6 muestras obtenidas y analizadas de 6 empresas, se observo que 2 de ellas
(Empresa 2 y Empresa 6) no fueron aptas para el consumo humano, ya que ambas superaron
el limite establecido por la norma vigente para recuento de S.aureus y una de ellas sobrepasé

el limite para recuento de Enterobacterias.

La presencia de Enterobacterias en gran ndmero puede indicar malas practicas
higiénicas durante la preparacion del alimento y/o un almacenamiento inadecuado del mismo
(Imperiale, 2017). En los alimentos que han recibido un tratamiento para garantizar su
sanidad, la presencia de niveles considerables de Enterobacterias indica tratamiento
inadecuado y/o contaminacién posterior al tratamiento; mas frecuentemente a partir de

materias primas, equipos sucios o manejo no higiénico (Analiza Calidad, 2005).

En ninguna de las muestras analizadas se detectdé presencia de Salmonella spp., ni

recuento de Clostridium perfringens y Bacillus cereus.

El control microbiolégico de 6 muestras de alimentos elaborados por 6 empresas de la
ciudad de Rio Cuarto proveedoras del comedor universitario mostré que el 67% (4 muestras)

fueron aptas para consumo humano (figura 10).
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Figura 10: Aptitud de consumo humano del total de muestras elaboradas por las seis empresas
analizadas

Es importante destacar que el director técnico es corresponsable con el propietario del
establecimiento elaborador de alimentos del cumplimiento de las normas vigentes en materia
alimentaria. ElI Reglamento Bromatoldgico de la Municipalidad de Rio Cuarto (Capitulo Il, art.
104), establece que la Direccion Bromatoldgica Municipal (ambito de contralor oficial) requiere
la implementacion de la direccidn técnica de los establecimientos elaboradores de alimentos,
la cual es realizada por profesionales o técnicos con orientacion en Higiene y Seguridad
Alimentaria (director técnico) con la finalidad de capacitar al personal en higiene y
manipulacion de alimentos, disefiar, implementar y mantener el cumplimiento de las BPM y
POES.

5.3 Andlisis microbioldgico de comidas elaboradas por empresas con y Sin envase

Se analizaron 6 muestras de sandwich de jamén y queso elaboradas por una empresa
de la ciudad de Rio Cuarto (Empresa 1). Dos de éstas fueron procesadas para su analisis
microbiol6gico de forma inmediata al llegar al laboratorio (muestras control correspondientes
al tiempo 0 (TO). Las 4 muestras restantes se analizaron en distintos periodos de tiempo
divididas en 2 grupos de 2 muestras, uno con envase (film de PVC) y otro sin envase,

almacenadas a temperatura de refrigeracion.

En la tabla 11 se observan los resultados del analisis microbiolégico de las muestras sin

envase.
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Tabla 11: Alimentos elaborados por una empresa de la ciudad de Rio Cuarto sin envase

Tiempo RAT Enterobacterias CT E.coli S.aureus HyL
UFCl/g UFC/g NMP/g NMP/g NMP/g UFC/g
T0 1x10° 7,8 x 10° 2,4x10 0,7 2,1x10 3,5 x 10?
T1 9 x 108 5x 10° 4 <0,3 7 3x10°
T2 2x 108 8 x 10° 4,3x 10 1,5x10 7x10 1x 107

Referencias: UFC= Unidades Formadoras de Colonias; RAT= Recuento de microorganismos Aerobios
mesofilos viables Totales; CT= Coliformes Totales; HyL= Hongos y Levaduras; NMP= Numero Mé&s Probable

En la tabla 12 se observan los resultados del andlisis microbiolégico de las muestras

envasadas.

Tabla 12: Alimentos elaborados por una empresa de la ciudad de Rio Cuarto con envase

Tiempo RAT Enterobacterias CT E.coli S. aureus HyL
UFClg UFC/g NMP/g NMP/g NMP/g UFC/g
TO 1,4 x10% 2,8x10% 15 0,3 1,1x10 3,5 x 102
T1 6 x 106 2 x10° 2,1x10 <0,3 7 9x 10°
T2 6 x 107 9 x 104 9,3x10 <0,3 <3 1x 107

Referencias: UFC= Unidades Formadoras de Colonias; RAT= Recuento de microorganismos Aerobios
mesdfilos viables Totales; CT= Coliformes Totales; HyL= Hongos y Levaduras; NMP= Numero Mas Probable

En las siguientes figuras se muestra una comparacion entre las muestras con y sin

envase de los distintos marcadores analizados.
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Figura 11: Recuento de RAT entre alimentos con y sin envase
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Figura 12: Recuento de Enterobacterias entre alimentos con y sin envase
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Figura 13: Recuento de HyL entre alimentos con y sin envase
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Figura 14: Recuento de S.aureus entre alimentos con y sin envase
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Figura 15: Recuento de E.coli entre alimentos con y sin envase

1E+09 -~
100000000 -~
10000000 -
1000000 -

100000 -
10000 - M CT sin envase

1000 - B CT con envase
100 -

10 +

1 .

0,1 -

0,01 T T f
T0 T1 T2

Figura 16: Recuento de CT entre alimentos con y sin envase

En el tiempo control y en los distintos intervalos de almacenamiento, los valores de los
marcadores analizados no presentaron una diferencia considerable entre los alimentos cony
sin envase. Esto indicaria que el film de PVC tiene poca influencia en el desarrollo microbiano
presente en el producto alimenticio. Ademas, los recuentos de aerobios totales,
Enterobacterias y hongos y levaduras (figura 11, 12 y 13) aumentaron en aproximadamente
2 unidades logaritmicas a lo largo del periodo de almacenamiento, lo que demuestra la notable
disminucion de la vida util del alimento. Los recuentos de S.aureus, E.coliy CT (figura 14, 15
y 16) fueron bajos, atribuyendo las variaciones de los mismos a distintas condiciones de

higiene y/o la intervencion de distintos operadores en el proceso de elaboracion.
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Los sandwiches se elaboran con materias primas muy variadas como panes, fiambres,
embutidos, carnes, quesos, vegetales y aderezos (salsas, mayonesa, manteca e inclusive
mezcla de ambas). La produccion de un sandwich implica una importante manipulacion y se
consume sin ningun tratamiento térmico posterior, factores que convierten a este alimento en
un vehiculo potencial de microorganismos patdégenos. Ademas, estos productos alimenticios
presentan caracteristicas 6ptimas para el desarrollo de microorganismos, ya que tienen alto

contenido de nutrientes, pH y agua (elevada aw) (Martin y col., 2016).

El crecimiento de patégenos y microorganismos de alteracion se ve afectado por el nivel
inicial de contaminacién. Con altos niveles iniciales, los microorganismos contaminantes
necesitan menos tiempo para alcanzar el nivel minimo de deterioro, por lo tanto, la vida util se
reduce (Valero y col., 2012).

Los factores que contribuyen a los brotes de ETA son la refrigeracion inadecuada,
preparacion temprana de los alimentos, falta de higiene en la manipulacién e incorrecto
almacenamiento de comidas preparadas. El consumo masivo de estos productos en eventos
sociales, fiestas o adquiridos al paso como comida rapida en puestos, ferias y carros
ambulantes (via publica) constituyen un peligro potencial para la salud del hombre (Martin y
col., 2016).

5.4 Evaluacion total de muestras analizadas de menu tradicional y alimentos elaborados

por empresas expendidas en el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto

Del total de 11 muestras (5 correspondientes al menu tradicional y 6 correspondientes
a 6 empresas proveedoras) tomadas y analizadas en el presente estudio, se observé que el
82% fueron aptas para consumo humano (9 muestras), mientras que el 18% restante (2
muestras provenientes de empresas) no fueron aptas por presentar altos recuentos de S.
aureus y Enterobacterias (figura 17). Ninguna de las muestras analizadas present6 recuentos

de B.cereus y C.perfringens, ni presencia de Salmonella spp.
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Figura 17: Aptitud de consumo humano del total de muestras elaboradas por las seis empresas y por

el comedor universitario

Los resultados mostrados en este estudio coinciden parcialmente con los obtenidos por
Ottonello (2017), donde el 68% de las muestras analizadas en el afio 2015 presentaron una
calidad microbiol6gica aceptable. Entre los afios 2016 y 2017, este porcentaje subié al 82%

y, en consecuencia, disminuy6 el de alimentos no aptos en la misma proporcion.

Segun la OMS, la incidencia anual mundial estimada de diarrea es de 1.500 millones de
casos y se ha descripto que el 70% de las diarreas se originan por la ingestion de agua y
alimentos contaminados con microorganismos y/o sus toxinas, contituyendo una de las
principales causas de morbilidad en todas las edades y de mortalidad en los nifios (Garcia
Vesga, 2014; De La Hoz Gomez y Paba Osorio, 2016).

La poblaciéon de los paises en desarrollo es mas propensa a sufrir enfermedades
transmitidas por los alimentos debido a mdultiples razones: falta de acceso a agua potable para
la preparacion de alimentos, transporte y almacenamiento inadecuados de los mismos y falta
de capacitacion sobre practicas alimentarias seguras e higiénicas. Ademas, hay una carencia
de sistemas efectivos de vigilancia y monitoreo de ETA, sistemas de inspeccion para la
inocuidad de los alimentos y programas educativos sobre la conciencia de la higiene
alimentaria, por lo que estas enfermedades tienen gran impacto en la salud publica y en la

economia de un pais (Jahan, 2012).

En Argentina, segun la Direccién de Epidemiologia del Ministerio de Salud de la Nacion,
en el afio 2018 se report6é un brote de ETA en la Cuidad Autonoma de Buenos Aires (CABA)
y tres brotes en Chubut con 40 y 44 casos, respectivamente (Direccién de Epidemiologia,
2018).
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La capacitacibn en BPM y en APPCC es una herramienta muy Gtil para mejorar la
calidad dentro de la industria alimentaria en cuanto a seguridad alimentaria y aspectos
generales de la calidad. La puesta en marcha de sistemas de gestién enfocados hacia la
calidad y seguridad del producto, se ha convertido en una necesidad que ha pasado a ser
obligatoria en muchos paises. Dentro del espacio MERCOSUR, la obligatoriedad de que todas
las empresas dispongan de BPM es un primer paso para el desarrollo de sistemas mas
amplios que en otros paises son obligatorios, como es el caso del Sistema APPCC que en
Europa es de cumplimiento obligatorio y en Argentina es voluntario. Las empresas que tienen
intencidn de vender sus productos en mercados externos, se ven en la obligacion de cumplir
con la normativa de los paises a los que exportan y, de esta manera, se hace obligatorio
disponer de un sistema de gestiobn que considere al APPCC como la herramienta para
asegurar la inocuidad de los productos que se elaboren (Roman, 2007).

Efectuando una cronologia de los resultados obtenidos a partir de estudios realizados
en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos entre los afios 2004 y 2017 sobre la aptitud de
alimentos para el consumo humano expendidos en el comedor universitario, se puede
observar que afio a afio el porcentaje de aptitud de las muestras fue en aumento
conjuntamente con el crecimiento del comedor tanto en estructura como en el nivel de

capacitacion de los operarios del sector cocina.

Con respecto a los alimentos elaborados en el comedor de la UNRC, entre los afios
2004 y 2012 los estudios microbioldgicos efectuados mostraron que el 50% de las muestras
no fueron aptas para el consumo humano debido, fundamentalmente, a que las condiciones
de trabajo en el sector cocina no eran las adecuadas ante la alta demanda de alimentos. Por
tal motivo, se efectué la ampliacion de este sector y del salén de recepcion del comedor
universitario e incorporacién de nuevo personal que recibio la capacitacion apropiada (Coria,
2005; Pasetti, 2009; Gnesutta, 2010; Lerda, 2010; Yachecen, 2012). Posteriormente, segun
Cantarutti (2015) y Otonello (2017), el 100% de las muestras resultaron aptas para consumo
humano. Estos datos fueron coincidentes con los obtenidos en este estudio, ya que a partir
de 5 muestras de alimentos analizados se observo que el 100% fue apto para consumo
humano. Esto revela un proceso de constante control y educacion efectuado por la
responsable técnica del comedor universitario y por los profesionales del Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos para el mejoramiento continuo de la calidad de productos

alimenticios que se expenden en el comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

En cuanto al analisis microbiologico de comidas elaboradas por empresas proveedoras
del comedor universitario, el estudio realizado por Pasetti (2009) mostré que ninguna de las

muestras analizadas fueron aptas para el consumo humano. En otro estudio se observo que
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de un total de 18 muestras analizadas provenientes de empresas elaboradoras de la ciudad
de Rio Cuarto, el 16% de las mismas fue apto para consumo (Gnesutta, 2010). Segun Lerda
(2010), el 33% cumplié con los criterios microbiolégicos de la normativa vigente. Los
resultados obtenidos por Yachecen (2012) fueron similares a los obtenidos por Lerda (2010),
ya que de un total de 31 muestras, el 23% de las mismas fueron aptas para consumo humano.
En el estudio realizado por Cantarutti (2015) se observo que de 27 muestras de alimentos, el
74% (20 muestras) cumplié con la norma establecida por el CAA. Segun Otonello (2017), el
60,7% de las muestras fue apto mientras que el 39,3% restante no fue apto. Estos resultados
se correlacionan con los obtenidos en este estudio, ya que a partir del control microbiol6gico
de 6 muestras de alimentos elaborados por seis empresas proveedoras se observé que el
67% (4 muestras) fue apto para el consumo humano.

5.5 Evaluacion total de muestras analizadas listas para consumo expendidas en el

comedor de la Universidad Nacional de Rio Cuarto envasadas con film de PVC

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio se observd que, tanto los
alimentos provenientes del sector self-service del comedor universitario (verduras crudas y
cocidas) como las comidas elaboradas por una empresa proveedora (sandwichs de miga de
jamén y queso) y envasados con films de PVC, registraron importantes aumentos en los
recuentos de las bacterias indicadoras de la vida util del producto en el periodo de

almacenamiento estudiado.

Cuando el producto fresco es envasado, se llevan a cabo dos procesos simultaneos: la
respiracion del producto y la permeabilidad de los gases a través de la pelicula plastica. Si la
velocidad de consumo de O; y produccion de CO es acompafiada con un buen intercambio
gaseoso de la pelicula, es posible tener una atmdésfera adecuada para el producto. El equilibrio
se logra después de determinado tiempo, dependiendo de los requerimientos del producto y
permeabilidad de la pelicula, los cuales estan en funcion de la temperatura y humedad relativa

de almacenamiento (Ospina Meneses y Cartagena Valenzuela, 2008).

Este equilibrio se ve afectado en el envasado con film de PVC ya que éste no presenta
suficientes propiedades de barrera para muchas aplicaciones de envasado. Esta limitacién
surge porque la adicion de plastificantes en compuestos de PVC flexibles causa un aumento
en la movilidad de la cadena molecular y las distancias intermoleculares del polimero. El
resultado es una via mas directa para la difusion de los gases y vapor de agua (Massey, 2003).
La alta permeabilidad del PVC plastificado es una propiedad aceptable en el envasado de
carnes y quesos que son alimentos que necesitan una elevada tasa de respiracion (Patrick,

2005). Sin embargo, una alta permeabilidad del oxigeno promueve varios tipos de reacciones
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de deterioro en los alimentos, incluyendo la reduccion de las grasas y las reacciones de
pardeamiento. Ademas, la mayoria de las bacterias y hongos mas comunes que afectan los

alimentos requieren de oxigeno para su crecimiento (Vallejo Chuga y Velasco Mena, 2015).

En un estudio realizado por Rodriguez y col. (2002) se evalud, a partir de los marcadores
aerobios totales y hongos y levaduras, el efecto de diferentes peliculas plasticas en la
conservacion de choclos en granos minimamente procesados. El recuento inicial de aerobios
mesodfilos fue de 6 x 10* ufc/g y llegé a 106 ufc/g al cabo de 6 dias de almacenamiento en
refrigeracion, mientras que el recuento de hongos y levaduras inicié con un valor aproximado

de 750 ufc/g, llegando hasta 10° ufc/g luego de 9 dias de almacenamiento.

En una investigacion realizada por Sanz y col. (2006) se realiz6 un analisis de la
influencia del film de envasado y la exposicion de la luz en la vida til del coliflor y brocoli
minimamente procesados. Los vegetales fueron envasados en 4 tipos distintos del film
plastico y almacenados a 4 °C durante 25 dias. Se realizaron analisis microbioldgicos a los
dias 0, 1, 3, 7, 11, 15, 21 y 25. Se pudo demostrar que la permeabilidad del film no afect6

significativamente la evolucion de los recuentos microbianos.

Martin y col. (2016) realizaron un estudio sobre la calidad microbiol6gica y vida util en
sandwiches de miga envasados en film de PVC (policloruro de vinilo), envase preformado de
PET (polietileno tereftalato), envasados al vacio con atmosfera modificada en envases
laminados con PVC (policloruro de vinilo) y un control sin envase, los que fueron conservados
en refrigeracion por 21 dias. Se realiz6 el analisis microbioldgico de las muestras en el tiempo
O,alas24hyalos 3,5, 7,10, 15, 18 y 21 dias de envasado. Los recuentos microbiolégicos
aumentaron notablemente excediendo, después de los 7 dias de almacenamiento, los

distintos limites establecidos por el CAA.

Segun Barry-Ryan y col. (2000), se determiné la calidad de zanahorias trituradas
envasadas con diferentes film de PVC, almacenadas a 8 °C durante 10 dias. Los recuentos
microbiol6gicos de aerobios totales y de hongos y levaduras aumentaron hasta 10 unidades
logaritmicas al final del almacenamiento. Ademas, se observo que la muestra envasada con

el film de mayor permeabilidad al oxigeno fue la que presenté mayor recuento microbiano.

Los estudios expuestos anteriormente coinciden con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, es decir que alimentos con elevada carga microbiana envasados con film
polimérico de alta permeabilidad al O, y almacenados a bajas temperaturas presentaron una

reducida vida util.
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Existen diversas investigaciones que demuestran que el agregado de sustancias
antimicrobianas a los film de PVC tales como nanocompuestos de plata (Azlin-Hasim y col.,
2016), diéxido de titanio (Xing y col., 2012; Metak, 2015), 6xido de zinc (Li y col., 2009),
soluciones del biopolimero quitosano enriquecidas con aceites esenciales de especias (Torlak
y Nizamlioglu, 2011), lisozima (Conte y col., 2006) y bacteriocinas (Iseppi y col., 2008),
extiende la vida util de distintos productos alimenticios almacenados con estos envases. En
todos los estudios se observé un buen efecto inhibitorio de estos compuestos sobre distintos
patdgenos transmitidos por alimentos como E.coli, S.aureus, Listeria monocytogenes, E.coli
0157:H7 y Bacillus cereus.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en este estudio son las siguientes:

+«» De un total de 11 alimentos analizados elaborados por el comedor universitario y por
empresas proveedoras, 9 (82%) cumplieron con la normativa nacional vigente (C.A.A.)
presentando una calidad microbiol6gica aceptable.

+ De las 5 muestras de alimentos elaboradas por el comedor de la Universidad Nacional
de Rio Cuarto, se determin6 que todas fueron aptas para el consumo humano, cumpliendo
los requisitos microbiolégicos establecidos.

% EI control microbiol6gico de 6 muestras de alimentos elaborados por 6 empresas de la
ciudad de Rio Cuarto proveedoras del comedor universitario, revel6 que el 67% (4 muestras)
fue apto para el consumo humano. El 33% (2 muestras) restante no fue apto para consumo
humano por no cumplir con la normativa vigente al superar los limites de recuento de
Staphylococcus aureus y Enterobacterias.

% No se detect6é presencia de Bacillus cereus, Salmonella spp. ni de Clostridium
perfringens en ninguna de las comidas de las seis empresas como asi tampoco en las
elaboradas por el comedor universitario.

% Las muestras provenientes del sector self-service del comedor universitario y de la
empresa proveedora envasadas con films de PVC mostraron importantes aumentos en los
recuentos de las bacterias indicadoras de la vida util del producto lo que indicaria que este
envase no es muy apropiado para la conservacion a largo plazo de alimentos altamente

perecederos.

6.1 RECOMENDACIONES

+ Realizar capacitacion y educacion en Buenas Practicas de Manufactura a los
manipuladores de alimentos, recalcando todas las medidas de higiene que deben guardar,
asi como el correcto uso de la indumentaria necesaria a la hora de trabajar con los mismos.

+ Evaluar los conocimientos adquiridos de dichas capacitaciones, para poner en evidencia
lo aprendido.

% Verificar periédicamente la limpieza del establecimiento, condiciones en que se
almacenan las verduras, asi como el proceso de lavado y desinfeccién de las mismas antes
de preparar las ensaladas frescas.

% Implementar métodos de envasado mas eficaces para que la vida util del alimento se

extienda.
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7. ANEXO

7.1 Medios de cultivo:

» Agua de Peptona para Diluciones
Peptona......coovveiiiiiiii 1g
Agua Destilada..........ccccoeeeeiiieiiiiiiiiinnn, 1000 ml

» Agar plate count (PCA)

Peptona de caseina ..........cccceevvvvveeennnn. 59

Extracto de levadura ...............eevvvevnnnnnnes 259

GlUCOSA.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie 19

AAT 149

Agua destilada ... 1000 ml
pH: 7

» Agar Violeta Rojo Neutro Bilis Glucosa (VRBG)

Peptona de carne..........ccceeevvveevvenevnnnnnnns 79
Extracto de levadura ...............eevvviinnnnnns 39
Cloruro de sodiO......cccoeeeevieeiiiiiiiiieeeeeeenn, 5¢g
GlUCOSA....cce e e, 10g
Sales biliares......coovveeieieeeiiei, 15¢
ROJO NEULIO.....ccceiiiiiiiiee e, 0,03 g
Cristal Violeta..........oveeieeee i, 0,002 g
0 = 15¢g
Agua destilada ...........ccccoeeeeiiieiiiiiii, 1000 ml
pH: 7,3

» Medio basal para oxidacion/fermentacion de azlcares

Tripteina.....cccvveeeeeeeeee 29
Cloruro de SOdi0.........uuvvuivieiiiiiiiiiiiiiiiins 59
Fosfato dipOSALICO .......cvvveeeeviiiiiiiiieeenn, 0,39
Azul de bromotimol.........ccooevviiiiiniinn, 0,03 g
AGAC i 2549
Agua destilada ...........ccceevviiiii 1000 ml
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pH: 7,1

Una vez preparado el medio base, distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121°C

durante 15 minutos. Agregar de manera aséptica el hidrato de carbono en estudio en concentracion

final al 1%.

» Caldo Mac Conkey (CMC)

Peptona..........ooeeviieeeiii e 2049
Sales biliares..........cccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiis 59
Cloruro de SodiO...........uuvvviiviriiiiiiiiiiiiins 59
LactoSa ....uvvvieiieeiee e 10g
Parpura de bromocresol............cccce........ 2,5 ml
(1,6% en alcohol)
Agua Destilada..........cccccoveeeiiieiiiiiiiiiinnn, 1000 ml
pH: 7,4

Peptona......ccovveiiiii i 10g

= (o1 (01T 549

Y= To1= [0 1-7- FR 549

Fosfato dipotasiCo .......ccceeeeevvveeiviieennnnn. 2g

0 = 1359

BOSINA ..o, 0,449

Azul de metileno.........coooevvieiiiiiniien, 0,065 g

Agua Destilada..........cccccevvviiiiiiiiiiinnnnn. 1000 ml
pH: 7,2

» Caldo Gioliti Cantoni (CGC)

Tripteina.....ccveeeeeeeee 10¢g
Extracto de levadura ...............eevvviiinnnnns 59
Extracto de carne ...........cceevvvvvvvininnnnnnns 50
Cloruro de sodi0......cooeeevvvieiiiiiiiieeeeeeee, 50
Cloruro de litio ....ceveeeeeeeeeieeiie e, 50
Manitol .......oeiieee 204g

(€] 11 [ = TP 129
Piruvato de sodio.........ccooveeevieeiiiiiiinnnenn. 39
Agua destilada ...........cooeviiiiiiiiii, 1000 ml

pH: 6,9
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Cada 100 ml de medio afadir 5 ml de una solucion de telurito de potasio al 1% P/V.

» Agar Baird-Parker (Medio Base)

Peptona de caseina ..........cccceevvvvvennennnn. 10g
Extracto de Carne ............cceeevvvvvvveeenennn. 59
Extracto de Levadura............cccccveennnnn. 19
Cloruro de litio ....cvvveeeeeeeiiieeccie e, 59
AQAC i 13 g
GliCINA ... 129
Piruvato de Sodio ............evvvvvvieiiiiinnnnnnns 10¢g
Agua Destilada...........ccccevvviiiiiiiiiiiinnnn. 1000 ml

pH: 6,8 + 0,2

Cada 100 ml de medio base fundido y templado a 45°C afadir:

- 1 mlde solucién telurito de potasio 1% P/V.

- 5mlde solucién yema de huevo.

» Agua de Peptona Bufferada
Digesto enzimatico...........cccceeeeeeieiicnnnnnns 10g¢

de tejido animal

Cloruro de Sodio..........ccoeeeveiiiiiciiciinns 5¢g

Fosfato Disédico..............cc.cceeeeeennn. 9g¢g

Fosfato Monopotasico............ccceeeueee. 159

Agua Destilada.........cccccceeviiiiiinieieeens 1000 mi
pH: 7

» Agar Nutritivo (AN)

Pluripeptona..............eeevveveiieiiiiiiiiiiiiiinns 59

Extracto de Carne .........ccccevvvvvvvvvvinnnnnnns 39

Cloruro de Sodi0 .........uuvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiins 849

AGAr oo 159

Agua Destilada..........ocoevviiiiiiniiiinn, 1000 ml
pH: 7,3

» Caldo Tetrationato Base (CT)

Extracto de carne .........ccooeeevveeeiviiinneenn. 10g
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Peptona........cccoeeveiieiiii e, 10g
CO3Ca. i 5049
Agua destilada ...........ccccoeeeeiiiiiiiiii, 1000 ml

pH: 7,4 - 7,6

Por cada 10 ml de medio base afiadir 0,2 ml de solucién iodo iodurada (5 g de ioduro de potasio méas

6 g de iodo en 20 ml de agua destilada).

» Caldo Rappaport Vassiliadis (CRV)

Bacto triptona........ccccceeeeiiieeiieeee e, 4,54 g

Cloruro de Magnesio........ccccceeeeeeeeeeneenns 13449

Cloruro de Sodio ......ccuvevveeiiiiiiiiiiiees 729

Fostato monopotasico...........ccccvvvennnnnn. 145¢

Verde de Malaquita....................ceeeeennnne 0,036 g

Agua destilada ...........ccceevviiiiiii 1000 mi
pH: 5,1

» Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (Agar XLD)

Extracto de levadura ...............eevvveinnnnnnns 39
Cloruro de SOdi0..........uuvveiiiviiiiiiiiiiiiiinns 59
XilOSA ..iveiieiiiie e 3,59
LacCtoSa ....cvvieiiiiici 759
ST (o7= | (0 1<Y- H 7549
LiSINGA. ..t 50
Desoxicolato de SOdio ..............evvvevvennnns 259
Tiosulfato de sodio ............ccoeeeeeeeeeeeeenn. 6,89
Citrato de amoénio y hierro ...................... 0,89
ROJO feNOl ... 0,08 ¢
AGAr e 1359
Agua destilada ...........cooeeiiiiiiiiii, 1000 ml
pH: 7,4

Peptona.........couiiiiiiii 10 g
Extracto de carne .........ccooeeevveeevviienneenn. 50
(€] ¥ o017 5¢g
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Fosfato disddico........cccoeeeeeeiiiiiiiiiennnnn, 4g

Sulfato feITOSO .....vvve i 0,3¢g

Indicador de sulfito-bismuto.................... 8¢

Verde brillante ........cooveevveviiiiiieieeieeenn, 0,025¢

AGAC e 204g

Agua destilada ... 1000 ml
pH: 7,5

» Agar Sulfito- Polimixina- Sulfadiazina (SPS)

Peptona de caseina ..........cccoccvvvvveeennnn. 15¢
Extracto de levadura ...............eevvviinnnnnnns 109
Citrato fEIriCO.....u v, 0,59
Sulfito de SOdi0.......ovvuiiiiiiiieeeeeeeas 0,59
Sulfato de polimixinaB...........c....coeeeee. 0,01g
Sulfadiazina so6diCa ..........cceveeeveeiiiieiinnnns 0,12 g
AGAr s 13,99
Agua destilada ...........ccccoeeeeeiieiiiiiiin, 1000ml
pH: 7

» Agua de Peptona para Indol

Peptona......ccovveeiiiii e 10g

Cloruro de Sodio .....ccoeeeeiiviiiiiiiiieeeeeeee, 5¢g

Agua Destilada...........cccceevviiiiiiiiiiinnnnn. 1000 ml
pH: 7

Peptona........cooeiiviiiiii 749
GlUCOSA.....uuuiiiiiiiiiiiiiiiiii 50
Fosfato DIipOtasiCo.........ccccevvviiiviiieeennnnn. 59
Agua Destilada..........cccccvvvviiiiiiiiiiinnnnn. 1000 ml

pH: 6,7 -7,1

» Caldo Cerebro Corazon (CCC)
Infusion de Cerebro de Ternera.............. 200 g
Infusion de Corazén vacuno................... 250 g

Cloruro de Sodio ......coccvvvvevieveiiiiieccenenn, 5¢g
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Peptona........cccoeiviiieiiiii e, 10g

Fosfato DiSOAICO........ccvvevveeieiieiiieeeneenn, 259

GlUCOSA....ccoieeieeeecie e 5¢

Agua Destilada..........ccccceceeeiiieiiiieiiiinnnn, 1000 ml
pH: 7,4

» Agar Lisina Hierro (LIA)

Peptona........ccooeevieeeiiii e 549
Extracto de levadura .............cccvvvvvvnnnnnnns 39
GlUCOSA.....uuuiiiiiiiiiiiiiiii 19
L-LiSING .. 10g
Citrato férrico amonico ...........coeevevneennnn. 0,59
Tiosulfato de sodio ............ccooeeeeeeeeeeeennn. 0,049
Purpura de bromocresol.............ccc......... 0,02
AGAr s 15¢g
Agua destilada ...........cccooeeeeiiiiiiiiiii, 1000 ml
pH: 6,7

» Agar Extracto de levadura-Glucosa-Cloranfenicol (YGC).

Extracto de levadura .............cccouvvveeennnnn. 5¢g

GlUCOSA ..., 20g

CloranfeniCol ........c.oveeeieeiieieeieeiaee, 0,19

AGAr oo 159

Agua destilada ...........ccceeviiiiii, 1000 ml
pH: 6,6

» Agar Citrato de Simmons

Sulfato de magnesio............ccuevvvvevinnnnnes 0,29
Fosfato dipotasiCo ........ccvveeviiiiiiiiiieenennn. lg
Fosfato monoamoénico...........cccvveeeeeennn. 19
(Od11 =100 ] e [=:ToTo [0 TN 29
Cloruro de sodi0......cooeeevvvieiiiiiiiieeeeeeee, 50
Azul de bromotimol..........cccovvviiiiiinninnns 0,08 ¢
AGAC e 13 g
Agua destilada ...........cooeviiiiiiiiii, 1000 ml
pH: 7,2
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» Agar Fenilalanina (FA)

DL- Fenilalanina...........c..ccovveviviiieneennn. 29

Extracto de Levadura............cccccceennnenn. 39

Cloruro de Sodi0 ..........uvvvevieiiiiiiiiiiiiiiine 59

Fosfato de Sodio ............eevvvvvveiiiiiiniiinnns lg

AGAC e 12 g

Agua Destilada...........ccccevvviiiiiiiiiiiinnnn. 1000 ml
pH: 7,3

» Agar Hierro Triple Azucar (TSI)

Peptona..........oooevieeeriii e 2049
Extracto de Carne .........ccccevvvvvvvvevennnnnnns 39
GlUCOSA....co i e e, 19

= (o (01T 10g

Y- To1= [0 1-7- FR 10g
Sulfato de hierro y amonio...................... 0,20 ¢
Cloruro de Sodio .....ccoeeeeivviiiiiiiiieeeeeeea, 59
Tiosulfato de Sodio.......c..ccovvevvveeivinneinnen, 0,29
ROjO FENOL......ccoeiiiei e, 0,025¢
AGAr e 13 g
Agua Destilada..........cccccoveeeiiieiiiiiiiiinnn. 1000 ml

pH: 7,3+ 0,2

» Agar Manitol-Yema de Huevo-Polimixina (MYP)

Peptona........cooeiieiiiiii 10g
Extracto de Carne .........cccceevvvvevveninnnnnnns lg
MaNIEOL ... 10g
AGAC i 159
Cloruro de SOdi0 .........uuvvvvivriiiiiiiiiiiiiiins 10¢g
ROJO FENOL.......ceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 0,025¢
Agua Destilada..........oooevviiiiiiiiiiinn. 1000 ml
pH: 7,2

Agregar a 100 ml de medio cultivo base enfriado a 45 °C, 10 ml de soluciéon yema de huevo y 1 ml de

solucién acuosa de sulfato de polimixina.
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> Caldo Urea

L0 T 2049
Extracto de Levadura .........cooccevveuveenneenn. 0,1¢g
Dihidrégeno fosfato potasico.................. 9,1¢
Hidrégeno fosfato disodico..................... 9549
ROJO fENOl......oeeiiiiiiiii 0,01g
Agua Destilada...........ccccoevvviiiiiiiiiiiinnnn. 1000 ml
pH: 6,8
> VAS-PAR

Mezcla de Vaselina (liquida) y Parafina (solida). Se realiza la mezcla por calentamiento de

ambos componentes en una proporcion 2:1, es decir, 2 partes de vaselina por 1 parte de

parafina. Se esteriliza en estufa.

7.2 Reactivos

v" Reactivo para Indol (Kovacs)

Paradimetil-amino-benzaldehido...................... 59
Alcohol 1S0amiliCO .....oovnveeeeee e, 75 ml
Acido Clorhidrico concentrado..........ccccceue...... 25 ml

v" Reactivo para Rojo de Metilo

R0jo de Metilo ........ovvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 0,1¢g
Alcohol EiliCO.......uuvviiiiiiiiiiiieee 65 ml
Agua Destilada...........cccceevviiiiiiiiiiinnnnn. 35 ml

v' Reactivos para VogesProskauer (VP)

Reactivo A:
Alfa-naftol ..., 50
Alcohol Etilico Absoluto..........ccccevvennen.. 100 ml

La solucién debe conservarse al resguardo de la luz.

Reactivo B:
Hidroxido de Potasio ..............eeevvveeennnnnes 409
Agua Destilada..........oooevuiiiiiiiiiinn, 100 ml
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